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Resumen de la tesis que presenta Salma Lépez Rodriguez como requisito parcial para la obtencién del
grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias.

Evaluacion toxicolégica de nanoparticulas de 6xido de zinc presentes en productos alimenticios en
un modelo in vitro de colon

Resumen aprobado por:

Dra. Karla Oyuky Judrez Moreno
Directora de tesis

El desarrollo de los nanomateriales ha derivado en importantes avances tecnoldgicos que representan
una ventaja en muchos aspectos de la vida diaria, pero su presencia en la cotidianidad también implica
un riesgo toxicoldgico para los seres humanos expuestos a la ingesta de nanomateriales que pueden
encontrarse en alimentos y bebidas como aditivos utilizados en la industria alimentaria. Tras ser
ingeridos, los nanomateriales ocasionan la activacion de mecanismos de estrés celular y, en
consecuencia, potenciales enfermedades gastrointestinales. Por lo tanto, en este estudio se evalué el
efecto de dos formulaciones distintas de nanoparticulas de éxido de zinc (ZnO NPs), formulacién en
suspensidn y en polvo, en la linea celular de cancer de colon HT-29. Las ZnO NPs se caracterizaron por
espectrofotometria UV-vis, microscopia electrénica de transmision (TEM) y dispersién dindmica de luz
(DLS). Se evalud in vitro la citotoxicidad de las nanoparticulas por reduccidn de resazurina y se comparé
su potencial citotéxico al ser tratadas con un agente quelante. Asi mismo, se evalud la internalizacién
celular, los efectos en el ciclo celular y la activacidn de mecanismos de apoptosis en la linea celular HT-
29. También se estimo la produccion de especies de oxigeno reactivas (ROS), con y sin tratamiento de
quelacidn, y la actividad de la enzima superdxido dismutasa (SOD). Ademas, se llevaron a cabo ensayos
con eritrocitos para evaluar la hemocompatibilidad de las ZnO NPs. Se encontré que las ZnO NPs en
suspension tienen un tamano promedio mayor a la presentacién en polvo y que, en general, las ZnO
NPs en polvo parecen ser mas citotdxicas. Se identificd que la activad de la enzima SOD mantuvo al
margen la produccion de ROS por lo que no se presentaron condiciones de estrés oxidativo y que
ambas formulaciones de ZnO NPs ocasionan la paralizacion de la viabilidad relacionado con el arresto
del ciclo celular en la fase GO/G1 por accidn de los iones Zn* y no por la internalizacion de las
nanoparticulas que resulté ser minima. Se determind que las concentraciones evaluadas de ambas
presentaciones de ZnO NPs son hemoliticas. Los resultados de este trabajo plantean un mecanismo de
citotoxicidad alternativo para las ZnO NPs.

Palabras clave: nanomateriales, industria alimentaria, nanoparticulas de éxido de zinc, citotoxicidad,
ciclo celular



Abstract of the thesis presented by Salma Lépez Rodriguez as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Nanosciences.

Toxicological evaluation of zinc oxide nanoparticles found in food products in an in vitro model of
colon

Abstract approved by:

Dra. Karla Oyuky Judrez Moreno
Thesis Director

Development of nanomaterials has led to important technological advances that represent an
advantage in many aspects of daily life, but their presence also implies a toxicological risk for humans
exposed to the ingestion of nanomaterials that can be found in food and beverages as additives used
in food industry. After being ingested, nanomaterials cause the activation of cellular stress mechanisms
and, consequently, potential gastrointestinal diseases. Therefore, in this study, the effect of two
different formulations of zinc oxide nanoparticles (ZnO NPs), suspension and powder formulation, on
colon cancer cell line HT-29 was evaluated. ZnO NPs were characterized by UV-vis spectrophotometry,
transmission electron microscopy (TEM), and dynamic light scattering (DLS). The cytotoxicity of
nanoparticles was evaluated in vitro by a resazurin reduction assay and it was compared with their
cytotoxic potential when treated with a chelating agent. Likewise, cell internalization, effects on the
cell cycle and activation of apoptosis mechanisms were evaluated. Production of reactive oxygen
species (ROS), with and without chelation treatment, and the enzymatic activity of superoxide
dismutase (SOD) were also estimated. In addition, erythrocyte assays were carried out to assess the
hemocompatibility of ZnO NPs. It was found that suspension ZnO NPs have a larger average size than
the powder presentation and that, in general, powder ZnO NPs seemed to be more cytotoxic. It was
identified that SOD activity kept the production of ROS in balance, so that no oxidative stress conditions
were presented and that both formulations of ZnO NPs cause a stagnation in viability related to the
arrest of the cell cycle in the GO/G1 phase by the action of Zn? ions and not by internalization of the
nanoparticles, which was minimal. It was determined that the evaluated concentrations of both
presentations of ZnO NPs are hemolytic. The results of this work suggest an alternative mechanism for
ZnO NPs’ cytotoxicity.

Keywords: nanomaterials, food industry, zinc oxide nanoparticles, cytotoxicity, cell cycle
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Capitulo 1. Introduccidn

1.1 Los nanomateriales y sus aplicaciones

Con el surgimiento de la nanotecnologia, los nanomateriales se han convertido en componentes
fundamentales o incidentales de muchas areas del desarrollo cientifico y tecnolégico. La definicién exacta
del término nanomaterial ha sido motivo de extensos debates internacionales, situacidon que a su vez ha
representado un conflicto en el establecimiento de regulaciones estrictas y especificas sobre el uso de los
nanomateriales. Hasta el momento la definicion de nanomaterial segin la Comisidn Europea es: “un
material natural, secundario o fabricado que contiene particulas, en un estado no unido, como un
agregado o un aglomerado, del que una o mas de las dimensiones externas es de al menos 50% de sus

particulas se encuentren en el rango de 1-100 nm” (Comision Europea, 2011).

Los nanomateriales tienen aplicaciones muy variadas que comprenden varios tipos de industrias como la
electrdénica, farmacéutica, cosmética, biomédica y alimentaria. Su presencia en tantos aspectos de la vida
diaria ocasiona que inevitablemente los humanos de todo el mundo se encuentren expuestos a ellos. Esto
supone un potencial riesgo a la salud y al medio ambiente puesto que se desconoce con claridad cuales
son los efectos tdxicos de los nanomateriales, mismos que pueden variar segin su composicién y

propiedades fisicoquimicas (Camacho and Zapata, 2017).

1.2 Exposicion humana a nanomateriales

El aumento mundial en la produccion y aplicacion de nanomateriales demanda que se cuestione su
seguridad para la salud humana. Las personas de la sociedad moderna se encuentran
ininterrumpidamente expuestas a la materia en nanoescala que puede presentarse como aditivos o
contaminantes en productos de consumo y que puede ingresar al organismo por distintas vias. La
capacidad de los nanomateriales de atravesar las barreras biolégicas implica que pueden absorberse hasta
el torrente sanguineo a través del cual pueden desplazarse a otros érganos vy tejidos, desplegando un
mecanismo de toxicidad dependiente de la estructura bioldgica en que se hayan localizado. Ademas, se
sabe que tienen otras propiedades bioldgicas como una pobre remocién por macréfagos y alcance a

estructuras intracelulares, por ejemplo, el ntcleo y las mitocondrias (Ghafari et al., 2020).
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Las principales vias de exposicién son la via inhalatoria, la via oral y la via dérmica. La inhalacién de
nanomateriales se da principalmente por personal de industrias en las que se fabriquen o se utilicen como
elementos dentro del proceso productivo. Esta forma particular de exposicion es conocida como

Ill

“exposicion ocupacional” a la que, hacia el fin del afio 2020, se proyectaba se vieran sometidos 6 millones
de trabajadores a nivel mundial (Ghafari et al., 2020). Por la via oral, los nanomateriales ingresan al
organismo al ingerir alimentos o bebidas a las que se hayan afiadido a fin de extender su duracién y
mejorar su sabor, textura y composicion nutricional. Ademas, estan presentes como contaminantes en
productos alimenticios provenientes del mar o que han sido empacados con envolturas plasticas (Lehner
et al., 2019; Weir et al., 2012). Finalmente, la exposicidon dérmica se da a partir del uso de bloqueadores
solares, cosméticos y productos de cuidado personal como cremas corporales, champus, desodorantes y

espumas para afeitar. Los nanomateriales se agregan a estos productos con el fin de mejorar su eficiencia,

proteccion, pigmentacion e hidratacion dérmica (Algin Yapar and Inal, 2012).

Figura 1. Principales vias de exposicion a nanomateriales. A) via inhalatoria, B) via oral y C) via dérmica. Recuperado
de Lehner, Weder, Petri-Fink, & Rothen-Rutishauser, 2019.

1.3 Riesgo por ingestion de nanomateriales

En las ultimas décadas, la industria alimentaria se ha visto invadida por nanomateriales que se encuentran
en alimentos empaquetados y bebidas envasadas. Su presencia en los productos de consumo puede estar
relacionada a su uso intencional como aditivos o a su condicién incidental derivada de la contaminacion
ambiental. Los principales nanomateriales empleados como aditivos en la industria alimentaria son
aquellos basados en éxidos metdlicos. De estos, los mas utilizados son el éxido de titanio (TiO,), el 6xido

de silicio (SiO2) y el éxido de zinc (ZnO) (Jeon et al., 2020).
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Algunos miembros de la comunidad cientifica proponen que afiadir nanomateriales a los procesos de las
industrias alimentarias contribuird al progreso tecnoldgico, mejorard su competencia en el mercado e
incrementard sus cualidades nutricionales gracias a las propiedades Unicas de la materia a nanoescala. Sin
embargo, son estas mismas propiedades las que han propiciado gran incertidumbre acerca de los riesgos
toxicolégicos de los nanomateriales (Szakal et al., 2014). Se estima que cada persona consume
aproximadamente 10*? particulas por dia, de las cuales una cantidad considerable corresponde al tamafio
nanométrico. Debido a esto, cobran importancia las investigaciones que ayuden a esclarecer qué sucede
con los nanomateriales una vez dentro del aparato digestivo y cudles son sus posibles efectos celulares y

sistémicos (Sohal et al., 2018).
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Figura 2. Ciclo de contaminacion por el uso de nanomateriales en la industria alimentaria y su potencial impacto en
la salud humana. NMs: nanomateriales. Modificado de Ghebretatios, Schaly, & Prakash, 2021

1.4 Los nanomateriales a través del aparato digestivo

Una vez que son ingeridos, los nanomateriales comienzan su trayecto por el tracto gastrointestinal,
compuesto por el estémago, intestino delgado e intestino grueso. Cada parte del tracto esta recubierta
por células epiteliales secretoras de mucosa que varia de espesor y composicion segun la zona que se
analice. Gracias a esta mucosa, los nanomateriales pueden ser absorbidos y migrar al torrente sanguineo
y otros érganos. Para determinar su interaccidon con los componentes del tracto intestinal deben tomarse
en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas que podrian otorgarles propiedades bioldgicas particulares a
los nanomateriales, como su tamafio, carga y funcionalizacién quimica, entre otras (Garcia-Gallegos,

2015).
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Durante su viaje por el tracto gastrointestinal, los nanomateriales se veran expuestos a ambientes con
condiciones particulares dependientes del érgano que atraviesen, por ejemplo, cambios de pH, presencia
de enzimas digestivas, peristalsis, microbiota o biomoléculas obtenidas de los alimentos. Las condiciones
de cada drgano pueden alterar las propiedades de los nanomateriales promoviendo su aglomeracién o
disolucién en iones e influenciando su absorcion (Lukas, 2021). Inmersos en la saliva, los nanomateriales
permanecen casi inalterados mientras que en el estdmago el ambiente dcido promueve la aglomeraciény
ligera liberacion de iones. Dentro del intestino, en cambio, los aglomerados se desintegran dejando
nuevamente el nanomaterial pristino y iones que forman complejos con otros compuestos biolégicos. A
lo largo del trayecto por el tracto gastrointestinal, los nanomateriales pueden transformarse en iones y
viceversa, presentandose una formacion de novo a partir de los iones libres. Esto sugiere que el epitelio
intestinal es el &rea mayormente expuesta a la absorcién de nanomateriales (Lukas, 2021; Peters et al.,

2012; Sieg et al., 2017).

1.5 Mecanismos de absorcion intestinal e internalizacion celular

Una vez en el intestino, la primera barrera que enfrentan los nanomateriales es la mucosa intestinal, una
red compleja de glicoproteinas, lipidos y otras macromoléculas, que va decreciendo de grosor a medida
gue se aleja del estdbmago. Esta mezcla de consistencia gelatinosa protege al intestino de agentes
patdgenos al ser semipermeable al paso de nutrientes, sales y otras moléculas. La mucosa intestinal esta
cargada negativamente por lo que, ademas del tamafio, la carga superficial de los nanomateriales es
crucial para atravesarla. Por lo tanto, la penetracién de nanomateriales con carga superficial positiva se ve

favorecida (Alger et al., 2014; Garcia-Gallegos, 2015).

Después de haber atravesado la mucosa, los nanomateriales son internalizados por las células epiteliales.
Las células epiteliales que forman al intestino tienen una organizacién polarizada epitelial, es decir,
constan de una zona apical, orientada hacia la cara interior del érgano, y una zona basal, dirigida hacia el
tejido subyacente. Los nanomateriales que logran atravesar la mucosa son mayormente internalizados por
las células M, localizadas en las placas de Peyer, y en menor proporcidn por los enterocitos (Bouwmeester,

van der Zande, & Jepson, 2018; Lukas, 2021).
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La internalizacion celular de nanomateriales en el intestino se da por vias endociticas que pueden
distinguirse segun el tipo celular en que se presenten y los componentes que se involucren en la formacién
del endosoma. También puede darse por transcitosis y transporte paracelular regulado a través de las
uniones estrechas que mantienen unidas a las células epiteliales. Es probable que la captacién celular no
solo dependa de las propiedades de los nanomateriales, sino también de factores particulares del

organismo, como la edad, la dieta y las enfermedades gastrointestinales, por mencionar algunas.

Figura 3. Posibles mecanismos de absorcion intestinal e internalizacidn celular de los nanomateriales ingeridos. (A)
Internalizacién y transporte a los foliculos linfoides del parche de Peyer por las células M, (B) transcitosis a través de
células epiteliales, (C) transporte paracelular a través de uniones estrechas. Modificado de McCracken et al., 2016.

Dentro de las células, algunos nanomateriales pueden escapar de los endosomas o lisosomas e instalarse
en el citoplasma, impactando negativamente en las células intestinales. Debido a que estas células
garantizan la integridad el intestino y su mucosa, los materiales a nanoescala representan una amenaza
para la proteccion del intestino y la homeostasis de la microbiota. En contraparte, la fraccion de
nanomateriales que no logre absorberse a través de las barreras intestinales puede acumularse en el
interior del intestino, como consecuencia de la preocupante exposicidon diaria, y relacionarse con los

microorganismos colonizadores (Ghebretatios et al., 2021; Lamas et al., 2020).



1.6 Citotoxicidad y efectos en el ciclo celular

Una vez dentro de las células, los nanomateriales pueden interactuar con una amplia variedad de
componentes intracelulares como proteinas, lipidos y acidos nucleicos, ocasionando dano celular. Se
presume que la variabilidad en los mecanismos de toxicidad estd relacionada con la funcidn fisioldgica de
cada tipo celular y sus reacciones bioquimicas particulares. La composicidn, tamafno, forma, carga y
quimica superficial son algunos de los pardmetros a considerar en la evaluacion de la interaccién entre
células y nanomateriales. En estudios de citotoxicidad, estas propiedades cobran importancia para

dilucidar los mecanismos del dafio celular y su disposicidon dentro de la célula (Sohaebuddin et al., 2010).

Si bien los mecanismos de citotoxicidad suelen conducir a la induccidon de la muerte celular, existen casos
en los que el dafo celular se ve reflejado en la detencién del ciclo celular, evitando su proliferacion y
previniendo su desarrollo normal. Un factor importante en la interaccién entre nanoparticulas y células es
la etapa del ciclo celular en que se encuentren las células durante la exposicidon a los nanomateriales

(Lukas, 2021).

El ciclo celular es la serie de eventos que debe atravesar una célula a fin de crecer, dividirse y replicar su
material genético. Este ciclo consta de cuatro fases: G1, S, G2 y M; cada fase debe completarse
correctamente para que el ciclo pueda continuar. En la fase G1 las células se enfocan en el crecimiento, a
fin de no perder tamafio tras la division. Durante la fase S, se lleva a cabo en el nucleo la replicaciéon del
material genético después de la cual las células entran a G2 donde sintetizan proteinas que las preparan
para la divisién celular. Por ultimo, las células se dividen durante la denominada fase M y las dos células
hijas comienzan el ciclo, entrando nuevamente a G1. Adicional a estas fases, existe un periodo llamado GO

en el que se encuentran las células que han dejado de dividirse y estan en reposo (Kim et al., 2012).

Cada fase del ciclo celular estd caracterizada por procesos moleculares y bioquimicos, asi como por la
expresion de proteinas especificas segun el objetivo de la etapa. La duracion de las etapas esta relacionada
con el recambio necesario dependiente del tipo celular del que se trate. Por esta diferencia en las
dindmicas de cada estadio del ciclo celular, es probable que los efectos que los nanomateriales tengan en

cada uno de ellos no seran iguales.

Debido a lo anteriormente expuesto, cobran importancia las investigaciones que contribuyan a dilucidar

los potenciales efectos téxicos de los nanomateriales ingeridos por los humanos.



