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RESUMEN

Las nanoparticulas derivadas de metales (Mt-NPs) han sido utilizadas cada vez méas
en la cosmética/dermatologia por sus propiedades de proteccion ultravioleta
(diéxido de titanio [TiOz2]), antioxidantes (diéxido de cerio [CeO2)] y/o antibacteriales
(plata [Ag]), debido a sus caracteristicas fisicoquimicas intrinsecas. Algunas
estimaciones sugieren que = 10% del contenido de los productos para la piel se
basan en nano-formulaciones, sin embargo, los efectos dermotoxicos de las Mt-NPs
aun no estan claros. Varios reportes han evaluado la toxicidad de Mt-NPs en
gueratinocitos, y en la ausencia de toxicidad (muerte celular) estas Mt-NPs han sido
consideradas seguras para el uso de aplicaciones cosméticas. Sin embargo, existe
poca comprension de los mecanismos homeostaticos involucrados en la
sobrevivencia de los queratinocitos cuando son expuestos a concentraciones sub-
téxicas de NPs, un tema abordado en este estudio. Queratinocitos humanos
(HaCaT) fueron expuestos de manera subaguda (48-144 horas) a concentraciones
sub-téxicas (<30 ug/ml) de NPs de rutilo (r) TiOz (cilindrico), CeO2 (cubico) y Ag
(esférico), con tamafios en seco e hidrodindmicos de <40y <100 nm, y una pureza
>98%. Evaluamos de manera indirecta la captura de las Mt-NPs por cambios en la
dispersion lateral de luz (SSC) por citometria de flujo como indicador de la
granularidad. Mientras que, las NPs de rTiO2 y CeO2 mostraron cambios profundos
en SSC cuando fueron comparadas con las NPs de Ag, la cinética (tiempo y dosis-
respuesta) fue similar, sugiriendo que las tres Mt-NPs fueron similarmente
capturadas por las células. Las NPs de rTiO2 y CeO2, pero no las de Ag
incrementaron la autofagia. Por el contrario, no se indujo aumento en los niveles
basales de las especies reactivas de oxigeno (ROS) por la exposicion a ninguna de
las Mt-NPs probadas. Se observaron agregados de las NPs de Ag que mostraron
aumentos en la fluorescencia far-red (2740 nm emision), y que han sido atribuidos
a su unién con moléculas tiol como el glutation (GSH). Por consiguiente, la inhibicion
de la sintesis del GSH sensibilizé a los queratinocitos a las NPs de Ag, pero el
deterioro del reciclaje del GSH oxidado no tuvo efecto sobre la toxicidad de estas.
Estos resultados sugieren que la homeostasis del GSH, y su union/eliminacién de
las NPs de Ag, pero no la eliminacion de ROS es esencial para la sobrevivencia de
los queratinocitos después de la exposicidn a estas NPs. A niveles sub-toxicos de
NPs rTiOz2 y Ag, pero no de CeOz2, se comprometi6 el flujo metabdlico (glucdlisis y
respiracion), sin embargo, los niveles de ATP no se alteraron. Finalmente,
observamos que la exposicién a las Mt-NPs sensibilizé a los queratinocitos a la
exposicidbn a otros xenobidticos diferentes a rayos UV (arsenito [NaAsO2] y
paraquat). Nuestros resultados demuestran la contribucién diferencial de la
autofagia y la homeostasis del GSH a la sobrevivencia de los queratinocitos
humanos expuestos a concentraciones sub-toxicas de Mt-NPs y resaltan el
incremento de la susceptibilidad de los queratinocitos expuestos a las Mt-NPs a la
exposicion a xenobiobticos.



ABSTRACT

Metal-derived nanoparticles (Mt-NPs) have been increasingly used in
cosmetology/dermatology due to their ultraviolet shielding (titanium dioxide [TiOz]),
antioxidant (cerium dioxide [CeOz]), and/or biocidal (silver [Ag]) properties, given by
their intrinsic physicochemical characteristics. Estimates suggest that 210% of skin
products content is based on nanoformulations, but the dermotoxic effects of Mt-
NPs are still unclear. A number of reports have evaluated the toxicity of Mt-NPs in
keratinocytes and in the absence of overt toxicity (i.e. cell death), Mt-NPs have been
largely considered safe for their use in cosmetic applications. However, there is little
understanding in regard to the homeostatic mechanisms involved in the survival of
keratinocytes when exposed to subtoxic concentrations of NPs, an issue that we
aimed to address in this study. Human keratinocytes (HaCaT) were exposed sub-
acutely (48-144 hours) to subtoxic concentrations (<30 pg/ml) of rutile (r) TiO2
(cylindrical), CeO2 (cubic) and Ag (spherical) NPs with a median core / hydrodynamic
size of <40 /< 100 nm and >98% purity. Mt- NP uptake was indirectly quantified by
changes in the light side scatter (SSC) of cells assessed by flow cytometry. While
rTiO2 and CeO2 NPs exerted more profound changes in the SSC when compared to
Ag NPs, the kinetics (time and dose-response) were similar suggesting that the three
Mt-NPs were similarly uptaken by cells. rTiO2 and CeO2 NPs, but not Ag NPs
increased autophagy. Inhibition of autophagy flux and autophagosome elongation
prompted rTiO2 and CeOz2 NPs toxicity. In contrast, no increase in the steady-state
levels of reactive oxygen species (ROS) was induced by exposure to any of the Mt-
NPs tested. Interestingly, Ag NPs aggregates observed an increased far-red
autofluorescence (=740 nm em), which has been ascribed to their binding to thiols
molecules such as glutathione (GSH). Accordingly, inhibition of GSH synthesis
sensitized keratinocytes to Ag NPs, but the impairment of oxidized GSH recycling
had no effect on Ag NP toxicity. These results suggest that GSH homeostasis, and
their direct binding/scavenging of Ag NPs, but not ROS scavenging, is essential for
keratinocyte survival upon exposure to Ag NP. At subtoxic levels, rTiO2 and Ag, but
not CeO2 NPs, compromised metabolic flux (glycolysis and respiration), but ATP
levels were unaltered. Finally, we observed that exposure to Mt-NPs sensitized
keratinocytes to non-UV xenobiotic exposure (arsenite [NaAsOz] and paraquat).
Overall, our results demonstrate the differential contribution of autophagy and GSH
homeostasis to the survival of human keratinocytes exposed to subtoxic
concentrations of Mt-NPs and highlight the increased susceptibility of keratinocytes
exposed to Mt-NPs to xenobiotic exposure.
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1. INTRODUCCION

1.1 La piel

La piel es el 6Grgano mas grande del cuerpo humano, su area de superficie es de 1.8
m? aproximadamente. Este 6rgano se considera la primera barrera en contra de
factores ambientales. Ante algun dafio, en condiciones normales, tiene una
capacidad de regeneracion de ~14 dias por medio del proceso de la descamacion.
La piel estd compuesta de queratinocitos, melanocitos, células de Merkel, células
de Langerhans, sustancias intercelulares, cabello, glandulas sebéaceas, glandulas
ecrinas y glandulas apocrinas distribuidas en tres capas, epidermis, dermis e

hipodermis.

1.1.1 Estructuray funcién

La estructura de la piel se caracteriza por una vasculatura de pequefios vasos y
capilares sanguineos, que interactian con glandulas sudoriparas y foliculos pilosos.
Esta se encuentra distribuida en todo el érgano, mejorando el flujo sanguineo,
controlando el sistema neuroendocrino y el sistema del éxido nitrico (NO) (Hodges
and Johnson 2009). Su sistema somatosensorial involucra al sistema simpético,
parasimpatico e inervaciones sensoriales que generan respuestas a sensaciones
de la piel, musculos y articulaciones. Los diferentes tamafios de fibras y
terminaciones nerviosas generan una gran complejidad de sensaciones que

proveen respuesta al tacto, presion, frio, calor y dolor (Seiffert and Granstein 2006).