1.7 Antecedentes

1.7.1 Potenciales consecuencias en la salud por ingestion de nanomateriales

A partir de las investigaciones sobre la interaccion de los nanomateriales con sistemas bioldgicos, han
surgido multiples inquietudes acerca de los posibles efectos adversos sobre la salud de los humanos,
ocasionados por la exposicién diaria a los distintos tipos de nanoestructuras. Hasta el momento se conoce

poco respecto a su repercusion en el intestino.

Existen reportes de que la ingestidon de ciertos nanomateriales tiene mayor impacto sobre el intestino,
debido a que, de los érganos en el tracto gastrointestinal, es en este dénde ocurre la absorciéon de
nutrientes. Dentro del intestino, los nanomateriales son capaces de inducir cambios en las células que lo
componen, la mucosa que lo recubre y la microbiota que lo coloniza, contribuyendo al desarrollo de
enfermedades intestinales. Ejemplos de estas enfermedades son el sindrome de intestino irritable,
celiaquia, enfermedad inflamatoria intestinal, dentro de la cual se engloban la enfermedad de Crohn y la

colitis ulcerativa, y cancer colorrectal (Ghebretatios et al., 2021).

1.7.2 Efecto de los nanomateriales en la funcidn intestinal

El intestino es un drgano complejo formado por cuatro capas de distinta composicion que deben ser
atravesadas a fin de alcanzar el torrente sanguineo. Estas se encuentran colocadas en el orden
descendente del lumen a la lamina propia: microbiota, mucosa, células epiteliales (enterocitos, células M
y células caliciformes) y lamina propia. El delicado balance entre estas barreras es clave en el
mantenimiento de la homeostasis y el correcto funcionamiento intestinal (Ghebretatios et al., 2021;

Huang and Tang, 2021).

En este sentido, los nanomateriales pueden ocasionar una amplia variedad de efectos en cada una de las
capas del intestino. Estos efectos incluyen la activacién de la respuesta inmunoldgica, cambios
morfoldgicos en las células epiteliales, modificaciones en la composicion de la mucosa y desbalances en la
colonizacion simbidtica de la microbiota. De la misma manera, puede verse afectada la efectividad de la
absorcién de carbohidratos, grasas y proteinas por la disrupcion de las vellosidades y microvellosidades

intestinales (Huang and Tang, 2021).
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Figura 4. Diagrama del orden y composicidn de las barreras intestinales. Modificado de Huang & Tang, 2021.

En el caso de las ZnO NPs, Huang y Tang, describieron que, al estar compuestas de un éxido de metal,
entre el 65 y 100% de este tipo de nanoparticulas se disuelven con facilidad en el ambiente acido del

estdmago, provocando que su biodurabilidad sea baja (Huang and Tang, 2021).
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Figura 5. Efectos de los nanomateriales en la estructura y funcion intestinal. Modificado de Huang & Tang, 2021

En otro estudio, Ghebretatios y colaboradores, describieron que las ZnO NPs reducen la abundancia y
diversidad bacteriana de la microbiota, especialmente de Firmicutes y Bacteroidetes, bacterias
predominantes y beneficiosas para la funcién intestinal. Aunado a esto, se presenta un aumento en

poblaciones bacterianas con finalidades opuestas. Estos hallazgos sugieren que las ZnO NPs inducen un
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desbalance en la flora intestinal y alteraciones en su actividad metabdlica (Ghebretatios et al., 2021). En
concordancia con lo descrito por Ghebretatios y su equipo, Lamas y colaboradores, reportaron el mismo
desbalance en la microbiota, reflejado en la disminucién de Lactobacillus y el incremento en el filo

patdgeno Proteobacteria (Lamas et al., 2020).

Por otra parte, Moreno y colaboradores, realizaron un estudio detallado acerca del impacto de las ZnO
NPs en los mecanismos de transporte intestinal. Entre sus aportes mas notables presentaron que una dosis
baja de ZnO NPs contribuye al correcto transporte intestinal de zinc, indispensable para multiples procesos
celulares en los humanos. Sin embargo, una saturacién de zinc, producto de una dosis elevada de ZnO NPs,
puede ocasionar la precipitacion del zinc como ZnCOs, evitando su correcta absorcién celular.
Puntualizaron que dicha dosis elevada también puede provocar la disrupcién de las microvellosidades,
reduciendo el drea de absorcidn y transporte intestinal. Ademas, es posible que las ZnO NPs susciten
cambios en la expresion génica del transportador basolateral GLUT2, reduciendo asi la absorcién de
glucosa, e inhiban competitivamente el transporte de Fe, puesto que ambos metales son movilizados por

el transportador DMT1 (Moreno-Olivas et al., 2018).

1.7.3 Vias de internalizacidn de nanomateriales en células intestinales

A lo largo de su viaje por el tracto gastrointestinal, los nanomateriales ingeridos sufriran transformaciones
que repercutiran en su efecto sobre las células intestinales y en la eficacia con que estas los internalicen.
Las nanoparticulas pueden ser internalizadas por las células del epitelio intestinal y su internalizacién
depende en gran medida de sus propiedades fisicoquimicas, la composicion de la mucosa y la interaccion
gue tengan con esta. Existen dos posibles escenarios: que las nanoparticulas atraviesen la mucosa y sean
internalizadas por las células epiteliales o que sean retenidas en el espacio luminal del intestino. En el
primer caso, es necesario considerar si las nanoparticulas permanecen dentro de las células o si alcanzan
la [dmina propia y, de ser asi, cdmo interactian con las células que radican en ella, puesto que esta
interaccion podria desencadenar la activacion de la respuesta inmunoldgica. Si, por el contrario, las
nanoparticulas no atraviesan la mucosa, se debera considerar su efecto sobre la barrera intestinal y la
microbiota. En general se estima que la absorcion celular de la materia es entre 15 y 20 veces mayor
cuando se encuentra a nanoescala y que entre menor sea el tamafio de las nanoparticulas, mas inminente
sera su toxicidad (Huang and Tang, 2021; Mittag et al., 2021). Mittag y colaboradores estudiaron las lineas

celulares de epitelio intestinal, Caco-2 y LT97, en presencia de ZnO NPs de < 50 nm y < 100 nm a

umol

concentraciones entre 12 y 1,229 — — con lo cual demostraron que las ZnO NPs son internalizadas por
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endocitosis. Una vez en el citoplasma, la formacién de un endolisosoma ocasionara una disminucion en el
pH del medio en que se encuentran las ZnO NPs, hecho que promoverd su disolucidn en iones Zn?* y la
desestabilizacion del lisosoma. Esta cadena de eventos finalmente resultard en dafio celular (Mittag et al.,

2021; Olejnik et al., 2020).

Existen diversos reportes que coinciden en que la exposicion de las ZnO NPs a un ambiente acido
promueve su disociacidn en iones Zn?*. Jeon y colaboradores llevaron a cabo un estudio para determinar
el destino de las ZnO NPs tras su ingestién en alimentos empaquetados. Expusieron la linea celular Caco-

2a50 % de ZnO NPs con un tamafio de aproximadamente 60 nm y encontraron que, efectivamente, la

absorcién celular se presentaba mayoritariamente en forma de iones Zn?* debido a que las ZnO NPs sufrian
severas disociaciones por la acidez de los alimentos estudiados o por interaccién con otros componentes
del medio de cultivo empleado. A pesar de esto, los autores recalcaron que no debe despreciarse la

contribucion de las ZnO NPs que logran absorberse en forma de nanoparticulas (Jeon et al., 2020).

1.7.4 Principales mecanismos de citotoxicidad inducida por nanomateriales

El término citotoxicidad hace alusién a la capacidad de un agente de infligir algun tipo de dafio que afecte
el desarrollo correcto de la célula. El principal mecanismo de citotoxicidad inducido por la internalizacion
celular de nanomateriales es el estrés oxidativo, ocasionado por el desbalance entre el sistema
antioxidante y la sobreproduccién de especies de oxigeno reactivas (ROS). De manera normal, las especies
de oxigeno reactivas se encuentran en pequefias cantidades dentro de las células y son contrarrestadas
con la presencia de compuestos y enzimas antioxidantes. En condiciones de estrés oxidativo, se presenta
una produccién excesiva de especies de oxigeno reactivas y/o una disminucion de los compuestos o
expresion de enzimas antioxidantes, condiciones que propician dafos severos en las estructuras
intracelulares y pérdida en la funcionalidad de proteinas e integridad de la membrana plasmatica (Lukas,

2021).

Se han observado dos posibles mecanismos por los que las ZnO NPs inducen citotoxicidad. El primero es
dependiente de su tamafio y forma, asi como de sus propiedades fisicoquimicas particulares. El segundo

mecanismo se da por la liberacién de iones tdxicos de Zn?* dentro y fuera de las células (Krél et al., 2017).

Para determinar si la toxicidad de las ZnO NPs proviene de las nanoparticulas, de la liberacién de iones o

de ambos factores, Wang y colaboradores, evaluaron los mecanismos de toxicidad de estas y otras
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nanoparticulas de 6xidos metdlicos. Utilizando una cepa de P. phosphoreum analizaron los mecanismos

de toxicidad de ZnO NPs de 30 nm en concentraciones de 0.19 a 0.48 %. Determinaron que la toxicidad

de las ZnO NPs se debia Unicamente a la accién de los iones Zn?*. Sin embargo, aclararon que el método
que se utilice para medir la toxicidad y los componentes del medio en que se encuentren las ZnO NPs,
tendran impactos significativos en los resultados. Debido a esto y a la existencia de reportes que asocian
la toxicidad a su forma de nanoparticulas, este mecanismo aln no puede ser tomado como contundente

(Wang et al., 2016).

Liu y colaboradores describieron que los iones de zinc pueden internalizarse por canales como Zrt e Irt,
por transportadores de la familia ZIP o por difusién pasiva (Liu et al., 2016). Por otra parte, Mittag vy
colaboradores, coincidieron en la citotoxicidad de los iones de Zn?* y puntualizaron que la consecuencia
principal de estos es la sobreproduccion de las especies de oxigeno reactivas. A partir de sus ensayos
anteriormente descritos, comprobaron cambios en el contenido intracelular de zinc que pueden afectar la
cadena de transporte de electrones y la efectiva replicacidn y reparacion del ADN (Mittag et al., 2021).
Ademds, los iones Zn?* pueden ocasionar la disfuncién mitocondrial, la desestabilizacién lisosomal y la
iniciacion de una respuesta inmunitaria por induccién de la liberacion del factor pro-inflamatorio IL-8. En
conjunto, el estrés oxidativo ocasionado por las ZnO NPs, disminuye la viabilidad celular, dafa el DNA y
otras estructuras intracelulares, impacta la integridad de la membrana plasmatica y, finalmente,

compromete a la célula hacia la apoptosis (McCracken et al., 2016).

Otra manifestacién de citotoxicidad son las alteraciones en el ciclo celular. Sobre este factor, se conoce
que pueden presentarse diferencias en la cantidad y la velocidad a la que una célula internaliza los
nanomateriales, asi como en los efectos que estos desencadenen, seguin la fase del ciclo celular que
atraviese la célula en cuestion. Ademas, se ha observado que después de haber sido internalizados, los
nanomateriales pueden heredarse a las células hijas durante la reparticidon de contenido celular, necesaria

en el proceso de division (Kim et al., 2012).

Considerando lo anterior, se ha intentado determinar si alguno de los estadios del ciclo celular aumenta
la susceptibilidad de las células a las NPs, para lo cual se han disefado investigaciones en las que se
compara la captacién de NPs en las cuatro fases del ciclo. El grupo de Kim y colaboradores, indicaron que,
segln sus evaluaciones de una linea celular de carcinoma de pulmdén humano en presencia de
nanoparticulas de poliestireno carboxilado de ~40 nm, el punto en el que se presenta mayor captaciéon de
NPs es en la transicién de la fase G2 a M, seguida por la fase S y la transicidn entre GO y G1. Los autores

concluyeron que las diferencias en acumulacién de NPs surgen porque las células en la fase G2/M han
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retenido las NPs por mas tiempo que aquellas células en fase S 0 GO/G1. También determinaron que la
presencia de NPs no arresta ni interrumpe el ciclo celular y que las NPs se heredan azarosamente (Kim et

al., 2012)

Patel y colaboradores, estudiaron los efectos de concentraciones entre 10 y 80 fn—“i de ZnO NPs con un

tamanfio de 30 nm, en el ciclo celular de células de carcinoma epitelial humano, A431. Concordaron en que
la fase con mayor captacion corresponde a G2/M. Sin embargo, difirieron en los hallazgos referentes a la
continuidad del ciclo celular, pues observaron que las ZnO NPs pueden inducir el arresto del ciclo en las
fases S y G2/M como una posible consecuencia del aumento en la generacion de especies de oxigeno
reactivas por la presencia del nanomaterial. Esto confirma que algunas NPs podrian tener impactos

importantes en el ciclo celular (Patel et al., 2016a).

Inicio
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Figura 6. Internalizacién de nanoparticulas a lo largo del ciclo celular. Los puntos ejemplifican las nanoparticulas
gue se acumulan en los lisosomas, representados por los évalos dentro de las células. Modificado de Kim et al.,
2012.

Algunos otros autores reportan evidencia similar en la que las ZnO NPs tienen efectos importantes sobre
el ciclo celular. En general, coinciden en que este tipo de NPs ocasiona una disminucion en la cantidad de
células que se encuentran en la fase GO/G1 e incrementa la cantidad de aquellas que atraviesan la fase S
0 G2/M, las cuales son propensas al arresto del ciclo celular (Krdl et al., 2017; Liu et al., 2016; McCracken
et al., 2016). En este trabajo se busca evaluar los efectos celulares producidos por la presencia de
nanoparticulas de dxido de zinc (ZnO NPs), que pueden ser utilizados como aditivos en la industria

alimentaria en un modelo in vitro de colon.
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1.8 Hipétesis

Las ZnO NPs ocasionan la disminucién en la viabilidad celular, desencadenan respuestas de estrés oxidativo

y ocasionan el arresto del ciclo celular en la linea celular de colon HT-29.

1.9 Objetivos

1.9.1 Objetivo general

Evaluar la citotoxicidad y el efecto en las etapas del ciclo celular de las ZnO NPs en la linea celular de colon

HT-29.

1.9.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las ZnO NPs.
2. Estudiar el efecto citotdxico y la hemocompatibilidad de las ZnO NPs en células de colon HT-29.
3. Evaluar los cambios morfoldgicos y la activacién de procesos de muerte celular en las células de

colon expuestas a diferentes concentraciones de ZnO NPs.

4, Determinar el efecto de las diferentes concentraciones de ZnO NPs en los estadios del ciclo celular

y la internalizacién de las mismas en las células de colon.

5. Estudiar la produccion de especies reactivas de oxigeno y la actividad de la enzima superdéxido

dismutasa en las células de colon expuestas a diferentes concentraciones de ZnO NPs.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Origeny preparacion de las nanoparticulas

En esta investigacidn se evaluaron dos presentaciones distintas de ZnO NPs adquiridas en la compafiia
Sigma-Aldrich: en suspension (721077-100G) y en polvo (544906-10G). El fabricante reporta que ambas
presentaciones contienen nanoparticulas con un tamafio menor a los 100 nm. Antes de cada ensayo se
prepararon dos soluciones stock de agua desionizada con una concentracién de 1 mg/mL de ZnO NPs en
suspensién y 0.5 mg/mL de ZnO NPs en polvo, respectivamente. Ambas soluciones se dispersaron por

ultrasonicacidn durante 10 minutos, empleando intervalos de 9.9 segundos a una intensidad de 30%.

2.2 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

2.2.1 Espectroscopia UV-Vis

Los plasmones de superficie estan asociados a la superficie de los metales y son definidos como las
oscilaciones colectivas de los electrones restringidos a un volumen metalico pequefo. La frecuencia de
resonancia del plasmdn de superficie mide la interaccion del plasmdén con la radiacion electromagnética y
es caracteristica de cada clase de metal. Asi, utilizando la técnica de espectroscopia UV-Vis es posible
determinar la presencia de un elemento metalico particular en una muestra de nanoparticulas. Para medir
la frecuencia de resonancia del plasmdn de superficie de las ZnO NPs, se mezclaron 100 pL de las ZnO NPs
previamente dispersadas con 950 plL de agua desionizada. Se colocé la mezcla en una celda de cuarzo de
1 cm vy se realizé la lectura en un intervalo de longitudes de onda de 200-800 nm, utilizando un
espectrofotdmetro UV-Vis Thermo Scientific Multiskan GO. Se consideré 1 mL de agua desionizada como
blanco. Los resultados obtenidos se graficaron como la absorbancia de las ZnO NPs en relacién a la longitud

de onda en el software OriginPro 9.0.
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2.2.2 Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

En la microscopia electrdnica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés) se incide un haz de electrones
acelerados que colisiona con la muestra y al hacerlo es posible formar una imagen en dos dimensiones
modulando los electrones difractados (campo oscuro) o los electrones que atravesaron directamente la
muestra (campo claro) mediante lentes especializadas. Esta técnica es ampliamente utilizada para
determinar la morfologia, dispersién y distribucion de tamafios de muestras nanométricas. Para analizar
las ZnO NPs en el microscopio electrénico de transmisidn, se colocaron 10 ulL de la solucidn stock en una
rejilla de cobre recubierta de carbén (malla 75, Ted Pella Inc.), misma que se dejd secar a temperatura
ambiente para su posterior analisis en el TEM (Hitachi H-7500 a 80 Kv). Se seleccionaron 5 imagenes de
cada tipo de ZnO NPs a partir de las cuales se midieron 25 nanoparticulas en cada una a fin de determinar
la distribucion de tamafios de la muestra utilizando el software Image J para la medicidn de las

nanoparticulas y Graph Pad Prism 8.0.2 para generar el histograma de distribucion de tamafos.