Su sistema inmunoldgico esta constituido por células dendriticas circundantes que
llegan a la zona cuando factores especificos interactlian con los vasos sanguineos.
Células como las de Langerhans reconocen antigenos y son el primer sistema de

defensa en contra de insultos cutaneos.

Dentro de la poblacion celular, ademas de los queratinocitos, se encuentran los
melanocitos. Estas células se caracterizan por la produccion de melanina, un
pigmento empaquetado en los melanosomas. La melanina se genera por la

conversion enzimatica de la L-tirosina y la participacion de la tirosinasa dependiente




de cobre (Olivares and Solano 2009). Este tipo de células dendriticas pigmentadas
tienen gran importancia debido a su capacidad de proteger en contra de los rayos
ultravioleta (UV), por lo que la coloracion de la piel esta ligada a su actividad. Su
poblacion representa un namero pequefio, en un orden de 4:10 células
(melanocito:queratinocito). La motilidad de este tipo celular y su interaccién con
queratinocitos de la capa basal interviene en la migracion fluida hacia a la parte
superior de la epidermis, como una respuesta a la adaptacion de color en los
mamiferos (Schiaffino 2010). Las anormalidades en la migracién, en los primeros
afos de vida, provocan diferentes padecimientos acentuados en personas de color
y la disfuncién en la produccién de la melanina se ha asociado a la generacion de
melanoma (Schiaffino 2010).

Entre las funciones de la piel se encuentran la regulacién de la temperatura corporal,
balance electrolitico, proteccion de la radiacion UV y secrecion de sustancias toxicas
por medio del sudor. También se encarga de la sintesis y procesamiento de
vitaminas (D), hormonas y sustancias constitutivas (queratina, colageno, lipidos y
carbohidratos). Es considerado un érgano de proteccién a xenobidticos, soporte
mecanico, sensorial y secrecién (Nafisi and Maibach 2017).

1.1.1.1 Epidermis

El ambiente celular de esta capa se compone de un 90% de queratinocitos y el
porcentaje restante de células dendriticas, melanocitos, células de Merkel y
Langerhans (Filipe et al. 2009). Los queratinocitos estan dispuestos en cinco
estratos, basal, espinoso, granuloso, lucido y corneo. Cada estrato de queratinocitos
produce diferentes tipos de queratinas. Las queratinas son filamentos intermedios
gue mantienen la estructura del citoesqueleto, proveen estabilidad mecanica y
mantienen el equilibrio de la adhesion intracelular (Moll, Divo and Langbein 2008).
Las queratinas 5-14 (K5/K14) son comunmente reportadas en las capas basales
mientras que las queratinas 1-10 (K1/K10) son reportadas en las capas supra
basales (Omary et al. 2009). La correcta produccion de queratinas esta relacionada
a la produccion de hormonas tiroideas y vitamina D ademas de glucocorticoides y

acido retinoico. La alteracién en la produccion de K1/K10 estd asociada a la




hiperqueratosis epidermolitica, K5/K14 a epidermolisis bullosa y K2 a ictiosis bullosa
de Siemens (Ramot et al. 2009).

Los queratinocitos estan en constante proceso de queratinizacion
(migracién/recambio) permitiendo a las células del estrato corneo ser sustituidas por
nuevas provenientes del estrato basal. Durante este proceso, colagenos (IV y XVII),
elastina, nidégeno, fibronectina, lamininas, demosomas, familias de proteinas de
adhesién, cadherinas (desmogleina y desmocolina), proteinas dependientes de
calcio, proteinas armadillo (placoglobina, placofilina) que unen cadherinas y
gueratinas, el complejo placa-placa (desmoplaquina, peri-plaquina), flamentos de
anclaje (plectina) y proteoglicanos funcionan como andamios celulares. Estos
incrementan su expresion en la capa basal y disminuyen hasta el estrato corneo,
por lo que se han asociado a tiempos de vida cortos (Sandjeu and Haftek 2009).
Esta migracion asegura el constante recambio celular través de la exfoliacion,

disminuyendo el riesgo de padecimientos de la piel (Pincelli and Marconi 2010).

1.1.1.2 Dermis

La dermis esta compuesta de tejido conectivo que amortigua la tension en el 6rgano
y provee turgencia a la piel. La produccion de colageno tipo | (hasta en un 80%) es
caracteristica de esta capa y su disminucion por la exposicion a rayos UV induce la
forma laxa de la piel (Sandjeu and Haftek 2009). Los fibroblastos son el tipo celular
mas comun que se encuentra en el tejido conectivo.

En esta capa se pueden encontrar macrofagos y células del sistema inmune,
ademas de estructuras accesorias como cabello, glandulas sebéaceas, glandulas

linfaticas vasos sanguineos y nervios (Olivares and Solano 2009).

1.1.1.3 Hipodermis
La hipodermis (tejido subcutaneo) estd compuesta de adipocitos y tejido subcutaneo
laxo. Ambos se concentran alrededor de las estructuras vasculares y proveen

conductividad entre la dermis y el sistema vascular. Protege al sistema linfatico,




sanguineo y nervioso. Esta estructura esta encargada de dar textura, mantener la

temperatura y facilitar la movilidad de la piel (Nafisi and Maibach 2017).

En la Figura 1 (A) se muestran los cinco estratos que conforman la epidermis y se
observa el cambio de estructura celular desde el estrato basal hasta el cOrneo y en
(B) se muestra un esquema que sefala las tres capas de la piel, epidermis, dermis
e hipodermis y los componentes de cada uno de ellos. Ademas, se muestran las
estructuras accesorias como glandulas sebaceas, sudoriparas, musculos erectores

y cabello.
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Figura 1. Micro anatomia de la piel.

A) Estratos que conforman la epidermis y B) las tres capas que conforman la piel,
epidermis, dermis e hipodermis. Tomado y modificado de
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1.1.2 Enfermedades de la piel asociadas a exposiciones ambientales

Con el continuo desarrollo de la industria, se ha incrementado la contaminacién
atmosférica a niveles alarmantes. La piel es uno de los primeros 6rganos expuestos
a contaminantes como particulas suspendidas, compuestos organicos volatiles,
ozono, humo de tabaco, rayos UV, metales, herbicidas y nanoparticulas (NPs)
contenidas en diferentes vehiculos. Hasta hoy se han estudiado muchos de los
efectos ocasionados por rayos UV, dejando a un lado los ocasionados por otros

contaminantes como arsénico, paraquat y NPs.




Recientemente, los efectos dermotdxicos han sido asociados a la interrupcion de la
barrera cutanea, disminuyendo la capacidad para cerrar heridas, la elasticidad y
aumento en la pigmentacion (Krutmann et al. 2017). También han sido ligados a
enfermedades inflamatorias como dermatitis atdpica, acné y psoriasis, ademas de
alergias, envejecimiento prematuro e incluso cancer (Kim, Cho and Park 2016). Este
tipo de enfermedades esta asociado al incremento de especies reactivas de oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés) que altera vias de sefializacion celular y modifica al
ADN (Godic et al. 2014).