2.2.3 Dispersion dinamica de luz (DLS)

El potencial zeta es el valor tedrico del potencial electrostatico en la superficie dentro de la cual las
nanoparticulas interactdan con otras superficies. Comunmente, este valor se emplea como un indicador
de la estabilidad de las nanoparticulas y es determinado por la técnica de dispersién dindmica de luz (DLS,
por sus siglas en inglés). El potencial zeta de las ZnO NPs fue determinado mediante esta técnica en un
equipo Zetasizer (Nano-ZS DTS 1060, Malvern Instruments, Worcestershire, United Kingdom) operado a
A=532 nm. Se mezclaron 50 pL de las ZnO NPs previamente dispersadas con 950 plL de agua desionizada,
medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Sigma Aldrich-Cat. D7777) suplementado
con Suero Fetal Bovino (SFB- Biowest Cat. L0010-100) y medio de cultivo DMEM sin suplementar. Se colocé
1 mL de cada dilucién en una celda capilar y se llevé a cabo la lectura del potencial zeta en cada
dispersante. Ademas, se preparo otra serie de diluciones idénticas que se incubaron a 37°Cy 5% de CO2
durante 24 horas, después de las cuales se leyeron en el Zetasizer con los mismos parametros. Los

resultados se obtuvieron directamente del software del equipo.
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2.3 Cultivo celular

2.3.1 Lineas celulares

La linea celular de cédncer de colon HT-29 (ATCC, HTB-38) se adquirié en el American Type Culture
Collection (USA). La linea celular HT-29 es una linea adherente con morfologia epitelial extraida de un

adenocarcinoma colorrectal de una fémina caucasica de 44 afos.

2.3.2 Descongelamiento de células

El descongelamiento celular es el proceso para obtener un cultivo celular a partir de un volumen de células
en criopreservacion a -80°C. Los viales que contenian las lineas celulares HT-29 se descongelaron a
temperatura ambiente y se trasladd el contenido de cada uno a un tubo de microcentrifuga de 1.5 mL.
Estos tubos se centrifugaron a 1500 rpm por 5 min a 25°C. Posteriormente, se decantd el sobrenadante y
se resuspendio el pellet celular en 1 mL de medio de cultivo para centrifugar nuevamente con los mismos
pardmetros. Una vez mas se decanté el sobrenadante y se resuspendio el pellet celular en 1 mL de medio
de cultivo. Por otra parte, en un par de cajas de cultivo celular, se colocaron 5 mL de medio de cultivo
DMEM con SFB al 10% y se adiciond el volumen de células resuspendidas repartido entre las dos cajas.
Ambas cajas de cultivo celular se rotularon con el nombre de la linea celular, el nimero de pase, fecha 'y

nombre del usuario. Las células se incubaron a 37°Cy 5 % de CO2.

2.3.3 Subcultivo y mantenimiento celular

Una vez que los cultivos celulares se encuentran confluentes en un 80-90%, es necesario realizar un pase
celular o subcultivo, al cual se transfiere una cantidad determinada de células a fin de que continden su
crecimiento. Para llevar a cabo cada subcultivo requerido a lo largo de los ensayos, se removieron las
células de las cajas de cultivo confluentes por accidn de la enzima tripsina y accién mecanica del operador.
Para comenzar la separacioén, se descarto el medio de los cultivos confluentes y se realizé un lavado de los
cultivos con 1 mL de solucién amortiguadora de fosfatos (PBS 1x). Se colocé 1 mL de tripsina por cada
subcultivo y se incubaron las células por 5 min a 37°Cy 5% de CO2. Transcurrido el tiempo de incubacion,

se agitd cuidadosamente la caja de cultivo y se recirculd su contenido con una micropipeta a fin de separar
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las células mecanicamente. El contenido se colocé en tubos de microcentrifuga que se centrifugaron a
1500 rpm por 5 min a 25°C. Se descartd el sobrenadante y se realizé un segundo lavado con el medio de
cultivo correspondiente a cada linea celular, centrifugando bajo los pardmetros anteriormente
mencionados. Una vez mas, se descartd el sobrenadante, se resuspendio el pellet y el volumen de células
deseado se colocé en cajas de cultivo con 5 mL del medio de cultivo correspondiente. Finalmente, las cajas
se rotularon con la linea celular correspondiente, nimero de pase y fecha y se incubaron a 37°Cy 5% de

CO2.

2.3.4 Conteo celular por el método de exclusidon por azul tripano

A fin de determinar el volumen necesario para colocar la cantidad de células viables deseadas en cada
subcultivo se utilizd la técnica de conteo celular por exclusién de azul tripano. Esta técnica permite
diferenciar y contar las células viables tomando como referencia los cuadrantes de una cadmara de
Neubauer. En una célula viable, la membrana plasmatica es impermeable a la molécula del colorante azul
tripano, por lo que Unicamente se tefiirdn de azul aquellas células cuya membrana se encuentre alterada
en funcién y estructura. De esta forma, en el conteo sélo se consideran las células sin tefiir que no se
encuentren sobre los margenes exteriores de cada uno de los cuatro cuadrantes de la camara de

Neubauer, representados en la Figura 7 por las letras A, B, Cy D.
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Figura 7. Representacion de los cuadrantes en la camara de Neubauer (Pica Granados, 2004).
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Para realizar el conteo de las células viables, se colocaron en la cdmara de Neubauer 10 pL de una mezcla
con 10 partes de medio de cultivo con células y 40 partes de azul tripano, es decir, una soluciéon con un

factor de dilucién de 5. La cantidad de células por mililitro se calculé segin la férmula siguiente:

células/ = = (x)(FD)(10,000) (1)

donde:
x: promedio del conteo de los cuatro cuadrantes

FD: factor de dilucion
2.4 Evaluaciones de biocompatibilidad de las nanoparticulas

2.4.1 Evaluacion de la viabilidad celular por reduccion de resazurina

La resazurina es un compuesto de color azul que al reducirse a resorufina adquiere una coloracién rosa.
Esta reaccion de reducciéon es ampliamente utilizada en ensayos colorimétricos como un indicador de
metabolismo celular activo. Si se utiliza una poblacién celular homogénea, es posible relacionar el cambio
de coloracidn en el cultivo al nimero de células viables, tomando como base una curva de calibracion de

resazurina (Prabst et al., 2017).
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Figura 8. Reaccién de reduccion de resazurina a resorufina (Prabst et al., 2017).

Las evaluaciones de citotoxicidad por reduccidn de resazurina se llevaron a cabo en placas de cultivo de
96 pozos. Partiendo del conteo por exclusién de azul tripano, descrito en el apartado 2.3.4, se colocaron
5,000 células en cada pozo de la placa de 96 pozos con un volumen final de 100 pL por pozo del medio de

cultivo correspondiente. La placa se incubé durante 24 horas a 37°Cy 5% de CO,. Terminado el periodo de
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incubacidn, se prepararon las soluciones stock de las ZnO NPs, descritas en el apartado 2.1.1, a partir de
las cuales se preparé una serie de soluciones con medio de cultivo a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40
y 50 pg/mL de ZnO NPs. Se removio el medio de cultivo en que se encontraban las células y se colocaron
100 pL por pozo de cada concentracidn a evaluar, ubicando una concentracién por fila. Como control
positivo se reservd una fila con células que no fueron expuestas a las ZnO NPs y como control negativo se
reservé una fila con resazurina al 10% sin células. Las células se expusieron a los tratamientos por periodos
de incubacién de 24, 48 y 72 horas a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido el tiempo de exposicidn
correspondiente, se removid el medio con ZnO NPs y se realizdé un lavado con PBS 1x, colocando 200 plL
en cada pozo y agitando cuidadosamente. Después, se colocaron en cada pozo 100 uL de una mezcla de
medio de cultivo con resazurina al 10%. La placa con resazurina se incubd nuevamente a 37°Cy 5% de CO,
durante 4 horas. Posteriormente, se obtuvieron los resultados de absorbancia leyendo la placaa 570 y 600
nm en un espectrofotometro UV-Vis Thermo Scientific Multiskan GO. El porcentaje de reduccién de

resazurina se calculd a partir de la siguiente féormula:

(E0xi600xA570)—(Eoxi570%XA600)
(Ereda570%Cg00)—(Erea600xCs570)

% de reducciéon = x 100 (2)

Donde:

E,,i570 = coeficiente de extincién molar de la resazurina oxidada a 570 nm

E,,;600 = coeficiente de extincién molar de la resazurina oxidad a 600 nm

As-¢ = absorbancia del pozo con muestra a 570 nm

Agpo = absorbancia del pozo con muestra a 600 nm

E, 04570 = coeficiente de extinciéon molar de la resazurina reducida a 570 nm

E,.q600 = coeficiente de extincidon molar de la resazurina reducida a 600 nm

Cs7¢ = absorbancia del pozo de control negativo con resazurina al 10% a 570 nm

Ceo0 = absorbancia del pozo de control negativo con resazurina al 10% a 600 nm
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Los ensayos se realizaron tres veces por cada periodo de exposicion con sus respectivos triplicados

internos y controles.

2.4.2 Evaluacién de la contribucién de los iones Zn?* a la citotoxicidad

Existen diversos reportes que concuerdan en que el principal mecanismo de citotoxicidad de las ZnO NPs
es el efecto de los iones liberados durante la disociacion de las nanoparticulas al interaccionar con el medio
liguido en que se encuentren. Tomando en consideracion lo anterior, se llevaron a cabo ensayos de
quelacién de iones con acido etilendiamino tetra acético (EDTA) a fin de evaluar el efecto de los iones en
la citotoxicidad. El EDTA funge como un agente quelante de los iones metdlicos divalentes mediante la

formacién de estructuras de anillo, impidiendo asi que estos sigan sus reacciones quimicas normales.

De manera similar a los ensayos de citotoxicidad descritos en el apartado anterior, se cultivaron 5,000
células en 100 uL de medio DMEM colocado en cada pozo de una placa de cultivo de 96 pozos, tomando
como base el conteo por exclusién de azul tripano. La placa se incubd durante 24 horas a 37°Cy 5% de
CO,. Terminado el periodo de incubacidn, se dispersaron las soluciones stock de las ZnO NPs por
ultrasonicacion y a partir de las estas se prepararon soluciones con medio de cultivo a concentraciones de
5, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL de ZnO NPs. Adicionalmente, cada una de estas soluciones se incubd con 10
pL de EDTA1 mM durante 1 horaa37°Cy 5% de CO,. Se removid el medio de cultivo en que se encontraban
las células y se colocaron 100 pL por pozo de cada concentracidn a evaluar, ubicando una concentracion
por fila. Como control positivo se reservé una fila con células que no fueron expuestas a las ZnO NPs y
como control negativo se reservé una fila con resazurina al 10% sin células. Nuevamente, la placa se incubd
por 24 horas, después de las cuales se evalué la viabilidad de los pozos por reduccion del reactivo

resazurina, siguiendo el protocolo descrito en el apartado anterior.

2.4.3 Determinacion de la hemocompatibilidad de las nanoparticulas

A fin de garantizar la biocompatibilidad de una molécula o sustancia, es preciso determinar su
hemocompatibilidad. Una forma sencilla de lograrlo es mediante una prueba de hemdlisis, en la cual se
mide la liberacidon de hemoglobina al medio ocasionada por la ruptura de la membrana de los eritrocitos

derivada de la interaccién de las células sanguineas con la molécula o sustancia que se evalue. La liberacion



21
de la hemoglobina por el proceso de hemdlisis puede cuantificarse leyendo la absorbancia de las muestras

a 540 nm y comparandola con la absorbancia de un control negativo.

Para determinar la hemocompatibilidad de las dos presentaciones de ZnO NPs, se comenzd por extraer
una muestra de sangre de un donador humano, que fue colocada en un tubo BD Vacutainer (R) con EDTA-
K2 para prevenir la coagulacién. La muestra de sangre se centrifugd a 1750 rpm por 10 min, y se retir6 el
plasma con una micropipeta. El precipitado se resuspendié en 10 mL de una solucién de cloruro de sodio
150 mM de NaCl. Esta mezcla se centrifugd nuevamente a 1750 rpm por 10 minutos, después de lo cual
se retird el sobrenadante y se repitid 5 veces este ciclo de lavado de la muestra, pero utilizando en cada
ciclo 10 mL de PBS 1x. Terminado este proceso, se llevd a cabo una diluciéon 1:50 de la muestra de

eritrocitos, empleando PBS 1x como diluyente.

Una vez lista la muestra de eritrocitos, se prepararon las soluciones stock de ambas presentaciones de ZnO
NPs, descritas en el apartado 2.1.1, a partir de las cuales se prepard una serie de soluciones con medio de
cultivo a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL de ZnO NPs. Se tomaron 30 pL de cada
concentracién y se colocaron en un tubo con 270 puL de la muestra de eritrocitos. Ademas, con 270 uL de
la muestra de eritrocitos se mezclaron 30 pL de medio de cultivo DMEM como control negativo y 30 pL de
Tritdn-X al 20% como control positivo. Todos los tubos se incubaron durante 1 h a 37°Cy se centrifugaron
a 3000 rpm por 5 minutos. El sobrenadante se recuperd y se colocé por triplicado en una placa de 96 pozos

para leer su absorbancia a 541 nm por espectrofotometria UV-vis.

Para determinar el porcentaje de hemdlisis se obtuvo el promedio de las absorbancias del control positivo
y se normalizd la absorbancia de las muestras y el control negativo a dicho valor, tomando el promedio

como el 100% de hemolisis.

2.4.4 Evaluaciéon de los cambios morfolégicos por exposicidon a las nanoparticulas

La morfologia de las células estd intimamente relacionada con su correcta funcién y desarrollo. Por lo
tanto, a lo largo de los ensayos de citotoxicidad, se llevd un registro cualitativo de las células en las placas
de 96 pozos a las 24, 48 y 72 horas de incubacion. Se tomaron imagenes obtenidas con un microscopio
optico invertido (Etaluma LS720) a partir de las cuales se evalud la morfologia, organizaciéon y crecimiento
de las lineas celulares en presencia de las ZnO NPs. Se capturaron imagenes del cultivo control sin

exposicién a las ZnO NPs como referencia.
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2.45 Determinacion del tipo de muerte celular inducido por las nanoparticulas

La muerte celular es fundamental en el ciclo de vida de las células puesto que es a través de este proceso
que se eliminan aquellas células dafiadas, mutadas o que han completado su tiempo de vida. La regulacion
de este evento celular se da a nivel genético y es crucial para mantener la homeostasis en los organismos
pluricelulares. Sin embargo, las células también activan mecanismos de muerte programada cuando se
encuentran expuestas a algun agente que altera una o varias de sus estructuras o funciones. Por este
motivo, resulta importante conocer si las células evaluadas activan mecanismos de muerte celular al estar
en contacto con las ZnO NPs y cudl mecanismo de muerte celular que han desplegado. Los dos tipos mas
comunes de muerte celular, son la necrosis y la apoptosis. Estos pueden detectarse a través de citometria
de flujo utilizando yoduro de propidio (Pl) y anexina V acoplada a FITC (anexinaV-FITC). La anexina V es
una proteina intracelular que se une a la fosfatidilserina, uno de los lipidos mas abundantes en la cara

interna de la membrana plasmatica.

En la etapa temprana de la apoptosis, la simetria de la membrana se perdera y ocurrird un movimiento en
los lipidos que la componen, conocido como flip flop, que dejard expuesta a la fosfatidilserina hacia la cara
externa. De esta forma, la anexinaV-FITC se unira a aquellas células que tengan expuesta la fosfatidilserina

y estas podran ser reconocidas gracias al fluorocromo asociado a esta proteina.

Por otra parte, en la etapa tardia de la apoptosis, la membrana plasmatica habra perdido su integridad por
lo cual, ademas del marcaje con anexinaV-FITC, serd posible tefiir el material genético de las células con
Pl, un fluorocromo capaz de intercalarse en el DNA y que solo podra entrar en las células cuya membrana
impermeable se encuentre comprometida. En el caso de la necrosis, ocurrird una desintegracién total de
la membrana y su consecuente pérdida del material intracelular, por lo que las células necréticas
Unicamente se veran marcadas por el Pl. Por el contrario, las células sanas no se tefiirdn por ninguno de

los dos fluorocromos. Lo anteriormente descrito, se esquematiza en la Figura 9.

Para llevar a cabo el ensayo de apoptosis/necrosis por citometria de flujo se utilizd el Annexin V Apoptosis
Detection Kit with Pl de Biolegend (Cat. 640392). Este kit incluye ambos fluorocromos y un buffer de union
que permite la interaccién entre la anexina V y la fosfatidilserina debido a que esta unién lipido-proteina

es dependiente de calcio.
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Figura 9. Esquema del marcaje por yoduro de propidio y anexina V para la identificacion de las células en apoptosis
temprana y apoptosis tardia por citometria de flujo. Modificado de “Cell Death and Apoptosis, School of Life
Sciences,”

Partiendo del conteo por exclusién de azul tripano, descrito en el apartado 2.3.4, se colocaron 5,000
células en cada pozo de una placa de 96 pozos con un volumen final de 100 plL por pozo del medio de
cultivo correspondiente. La placa se incubd durante 24 horas a 37°Cy 5% de CO,. Terminado el periodo de
incubacidn, se prepararon las soluciones stock de las ZnO NPs, descritas en el apartado 2.1.1, a partir de
las cuales se prepard una serie de soluciones con medio de cultivo a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40
y 50 ug/mL de ZnO NPs. Se removié el medio de cultivo en que se encontraban las células y se colocaron
100 plL por pozo de cada concentracion a evaluar, ubicando una concentracidn por fila. Como control
positivo se reservd una fila con células que no fueron expuestas a las ZnO NPs y como control negativo se

empled una fila de células expuestas a Triton-X100 al 2%.