El arsénico es un metal distribuido ubicuamente en el medio ambiente y sigue
siendo una amenaza importante para la salud humana. Una vez que el arsénico
ingresa en el organismo, se une a la globina de la sangre y se transporta en todo el
sistema almacenandose principalmente en higado, rifién, corazén, cabello y piel. El
arseénico en la piel, tiene afinidad por los grupos sulfhidrilos (-SH) de las queratinas
(Gasque Silva 2013). Las lesiones cutaneas se consideran la primera manifestacion
de toxicidad por este metal después de una exposicion prolongada (Rahman, Ng
and Naidu 2009). Se ha observado en regiones endémicas con exposicion a
arsénico del 17% al 66% de las personas expuestas presenta manifestaciones
cutdneas como hiperpigmentacion, queratosis y enfermedad de Bowen (Huang, Lee
and Yu 2019). El 1% desarrolla cancer en células basales y escamosas u otras
neoplasias cutaneas (Lee, Liao and Yu 2011).

El paraquat es uno de los herbicidas mas usados en el mundo. En piel sana su
absorcién es lenta, sin embargo, en una piel ligeramente dafiada la absorcién se
vuelve mas rapida. Los efectos por contacto dérmico al herbicida estan asociados
a dermatitis, eritema, ampollas, abrasion y ulceracion (Vale, Meredith and Buckley
1987, Tungsanga et al. 1983).

En cuanto a la generacién de enfermedades relacionadas a la interaccion NPs-piel
hasta hoy solo existe un reporte de dermatitis y asma en una mujer expuesta a NPs
de niquel que uso en la fabricacién de tinta plateada (Journeay and Goldman 2014).
Algunos reportes indican efectos en la piel por la elaboracion de tatuajes, lo cual se




ha asociado a la profundidad (dermis) que involucran las técnicas, ademas del tipo
de NPs contenidas en las tintas (carbon negro y pigmentos organicos) que mejoran
la coloracion y efectos (Grant et al. 2015, Hggsberg et al. 2011). Se han reportado
sintomas como comezdn, hinchazon, inflamacion de nédulos y ardor después de su
elaboracion (Hagsberg, Hutton Carlsen and Serup 2013). Sin embargo, muchos de
estos padecimientos estan siendo ligados a las condiciones de salud, edad, sexo,
sitio de exposicion, temperatura e hidratacion entre otros factores que varian de

persona a persona.

1.2 COSMETICA Y NANOTECNOLOGIA

La cosmética es una disciplina de las ciencias de la salud que se ha dedicado al
disefio de productos que ayudan a mejorar la apariencia y salud del ser humano. A
través de productos dirigidos al cuidado y embellecimiento de la piel evitando o
disminuyendo las alteraciones por las exposiciones ambientales y tratamiento de

lesiones o enfermedades.

1.2.1 Cosmeético

Diariamente al menos el 83.5% de la poblacién mundial utiliza algan producto para
el cuidado de la piel. Segun la Administracién de Alimentos y Drogas (FDA, por sus
siglas en inglés) en el documento Federal Food, Drug and Cosmetics Act (FD&C
Act) define a un cosmético como “una sustancia (preparado) destinada a ser puesta
en contacto con diversas partes del cuerpo humano (epidermis, sistema capilar y
piloso, labios, ufias, 6rganos genitales externos, mucosa de la cavidad bucal y
dientes) con el fin principal de limpiarlas, perfumarlas, modificar su aspecto y/o

corregir sus olores corporales y/o protegerlas o mantenerlas en buen estado”.

En nuestro pais existen al menos 67 empresas nacionales e internacionales
dedicadas a este sector (http://canipec.org.mx/). México al ser un pais que carece
de normatividades que regulen la produccion de cosméticos, ocupa el tercer lugar

en su produccion después de Estados Unidos y Brasil. México exporta cosmeéticos



http://canipec.org.mx/

a mas de 100 paises en todo el mundo, principalmente a América Latina y Estados
Unidos (http://www.2006-2012.economia.gob.mx). Sin embargo, solo en Estados
Unidos y Europa los productos son regulados en base a las necesidades de la

empresa productora.

Cada empresa cuenta con diferentes requerimientos que varian dependiendo del
pais. Dentro de los ingredientes méas regulados se encuentran los aditivos de color,
de los cuales no se indican las cantidades exactas usadas en las formulaciones. De
los ingredientes restringidos y prohibidos por la FDA (2015) se enlistan el bitionol,
clorofluorocarbonos, cloroformos, salicilanilidas halogenadas, hexaclorofeno,
compuestos de mercurio y cloruro de metileno. Entre los contaminantes potenciales
se encuentran 1,4-dioxano, priones y plomo. De los ingredientes mas utilizados y
reconocidos se mencionan a los o Yy p-hidroxiacidos, aditivos de color,
dietanolamina, fragancia, parabenos, ftalatos, talco, y compuestos nanométricos.
De acuerdo con la Royal Society & the Royal Academy of Engineering Report
(2004), las NPs deben de ser tratadas como nuevos compuestos quimicos debido
al riesgo que estas pueden causar en los sistemas bioldgicos, sin embargo, ante la
gran cantidad de reportes que indican la ausencia de muerte celular, estos

materiales han sido denominados seguros para su uso.

1.2.2 Nanotecnologia

La nanotecnologia es una ciencia, ingenieria y tecnologia encargada del estudio de
los materiales a escala nanométrica, < 100nm. Esta se enfoca en producir y
desarrollar mdultiples nanomateriales de origenes fisicoquimicos variados para
aplicarlos en diferentes areas. Entre estas se encuentran la quimica, biologia, fisica
y medicina en donde se involucra a la cosmética (EPA, 2016; National Science
Foundation, 2016; y National Nanotechnology, 2016).




1.2.2.1 Nanoparticulas y caracteristicas

Segun la Agencia Ambiental de los Estados Unidos (EPA, por sus siglas en inglés)
los nanomateriales han sido clasificados de acuerdo a su origen (basados en
carbono, metales, dendrimeros y compdsitos) y al nimero de dimensiones que
estas presentan: dimension cero: las tres dimensiones se ubican en el régimen
nanometrico [forma esférica]; una dimension: con longitud variable [fibras o tubos];
dos dimensiones: con areas de tamafio indefinido [laminas]; tres dimensiones: en la
que los sodlidos tridimensionales estan formados por unidades nanométricas
[policristales]) (Jeevanandam et al. 2018).

Dentro de las caracteristicas que también provocan la variabilidad en las respuestas
son el tamafio en seco, forma, estado de agregacion (aglomerados, agregados),
area de superficie (composicién y carga), tamafio hidrodinamico y composicién
quimica. Estas propiedades influyen sobre los efectos en los sistemas biolégicos
alterando la absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion (Choi et al. 2007,
Powers Christina et al. 2011). Algunos estudios han confirmado que los diferentes
estados de sintesis y administracion/exposicion las hace peligrosamente
distintamente (Jiang et al. 2008). Por lo que en afios recientes se ha hecho
necesario definir de manera precisa las caracteristicas de las NPs con la finalidad
de entender el potencial toxico que cada una de ellas puede tener en los sistemas
biolégicos (The Royal Society, 2016). Esto ademas podria ayudar a asegurar
resultados reproducibles.

1.2.2.2 Nanoparticulas usadas en la industria cosmética

El uso de las NPs ha tomado relevancia en la innovacion de productos de belleza
(Szacilowski et al. 2005). Sobre todo aquellos que tienen que ver con la proteccién
antibacterial y rayos ultravioleta (UV) (Vance et al. 2015). Cada afio productos
nuevos con NPs en sus formulaciones, que varian entre el 5-80% del contenido
total, entran al mercado (Raj et al. 2012, Niska et al. 2018). En esta industria,
basicamente son usados dos tipos de NPs, solubles y/o biodegradables (materiales

gue se desintegran al contacto con la piel) e insolubles/bio-persistentes (Nafisi and




Maibach 2017). A continuacién, se enlistan las NPs mas comunmente registradas

en el uso de los productos cosméticos.