Las células se expusieron a los tratamientos por periodos de incubacion de 24, 48 y 72 horas a 37°Cy 5%
de CO,. Transcurrido el tiempo de exposicidn correspondiente, se recuperd el medio con ZnO NPs en un
tubo de microcentrifuga para cada tratamiento y control empleado y se colocaron 100 uL de tripsina en
cada pozo utilizado de la placa. La placa se incubd durante 5 minutos a 37°C y 5% de CO.. Las células
desprendidas de la placa de cultivo fueron trasladadas al tubo correspondiente. Los tubos se centrifugaron
a 1550 rpm durante 5 minutos, después de los cuales se descarté el sobrenadante y se resuspendio el
pellet en 500 mL de PBS 1x. Los tubos se centrifugaron nuevamente con los mismos pardmetros descritos
y el sobrenadante se resuspendié en 500 plL de buffer de unidn, en el caso de los controles, y en 480 uL

del mismo en el caso de las muestras. En este ensayo se consideraron 2 controles de células vivas y 4
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controles de células muertas. Después de haber resuspendido el pellet, se afiadieron los fluorocromos a

los tubos de los controles segin lo que se indica en la Tabla 1.

Tabla 1. Cantidades de cada reactivo para la preparacion de los controles necesarios para la deteccidn de apoptosis
y nhecrosis.

1 2 3 4

Vivas | Muertas | Vivas | Muertas | Muertas | Muertas

PI (5 ul) - - v v - v

AnexinaV-FITC (3 pL) - - v - v v

En el caso de las muestras se prepard un volumen suficiente de un master mix que contuviera 5 uL de Ply
3 plL de anexinaV-FITC para cada muestra a analizar; se completd el volumen requerido con buffer de
union. A cada muestra se le agregaron 20 pL de este master mix. Tanto los controles como las muestras se
incubaron con los fluorocromos durante 30 minutos a 37°C y 5% de CO,. Finalizado el tiempo de
incubacidn, se adquirieron los datos por citometria de flujo. Para este ensayo se utilizé el citdmetro Attune
NXT (Thermofisher). Para la potencia en la luz de dispersidn lateral (SSC) y frontal (FSC) se utilizd un voltaje

de 350 mV.

2.5 Evaluaciones de arresto celular e internalizacidon de las nanoparticulas

2.5.1 Evaluacién del efecto de las nanoparticulas en el ciclo celular

A lo largo del ciclo celular, el contenido de DNA varia segln el estadio que atraviesen las células, como se
esquematiza en la Figura 10. Cada fase del ciclo celular de una célula sana contiene una cantidad
caracteristica de DNA relacionada con los eventos que ocurren durante dicha fase. Por ejemplo, durante
la fase S se lleva a cabo la replicacién del material genético, por lo que las células en la fase G2/M tendran
el doble de DNA previo a la divisidn. De esta forma, cuando algun agente induce el arresto del ciclo celular,
el contenido de DNA se concentrard en el pico caracteristico de la fase en que se hayan arrestado las
células. Asi, la cuantificaciéon del contenido de DNA por citometria de flujo es util para determinar si una

poblacién celular desarrolla sus funciones de manera normal o se encuentra arrestada.
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Para determinar si las ZnO NPs ocasionan alteraciones en el ciclo celular, se evalud el contenido de DNA
en las células HT-29 por tincién del material genético con yoduro de propidio, el cual es un reactivo
fluorescente que se intercala entre las bases nitrogenadas del DNA y permite su analisis por citometria de
flujo. Se debe considerar que el yoduro de propidio se une a todos los acidos nucleicos, por lo que durante
el ensayo se incluyd una ARNasa para evitar que el ARN presente en las células interfiriera en los

resultados.

O Go+G1
S
G2+M

Numero de células

Intensidad de fluorescencia

Figura 10. Contenido de DNA en cada fase del ciclo celular de una célula sana. Modificado de Sheerar, 2017.

Partiendo del conteo por exclusién de azul tripano, descrito en el apartado 2.3.4, se colocaron 5,000
células en cada pozo de una placa de 96 pozos con un volumen final de 100 uL por pozo del medio de
cultivo correspondiente. La placa se incubé durante 24 horas a 37°Cy 5% de CO,. Terminado el periodo de
incubacién, se prepararon las soluciones stock de las ZnO NPs, descritas en el apartado 2.1.1, a partir de
las cuales se prepard una serie de soluciones con medio de cultivo a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40
y 50 pg/mL de ZnO NPs. Se removid el medio de cultivo en que se encontraban las células y se colocaron
100 pL por pozo de cada concentracidén a evaluar, ubicando una concentracidn por fila. Como control
positivo se reservo una fila con células que no fueron expuestas a las ZnO NPs. Las células se expusieron a
los tratamientos por periodos de incubacién de 24, 48 y 72 horas a 37°C y 5% de CO,. Transcurrido el
tiempo de exposicidn correspondiente, se removid el medio con ZnO NPs y se colocaron 100 uL de tripsina
en cada pozo. La placa se incubd durante 5 minutos a 37°C y 5% de CO,. Las células desprendidas de la
placa de cultivo fueron trasladadas a un tubo de microcentrifuga para cada tratamiento y control
empleado. Estos tubos se centrifugaron a 1550 rpm durante 5 minutos, después de los cuales se descarté

el sobrenadante y se resuspendid el pellet en 500 mL de PBS 1x. Los tubos se centrifugaron nuevamente
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con los mismos parametros descritos y el sobrenadante se resuspendié en 1 mL de etanol al 70% a 4°C.
Las muestras con etanol se mantuvieron a 4°C durante 2 horas para permeabilizar las células. Después de
este tiempo, los tubos se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 minutos y se lavé el pellet celular con 1 mL
de PBS 1x. Una vez mas se centrifugaron las muestras y se resuspendieron en 200 uL de una solucién de
PBS 1xy 100 pug/mL de ARNasa con la cual se incubaron los tubos durante 20 minutos a 37°C y 5% de CO,.
Posteriormente, se agregaron a cada tubo 200 pL de una solucidn de PBS 1x y 50 ug/mL de Pl con la cual
se incubaron los tubos durante 30 minutos a 37°C y 5% de CO.. Finalizado el tiempo de incubacidn, las
muestras se centrifugaron una ultima vez y se resuspendieron en PBS para adquirir los datos por citometria
de flujo. Para este ensayo se utilizd el citometro Attune NxT (Thermofisher). Se empled una potencia de
350 para el laser de dispersion lateral (SSC) y frontal (FSC) y un valor de 150 para el laser BL-3 para la

deteccion de PI.

2.5.2 Determinaciéon de la internalizacién de las nanoparticulas

Para determinar si las ZnO NPs son internalizadas por las células, se utilizaron los datos obtenidos por
citometria de flujo en el apartado 2.4.4. Durante la adquisicién de eventos, el citdmetro de flujo analiza el
tamafio de las células a través de la dispersion frontal de la luz o Forward Scatter Light, FSC por sus siglas
en inglés, y la complejidad interna de las células a partir de la dispersion lateral de la luz o Side Scatter
Light, SSC por sus siglas en inglés. En este caso, la internalizacién de las nanoparticulas se estimé realizando
una comparacion entre la complejidad de una poblacién celular sana, empleada como control, y la

complejidad de las células expuestas a ZnO NPs.

2.6 Determinacién de los mecanismos de citotoxicidad de las nanoparticulas

2.6.1 Determinacion de la generacién de especies reactivas de oxigeno

A pesar de que la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) es un mecanismo necesario para el
desarrollo normal de todas las células viables, de presentarse un desbalance entre la generacién de ROS y
la produccién de especies antioxidantes, las células sufririan dafios a la membrana y otras estructuras
intracelulares e incluso podrian verse comprometidas a la muerte celular. Por este motivo, resulta

importante evaluar el efecto de las diferentes concentraciones de ZnO NPs en la generacidn de especies
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reactivas de oxigeno en las lineas celulares, para lo cual se llevé a cabo una determinacion cuantitativa por
fluorimetria y una determinacion cualitativa por microscopia confocal utilizando el reactivo fluorogénico
2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DCFDA) (Sigma Aldrich-Cat. 35845) como marcador de las especies

reactivas de oxigeno.

Evaluacidn cuantitativa de la produccién de ROS

Se colocaron 5,000 células en cada pozo de una placa negra de 96 pozos con un volumen final de 100 pL
por pozo del medio de cultivo correspondiente a la linea celular. La placa se incubd durante 24 horas a
37°Cy 5% de CO,. Tras el periodo de incubacién, se prepararon una serie de soluciones con medio de
cultivo a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 mg/mL de ZnO NPs a partir de las soluciones stock de
ZnO NPs. Se removid el medio de cultivo en que se encontraban las células y se colocaron 100 L por pozo
de cada concentracién a evaluar, ubicando una concentracién por fila; como control positivo se reservo
una fila con células que no fueron expuestas a las ZnO NPs. Las células se expusieron a los tratamientos
por periodos de incubacion de 24, 48 y 72 horas a 37°Cy 5% de CO.. Transcurrido el tiempo de exposicion
correspondiente, se removid el medio con ZnO NPs y se realizaron dos lavados con PBS 1x, colocando 200
pL en cada pozo y agitando cuidadosamente. Después, se colocaron en cada pozo 100 pL de medio de
cultivo sin SFB con DFCDA 25 uM vy se incubd la placa nuevamente a 37°Cy 5% de CO, durante 1 hora.
Posteriormente, cubriendo la placa de la luz para evitar el fotoblanqueo del reactivo, se descarté el medio
de cultivo con DCFDA y se realizé otro lavado con PBS 1x. Finalmente, se agregaron a cada pozo 100 pL de
agua desionizada estéril y se leyd la fluorescencia a una longitud de onda de excitacién/emisién de
485/530 nm en un espectrofluorometro Cary Eclipse (Agilent). Se utilizé como referencia la fluorescencia

de las ROS producidas por las células que no fueron expuestas a las ZnO NPs.

A fin de evaluar la contribucién de los iones Zn** en la produccidn de ROS, se llevd a cabo el ensayo
anteriormente descrito, pero incubando cada una de las concentraciones de ZnO NPs con 10 plL de EDTA

1 mM durante 1 horaa37°Cy5 % de CO,.

Evaluacidén cualitativa de la producciéon de ROS por microscopia confocal

Para la determinacién cualitativa de la generacién de ROS se siguié el mismo protocolo descrito para la
determinacidn cuantitativa. Sin embargo, se utilizd una concentracién de DCFDA de 30 uM. Ademss, a los
55 minutos de incubacién se agregaron a cada pozo 50 uL de medio de cultivo sin SFB con una

concentracién 5 uM del colorante azul fluorescente Hoechst 33342 que se intercala entre las bases de
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DNA vy es util para obtener una tincidn especifica nuclear que permita localizar las células al observarlas en
el microscopio confocal. Las células se incubaron con Hoechst 33342 durante 5 minutos, después de los
cuales se descarté el medio de cultivo y se realizé otro lavado con PBS 1x. Finalmente, se agregaron a cada
pozo 100 pL de medio de cultivo sin SFB. Las células se observaron en un microscopio confocal invertido
Olympus Fluoview FV100, usando un objetivo 20X. La tincidén nuclear con el reactivo Hoescht 33342, asi
como la oxidacién del DCFDA, se observaron con la ayuda de un laser de iones de argdn (excitacién a 488
nm) con filtros FTIC para emisién a 515-530 nm. La intensidad del [dser se mantuvo en un 20 % para reducir
el foto-blanqueo. Las micrografias se capturaron utilizando el software FV-10 ASW y se analizaron con el

software Visor FV-10ASW versidn 3.1 de Olympus. La barra de escala representa 50 um.

2.6.2 Evaluaciéon de la actividad de la enzima superdxido dismutasa

Lisis celular para obtencidn de proteina total

Para cuantificar la cantidad total de proteina en las células expuestas a los distintos tratamientos y
determinar cuanta de esta corresponde a la enzima antioxidante superdxido dismutasa (SOD), es necesario
llevar a cabo una lisis celular. Se comenzé por colocar 5,000 células en cada pozo de una placa de 96 pozos
con un volumen final de 100 pL por pozo del medio de cultivo correspondiente. La placa se incubd durante
24 horas a 37°Cy 5% de CO,. Terminado el periodo de incubacién, se prepararon las soluciones stock de
las ZnO NPs, a partir de las cuales se preparé una serie de soluciones con medio de cultivo a
concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 ug/mL de ZnO NPs. Se removié el medio de cultivo en que se
encontraban las células y se colocaron 100 puL por pozo de cada concentracion a evaluar, ubicando una
concentracién por fila. Como control positivo se colocé una fila con células que no fueron expuestas a las
Zn0O NPs y como control negativo se colocd una fila con Triton X-100 al 2%. Las células se expusieron a los
tratamientos por periodos de incubacion de 24, 48 y 72 horas a 37°Cy 5% de CO,. Transcurrido el tiempo
de exposiciéon correspondiente, se removié el medio con ZnO NPs y se realizd un lavado con PBS 1x,
colocando 200 plL en cada pozo y agitando cuidadosamente. Posteriormente, se colocaron 100 plL de
tripsina y se incubd la placa durante 5 minutos a 37°Cy 5% de CO.. Las células desprendidas de la placa de
cultivo fueron trasladadas a un tubo de microcentrifuga para cada tratamiento y control empleado. Estos
tubos se centrifugaron a 1550 rpm durante 5 minutos, después de los cuales se descartd el sobrenadante
y se resuspendié el pellet en 1 mL de PBS 1x. Los tubos con PBS 1x se centrifugaron de nuevo con los
pardmetros anteriores, el pellet se resuspendié en 930 pL de agua miliQ y se agregaron a cada tubo 70 pL

de buffer RIPA frio. Se colocaron los tubos en hielo durante 5 minutos, luego de los cuales las muestras se
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agitaron en vortex durante 3 minutos, se sonicaron en bafio por 5 minutos y finalmente se congelaron a
-70°C durante 10 minutos. Transcurridos los 10 minutos, se descongelaron las muestras y se repitio el
mismo ciclo 3 veces mas. Una vez completados los 4 ciclos, las muestras se centrifugaron a 12500 rpm por
15 minutos a 4°C. Finalmente, se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo para cada muestra y el

homogenizado se utilizé para las determinaciones de actividad de SOD.

Actividad de superoxido dismutasa (SOD)

La superdxido dismutasa es una de las principales enzimas del sistema antioxidante de las células puesto
que cataliza la conversiéon del anién de superdxido en perdxido de hidrégeno y oxigeno molecular. Para
determinar la actividad de SOD se empled el SOD determination kit (19160 Sigma-Aldrich). Este kit basa la
cuantificacion de SOD en la reduccién de la sal de tetrazolio WST-1 (2-(4-lodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolio por el anién superdxido, reaccidon que es inhibida por SOD. Debido a que la
absorbancia a 440 nm del compuesto de formazan formado por la reduccion de la sal WST-1 es
proporcional a la cantidad del anién superdxido presente, la actividad de SOD puede cuantificarse
midiendo los cambios en la coloracidn a esta longitud de onda. Derivado de lo anterior y siguiendo las
instrucciones del kit, se prepard una placa de 96 pozos agregando los reactivos correspondientes a cada

pozo, segun la siguiente tabla:

Tabla 2. Cantidades de cada reactivo para la preparacion de muestras y blancos para la medicién de la actividad de
SOD

Muestra Blanco 1 Blanco2 | Blanco3
Homogenizado 20 pL 20 pL
Agua mili Q 20 plL 20 plL
Solucién de WST 120 pL 120 pL 120 pL 120 pL
Solucién enzimatica 20 uL 20 pL
Buffer de dilucién 20 uL 20 uL

Una vez listos los pozos, se incubd la placa por 20 minutos a 37°C para posteriormente leer la absorbancia
de los pozos a 450 nm por espectrofotometria UV-Vis. Las absorbancias registradas se emplearon en la

ecuacion 3 a fin de calcular el porcentaje de inhibicidon de SOD:

Actividad de SOD (% de inhibicién) = (AB’“"”'1‘&B‘“m)‘;AM“”"‘)“"B’“"“’Z) x 100 (3)
Blanco 1~ ABlanco3
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

3.1.1 Espectroscopia UV-Vis

Al medir la frecuencia de resonancia del plasmén de superficie de las ZnO NPs se obtuvo una banda de
absorcién maxima en 365 nm para las nanoparticulas en suspensién y en 375 nm para las nanoparticulas

en polvo (Figura 11).
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Figura 11. Espectros de absorbancia UV-Vis de las ZnO NPs en suspensién (a) y en polvo (b).

3.1.2 Microscopia electrénica de transmisién (TEM)

En la Figura 12 a y 12 b, se presentan las imagenes de TEM de las ZnO NPs en suspension y polvo,
respectivamente. En dichas imdgenes es posible observar que ambas presentaciones de ZnO NPs tienen
morfologias heterogéneas e irregulares, es decir, las nanoparticulas de las muestras tienen distintas
formas. En ambos casos, se aprecia que las nanoparticulas forman agregados. Por otro lado, a fin de
determinar la distribucién de tamafios de las NPs, se construyé un histograma de frecuencias para cada
clase de ZnO NPs, expuestos en la Figura 12 cy 12 d. El eje de abscisas de los histogramas representa los
tamanfios de nanoparticulas reportados y el eje de las ordenadas la frecuencia con que se reportaron entre

las 100 nanoparticulas medidas para cada presentacién de ZnO NPs. La nanoparticula de menor tamafo
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encontrada en la muestra de ZnO NPs en suspension es de 57 nm, la de mayor tamafio es de 168 nm y el
tamafio promedio de las nanoparticulas es de 101 nm. En el caso de las ZnO NPs en polvo el menor tamafio

reportado es de 24 nm, el mayor de 211 nm y el tamaio promedio es de 70 nm.
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Figura 12. Imagenes obtenidas por TEM e histogramas de distribucién de tamarfios de las ZnO NPs en suspension (a,
c) y en polvo (b, d).