NANOPARTICULAS SOLUBLES Y/O BIODEGRADABLES

e Liposomas [acarreadores de doble capa lipidica]

¢ Nanosomas [compuestas de cabezas de H20 y colas de &cidos grasos]

e Ethosomas [disefiados para contener altas cantidades de etanol]

e Niosomas [vesiculas surfactantes no idnicas]

e Transferosomas [moléculas con varios tipos de solubilidades]

e Cubosomas [compuestas de dos canales acuosos internos]

e Ultrasomas [liposomas multilamelares]

e Fotosomas [enzimas fotoliasas envueltas en liposomas]

e Aquasomas [0 cuerpos de agua, consisten en el ensamblaje de tres capas
unidas a un nucleo solido]

e Micro, nano y multi-emulsiones

NANOPARTICULAS INSOLUBLES/BIO-PERSISTENTES

e Metales (Mts-NPs)
e Oxidos metalicos
e Base carbon [fullerenos, nanodiamantes]
e Polimeros
a) Nanocapsulas [capsulas poliméricas rodeadas de aceite 0 agua]
b) Hidrogeles [fluidos biol6gicos formadas por reacciones quimicas o
fisicas], quitosano [polisacéridos lineares]
c) Cristales liquidos

OTRO TIPO DE NANOPARTICULAS
e Ciclodextrinas [polisacaridos ciclicos no toxicos]
e Dendrimeros

En general, las NPs metalicas/6xidos (Mt-NPs) son los materiales que se han
relacionado a la activacion de mecanismos de estrés oxidante ligados a
padecimientos en la piel (Robertson, Sanchez and Roberts 2010), sobre todo si son

aplicaciones repetidas.




En el 2015 y 2016 se reporto el incremento en la eficiencia de las formulaciones
cosmeéticas con el uso de las NPs (Firooz, Nafisi and Maibach 2015, Nassiri-Kashani
et al. 2016). Dentro de los beneficios se indicO una mayor solubilidad y
transparencia, mejora del color y acabado, mayor proteccién a los rayos UV y
propiedades antibacteriales; y una mayor penetracion en la piel que se ha ligado a
la duracién de los efectos (Kaul et al. 2018, Niska et al. 2018). De las ventajas se
enlistan proteccion en contra de la descomposicion quimica, mejora de la disolucién
de compuestos y mayor liberacién tépica (Nafisi and Maibach 2017). En la Figura 2
se muestran el ranking de las 10 empresas de belleza con mas nanopatentes

registradas hasta el 2012, encabezada por L"Oréal.
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Figura 2. Ranking de empresas de belleza con nanopatentes.
Se muestra el nimero de patentes por empresa. Tomado de (Raj et al. 2012).

Las Mts-NPs usadas en mas de 600 productos cosméticos se presentan en la Figura
3-A. De las Mt-NPs, incluyendo oxidos, las NPs de plata (NPs Ag) y titanio (NPs
TiO2) en rangos de tamafio de 20-50 nm son los materiales mas usados (grafica
superior derecha) debido a sus propiedades antibacteriales y protectoras a rayos
UV (Shi et al. 2013). Otras Mts-NPs identificadas se enlistan en el panel B de la
Figura 3, de estas, el oxido de cerio (NPs CeO2) tiene relevancia por sus
caracteristicas antioxidantes (Robertson et al. 2010).
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Figura 3. Tipos de materiales usados en la cosmética.

A) NUumero de productos categorizados por el tipo de material. La ampliacion de la grafica
superior derecha muestra las Mt-NPs mas usadas, B) Lista de Mt-NPs englobadas en la
barra “others”. Tomado de (Vance et al. 2015, Raj et al. 2012).

1.2.2.2.1 Nanoparticulas de 6xido de titanio (NPs TiOz2)

El titanio pertenece a la familia de los metales de transicion y muestra una
configuracion electronica 4s. Es uno de los materiales mas manufacturados a escala
global debido a sus propiedades fotocataliticas, Opticas y electrénicas. El 6xido de
titanio se puede encontrar en la naturaleza en forma de broquita (ortorrombico),
anatasa y rutilo (ambas tetragonales) (Shi et al. 2013). Las caracteristicas de las
NPs TiO2 pueden ser modificadas siguiendo diferentes métodos de funcionalizacion.
Su alta estabilidad depende de su tamario, estructura, forma, volumen, radio, carga
y formacion de aglomerados/agregados (Zoroddu et al. 2014)

En la cosmética, la utilizacion de la isoforma rutilo (rTiO2) es debida a la baja
toxicidad y elevada fotocatalisis (Sarria et al. 2005). Las NPs TiO2 generan
formulaciones transparentes, menos viscosas, mezclas faciles de aplicar y pueden
funcionar como vehiculos. Los productos que comunmente contienen estos
materiales son la pasta de dientes, maquillaje y blogueadores solares. Estudios
recientes indican que su internalizacion y depdsito es en los estratos profundos de

la epidermis, puede ser a través de foliculos sebaceos (Filipe et al. 2009). No se ha
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reportado efectos toxicos cuando son aplicadas como emolientes dermatolégicos y

protectores solares (Chen et al. 2016).

1.2.2.2.2 Nanoparticulas de 6xido de cerio (NPs CeO2)

El elemento cerio, naturalmente se encuentra en forma de oOxido. Este lantanido
presenta una configuracion electréonica 4f y muestra propiedades cataliticas,
magnéticas y eléctricas. Como NP posee altos puntos de fusion, tolerancia a la
radiacion, fuerte atraccion electrostética, afinidad por el oxigeno y potencial redox
(Samiee and Goharshadi 2012, Ye et al. 2011).

Las NPs CeO:2 pueden existir en los estados reducido 3* (Ce203) y oxidado 4*
(Ce0y), de tal manera que pueden funcionar como antioxidantes u oxidantes. La
actividad antioxidante (6ptima a pH fisiol6gico) esta mediada por los espacios libres
de oxigeno en la superficie de las NPs, de forma que la disminucion de tamafio
incrementa este comportamiento (Korsvik et al. 2007, Chen et al. 2016). Por esta
razon ofrecen varios sitios de catélisis en comparacion con agentes farmacologicos
0 enzimas que solo disponen de un sitio activo por molécula (Tarnuzzer et al. 2005).
En el estado oxidado 4* (pH &cido) se observa una configuracion electrénica estable
y una forma cristalina tipo fluorita, en la cual los atomos de cerio son rodeados por

8 aniones de oxigeno en posicion tetraédrica (Xu and Qu 2014, Korsvik et al. 2007).

En las células, cuando los electrones de las NPs CeO2 no son atrapados después
de la primera reaccién con las ROS, las NPs se comportan como potentes
catalizadores (Korsvik et al. 2007). Aunque el sitio activo de las NPs CeO: todavia
no ha sido establecido, se puede especular acerca del mecanismo de accion basado
en el estudio de Korsvik et al. (2007) sobre el comportamiento mimético de las NPs
CeO:2 y la super oxido dismutasa (SOD). Similar al Fe y Mn-SOD es posible que la
dismutacion del anién superoxido por las NPs CeO: sea catalizada de la siguiente
manera:

O2 + Ce** — 02+ Ce3t
02~ + Ce3* + 2H* 5> H202 + Ce?*
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Por lo tanto, la catalisis puede ocurrir en el mismo atomo de cerio, como en el caso

de la SOD dependiente de metal.

1.2.2.2.3 Nanoparticulas de plata (NPs Ag)

La plata es un elemento metalico, ductil y maleable; posee propiedades eléctricas y
térmicas. De forma natural puede encontrarse combinada con azufre (argentita),
arsénico (proustita), antimonio (pirargirita) y cloro (plata cornea). Tiene una
configuracion electrénica 4d. Las NPs Ag conservan muchas de las propiedades del
metal, entre ellas las antibacteriales y antifungicas. El efecto antibacterial de las NPs
Ag es debido a la liberacién continua de protones (Ag*). Esta liberacién inactiva
complejos enzimaticos que contienen azufre, fosforo, oxigeno o nitrégeno (tioles,
carboxilatos, fosfatos, hidroxilos, aminas imidazoles, indoles) frenando la
replicacion y transduccion de sefiales en las bacterias. La disminucion del pH
provoca que los protones interaccionen con la cadena respiratoria mitocondrial
(alterando la oxidacién de glucosa, glicerol, fumarato y succinato) disminuyendo la
division celular y llevando a la muerte celular (Khalandi et al. 2017). La generacién
de radicales libres es otro mecanismo por el cual las membranas celulares pueden
hacerse permeables. En la Figura 4 se muestran las estructuras cristalinas de las
NPs rTiO2, CeO2y Ag.

En la Tabla 1 se muestran los efectos que ocasionan las NPs de TiO2, CeO2 y Ag

sobre la piel. En el caso de las NPs CeO: los estudios son escasos.

A) C)

Figura 4. Estructura cristalina de las NPs de estudio.
Se muestran los modelos de las estructuras cristalinas. En A) NPs TiO; en su isoforma
rutilo, B) NPs del lantanido CeO, y C) NPs Ag en su forma cristal decaedro. Tomado de
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(Hofmeister, Tan and Dubiel 2005, Gupta and Tripathi 2011, Chueh William and Haile
Sossina 2010).

1.2.3 Principales productos de uso comun que contienen NPs

En octubre de 2013, el Inventario de Productos de Consumo de Nanotecnologia
(CPI, por sus siglas en inglés) publico la existencia de 1814 productos disponibles
para los consumidores, provenientes de 622 compafiias y 32 paises. De estos, el
70% no proporcionan informacion acerca de la composicion o tipo de material usado
o del medio en donde las NPs son suspendidas. En total, 762 productos pertenecen
a la categoria de salud y fitness (que incluyen cosméticos), siendo las NPs Ag las
mas usadas para estos fines con 435 productos (Vance et al. 2015). Bajo el mismo
orden de ideas, The Nanodatabase, desarrollada por The Danish Ecological Council
and Danish Consumer Council ha respaldado este inventario con una base de datos
elaborada con reportes cientificos (http://nanodb.dk/en/). En la Figura 5 se muestra
una grafica con el nimero de productos registrados hasta el 2016 por la CPly The
Nanodatabase de acuerdo a las NPs usadas, ademas se observa que el uso de
productos dermatolégicos es el predominante (Foss Hansen et al. 2016).
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Figura 5. Numero de productos registrados por la CPI y The Nanodatabase.

Se muestra el numero de productos registrados en ambas bases de datos actualizadas
hasta el 2016, ademas del nimero de productos por categoria referente al tipo de NPs.
Tomada de (Foss Hansen et al. 2016).
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Tabla 1. Efectos biolégicos NPs TiO2 y Ag en la piel.

PROPIEDADES BIOLOGICAS (PIEL) TiO, NP Ag NP CeO, NP
Absorcion de radiacion UV v v -
Propiedades antibacteriales Vv vV -
Propiedades Antinflamatorias NE v -
Citotoxicidad v v -
Fototoxicidad v NA -
Genotoxicidad y carcinogenicidad Solo bajo UV v -
Habilidad para penetrar facilmente a través de la piel Vv v N
Acumulacionen células v v v
Disminuciénen la viabilidad celular Vv v -
Dafio a la membrana celular v NA -
Generacion de ROS v v v
Alteracion en la funcién mitocondrial v v -
Disminuciénen |la adhesion y migracién celular v v -
Induccion de muerte celular autofagica Vv v -
Induccion de muerte celular apoptotica V4 v -
Induccion de muerte celular necrotica Vv NA -
Disminuciénde |a actividad antioxidante NA v v
Disminuciénde |la capacidad de contraer colageno Vv NA -
Lipoperoxidacion Vv v -
Induccion de inflamacion NA v -

v - Propiedades exhibidas; v V- propiedades fuertemente exhibidas; NE — propiedades no
exhibidas; NA — datos no disponibles. Tomado y modificado de (Niska et al. 2018).

Uno de los objetivos de la creacién de estas bases de datos fue la generacion de
estrategias, herramientas y politicas que aseguren el uso responsable de estos
productos, ademas de la identificacién exacta de los componentes de cada uno de
ellos. Hasta hoy, se ha reportado que 70% de los bloqueadores solares puestos a
la venta contienen NPs TiO2. Algunas estimaciones indican que la aplicacién de 500
ul de blogueador solar equivaldria a administrar 0.1 mg/cm? de NPs TiOz sobre la
piel. Sin embargo, las diferentes caracteristicas que las NPs presentan, han

impedido esclarecer los posibles efectos.
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Reportes recientes han publicado listados de productos cosméticos clasificados de
acuerdo con su uso en la piel, labios y cabello, sefialando el tipo de Mts-NPs usadas
y la empresa que las manufactura (Madan and Nanda 2018, Kaul et al. 2018).
Algunos otros reportan los beneficios ofrecidos a los consumidores, sin embargo,
ninguno de estos describe las caracteristicas fisicoquimicas de los materiales. De
los productos mas populares puestos a la venta se encuentran las cremas
hidratantes, antiarrugas, antienvejecimiento, filtros solares y lapices labiales , como

se muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Productos cosméticos basados en nanotecnologia
Tomado de (Nafisi and Maibach 2017).

Product

Proposed Use

Manufacturer

Marketing Claims

Hydra Flash Bronzer Daily Face
moistunzer

Hydra Zen Cream

Nanorin Hand and Nail
Moisturizing Serum and Foot
Moisturizing Serum

Lancime Renergie Microlift
EevitaLift Anti-Wrinkle, Firming
Face, Meck Contour Cream

RevitaLift Double Lifting

Eye Tender

Moishurizer

Moishurizer

Moisturizer

Antiwrinkle

Antiwrinkle

Antiwrinkle

Antiwrinkle

Lancéme

Lancéme

Nano-Infinity Nanotech

Lancéme

L'Oréal

L'Oréal

Kara Vita

Manocapsules of pure Vit E
provide powerful antioxidant
protection and ensure a natural,
healthy glowing skin

Containing nanoencapsulated
triceramides. It provides perfect
comfort and softness, full
hydration to skin; renews skin's
health; and protects skin from
signs of daily stress

Fine erystals of ZnQ NPs
penctrate skin tissue to prevent
hands and nails from being hurt

Formulated with colloidal silica
and soy protein NPs to provide
the best possible face-lift effect

RevitaLift formula is enriched
with Pro-Retinol A, encapsulated
in nanosomes

It contains nanosomes of Pro-
Retinol A and has a unique dual
action treatment that instantly
retightens skin and effectively
fights swrinkles

It contains nanospheres, delivers
13 bicactives including wrinkle-
reducing peptides to stimulate
fibroblasts, build collagen,
brighten skin, and reduce
inflammation for a younger,
healthier appearance
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1.2.4 Niveles de exposicion de las NPs

1.2.4.1 Penetracion

Es conocido que la interaccion y efectos de los diferentes xenobidticos, incluyendo
las NPs, depende de la salud de la piel (Larese Filon et al. 2015) . Su integridad, la
region anatomica expuesta y las diferentes enfermedades (alergias, dermatitis,
eczema atopico, psoriasis, etc.) ayudan a incrementar la absorcion, internalizacion,
acumulacion y la generacion de efectos celulares. De forma que, cuando existe una
piel enferma se reduce la funcion de la barrera protectora, como resultado de la
alteracién de las uniones estrechas (queratinocitos-estrato granuloso), ademas de
la disminucion de factores inmunoldgicos, secreciones glandulares y cambios en la
organizacion y composicion lipidica (Niska et al. 2018, Kezic and Nielsen 2009). En
este caso se puede facilitar la penetracion de componentes que normalmente son

incapaces de traspasar esa barrera.