3.1.3 Dispersién dindmica de luz (DLS)

Los valores de tamafio y estabilidad en solucion de las ZnO NPs en suspension y polvo se determinaron
mediante la técnica de dispersidon dindmica de luz y se presentan en la Tabla 3. A fin de conocer si el
tamarnio y la estabilidad de las ZnO NPs en soluciéon cambia con respecto al tipo de dispersante y el tiempo
de incubacién, las mediciones de ambos parametros se llevaron a cabo en agua desionizada (pH 5.5),
medio de cultivo DMEM sin SFB (pH 7.4) y medio de cultivo DMEM con SFB (pH 7.4). Ademas, con el

propdsito de reproducir las condiciones en las que se encuentran las ZnO NPs durante los ensayos con
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células, se realizaron las mismas mediciones tras 24 horas de incubacion a 37°Cy 5% de CO,, pardmetros
bajo los cuales se mantienen los cultivos celulares. La Tabla 2 muestra la recopilacion de los resultados

obtenidos a 0y 24 horas para cada tipo de ZnO NPs en cada dispersante.

En todos los casos, el tamafiio de las nanoparticulas incrementa de 0 a 24 horas, con excepcion de las ZnO
NPs en polvo en agua desionizada; este incremento es mas abrupto para las ZnO NPs en suspension. El
potencial zeta también aumenta de manera importante en ambos tipos de ZnO NPs, pero, solo cuando se
encuentran en DMEM con o sin SFB. Caso contrario, el potencial zeta disminuye de 0 a 24 horas en ambas

clases de ZnO NPs en agua desionizada.

Tabla 3. Tamafio y potencial zeta de las ZnO NPs en distintos dispersantes a 0 y 24 horas.

Agua desionizada DMEM sin SFB DMEM con SFB
0 horas 24 horas 0 horas 24 horas 0 horas 24 horas
Tamafo
194.1 1178 1297 2000 165.7 1965
ZnO NPs en (nm)
suspensiéon | Potencial
-24.2 -17.1 -27.2 -32.6 -3.82 -22.2
zeta (mV)
Tamafo
920 1746 1089 2069 752 2109
ZnO NPs en (nm)
polvo Potencial
-24.0 -18.0 -15.4 -22.1 -5.2 -12.8
zeta (mV)

3.2 Evaluaciones de biocompatibilidad

3.2.1 Evaluacion de la viabilidad celular por reduccién de resazurina

En la Figura 13, se presentan los resultados de viabilidad celular de la linea celular HT-29 expuesta a las
concentraciones seleccionadas de ZnO NPs (5, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL) durante 24, 48 y 72 horas. El eje
de abscisas de las graficas representa las concentraciones evaluadas y el eje y el porcentaje de viabilidad
del cultivo, asociado a la reduccién de resazurina. Tras 24 horas de exposicion a las ZnO NPs en suspension
(Figura 13 a), la viabilidad celular a las concentraciones de 5 y 10 ug/mL es muy similar a la del control, sin

embargo, se presenta un decremento no significativo en el porcentaje de viabilidad celular a 20 pg/mL. A
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partir de esta concentracién, la viabilidad celular permanece igual para 30, 40 y 50 pg/mL en los tres
tiempos evaluados. A 48 y 72 horas se observan las mismas similitudes entre 5 y 10 ug/mL, pero, la
disminucién de la viabilidad celular a 20 pg/mL es mas pronunciada que a 24 horas. Particularmente a 72
horas, se presenta un porcentaje menor de células viables desde los 5 pg/mL y la estabilizacion de la

viabilidad celular entre los 20 y los 50 pg/mL.

Se aprecia que la gréfica que presenta el comportamiento del cultivo expuesto a ZnO NPs en polvo (Figura
13 b) sigue una tendencia semejante, aunque el decremento en el porcentaje de viabilidad se presenta a
10 pg/mL y permanece igual conforme la concentracion de ZnO NPs aumenta en los tres tiempos

evaluados.
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Figura 13. Viabilidad celular, asociada a la reduccién de resazurina, de la linea HT-29 expuesta a ZnO NPs en
suspension (a) y en polvo (b) durante 24, 48 y 72 horas. Los resultados representan el promedio * desviacidn
estandar de cada concentracion por triplicado.

3.2.2 Evaluacién de la contribucidn de los iones Zn?* a la citotoxicidad

A continuacioén, se presenta la comparacion del efecto de las ZnO NPs en suspensién y polvo en la viabilidad
celular cuando las células son expuestas a las nanoparticulas dispersadas y cuando son expuestas a las
nanoparticulas dispersadas e incubadas con EDTA 1 mM con la finalidad de que este compuesto actue

como agente quelante de los iones Zn** desprendidos de las nanoparticulas al medio dispersante.

En la Figura 14, es posible apreciar que la viabilidad de las células expuestas durante 24 horas a ZnO NPs
incubadas con EDTA es mayor a la viabilidad de las células expuestas a ZnO NPs sin EDTA, tanto para las

nanoparticulas en suspensidn (Figura 14 a) como para las nanoparticulas en polvo (Figura 14 b). Ademas,
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con respecto a las concentraciones de los tratamientos incubados con EDTA, la viabilidad celular es muy
similar entre todas las concentraciones evaluadas, disminuyendo ligeramente, sin llegar a ser
estadisticamente significativo en las concentraciones mas altas (30, 40 y 50 ug/mL) de ambas

presentaciones de nanoparticulas.

3.2.3 Determinacion de la hemocompatibilidad de las nanoparticulas

Un pardmetro crucial en la acreditacién de cualquier agente como biocompatible es Ia
hemocompatibilidad, la cual refleja la tolerancia de la membrana de los eritrocitos a la presencia de dicho
agente. El histograma expuesto en la Figura 15 muestra el porcentaje de hemdlisis ocasionado por la
exposiciéon de los glébulos rojos a las distintas concentraciones de ZnO NPs en suspensién y en polvo,
ademas del porcentaje de hemdlisis de las células expuestas Unicamente a medio de cultivo (control

negativo), y de células expuestas a Tritdn-X100 al 20% como control positivo de hemodlisis.
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Figura 14. Comparacién de la viabilidad celular, asociada a la reduccién de resazurina, de la linea HT-29 expuesta
durante 24 horas a ZnO NPs en suspensién (a) y en polvo (b), dispersadas y previamente incubadas con EDTA 1 mM.
Los resultados representan el promedio + desviacion estandar de cada concentracion por triplicado.

Todas las concentraciones de ZnO NPs, en ambas presentaciones, ocasionan un porcentaje de hemdlisis
muy similar que ronda el 12%. Este valor excede el limite de 5% que permite considerar a una sustancia

como hemocompatible y que esta reglamentado por la ISO 10993-4:201
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Figura 15. Porcentajes de hemocompatibilidad de las concentraciones evaluadas de ZnO NPs en suspensidn y polvo.

3.2.4 Evaluacién de cambios morfolégicos por exposiciéon a las nanoparticulas

Como un reflejo cualitativo directo del impacto de las ZnO NPs en la viabilidad celular, se observaron las
células bajo el microscopio éptico invertido a fin de evidenciar los cambios en la morfologia, crecimiento
y organizacion de la linea celular HT-29. Las figuras 16 y 17 muestran las imagenes de los cultivos obtenidas
en los ensayos de citotoxicidad con ZnO NPs en suspensidn y en polvo, respectivamente. La morfologia
normal de las células de colon HT-29 es alargada, las células tienden a formar prolongaciones de la
membrana en varias direcciones que las conecten con células cercanas y, por lo tanto, forman redes entre

si.

En el caso de las ZnO NPs en suspension (Figura 16), se aprecia que a una concentracion de 5 pg/mL la
morfologia de las células es igual a la del control en los tres tiempos evaluados. A 10 pg/mL la morfologia
es similar a la del control, aunque la confluencia es ligeramente menor. A esta concentracion, la reduccion
de la confluencia es mds notoria a 24 que a 72 horas debido a que las células tuvieron mas tiempo para
continuar proliferando a pesar de la presencia de nanoparticulas. El primer cambio significativo en la
morfologia se manifiesta cuando las células HT-29 han sido expuestas a 20 pg/mL, concentracion en la que
puede observarse que las prolongaciones de membrana se acortan y las células se distancian y adquieren
una forma menos alargada y ligeramente esférica. Las células que han sido expuestas a 30 pg/mL de ZnO

NPs, se tornan completamente esféricas y retraen todas las prolongaciones de la membrana, mientras que
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las concentraciones de 40 y 50 pg/mL de ZnO NPs inducen un notable distanciamiento entre las células y

la pérdida de su morfologia tipica.

En la Figura 17, las células HT-29 expuestas a 10 y 30 pg/mL de ZnO NPs en polvo presentan un cambio

evidente en su morfologia tipica, que consta de una disminucién en el tamafio y nimero de células.

ZnO NPs en suspension

g . y 5 ’




Figura 16. Imagenes obtenidas por microscopia Optica invertida de la linea celular HT-29 expuesta a las
concentraciones evaluadas de ZnO NPs en suspensién durante 24, 48 y 72 horas.
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Figura 17. Imagenes obtenidas por microscopia Optica invertida de la linea celular HT-29 expuesta a las
concentraciones evaluadas de ZnO NPs en polvo durante 24, 48 y 72 horas.

3.2.5 Determinacion del tipo de muerte celular inducido por las nanoparticulas

Para establecer la biocompatibilidad de las ZnO NPs es importante determinar si la exposicion de las
células a estas nanoparticulas activa mecanismos de muerte celular. Este analisis puede llevarse a cabo
por citometria de flujo y permite identificar los dos tipos de muerte celular mds comunes: necrosis y

apoptosis en etapas tempranas y tardias.
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Las figuras 18, 19 y 20, muestran el porcentaje de células que se encuentran atravesando procesos de
necrosis, apoptosis temprana y apoptosis tardia, tras ser expuestas a ambas presentaciones de ZnO NPs

durante 24, 48 y 72 horas, respectivamente.

A 24 horas (Figura 18), las células en necrosis y apoptosis tardia son casi nulas y aquellas en apoptosis
temprana aumentan de manera dependiente de la concentracién en el caso de las ZnO NPs en suspension.
En las células expuestas a las ZnO NPs en polvo, el porcentaje de células en apoptosis temprana fluctia

ligeramente entre las concentraciones evaluadas, pero es superior al control.
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Figura 18. Porcentaje de células en apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis de la linea HT-29 expuesta a ZnO
NPs en suspension (a) y en polvo (b) durante 24 horas. Los resultados representan el promedio * desviacidn estandar
de cada concentracion por triplicado.

Después de que las células HT-29 han sido expuestas por 48 horas a las diferentes concentraciones de ZnO
NPs (Figura 19), las células en necrosis y apoptosis tardia también son casi nulas. Para el caso de las células
en apoptosis temprana, en esta ventana de tiempo, la relacidn entre el aumento del porcentaje de células
y la concentracion de ZnO NPs es clara para ambas presentaciones de nanoparticulas. En general, el

porcentaje de células en apoptosis temprana es menor que a 24 horas en todas las concentraciones.

a) 20- b) 204
4 184 .
18 -~ Necrosis
— 164 ? 16' )
£ 144 £ 144 Apoptosis temprana
0 4] . .
8 121 & 12 Apoptosis tardia
32 104 3 101
ERE S s
6 6
4 4
2+ !\/.\—_'\‘ 24
0 T T T T T T 1_ 0 T T T T T T
0 5 10 20 30 40 50 0 5 10 20 30 40 50

Figura 19. Porcentaje de células en apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis de la linea HT-29 expuesta a ZnO
NPs en suspensién (a) y en polvo (b) durante 48 horas. Los resultados representan el promedio + desviacién estandar
de cada concentracidn por triplicado.
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Finalmente, después de 72 horas de exposicion a las ZnO NPs (Figura 20), las células en necrosis y apoptosis
tardia contindan siendo casi nulas. El porcentaje de células HT-29 en apoptosis temprana disminuye con
respecto a las 24 y 48 horas. Sin embargo, a las 72 horas, aun es posible observar la relacién entre el
aumento en el porcentaje de células en apoptosis temprana y la concentracién para las ZnO NPs en polvo.
Sin embargo, en el caso de las ZnO NPs en suspensidn, este proceso de muerte celular Unicamente aparece

en las concentraciones de 40 y 50 pug/mL.
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Figura 20. Porcentaje de células en apoptosis temprana, apoptosis tardia y necrosis de la linea HT-29 expuesta a ZnO
NPs en suspension (a) y en polvo (b) durante 72 horas. Los resultados representan el promedio + desviacién estandar
de cada concentracion por triplicado.

3.3 Evaluaciones de arresto celular e internalizacion de las nanoparticulas

3.3.1 Evaluacion del efecto de las nanoparticulas en el ciclo celular

A fin de profundizar en los hallazgos de las evaluaciones de biocompatibilidad, se llevaron a cabo ensayos
para determinar si la fraccion viable de células sufre un arresto de alguna de las fases del ciclo celular, por
lo cual se analizé la cantidad de células en cada fase del ciclo celular de un cultivo expuesto a ambas
presentaciones de ZnO NPs a tres tiempos, comparada con la cantidad de células en cada fase del ciclo

celular de un cultivo control que no fue expuesto a las ZnO NPs.

Las figuras 21, 22 y 23, muestran el porcentaje de células que se encuentran en cada fase del ciclo celular

tras ser expuestas a ambas presentaciones de ZnO NPs durante 24, 48 y 72 horas, respectivamente.

El porcentaje normal de células que se encuentran en cada etapa del ciclo celular se determiné en un
cultivo control sin tratamiento de nanoparticulas, siendo la fase G2/M la mas abundante, seguida de la

fase GO/G1yluegola’S, como se muestra en la Figura 21. Sin embargo, la fase mas abundante en las células
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HT-29 expuestas por 24 horas a ambas presentaciones de ZnO NPs es la fase GO/G1, seguida de la fase S,

en todas las concentraciones evaluadas.
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Figura 21. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular de la linea HT-29 expuesta a ZnO NPs en suspensién
(a) y en polvo (b) durante 24 horas. Los resultados representan el promedio + desviacidon estdndar de cada
concentracion por triplicado.

En un cultivo de células HT-29 expuestas durante 48 horas a las distintas concentraciones de ZnO NPs, se
observa que la fase mas abundante es la GO/G1 tanto para las nanoparticulas en suspensién (Figura 22 a)

como en polvo (Figura 22 b). Ademas, el porcentaje de células en la fase S es menor que a las 24 horas.
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Figura 22. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular de la linea HT-29 expuesta a ZnO NPs en suspension (a)
y en polvo (b) durante 48 horas. Los resultados representan el promedio + desviacién estandar de cada concentracion

por triplicado.

A 72 horas (Figura 23), el porcentaje de células recuperadas del control es menor que a 48 horas vy, por lo

tanto, menor que a 24 horas. En esta ventana de tiempo, la fase mas abundante es la GO/G1 en todos los
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casos incluido el control negativo. Dicha fase es practicamente la Unica registrada en las concentraciones

de 30 a 50 pg/mL de ZnO NPs en suspension y de 20 a 50 pg/mL de ZnO NPs en polvo.

3.3.2 Evaluacidén de la internalizacién de las nanoparticulas
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Figura 23. Porcentaje de células en cada fase del ciclo celular de la linea HT-29 expuesta a ZnO NPs en suspension
(a) y en polvo (b) durante 72 horas. Los resultados representan el promedio + desviacion estandar de cada
concentracion por triplicado.
Una de las interacciones mas importantes que pueden ocurrir entre las células y las nanoparticulas es la
internalizacién de estas ultimas. Las células son capaces de internalizar a las ZnO NPs por procesos de
endocitosis que consisten en encerrar a las nanoestructuras en endosomas formados a partir de la
membrana plasmatica y que son trasladados hacia el citoplasma. La presencia de estos endosomas
ocasiona un aumento en la complejidad celular que puede ser detectado por citometria de flujo mediante

la comparacion de un control de células que no fueron expuestas a las ZnO NPs.

El eje de abscisas de los histogramas de la Figura 24 muestra las concentraciones evaluadas de ZnO NPs,
mientras que el eje y presenta el porcentaje de incremento en la complejidad celular de las células

expuestas a las nanoparticulas durante 24, 48 y 72 horas con respecto al cultivo control.

Se observa que después de las 72 horas de incubacién con 20y 30 pg/mL de ZnO NPs en suspension (Figura
24 a), las células HT-29 incrementan su complejidad celular. En todos los casos restantes, las variaciones

en la complejidad son minimas.
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Las células expuestas a ZnO NPs en polvo durante 72 horas sufren un incremento en su complejidad a
partir de los 40 pg/mL de nanoparticulas. Asimismo, una concentracion de 50 ug/mL de nanoparticulas en

la presentacidn en polvo, incrementa la complejidad celular desde las 24 horas (Figura 24 b).
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Figura 24. Incremento en la complejidad celular de la linea HT-29 expuesta a ZnO NPs en suspensién (a) y en polvo
(b) durante 24, 48 y 72 horas, comparada contra una poblacién control sin tratamiento. Los resultados representan
el promedio + desviacién estandar de cada concentracion por triplicado

3.4 Determinacion de los mecanismos de citotoxicidad de las nanoparticulas

3.4.1 Determinacion de la generacién de especies reactivas de oxigeno

Evaluacion cuantitativa de la produccion de ROS

En la Figura 25, se presentan los resultados de la generacién de especies reactivas de oxigeno en la linea
celular HT-29 expuesta a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs (5, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL)
durante 24, 48 y 72 horas. El eje de abscisas de las graficas representa las concentraciones evaluadas y el
eje y la fluorescencia ocasionada por la reduccién del reactivo DCFDA por accidn de las especies reactivas

de oxigeno.