En general, se ha reportado que la internalizacion de las NPs puede ser a través de
dos rutas, la transepidérmica (transcelular e intracelular) y la transapendicular
(transfolicular y transadoripara) (Czajkowska-Kosnik, Szekalska and Winnicka
2019). El ingreso de las NPs por glandulas sudoriparas y foliculos pilosos es una
ruta conocida debido al diametro que estos presentan (5-80 um). Esta via de
internalizacién provoca una interaccion directa al torrente sanguineo y al sistema
linfatico, provocando un ingreso mas rapido a la microcirculacion dérmica (Roberts
and Walters 2007). En la ruta transcelular se ha hipotetizado que las NPs pueden
atravesar la capa de fosfolipidos e interactuar con proteinas como queratinas. Esta
via se considera de dificil acceso, debido a las mudltiples interacciones con
biomoléculas a través de los estratos que conforman los queratinocitos. Sin
embargo, es clave cuando se usan potenciadores para la penetracién en la piel
(McCarley and Bunge 2001, Safwat et al. 2018). En la ruta intercelular las NPs
atraviesan las capas a través de los pequefios espacios intercelulares con
velocidades de difusion controladas por su capacidad lipofilica, ademas de su peso
molecular, solubilidad y tipos de enlaces. En la Figura 6-A se muestra un esquema
gue ejemplifica las tres rutas de ingreso de las NPs y la interaccién con diferentes

biomoléculas y glandulas.
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Otros de los factores importantes que influyen en la internalizacion de las NPs, son
sus caracteristicas fisicoquimicas, como estructura, composicion, superficie,
potencial ¢, aglomeracion/agregacion, densidad, liberacion de iones, impurezas,
vehiculo, temperatura, pH y tamafo (Zhang et al. 2008, Larese Filon et al. 2015,
Kokura et al. 2010, Gajbhiye and Sakharwade 2016). En general, la ruta
transepidérmica, esta asociada al ingreso de las Mts-NPs dependientes del tamario.
En la Figura 6-B se muestra que el ingreso de las NPs < 4 nm puede darse en piel
sana, las NPs de 4 - 20 nm pueden ingresar en piel ligeramente dafiada, y en la piel
con algun tipo de padecimiento pueden ingresar NPs de hasta 21 - 45 nm. Sin
embargo, las NPs > 45 nm son incapaces de ingresar a estrato profundos de la piel

(Zhang et al. 2008, Niska et al. 2018)

Intercellulor Transcellular Transappendageal NPs<4om NP5 > 45 wm
NPs 4-20 n&
=
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Figura 6. Rutas de penetracion de NPs en la piel.

A) Se describen tres vias por las cuales Mts-NPs pueden ingresar a los estratos de la piel,
ademas de las interacciones con otras biomoléculas y glandulas, B) Rangos de tamafios
de Mts-NPs que pueden ingresar por la ruta transepidérmica humana. Tomado de (Xiao

Wen et al. 2013, Niska et al. 2018).

Una vez que las NPs ingresan a los diferentes estratos de la piel, la interaccion
celular depende nuevamente de sus caracteristicas fisicoquimicas. Por ejemplo,
aglomerados de NPs > 500 nm < 1 um pueden internalizarse por fagocitosis a través
del sistema de opsonizacidon. La pinocitosis involucra cuatro vias de ingreso, la
primera es referente a la captacion de aglomerados de hasta 1 um a través del

sistema de macropinocitosis y las tres restantes son mediadas por endocitosis
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asistida por clatrina (~120 nm), o por caveolinas (~60 nm), ambas asociadas a NPs
funcionalizadas, y la endocitosis independiente de caveolinas y clatrinas (90 nm). O
puede llevarse a través de la penetracion directa en tamafos de 4-10 nm (Pulido-
Reyes et al. 2017)

1.2.4.2 Acumulacion

En sistemas bioldgicos, se ha reportado que las Mts-NPs que logran atravesar la
epidermis han sido encontradas en surcos del estrato cérneo y en foliculos pilosos,
y que ademas son reconocidas por el sistema inmune y ganglios linfaticos (Prow et
al. 2011, Filipe et al. 2009). Algunos autores han descrito como el sistema linfatico
tiene la capacidad de transportar Mts-NPs hacia el torrente sanguineo (Price 1975,
Price and Henderson 1978, Prow et al. 2011). Una vez ahi, las NPs tienen a
acumularse en drganos especificos dependiendo de sus caracteristicas
fisicoquimicas. Por ejemplo, en el caso de las NPs TiOz, se ha reportado que tienden
a acumularse en el higado, bazo y rifion (Shakeel et al. 2015, Wang et al. 2007, Cui
et al. 2011). Las NPs CeO:2 en el corazén y pulmon (Chen et al. 2016) y las NPs Ag
en el higado, rifién, corazén y cerebro (Chen and Schluesener 2008).

Una vez que ingresan a los diferentes tipos celulares, las NPs pueden acumularse
como agregados en el citoplasma, mitocondria, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmatico, lisosomas y nucleo (Zucker et al. 2013, Sabella et al. 2014, Oh and
Park 2014, Behzadi et al. 2017). De los principales efectos reportados son la
generacion de ROS, estrés oxidante, inflamacion y genotoxicidad/mutagénesis
(Nanda and Madan 2018).

1.2.5 Regulaciones del uso de NPs en cosméticos

La FDA de los Estados Unidos y la Royal Society de Londres han sido de las
primeras organizaciones que han tratado de normar el uso de nanomateriales en
cosmeéticos. En el 2011, la FDA emitié The Safe Cosmetics Act en donde propuso
gue la produccién de cosméticos debe seguir las mismas normativas que la de los

farmacos, sin embargo, esta propuesta aun no se ha llevado a cabo. La FDA junto
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con Nanoscale Engineering and Technology ayudan a revisar las solicitudes para el
desarrollo de productos cosméticos que contienen nanomateriales. Ambas
organizaciones sugirieron una guia de estudios basicos de pruebas de toxicidad
dérmica. En esta destacan ensayos de viabilidad celular, irritacion/sensibilizacion,
foto-toxicidad, foto-alergenicidad y méaxima absorcién de
componentes(http:/emergingtech.foe.org.au/wp-ontent/uploads/2014/08/Cosmetics
nanotoxicology-and-skin-penetration-October-20062.pdf). En el 2015, la FDA
sugiri6 que todos los productos de uso topico con nanomateriales deben ser
probados en todo tipo de piel, tanto intacta como dafiada. Ademas, solicitan tomar
en cuenta, sin ser una obligacion para las empresas cosmetoldgicas, que todo
producto debe llevar un etiquetado que indique las caracteristicas fisicoquimicas de
los nanomateriales, rutas de exposicion, formulacién y nimero de particulas por

aplicacion.

En contraparte, The Guidance for Industry: Safety of Nanomaterials in Cosmetic
Products emitida también por la FDA indica que no se establecen definiciones
regulatorias para los conceptos nanotecnologia, nanomateriales, nanoescala u
otros términos relacionados. Debido a que los nanomateriales no infringen ninguna
ley puesto que no estan considerados como compuestos prohibidos (Section 301(a)
de la Federal Food, Drug, and Cosmetic Act (the FD&C Act) (21 U.S.C. 331(a)). En
los Estados Unidos no se requiere un etiquetado que especifique los ingredientes
de los cosméticos debido a que esto queda como responsabilidad de quien los
produce y quien los consume. Ademas en ese pais, los productos cosmeéticos que
contengan nanomateriales no necesitan la aprobacion de la FDA antes de entrar al

mercado.