En el caso de las ZnO NPs en suspensidn (Figura 25 a) se observa que la tendencia en la produccién de ROS
con relacién a la concentracion de ZnO NPs es semejante en los tres tiempos evaluados. Ninguna de las
concentraciones ocasiona niveles de ROS mayores a los que la linea celular HT-29 produce de manera
basal. En los tres tiempos, se presenta un punto maximo de produccién de ROS a 10 ug/mL de ZnO NPs

gue permanece menor al nivel del cultivo control (células sin tratamiento). A partir de esta concentracion,
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los niveles de ROS disminuyen y se mantienen de 20 a 50 pg/mL. A pesar de que la tendencia es la misma

en relacién a las concentraciones, el porcentaje de ROS aumenta de las 24 a las 72 horas.

El fendmeno expuesto en la grafica correspondiente a las ZnO NPs en polvo (Figura 25 b) es muy similar al
presentado en la Figura 25 a, con un punto maximo a 10 pg/mL en los tres tiempos, mismo que tampoco
sobrepasa el valor de fluorescencia del control. A concentraciones mayores de 10 pug/mL ZnO NPs, la
generacion de ROS en las células HT-29 disminuye y se mantiene en todos los casos. De la misma manera
gue con las ZnO NPs en suspension, la tendencia en los tres tiempos es la misma en relacién a las

concentraciones, pero el porcentaje de ROS incrementa de las 24 a las 72 horas.
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Figura 25. Evaluacidon cuantitativa de la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la linea celular HT-29
expuestas a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en suspension (a) y polvo (b) durante 24, 48, 72 horas.
Los resultados representan el promedio + desviacidn estandar de cada concentracidn por triplicado

Evaluacidn de la contribucidn de los iones Zn** a la generacién de ROS

De manera similar a lo presentado para la viabilidad celular, se evalud la comparacidn del efecto de las
ZnO NPs en suspensidn y polvo en la generacién de especies de oxigeno reactivas cuando las células son
expuestas a las nanoparticulas dispersadas y cuando son expuestas a las nanoparticulas dispersadas e

incubadas con EDTA 1 mM como agente quelante de los iones Zn?*.

En la Figura 26, se observa que las células expuestas durante 24 horas a las ZnO NPs (sin EDTA) producen
una cantidad menor de ROS con respecto a las células control sin tratamiento. Por el contrario, cuando las
ZnO NPs han sido incubadas con el agente quelante EDTA, a una concentracion de 5 pg/mL los niveles de

ROS son menores a los del control con EDTA, mientras que a concentraciones de 10 a 50 pg/mL los niveles
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de ROS aumentan de manera ligera y progresiva conforme incrementa la concentracién de ZnO NPs. Esta
tendencia es la misma tanto para nanoparticulas en suspension (Figura 26 a) como para nanoparticulas en

polvo (Figura 26 b).
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Figura 26. Comparacion de la generacidon de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la linea celular HT-29 expuesta
durante 24 horas a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en suspension (a) y polvo (b), dispersadas y
previamente incubadas con EDTA 1 mM. Los resultados representan el promedio + desviacion estandar de cada
concentracion por triplicado.

Relacion de la viabilidad celular con la generacion de ROS

Con la finalidad de comprender mejor cual es la respuesta de las células de colon cuando son expuestas a
las ZnO NPs, se analizd la relacion entre la viabilidad celular y la generacidon de especies de oxigeno
reactivas, reflejada en las graficas correspondientes a la Figura 27. Esta relacidn expresa la cantidad de
células viables que generan el total de las especies de oxigeno reactivas cuantificadas en el cultivo a 24,

48 y 72 horas de exposicidn a nanoparticulas de 6xido de zinc en suspension y polvo.

Después de que las células de colon se han expuesto durante 24 horas a las ZnO NPs en suspension (Figura
27 a), una concentracion de 5 ug/mL de las nanoparticulas ocasiona una produccién de ROS menor a la del
control que es desencadenada por la misma cantidad de células viables. A una concentracién de 10 pg/mL
de ZnO NPs, la produccién de ROS intracelular es ligeramente mayor, a pesar de que la viabilidad celular
permanece practicamente igual. Por el contrario, en las concentraciones restantes la viabilidad permanece
igual y la produccion de ROS disminuye entre 20 y 40 pug/mL y finalmente sube ligeramente a 50 pg/mL.
Esta tendencia también se observa en las concentraciones evaluadas a 48 horas, pero, en comparacion
con las 24 horas, se presentan niveles mayores de ROS y menores de células viables. A 72 horas, una

cantidad menor de células viables producen la misma cantidad de ROS que a 48 horas al exponer a las
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células a concentraciones de 5 y 10 pug/mL. A concentraciones entre 20 y 50 pug/mL una cantidad menor

de células viables producen cantidades mayores de ROS en comparacién con lo reportado a las 48 horas.

La tendencia en la produccién de ROS vy viabilidad celular expuesta anteriormente, se presenta también
en las evaluaciones con las ZnO NPs en polvo correspondientes a 24 horas (Figura 27 b). A una
concentracion de 5 pg/mL evaluada a 48 horas, el porcentaje de ROS se reduce y la viabilidad aumenta
ligeramente con respecto a las 24 horas. A partir de los 10 pg/mL la viabilidad disminuye y se mantiene,
alcanzando niveles menores a los reportados a 24 horas, mientras que los niveles de ROS aumentan
Unicamente a 10 pg/mL, concentracidn tras la cual presentan una ligera caida. En el caso de las
evaluaciones a 72 horas, la viabilidad permanece igual en todas las concentraciones. Sin embargo, los
niveles de ROS son mucho mayores que los registrados a 48 horas. El porcentaje de ROS sigue la misma
tendencia descrita a 24 y 48 horas entre los 5 y los 20 pug/mL, pero a 30 y 40 pg/mL la produccién de

especies reactivas de oxigeno incrementa de nuevo, para tener una ultima caida a 50 pug/mL
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Figura 27. Relacién entre la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la fraccion de células viables en la
linea celular HT-29 expuesta a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en suspension (a) y polvo (b) durante 24,
48y 72 horas.

Relacién de la viabilidad celular con la generacidn de ROS tras la quelacién de los iones Zn?*

Con base en las evaluaciones de viabilidad celular y producciéon de ROS cuando las células son expuestas a
las nanoparticulas cuyos iones Zn** han sido quelados previo a la interaccién con las células, se
construyeron las graficas de la Figura 28. Estas graficas expresan la relacién entre la cantidad de células
viables que generan el total de las especies de oxigeno reactivas cuantificadas en el cultivo a 24 horas de

exposicidn a nanoparticulas en suspension y polvo tratadas con EDTA.
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Se observa que la Figura 28 es muy similar a los resultados de la Figura 26 correspondientes a ambas ZnO
NPs incubadas con EDTA. Esto indica que la relacion ROS/células viables encontrada en los cultivos
expuestos a nanoparticulas con tratamiento de quelacidon de iones es muy similar a la tendencia de
produccién de ROS con nanoparticulas queladas con EDTA debido a que la ausencia de iones mantiene la
viabilidad del cultivo y las ROS generadas por las células corresponden casi de forma exclusiva a la

produccién enddgena de la linea celular.
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Figura 28. Relacién entre la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la fraccidn de células viables en la
linea celular HT-29 expuesta a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en suspensién (a) y polvo (b),
dispersadas y previamente incubadas con EDTA 1 mM y su comparacion con la generacion de especies reactivas de
oxigeno con y sin este agente quelante.

Evaluacion cualitativa de la produccion de ROS por microscopia confocal

Para detectar por microscopia confocal las especies reactivas de oxigeno, medidas en el apartado anterior,
se utilizé el reactivo DCFDA que al oxidarse adquiere una fluorescencia verde y funge como un marcador
de las ROS, ademas del reactivo Hoechst 33342 que tifie el nlcleo de azul al intercalarse en las bases del

DNA y permite localizar a las células dénde se producen las ROS.

En las figuras 29 y 30 se presentan las imagenes de la linea celular HT-29 expuesta a las concentraciones
seleccionadas de ZnO NPs en suspensién durante 48 y 72 horas, obtenidas por microscopia confocal. Se
observa que, en concordancia con los ensayos cuantitativos por fluorimetria, la produccion endégena de
ROS en esta linea celular es mayor a la produccidon de ROS asociada a las concentraciones de ZnO NPs. En
las evaluaciones a 48 horas, se observa que a 5 pg/mL la produccidon de ROS es menor a la del control e
incrementa a partir de los 10 pg/mL de ZnO NPs, sin embargo, la produccidon de ROS disminuye en las
concentraciones de 40 y 50 pg/mL de nanoparticulas. Se aprecia lo mismo en las evaluaciones a 72 horas,

aunque en este caso la fluorescencia es mayor, en conformidad con lo descrito en los ensayos
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cuantitativos. Tanto a 48 como a 72 horas, la fluorescencia por ROS a 40 y 50 pug/mL es casi inexistente y
es muy notorio que las células han perdido por completo su morfologia tipica. Ademas, en las imagenes
de confocal pueden corroborarse los cambios en la morfologia asociados a la exposicién a ZnO NPs,

puntualizados a partir de las imagenes obtenidas por microscopia dptica invertida.

ZnO NPs en suspension
48 horas

Confrol

Figura 29. Evaluacion cualitativa de la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la linea celular HT-29
expuestas a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en suspensién durante 48 horas.

Asimismo, en las figuras 31 y 32 se presentan las imagenes de la linea celular HT-29 expuesta a las
concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en polvo durante 48 y 72 horas, obtenidas por microscopia
confocal. En estas imagenes también se observa que la produccién enddgena de ROS en la linea celular
HT-29 es mayor a la produccion de ROS asociada a las concentraciones de ZnO NPs. Adicionalmente, se
aprecia que la generacién de ROS incrementa a 10 pg/mL tanto a 48 como a 72 horas y disminuye a partir
de los 30 pg/mL, en las evaluaciones a 48 horas, y a 20 pug/mL en las evaluaciones a 72 horas. Después de
esta concentracion la fluorescencia comienza a disminuir conforme aumenta la concentracion de NPs. En
ambas ventanas de tiempo, las concentraciones a partir de los 30 pg/mL de ZnO NPs en polvo ocasionan

la pérdida completa de la morfologia celular tipica y la fluorescencia por ROS es casi nula.
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Figura 30. Evaluacion cualitativa de la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la linea celular HT-29
expuestas a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en suspension durante 72 horas.

ZnO NPs en polvo
P 48 horas

Control,

Figura 31. Evaluacion cualitativa de la generacién de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la linea celular HT-29
expuestas a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en polvo durante 48 horas.
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72 horas

Control

40 y 50 pg/mL

Figura 32. Evaluacidn cualitativa de la generacidn de especies reactivas de oxigeno (ROS) en la linea celular HT-29
expuestas a las concentraciones seleccionadas de ZnO NPs en polvo durante 72 horas.

3.4.2 Evaluacién de la actividad de superdéxido dismutasa

El sistema antioxidante de las células mantiene un balance entre la generacién de especies de oxigeno
reactivas y la actividad de enzimas antioxidantes. Evaluar la actividad de las enzimas antioxidantes en
células expuestas a nanoparticulas con respecto a la actividad basal de la linea celular contribuye a
esclarecer si las células se encuentran en condiciones de estrés oxidativo y cudles son las respuestas

celulares a nivel del sistema antioxidante.

Actividad enzimdtica de superdxido dismutasa (SOD)

La Figura 33 presenta la actividad de SOD con relacién a la viabilidad del cultivo celular expuesta a cada

tratamiento con ZnO NPs en suspension y polvo, durante 24, 48 y 72 horas.

En el caso de las células expuestas por 24 horas a las ZnO NPs en suspension (Figura 33 a), la actividad de
SOD a partir de los 5 pg/mL de ZnO NPs, es igual a la de las células control sin tratamiento. En las demas

concentraciones, de manera general, la actividad de SOD aumenta linealmente en relacién a la
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concentracién de nanoparticulas. Después de que las células HT-29 han sido expuestas a las diferentes
concentraciones de ZnO NPs por 48 horas, la actividad de SOD es similar al control a 5 ug/mL. A 10 pg/mL,
la actividad de SOD aumenta con respecto al control y es muy similar a la actividad registrada en 40 pug/mL.
De la misma manera, los valores obtenidos son similares entre las concentraciones de 20, 30 y 50 pg/mL,
aunque son menores que los observados a 10 y 40 pg/mL. Finalmente, después de las 72 horas de
exposicidn celular a esta presentacidn de las ZnO NPs, la actividad de SOD en todas las concentraciones
fluctda en niveles menores al control, exceptuando a las concentraciones de 5 y 40 pg/mL en las cuales la

actividad de SOD se asemeja a la del control.

Por otra parte, en las células de colon que han sido incubadas con las ZnO NPs en polvo (Figura 33 b), la
actividad de SOD en el control es mucho mayor que en todos los tratamientos evaluados a las 24 horas de
exposicién. Luego de las 48 horas de exposicion a las ZnO NPs, la actividad de SOD en las células HT-29 es
similar al control, excepto en las concentraciones de 30 y 40 ug/mL. En cambio, a las 72 horas de exposicidn
a las nanoparticulas, la actividad de SOD en todas las concentraciones es mayor a la del control, con un

nivel maximo inducido por una concentracién de ZnO NPs de 10 pg/mL.
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Figura 33. Actividad enzimatica de superdxido dismutasa en la linea celular HT-29 expuesta a las concentraciones
seleccionadas de ZnO NPs en suspension (a) y polvo (b) durante 24, 48 y 72 horas. Se realizd ANOVA de dos vias
utilizando el software GraphPad Prism 8.0.2 en la cual las diferencias significativas representan *P<0.05;
***%p<0.0001.
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Capitulo 4. Discusion

4.1 Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas

A fin de corroborar las especificaciones del proveedor acerca de las ZnO NPs utilizadas en los ensayos de
esta investigacion, se caracterizaron las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas con las que se
trabajo. Ambas formulaciones de nanoparticulas se analizaron por espectroscopia UV-vis, y se comprobd
gue presentaban una banda de absorcién maxima a 365 nm para las ZnO NPs en suspensién y a 375 nm
paralas ZnO NPs en polvo, las cuales son caracteristicas de este material, seglin lo reportado por Abdulhadi
et al y Bulcha et al, respectivamente (Abdulhadi et al., 2021; Bulcha et al., 2021). Ambos datos sugieren

gue las nanoparticulas utilizadas efectivamente son de ZnO.

Las ZnO NPs se analizaron por TEM con el propdsito de evaluar su morfologia y tamafio, debido a que estos
son dos factores clave en la citotoxicidad de los nanomateriales. Las imagenes obtenidas por TEM
muestran que, en promedio, las ZnO NPs en suspensidn tienen un tamafio mayor que las ZnO NPs en polvo,
aunque en ambas formulaciones las nanoparticulas tienden a estar juntas y formar agregados que alteran
su tamafo original. Estas imagenes concuerdan con las reportadas por Subramaniam et al en 2019 y
Tsymbalyuk et al en 2021, quienes también observaron la tendencia de las ZnO NPs a agregarse, y
evidencian que los tamafios de las ZnO NPs en suspensién son mas heterogéneos que los de la

presentacién en polvo (Subramaniam et al., 2019; Tsymbalyuk et al., 2021).

Por otra parte, para conocer mas sobre la estabilidad y el tamafio en solucién de las ZnO NPs, se realizaron
mediciones por la técnica de dispersion dindmica de luz (DLS, por sus siglas en inglés), con la cual es posible
determinar la distribucién de tamaios de las nanoparticulas, considerando su radio hidrodindmico, y
estimar su estabilidad tomando como referencia el potencial zeta promedio de la muestra. Dicho potencial
depende de las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas y del medio en que se encuentran, por lo
tanto, esta medicidn se realizd en agua desionizada, para determinar el potencial zeta per se de las ZnO
NPs, en DMEM sin suplementar, para estimar la interaccion de las ZnO NPs con los iones provenientes de
las sales del medio de cultivo, y en DMEM con SFB para conocer la interaccidon de las ZnO NPs con las
proteinas del medio de cultivo. Adicionalmente, se considerd que el tiempo de exposicidn es un pardmetro
importante en la interaccidn entre las ZnO NPs y otros componentes del medio, motivo por el cual las

mediciones se realizaron a 0 y 24 horas de incubacién a 37°Cy 5% de CO, (Lowry et al., 2016).
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Las mediciones de tamanio realizadas por DLS consideran el radio hidrodindmico de las nanoparticulas, que
se define como el limite hipotético dentro del cual las nanoparticulas y sus iones asociados forman una
entidad, por lo que los tamafios encontrados son mayores a los reportados por TEM. Para todos los
dispersantes, se encontrd que de 0 a 24 horas existe un incremento en el tamafio de ambas presentaciones

de ZnO NPs.