Por otra parte, la Union Europea se destaca por la implementacion de regulaciones
como Product Submission File que incluye un reporte de seguridad de cosméticos
y una declaracion de conformidad. Este reporte se guarda hasta 10 afios después
de poner a la venta los productos. Ademas, los miembros de estos paises poseen
The Cosmetic Notification to the Committee con la que se genera una base de datos

con cada ingrediente usado en los cosméticos y se asocia a una red de centros o
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instituciones especialistas en el area, en caso de que algin cosmético muestre
efectos dafinos. En la Unidn Europea, se obligan las etiquetas que especifiquen los

posibles riesgos al usar un cosmético.

En el 2006, a través de Notes of Guidance for the Testing of Cosmetics Ingredients
and their Safety Evaluation, se sugiri6 que las caracteristicas a evaluar en
cosmeéticos con hanomateriales son la descripcion de caracteristicas fisicoquimicas,
y datos de absorcion/penetracion, toxicidad (aguda/subcroénica), irritacion
(piel/mucosas), foto y genotoxicidad (Nafisi and Maibach 2017). Estos
requerimientos fueron descritos Unicamente para mascaras de pestafias y filtros
solares. La Union Europea a través The Cosmetics Products Notification Portal
emitié un listado elaborado por productores, importadores y terceras personas, en
donde solicita que se describan todos los ingredientes que contienen los
cosmeéticos, incluyendo nanomateriales
(articulo16,http://ec.europa.eu/health/sites/health/files/endocrine_disruptors/docs/c
osmetics_1223 2009 regulation_en. pdf). El documento debe de publicarse seis
meses antes de que el producto entre a la venta, ya que en caso de que exista
alguna duda de los efectos de los nanomateriales usados, la misma Comisién

Europea puede solicitar un analisis completo de riesgos del producto.

Otros de los paises pioneros en la implementacion de la regularizaciéon de
nanomateriales en cosmeéticos es Austria. A través de The Therapeutic Goods
Administration regula las medicinas y los bloqueadores solares que contienen
nanomateriales. The National Industry Chemical Notification and Assessment
Scheme, es la encargada de modular la seguridad de los ingredientes usados en
maquillajes y cuidado personal (Nafisi and Maibach 2017). Australia, en acuerdo
con Canada, han mostrado su preocupacién acerca de las regulaciones de los
nanomateriales en los cosméticos, sin embargo, solo han logrado un etiquetado de

los ingredientes.

Aungue aun no se cuenta con una regulacion a nivel internacional para la utilizacion

de nanomateriales en los cosméticos, existen algunas organizaciones encargadas
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de monitorear su uso, entre ellas, la Enviromental Protection Agency (EPA), the
Technical Committees 1SO229, The National Institute for Occupational Safety and
Health (NIOSH), Global Issues in Nanotechnology (GIN), the NSET Subcommittee,
the Nanotechnology Environmental and Health Implications (NEHI), y la Public
Participation in Nanotechnology (NPEG) (Madan and Nanda 2018).

1.2.6 Nanotoxicologia

Actualmente la produccion de nanomateriales se ha incrementado
exponencialmente como resultado de la demanda en la utilizacién de las diferentes
disciplinas. Esto ha resultado también en un incremento en la interaccion con los
sistemas bioldgicos. Ante ello, la nanotoxicologia se encarga de estudiar la toxicidad
de los nanomateriales con base en sus propiedades fisicoquimicas sobre la dosis
respuesta y de acuerdo al potencial de riesgo en los sistemas biologicos
(Oberdorster et al. 2005, Oberdorster, Stone and Donaldson 2007, Jiang et al.
2008).

Desde el afio 2005 se publicaron los primeros esquemas que muestran que las
principales rutas de exposicion de las NPs en el ser humano son la inhalacion e
ingestion (Oberdorster et al. 2005). Algunos estudios reportan que la acumulacion,
en modelos murinos, puede darse en el corazén, higado, rifién y cerebro, lo cual
depende del tipo de NPs (Chen and Schluesener 2008, Robertson et al. 2010). Sin
embargo, a la fecha, los estudios asociados a los efectos dérmicos siguen siendo
pocos. Bajo el mismo orden de ideas, la nanobiotecnologia es una rama de la
nanotecnologia que se encarga de estudiar el disefio y la manipulacién de las
diferentes NPs a través de las interacciones bioldgicas y bioquimicas. Esta rama
junto con la nanotoxicologia ha sido la antesala de los estudios del uso de las NPs

en la terapéutica y cosmetica.
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1.3 MECANISMOS DE TOXICIDAD DE LAS Mt-NPs EN LA PIEL

Recientemente, los mecanismos de toxicidad de los nanomateriales se han
estudiado intensamente debido a que muchos de ellos muestran diferentes
respuestas. Sin embargo, un mecanismo importante y comun de toxicidad celular

es la generacion de ROS que puede resultar en dafio oxidante.

1.3.1 Especies reactivas de oxigeno

Las ROS, se producen como resultado del metabolismo celular normal, son
necesarias para la modulacion de multiples eventos celulares, como sobrevivencia
0 muerte celular, diferenciacion, proliferacion, transduccion de sefales, expresion
génica, regulacion de proteinas y produccién de factores ligados a la inflamacién
gue estimulan mitocondrias y enzimas antioxidantes (Sharifi et al. 2012). Las ROS
se dividen en dos grupos: radicales libres (moléculas que contienen uno o mas
electrones no apareados y que dan reactividad a la molécula) y no radicales (dos
radicales libres comparten sus electrones no apareados). Los principales organelos
involucrados en la generacion de ROS son las mitocondrias, reticulo
endoplasmatico, peroxisomas, microsomas y complejos NOx de las membranas
celulares. Los cuales pueden ser estimulados por fuentes extracelulares como

radiacion UV, contaminantes ambientales y nanomateriales.

1.3.1.1 Generacién de ROS por las NPs

Los materiales de tamafio cercano a los atomos (£100nm) muestran propiedades
diferentes, sobre todo en el incremento del area de superficie y el comportamiento
de los electrones en la nanoparticula. Esto se explica a través de la relacion volumen
area de un cubo. Mientras el volumen se mantiene el area se incrementa y los lados
disminuyen, es decir, si un cubo de material de lado I, se reduce hasta obtener un
nanocubo, la superficie especifica se incrementa, debido a que es inversamente

proporcional al lado de dicho cubo. De forma que, mientras mas pequefia es una
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NP se incrementan los sitios activos en su superficie aumentando la reactividad
quimica y liberando espacios para la catéalisis bioquimica. Esto puede provocar
modificaciones estructurales, cambios en las propiedades electronicas de la
superficie y formacién de grupos reactivos. Los oxidantes y los radicales libres
dispuestos en la superficie de la NP modulan la generacion ROS. Hasta hoy se han
descrito tres vias de generacion de ROS por nanomateriales, las cuales involucran
(i) grupos funcionales pro-oxidantes sobre el area de superficie reactiva de las NPs,
(ii) ciclo redox activo en la superficie de las NPs debido al tipo de metal de transicion
e (iii) interaccion NP-célula (Manke, Wang and Rojanasakul 2013, Wang et al. 2018,
Mortezaee et al. 2019).

De las primeras ROS producidas por la interaccion de las Mt-NPs-sistemas
biolégicos son el anién superéxido (O27) y el radical hidroxilo (HO¢) via la reaccién
de Fenton (Valko et al. 2006). Mientras que, las reacciones de Haber-Weiss
interactian con iones metdlicos oxidados y peroxido de hidrogeno (H202) para
producir HO- (Thannickal and Fanburg 2000, Sharifi et al. 2012).