Por otra parte, los valores de potencial zeta de ambas presentaciones de nanoparticulas en agua
desionizada disminuyen de 0 a 24 horas, lo cual implica una reduccién de la estabilidad de las
nanoparticulas. Cuando se encuentran en DMEM sin SFB, ambas formulaciones de ZnO NPs aumentan su
tamanfio y potencial zeta de 0 a 24 horas, observacidn que se asocia a la elevada fuerza idnica del medio
de cultivo celular. Los valores indican que las ZnO NPs interaccionan con las sales del medio aumentando
el radio hidrodindmico y la estabilidad de las nanoparticulas por el incremento de la superficie en que estas
interactuan entre si o con otras superficies. Finalmente, en el caso de las ZnO NPs en DMEM con SFB el
tamanio y la estabilidad también aumentan en todos los casos, de nuevo por la fuerza idnica del medio vy,
en adicidn, por la alta proporcién de proteinas del suero fetal bovino, gracias a las cuales es posible la
formacidn de una corona proteica alrededor de las nanoparticulas. Estas observaciones concuerdan con
lo reportado por Peng et al en 2015, quienes puntualizan que la fuerza idnica del medio afecta la dispersion
y distribucién de tamafios de las ZnO NPs y que la presencia de polimeros o materia orgdnica puede

estabilizar a este tipo de nanoparticulas (Peng et al., 2015).

Los valores obtenidos con todos los medios dispersantes evaluados tanto a 0 como a 24 horas concuerdan
con la aglomeracidn observada a partir de las imagenes de TEM ya que todos los valores de potencial zeta
obtenidos son menores de + 30 mV, limite en el que habitualmente se considera que las nanoparticulas
son moderadamente estables ante la agregacion (Lowry et al., 2016; Marsalek, 2014). En comparacion, los
valores de potencial zeta de las ZnO NPs en suspensidon mostraron ser mas estables que las ZnO NPs en

polvo.

4.2 Evaluaciones de biocompatibilidad

Tras los ensayos de caracterizacion de las nanoparticulas, se evaluaron los efectos de la exposicidn de la
linea celular HT-29 a concentraciones de 5, 10, 20, 30, 40 y 50 pg/mL de cada formulacién de ZnO NPs. Se
observa que durante las primeras 24 horas de exposicién, las células pueden seguir proliferando en

presencia de 5y 10 pug/mL de ZnO NPs en suspension. A una concentracion de 20 pg/mL de esta
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formulacion de las nanoparticulas, se presenta una ligera disminucién en el porcentaje de células viables,
el cual permanece igual en todas las concentraciones restantes. Esta tendencia se presenta nuevamente
a 48 horas, periodo tras el cual la proliferacién celular se detiene y, aunque la viabilidad celular es igual a
la reportada a 24 horas por exposicion a 5y 10 pg/mL, la disminucién en la viabilidad a partir de los 20
ug/mL es mas pronunciada en esta ventana de tiempo. En cambio, a 72 horas la viabilidad celular es menor
gue en los tiempos anteriores en todas las concentraciones evaluadas, lo cual indica que, a pesar de que
aparentemente la viabilidad permanece idéntica a partir de los 20 pg/mL, se presenta un proceso celular
que previene el desarrollo normal de las células, evita su proliferacién y podria estar conduciéndolas a la

activacion de mecanismos de muerte celular.

Estas observaciones se presentaron de forma muy similar para el caso de las ZnO NPs en polvo, con la
diferencia de que la proliferacidn entre las 24 y las 48 horas Unicamente se da a5 pg/mLy la caida de la
viabilidad se presenta a partir de los 10 pg/mL. Para esta formulacién de ZnO NPs las disminuciones en la
viabilidad que se presentan son menores que en la formulacién en suspension, sin embargo, se requiere
una concentracién menor de nanoparticulas para provocar la paralizacién de la viabilidad celular y, por lo
tanto, comenzar el bloqueo del desarrollo celular normal, lo cual sugiere que esta formulacién de

nanoparticulas podria ser mas citotdxica.

Por otra parte, en ninguna de las evaluaciones anteriormente descritas fue posible alcanzar el 50% de la
viabilidad del cultivo celular por lo que no se obtuvieron datos suficientes para establecer una ICso. Mu et
al, en 2014, y Senapati & Kumar, en 2018, encontraron valores de viabilidad celular semejantes a los
registrados en esta investigacidn para las concentraciones de ZnO NPs evaluadas a 24 horas, pero estos
autores reportaron una tendencia distinta en el decremento progresivo de la viabilidad con respecto al

tiempo (Mu et al., 2014; Senapati and Kumar, 2018).

Respecto al potencial citotéxico de las ZnO NPs, muchas investigaciones sugieren que éste proviene de la
liberacién de iones Zn?** al medio mientras que otros lo atribuyen a su internalizaciéon en forma de

nanoparticulas o a un efecto combinado de ambos factores.

A fin de evaluar las variaciones en la citotoxicidad de las ZnO NPs en ausencia de los iones Zn%*, se llevaron
a cabo ensayos de citotoxicidad adicionando EDTA como agente quelante de estos iones metdlicos. En
general, para ambas formulaciones de nanoparticulas, se expone que las células pueden seguir
proliferando a pesar de que la concentracién de ZnO NPs aumente, lo cual indica que, de acuerdo con lo

reportado con diversos autores, la toxicidad de la nanoparticulas proviene principalmente de los iones
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metadlicos (Krdl et al.,, 2017; Mittag et al., 2021; Wang et al.,, 2016). Esta toxicidad también estd
intimamente relacionada con la capacidad de disolucién de las nanoparticulas en el medio dispersante en

que se encuentren.

Al respecto, Mu et al y Senapati et al, reportan que la cinética de disolucidon afecta el potencial citotdxico
de las ZnO NPs y que esta caracteristica puede depender de la morfologia, el tamano, la aglomeracién
hidrodinamica, el recubrimiento de las nanoparticulas y el pH de células y organelos. También puntualizan
gue en el medio de cultivo DMEM puede obtenerse una disolucidn completa de este tipo de nanoparticulas

(Mu et al., 2014; Senapati and Kumar, 2018).

McCracken et al coinciden en que la toxicidad de las ZnO NPs proviene de la liberacion de iones dentro y
fuera de las células pues, al aumentar su disponibilidad, estos interactdan con diversos componentes
celulares cruciales para el correcto funcionamiento de las células (McCracken et al., 2016). Sin embargo,
la leve citotoxicidad reflejada en las gréficas de la Figura 13 puede deberse a la internalizacion en forma
de nanoparticula que no puede ser descartada, de acuerdo con los reportes de otros autores (Jeon et al.,

2020; Liu et al., 2016; Mu et al., 2014; Senapati and Kumar, 2018).

Ademas, cabe sefalar que, a pesar de que ambas formulaciones de las nanoparticulas queladas con EDTA

permiten la proliferacion celular, la viabilidad de las células expuestas a las ZnO NPs en polvo aumenta en

mayor medida que en las células expuestas a ZnO NPs en suspensidn. Esta diferencia podria indicar que la
.7 . 2+ . . . . .7

quelacién de los iones Zn** tiene un impacto mayor en la toxicidad de la formulacién en polvo de las ZnO

NPs.

Como otro indicador de la biocompatibilidad de las ZnO NPs, se evalué su hemocompatibilidad. Estudios
como el de Behera y Awasthi indican que las ZnO NPs son hemocompatibles ain a concentraciones
mayores a los 50 pg/mL. Contrario a esto, los resultados de la Figura 15 indican que todas las
concentraciones evaluadas de ambas presentaciones de ZnO NPs son hemoliticas. Mahalakshmi et al
reportaron porcentajes similares a los de esta investigacion a partir de los 25 pg/mL y sugieren que las
propiedades hemoliticas de estas nanoparticulas podrian atribuirse a sus caracteristicas fisicoquimicas.
Asimismo, afadieron que este estudio debe realizarse tanto in vitro como in vivo antes del uso de las ZnO
NPs. Sobre esto, Mittag et al observaron que en experimentos in vivo con este tipo de nanoparticulas se
han encontrado dafios y alteraciones en los eritrocitos (Behera and Awasthi, 2021; Mahalakshmi et al.,

2020; Mittag et al., 2021).
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Por otra parte, debido a que la morfologia celular esta intimamente relacionada con la estabilidad del
citoesqueleto y la funcidn de las células, se obtuvo evidencia cualitativa acerca de la aparente viabilidad
de las células expuestas a las concentraciones mayores a 20 y 10 pg/mL de ZnO NPs en suspensién y polvo,
respectivamente. Bai et al también observaron los cambios morfoldgicos evidenciados en este trabajo en
las figuras 15 y 16. En sus ensayos con ZnO NPs en la linea celular HT-29 evaluada por microscopia dptica
invertida encontraron caracteristicas de apoptosis como contraccién de las células, formacion de cuerpos
apoptéticos y disminucién de poblacidn celular. Sus imagenes son cualitativamente muy similares a las
obtenidas en esta investigacion, ambos estudios revelaron que a concentraciones crecientes de ZnO NPs
las células se aprecian dafiadas y con evidentes alteraciones morfoldgicas (Bai Aswathanarayan et al.,

2017).

Entonces, si la viabilidad del cultivo parece mantenerse en todas las concentraciones y tiempos evaluados,
pero la evidencia cualitativa de los cambios morfoldgicos sugiere lo contrario, resultan necesarios otro tipo
de analisis para determinar si las células se han comprometido a la muerte celular o se encuentran

arrestadas en alguna fase del ciclo celular.

En multiples articulos de investigacién se ha registrado que las ZnO NPs ocasionan un proceso de estrés
oxidativo que conduce a la activacion de mecanismos de apoptosis y finalmente a la muerte celular. Los
resultados de este trabajo de investigacion confirmaron que, en general, para los tres tiempos evaluados
en ambas formulaciones de las nanoparticulas existe un pequefio porcentaje de células, que aumenta con
relacidn a la concentracién, atravesando un proceso de apoptosis temprana, un fendmeno celular
reversible, lo cual significa que las células podrian no estar alin comprometidas a la muerte celular. Este
porcentaje es menor al 20% en todos los casos, mientras que el porcentaje de necrosis y apoptosis tardia

es casi nulo.

En otras palabras, la fraccidn mayoritaria de la poblacion celular no se encuentra atravesando ningin
proceso de muerte celular. Esta proporcidn en los eventos de muerte celular dentro del cultivo es muy
similar a lo reportado por Shawki et al en 2022, quienes también encontraron un porcentaje mayoritario
de células normales al estudiar la linea HT-29 en presencia de ZnO NPs (Shawki et al., 2022). Este hallazgo
podria significar que el proceso de muerte que se presenta en el cultivo celular no es ninguno de los
anteriormente mencionados. Sin embargo, al relacionarlo con los resultados de los ensayos de viabilidad,
se vuelve evidente que las células no atraviesan un proceso de muerte sino un evento paralizante de su

proliferacién y desarrollo normal: el arresto del ciclo celular.
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4.3 Evaluaciones de arresto celular e internalizaciéon de las nanoparticulas

A partir de los andlisis de ciclo celular por citometria de flujo se encontré que las células HT-29 sufren un
arresto en la fase del ciclo celular GO/G1 ocasionada por la exposicién a ambas formulaciones de las ZnO
NPs. La detencion del ciclo se presenta desde la concentracién menor hasta la concentracién mayor de
nanoparticulas en todos los tiempos evaluados. Esta observacion difiere con lo reportado en el cultivo
control, donde la fase mayoritaria es G2/M, en concordancia con lo estandarizado para el ciclo de una

célula sana (Pozarowski and Darzynkiewicz, 2004).

La fase G1 corresponde a un periodo en el que la célula se encuentra en crecimiento y preparacion para la
replicacion del material genético, proceso que no llevara a cabo a no ser que reciba la sefializacion
adecuada, proporcionada por mitégenos y factores de crecimiento, y atraviese satisfactoriamente el punto
de control G1/S. Las células detenidas en esta fase pueden entrar a una etapa de reposo prolongada
indefinidamente denominada GO en la cual mantienen tasas reducidas de sintesis de proteinas y detienen

por completo la proliferacién celular, aunque se mantienen metabdlicamente activas (Cooper, 2000).

Asi, el arresto identificado desde las 24 horas explica los resultados de los ensayos de viabilidad celular. Al
continuar siendo metabdlicamente activas, las células aiin son capaces de llevar a cabo la reduccién de la
resazurina, utilizada como un indicador de viabilidad, pero no cumplen el desarrollo de sus funciones con
normalidad. Contrario a esta observaciones, Setyawati et al, Patel et al y Almanghadim et al, entre otros,
han reportado que las ZnO NPs provocan el arresto del ciclo celular en la fase G2/M como consecuencia
de una respuesta a las condiciones de estrés oxidativo desencadenadas por el aumento en la produccién

de ROS (Almanghadim et al., 2021; Patel et al., 2016b; Setyawati et al., 2015).

Como seguimiento de la determinacién del origen de estos efectos tdxicos ocasionados por las
nanoparticulas, se llevd a cabo el andlisis de la internalizacion de las ZnO NPs comparando la complejidad
de las células con un cultivo control. En general, se encontré que los cambios en la complejidad celular son
minimos debido a que, como se puntualizé en los ensayos de viabilidad celular con quelacién de iones, se
especula que la citotoxicidad proviene primordialmente de los iones Zn?*. Sin embargo, como advierten
Mu et al, Jeon et al, y Liu et al, no debe descartarse el impacto de los efectos de las ZnO NPs en su forma

de nanoparticula (Jeon et al., 2020; Liu et al., 2016; Mu et al., 2014).

Al respecto, Mittag et al sugieren dos factores importantes que intervienen en la internalizacidn de las

nanoparticulas y que pueden estar influyendo los resultados aqui presentados. El primer factor es el



59
tiempo de exposicidn, mismo que participa en el incremento de la complejidad celular como se observd
en las células HT-29 expuestas a 20 y 30 pg/mL de ZnO NPs en suspension a las 72 horas. El otro factor es
la concentracién de nanoparticulas a la que son expuestas las células, el cual actda en el incremento en Ia
complejidad celular a las concentraciones mayores de ZnO NPs en polvo desde las 24 horas (Mittag et al.,

2021).

En adicidn, el arresto del ciclo celular que se presenta desde las 24 horas podria estar asociado con la poca
internalizacién debido a que, como indican Kim et al y Patel et al, la internalizacidn de las nanoparticulas
esta relacionada con la fase del ciclo que atraviesen las células. La fase en la que se presenta mayor
captacion de nanoparticulas es G2/M seguida de Sy GO/G1 (Kim et al., 2012). En los estudios de Patel et
al, las células en fase GO/G1 mostraron una captacion de ZnO NPs reducida, en comparacion con células

en otras fases del ciclo (Patel et al., 2016a).

4.4 Determinacion de los mecanismos de citotoxicidad de las nanoparticulas

Baek et al, Bai et al, Keerthana et al, Krol et al, Mittag et al, Mu et al, Shawki et al y Subramaniam et al,
por mencionar algunos de entre muchos autores con resultados similares, reportan que las ZnO NPs
aumentan la produccién de ROS de manera dependiente de la concentracion de nanoparticulas lo cual
provoca condiciones de estrés oxidativo con consecuentes dafios a lipidos, proteinas y acidos nucleicos,
qgue ocasionan alteraciones de la membrana plasmatica y el material genético y finalmente derivan en
apoptosis (Baek et al., 2011; Bai Aswathanarayan et al., 2017; Keerthana and Kumar, 2020; Krdl et al.,
2017; Mittag et al., 2021; Mu et al., 2014; Shawki et al., 2022; Subramaniam et al., 2019). A raiz de estos
reportes, se realizaron determinaciones cuantitativas y cualitativas de la produccion de ROS en las células
de colon HT-29 expuestas a ambas presentaciones de las nanoparticulas de ZnO, con el propdsito de
evaluar si el mecanismo de citotoxicidad anteriormente mencionado es la razén de los efectos observados

en los ensayos previos.

Contrario a lo esperado, de acuerdo con la revisidn bibliografica, los datos obtenidos por fluorimetria
evidencian un decremento en la produccién de ROS con respecto al control. En general, los niveles de ROS
disminuyen conforme la concentracion de ZnO NPs aumenta. Esta tendencia es igual para ambas
formulaciones de ZnO NPs y se presenta en todos los tiempos evaluados. Sin embargo, la generacion de
especies de oxigeno reactivas aumenta de las 24 a las 72 horas, lo cual indica que la permanencia de las

ZnO NPs en el cultivo es un factor que desencadena condiciones de estrés celular.
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De la misma manera a lo expuesto en los ensayos de viabilidad, se realizé6 una comparacion de los efectos
de las ZnO NPs al incubarse con EDTA como agente quelante de iones divalentes. Se evalud la generacién
de ROS ocasionada por la exposicion de las células HT-29 a nanoparticulas de ZnO queladas con EDTA. Se
observa que, para ambas formulaciones de ZnO NPs, la produccién de ROS a una concentracién de 5 pg/mL
es menor al control, pero, a partir de los 10 pg/mL la produccidén de ROS aumenta ligeramente en funcion
de la concentracion. La diferencia entre esta observacion y la tendencia en la produccion de ROS por
exposicidn a las ZnO NPs sin EDTA, refuerza la idea de que los iones Zn?* son la principal fuente de
citotoxicidad de las ZnO NPs y retoma la posibilidad de que cierta proporcion de la generacién de ROS esté
relacionada con la internalizacién, aunque minima, del ZnO en su forma de nanoparticula, lo cual se
encuentra ligado al aumento en la concentraciéon, como se menciond en el apartado 4.3 (Krdl et al., 2017,

Mittag et al., 2021; Wang et al., 2016).

A continuacion, se analizd la relacién entre los resultados cuantitativos de produccién de ROS, con y sin

EDTA, y los porcentajes de células viables descritos en las figuras 13 y 14, respectivamente.

El comportamiento de la relacién entre la produccién de ROS y el porcentaje de células viables evidencia
un vinculo inverso entre estas variables lo que representa otro indicio de las condiciones de estrés
oxidativo que pueden estarse suscitando en el cultivo y que estan relacionadas al arresto celular
anteriormente registrado. En general, se observa que, en las concentraciones menores de ZnO NPs en
suspensidn, 5y 10 pg/mL, durante 24 horas una cantidad mayor al control de células viables produce una
cantidad menor de especies de oxigeno reactivas. De 20 ug/mL en adelante, la viabilidad se estabiliza y la
produccién de ROS, que va al alza conforme pasa el tiempo, es ocasionada por la misma cantidad de

células, por lo cual la relacién ROS/células viables va en aumento.

La misma tendencia se presenta a 48 horas, con excepcion de en las concentraciones de 30 y 40 pg/mL en
las cuales la produccion de ROS baja posiblemente por la intervencion del mecanismo antioxidante de las
células. Ademas, debido a que en este tiempo la viabilidad es menor, la relacién ROS/células viables es

mayor al compararla con la presentada a 24 horas.

Conforme avanzan las horas de exposicidn a las nanoparticulas, la relacion inversa entre la viabilidad y la
produccién de ROS sugiere que las células atraviesan un proceso de estrés oxidativo, particularmente a las
72 horas. En esta ventana de tiempo, la viabilidad es menor y la produccién de ROS es mayor, la tendencia
es la misma que en los tiempos anteriores para las concentraciones de 5 a 20 pg/mL y después, para las

concentraciones de 30 a 50 pg/mL la produccidn de ROS incrementa con respecto a los otros tiempos y se
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presenta un aumento abrupto en la relacién ROS/células viables que evidencia estrés oxidativo en las

células.

En este escenario se repite para la formulacién en polvo de las nanoparticulas. Sin embargo, en este caso,
la relacién ROS/células viables disminuye en vez de aumentar de 24 a 48 horas. De 24 a 48 horas la
viabilidad del cultivo disminuye, pero también lo hace la producciéon de ROS por lo que la relacién entre
estos factores mantiene el mismo comportamiento. A 72 horas, la viabilidad se estabiliza y la produccién
de ROS es mds elevada que en cualquiera de los otros tiempos y, nuevamente para las concentraciones de
30 a 50 pug/mL, se presenta un aumento, aunque menos abrupto que para las ZnO NPs en suspension, en

la relacion ROS/células viables que evidencia estrés oxidativo en las células.

En el caso de la relacion ROS/células viables correspondiente a los ensayos con nanoparticulas de ZnO,
previamente tratadas con EDTA, los resultados son casi idénticos a los de la produccidon de ROS con EDTA,
debido a que cuando las ZnO NPs son incubadas con EDTA la ausencia de iones Zn** en el medio ocasiona

la persistencia en la viabilidad en todas las concentraciones.

Por otra parte, la evidencia cualitativa de produccién de ROS apoya el andlisis de la evidencia cuantitativa.
En todas las series de imagenes correspondientes a este ensayo (Figura 29 a Figura 32) se observa que hay
un punto maximo de produccién de ROS, no mayor al control, a partir de los 10 pug/mL de ZnO NPs, tras el
cual la fluorescencia que funge como marcaje de ROS comienza a disminuir. En este caso también puede
apreciarse que la fluorescencia correspondiente a las ROS es ligeramente mas intensa a las 72 horas.
Ademas, con estas imagenes obtenidas por microscopia confocal pueden respaldarse las observaciones
acerca de la pérdida total en la morfologia celular relacionada con el aumento en la concentracién de

ambas presentaciones de ZnO NPs.

A fin de contrastar los resultados de la produccién de especies reactivas de oxigeno con la respuesta del
sistema antioxidante de las células y determinar si la linea celular HT-29 tiene la capacidad de contener el
estrés oxidativo, se llevo a cabo el andlisis de la actividad de la enzima antioxidante superéxido dismutasa

como un indicador del estado del sistema antioxidante de las células por la exposicion a las ZnO NPs.

Gran parte de los reportes acerca de citotoxicidad de las ZnO NPs proponen que como consecuencia de
las condiciones de estrés oxidativo que éstas ocasionan, se presenta una disminucion de la actividad de

SOD que conlleva un desbalance entre el sistema antioxidante de las células y la produccion de ROS. Un
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ejemplo de esto, es el trabajo de Song et al, quienes reportaron una disminucion de la actividad de SOD

inversamente proporcional al aumento en la produccién de ROS (Song et al., 2014).

Se aprecia que en las células expuestas a las ZnO NPs en suspensidn durante 24 horas, la actividad de SOD
sube progresivamente conforme aumenta la concentracién de nanoparticulas. Esto indica que en este
periodo la actividad de esta enzima parece contener la sobreproduccién de ROS. A 48 horas, la fluctuacién
de la actividad de SOD concuerda con la fluctuacién en la producciéon de ROS, mientras que a 72 horas la
actividad de SOD es mayor que a 48 horas y corresponde a menos células viables. La oscilacion en la
actividad de SOD a través del tiempo, en relacidon con los porcentajes de viabilidad y produccién de ROS,

refleja que la actividad de esta enzima es insuficiente para contener las condiciones de estrés oxidativo.

De manera similar, el comportamiento en la actividad de SOD en las células expuestas a las ZnO NPs en
polvo por 24 horas fluctia con respecto al cambio en los niveles de produccién de ROS en cada
concentracién. La produccién de ROS ocasionada por las ZnO NPs en polvo en esta ventana de tiempo es
mayor que la produccién de ROS correspondiente a la formulacién en suspensién, pero la actividad de SOD
desencadenada por la exposicion a las nanoparticulas en polvo es menor. En otras palabras, si las ZnO NPs
en polvo ocasionan niveles mayores de ROS que las ZnO NPs en suspension, la diferencia entre los niveles
de actividad enzimatica podria indicar que, en el caso de las ZnO NPs en polvo, la actividad de SOD es

insuficiente para prevenir el estrés oxidativo.

Asimismo, se observa que a 48 horas la produccién de ROS se mantiene igual que a 24 horas para todas
las concentraciones, pero la actividad de SOD se acrecienta también en todas las concentraciones,
observacién que refleja que la actividad enzimatica aumenta para balancear los niveles de ROS con el
sistema antioxidante de las células. De la misma forma, a 72 horas, la actividad de esta enzima incrementa
en las concentraciones en las que aumenta la produccidon de ROS y disminuye cuando la produccién de
ROS se hace menor. Sin embargo, no se debe dejar de lado que, aunque este patrdn sugiere que para esta
formulacion la enzima SOD es capaz de contener el estrés oxidativo, la viabilidad de las células es menor
conforme avanza el tiempo, es decir, que una menor cantidad de células produjo el aumento de ROS

reportado a las 72 horas.

Con base en estas observaciones puede puntualizarse que el sistema antioxidante de las células es capaz
de balancear la produccidn de ROS derivada de la exposicion a ambas formulaciones de ZnO NPs dentro

de las primeras 48 horas, pero a las 72 horas se vuelven evidentes las condiciones de estrés oxidativo.
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4.5 Propuesta de mecanismo de citotoxicidad de las ZnO NPs

Aunque el zinc es indispensable en los procesos bioldgicos, altas concentraciones de este ion pueden
resultar fatales para las células. Se ha esclarecido que los iones Zn?* son cruciales en la citotoxicidad de las
ZnO NPs y que ocasionan la activacion de diversos mecanismos de estrés celular (Keerthana and Kumar,
2020). Sin embargo, aun hay cierta incertidumbre alrededor de su efecto puesto que éste depende de
varios criterios como el tiempo de exposicién, el organismo de prueba y su accidn conjunta con el ZnO en
forma de nanoparticula, cuya toxicidad a su vez se ve influenciada por la morfologia, tamafio,
recubrimiento y la cinética de disolucién que presenten en el medio dispersante (Mu et al., 2014; Peng et

al., 2015).

Ademas del estrés oxidativo derivado de la sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno, existen
otros mecanismos activados por eventos celulares como la desestabilizacidon lisosomal y la disfuncion
mitocondrial por la elevada disponibilidad de los iones Zn?* (McCracken et al., 2016). De acuerdo con Liu
et al, el reticulo endoplasmético y las mitocondrias pueden secuestrar a las ZnO NPs y a los iones Zn?*
desencadenando disfunciones en dichos organelos, como la reduccién del potencial de la membrana
mitocondrial, en el caso de las mitocondrias. Ademds, los iones Zn%* pueden invadir el nucleo celular

causando genotoxicidad (Liu et al., 2016).

Con base en la bibliografia consultada en este proyecto, se propone que es probable que se presente una
elevada liberacidn de iones Zn?* al colocar las ZnO NPs en medio de cultivo DMEM, de acuerdo a las
concentraciones, parametros y resultados reportados por Mu et al y Senapati et al. (Mu et al., 2014;
Senapati and Kumar, 2018). Asimismo, es posible que los iones Zn?* sean transportados al interior de las
células por la familia de transportadores de zinc, ZIP, o por varios canales transportadores de metales
como Zrt e Irt. Adicionalmente, se especula que una fraccion de las ZnO NPs pueden estar siendo
internalizadas por endocitosis y que el endosoma formado por este proceso puede fusionarse con un
lisosoma para formar un endolisosoma cuyo ambiente dcido favorecerd la liberacion de iones Zn?* dentro

de las células (Liu et al., 2016; Mittag et al., 2021)

La acumulacién de los iones en el interior de las células podria promover la formacion de complejos Zn-
biomoléculas gracias a la cual pueden presentarse alteraciones en el DNA vy, posiblemente, en otras
estructuras celulares importantes como la membrana plasmatica (Ma and Yang, 2016). También es posible
que se presente una invasion del nucleo celular que favorezca la aparicion de fallas irremediables en el

material genético (Liu et al., 2016). En este caso, se especula que, debido a dafios en el DNA, los iones Zn?*



64
detienen la progresion del ciclo celular en el punto de control de la fase GO/G1, mediado por el factor de
transcripcién p53, popularmente conocido como “el guardidan del DNA”. La transicion entre GO/G1 y S
corresponde al punto de control en el que las células confirman que el ambiente interno y externo sea
favorable para comprometerse a la replicacién del DNA. Es en este punto entonces que las células censan
las condiciones de estrés y la acumulacidn de iones dentro y fuera de la membrana plasmatica y deciden
no comprometerse a continuar con el ciclo. La detencidn en esta fase busca la reparacién del material
genético con el fin de evitar errores de transcripcion durante la fase S. Sin embargo, el arresto prolongado
del ciclo celular junto con la incapacidad de reparar los dafios en el DNA, eventualmente conducird a la

muerte celular (Almanghadim et al., 2021; Cooper, 2000; Ma and Yang, 2016).

En adicidn, las evaluaciones de produccidn de especies de oxigeno reactivas y de la actividad enzimatica
de SOD evidenciaron que a 72 horas se presentan condiciones de estrés oxidativo, de acuerdo con el
mecanismo de citotoxicidad generalmente reportado. Sin embargo, en otros estudios, como el de Patel et
al, el arresto en el ciclo celular se presenta en la fase G2/M vy es derivado de la sobreproduccion de ROS
gue se presenta a partir de las 24 horas, contrario a lo registrado en esta investigacién (Patel et al., 2016a).
Se propone que esta discrepancia puede estar relacionada a que el arresto celular ocurre desde las 24
horas mientras que las condiciones de estrés oxidativo se presentan hasta las 72 horas. En otras palabras,
las células detienen el ciclo celular en GO/G1 porque las condiciones tanto internas como externas no son
favorables para la divisidn, pero el sistema antioxidante logra contener el estrés oxidativo hasta las 72
horas de exposicidon a las nanoparticulas. Acerca de este hallazgo, Abbasi-Oshaghi et al informan que el
ion Zn?*, disponible en altas cantidades, es un componente basico de SOD en eucariontes, incluyendo el

humano, y contribuye al incremento de su actividad (Abbasi-Oshaghi et al., 2018).

Ahora bien, con respecto a las diferencias entre los efectos ocasionados por las ZnO NPs en suspension y
en polvo, de manera general, se aprecia que, a pesar de que los resultados de citotoxicidad son muy
similares, se requiere una concentracién menor de la formulacién en polvo para desencadenar el
mecanismo de citotoxicidad anteriormente descrito y la produccién de ROS que se asocia a la exposicion
de las células a estas nanoparticulas es mayor. Este mismo efecto ha sido previamente reportado por
nuestro grupo de investigacion en células de higado AML-12 y células de rifion MDCK-1 expuestas a ambos
tipos de ZnO NPs (Geraldo Ledn, 2021; Mavil Guerrero, 2022). Se considera que esta variacion en la
toxicidad puede estar vinculada con las diferencias en la cinética de disolucidn de las nanoparticulas en el
medio de cultivo y con la formulacidn de origen de las nanoparticulas, debido a que es probable que las
nanoparticulas que se encuentran en suspensién hayan alcanzado el equilibrio en la solucién en que

fueron adquiridas del proveedor y, en cambio, se presente una primera liberacién de iones Zn?* cuando
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las ZnO NPs en polvo son hidratadas (Chung et al., 2009). Sin embargo, lo anteriormente propuesto

requiere de experimentacién mas detallada para corroborarse.
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Figura 34. Mecanismo de citotoxicidad de las ZnO NPs en la linea celular de cédncer de colon, HT-29, propuesto con
base en el andlisis integral de todos los hallazgos de esta investigacion.
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Capitulo 5. Conclusiones

El tamafio promedio de las ZnO NPs en suspension (101 nm) es mayor que el de las ZnO NPs en polvo (70
nm) y, para ambas formulaciones, existe una tendencia a la agregacidn que puede afectar la forma en que

éstas interaccionan con las células y los otros componentes del medio de cultivo.

Es importante considerar que la evaluacion de la citotoxicidad de una sustancia debe ser un analisis
integral de las funciones vitales de las células y no limitarse a los ensayos de viabilidad celular. Asi, a través
de un andlisis mas detallado se determiné que ambas formulaciones de ZnO NPs son téxicas, a pesar de
gue no inducen reducciones importantes de viabilidad en los ensayos de citotoxicidad ni desencadenan la
activacion de muerte celular por apoptosis. La toxicidad de las ZnO NPs se ve reflejada en el arresto del

ciclo celular durante la fase GO/G1.

Adicionalmente, la exposicion de la linea celular HT-29 a las ZnO NPs, tanto en suspensidon como en polvo,
ocasiona cambios morfolégicos que van desde la contraccion de las prolongaciones de la membrana
plasmatica hasta la pérdida total de la morfologia celular tipica. Las dos formulaciones resultan hemoliticas

al ser evaluadas en eritrocitos.

La toxicidad de las dos formulaciones de ZnO NPs proviene de los iones Zn?* que éstas liberan al medio de
cultivo y, en menor medida, de la minima internalizacidn de las nanoparticulas que no debe ser descartada.
Para ambas presentaciones de ZnO NPs la toxicidad depende de la concentracién y el tiempo de

exposicion.

Ambas formulaciones de ZnO NPs originan condiciones de estrés oxidativo a partir de las 72 horas. Antes
de esta ventana de tiempo, la actividad de la enzima SOD parece ser capaz de mantener el balance entre
el sistema antioxidante de las células y la produccién de ROS. Aunque resulta menor al control en todas
las concentraciones, la produccion de ROS ocasionada por la formulacién en polvo es mayor a todos los

tiempos evaluados.

Se sugiere que la formulacidon de origen de las nanoparticulas impacta en su toxicidad por lo que son
necesarios estudios mas detallados acerca de la cinética de disolucién de las nanoparticulas en el medio
de cultivo, asi como de las vias de transporte de los iones Zn?* hacia el interior de las células y de los
mecanismos moleculares activados por la interaccién de estos iones divalentes con los componentes

celulares.
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Anexos

Preparacion de medios y soluciones para cultivo celular

Medio de cultivo celular Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)

Para preparar el medio de cultivo utilizado para la linea celular HT-29, se disolvieron 13.5 g de DMEM
(Sigma Aldrich-Cat. D7777) en 1 L de agua destilada estéril. Se afiadieron 1.5 g de bicarbonato de sodio,
10 mL (1% v/v) de L-Glutamina (Biowest Cat. X0550-100), 10 mL (1% v/v) de una solucién de penicilina y
estreptomicina (Biowest Cat. S165H-500) y 100 mL (10% v/v) de Suero Fetal Bovino. La mezcla se esterilizd
mediante filtracién a través de un filtro con tamafio de poro de 0.22 um vy el volumen final se distribuyé

en frascos pequefios a fin de almacenarse a 4°C hasta su uso.

Solucién amortiguadora de fosfatos (PBS)

Para preparar la solucién amortiguadora de fosfatos utilizada durante el cultivo celular, se disolvieron 8 g
de NaCl [137 mM], 0.2 g de KCI [2.7 mM], 1.44 g de Na2HPO4 [10 mM] y 0.24 g de KH2PO4 [2 mM] en 1 L
de agua destilada. Se ajusto6 el pH a 7.4 y la mezcla se esterilizé por autoclave, se dividio y se almacené a

4 °C hasta su uso.

Medio de criopreservacidn

Se prepard una mezcla con 50 % (v/v) de Suero Fetal Bovino, 40 % (v/v) de DMEM suplementado y 10 %
(v/v) de dimetilsulféxido (DMSO). La siguiente tabla sera llenada por el personal que revisa el formato de
tesis. Para que se pueda agendar la fecha de defensa es necesario que se cumplan con todos los puntos

listados y las observaciones realizadas.