Otro tipo de especies reactivas producidas son las de nitrégeno (RNS, por sus siglas
en inglés), entre ellas los radicales libres (NO, dioxido de nitr6geno) o los no
radicales (cation nitronio y peroxinitrito) (Chaverri, Cardenas and Chirino 2018). Las
RNS pueden usar facilmente S-nitrosotioles para modificar moléculas de
sefalizacion como cinasas y factores de transcripcion. Diferentes enzimas en la
respiracion mitocondrial pueden ser inhibidas por las RNS lo que produce un
agotamiento de ATP y una consecuente diminucién de energia celular (Coleman
2001). La produccion de ROS y RNS por las Mts-NP esta mediada por diferentes
factores, entre ellos, el tipo de sintesis, recubrimientos, tipos celulares, medios

fisiol6gicos, duracién de la exposicion, entre otros.

Uno de los primeros organelos afectados por la interaccion NP-célula es la
membrana celular. Se ha reportado que después de esta interaccién, se desarrollan
vesiculas endociticas que se visualizan en el citoplasma Figura 7-A (1,2) y que

tienden a liberar iones (3). Este proceso esta ligado a alteraciones en la morfologia,
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fluidez y aumento en la permeabilidad celular (Abdal Dayem et al. 2017). La
liberacion de iones asociada a la generacion de ROS y RNS puede provocar cito y
genotoxicidad por lipoperoxidaciéon de membranas, alteraciones en la mitocondria
(dafios al ADN vy alteraciones oxidativas), proteinas (generacién de aductos y
disfuncién enzimatica) y en el ndcleo (mutacién genética) (Figura 7-B) (Fu et al.
2014).
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Figura 7. Mecanismos de generacion de ROS por Mts-NPs.

A) Desarrollo de vesiculas (1), endocitosis (2) y liberacion de iones (3). B) Cito y
genotoxicidad desarrollada por NPs. Tomado de y modificado de (Abdal Dayem et al. 2017,
Fu et al. 2014, Mortezaee et al. 2019).

1.3.2 Mecanismos de sobrevivencia
El estrés oxidante se define como un desbalance en la produccion de ROS y la
habilidad de la célula para contrarrestarlo. Ante la generacion de este, la célula

cuenta con diferentes mecanismos de sobrevivencia, entre ellos los antioxidantes.

1.3.2.1 Antioxidantes

Las células cuentan con diversos mecanismos de proteccion, tales como enzimas
antioxidantes y detoxificantes de fase | y Il (Konigsberg 2007). Este sistema
constituye la primera linea de defensa en contra de los radicales libres, ROS y RNS

generados por interacciones con xenobiéticos. En la fase | participan enzimas que
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metabolizan carcin6genos y xenobidticos, principalmente la familia de los
citocromos P450; estos llevan a cabo reacciones de oOxido-reduccion en donde
introducen o exponen grupos funcionales en dichas moléculas. En la fase I
participan enzimas que reducen la electrofilicidad de los metabolitos carcinbgenos
y xenobibticos modificados mediante su conjugacion enzimatica con ligandos
endogenos (Konigsberg 2007). Entre estas se encuentran enzimas del metabolismo
(glutation-s-transferasa, NADPH: quinona-oxidoreductasa-1, UDP-glucoronil-
transferasa, sulfotransferasas, aflatoxina B1, peroxiredoxina 1, hidrolasa epo6xido
microsomal) y antioxidantes (catalasa, SOD, hemo oxigenada-1, glutation (GSH),

glutation peroxidasa (GPx) y glutation reductasa (GR)).

1.3.2.1.1 Glutatién

El GSH (L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), un tiol no proteico abundante en las células
de los mamiferos, se sintetiza en el citoplasma. El tiol del sulfhidrilo (SH) de las
cisteinas participa en el metabolismo de xenobidticos, actuando como un agente
reductor y antioxidante manteniendo la homeostasis redox (Franco and Cidlowski
2012). El glutamato-cisteina ligasa (GCL) o y-glutamil-cisteina-sintetasa (y-GCS) es
la primera enzima de la ruta biosintética del GSH. El enlace peptidico entre el
glutamato y la cisteina protege al GSH de la hidrolisis de las peptidasas
intracelulares. La reduccién del GSH depende del reciclaje de la forma oxidada,
glutation disulféxido (GSSH). El GSH es reciclado por medio de la GR que requiere
de la actividad de glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PH) para proveer los
equivalentes reductores necesarios (NADPH), como se muestra en la Figura 8. La
formacién del estado oxidado se produce por la interaccion con radicales libres y la
presencia de la enzima GR o cuando el GSH actia como cofactor para la glutatién
peroxidasa (GPx) (Traverso et al. 2013, Franco and Cidlowski 2012). El aumento en
la concentracion de GSSG incrementa el coeficiente GSSG/GSH vy es indicativo de

la presencia de estrés oxidante.

El metabolismo del GSH esta ampliamente ligado a la detoxificacion de ROS/RNS

llevada a cabo en dos reacciones. En la primera reaccion se da la interaccién no
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enzimatica con radicales (02", HO+ y NO¢) y en la segunda reaccion se proporciona
un electron para la reduccion de peréxidos en una reaccion catalizada por la GPx.
Este mecanismo de defensa antioxidante puede evitar la acumulacion de los

radicales libres y evitar dafios a macromoléculas (Franco and Cidlowski 2012).

Extracellularspace

Figura 8. Metabolismo de las ROS por la via del GSH.

En condiciones normales, los niveles de GSH mantienen un ambiente intracelular reducido.
El flujo de salida de GSH sensibiliza a las células a estrés oxidante mientras que el
transporte de GSSG puede servir como un mecanismo de proteccion. Después de la
generacion de estrés oxidante, el GSH elimina los peréxidos por accion de la GPx que
genera GSSG como subproducto. EI GSSG puede reducirse a GSH por el sistema
GR/NADPH con la ayuda de la G6PD. Tomado y modificado de (Franco and Cidlowski
2012).

1.3.2.3 Metabolismo celular

Existen diferentes mecanismos en el interior de la célula que se activan o desactivan
e incluso aceleran o disminuyen como respuesta a un estrés. EI metabolismo
celular, esta conformado por un gran nimero de vias involucradas en el buen
funcionamiento celular. Dentro de estas vias se encuentran la glucélisis y

respiracion mitocondrial.

1.3.2.3.1 Glucélisis y respiracion celular
En los sistemas biolégicos, la oxidacién de la glucosa es la fuente principal de
energia celular. Esta se lleva a cabo en el citoplasma (glucodlisis) y en las

membranas celulares y mitocondrias (respiracion celular).
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La glucolisis es un proceso en el cual una molécula de glucosa se escinde
produciendo energia, en dos moléculas de tres carbonos de &acido piravico
produciendo energia. Inicialmente se invierte energia por la transferencia de un
grupo fosfato desde una molécula de ATP, una por cada paso. En seguida se reduce
una molécula de NAD+ a NADH y H+ almacenandose parte de la energia producida
por la oxidacion del gliceraldehido fosfato. En los pasos finales las moléculas de

ADP toman energia del sistema fosforilandose a ATP.

La respiracion celular se desarrolla en dos etapas, el ciclo de Krebs y transporte de
electrones. En este proceso, las moléculas de tres carbonos de acido piravico
producido en la glucdlisis son degradados a grupos acetilo de dos carbonos, los
cuales posteriormente entran al ciclo de Krebs. En estas reacciones, el grupo acetilo
de dos carbonos es oxidado a diéxido de carbono. Durante la oxidacion de cada
grupo acetilo, se reducen cuatro aceptores de electrones (tres NAD*y un FAD) y se
forma otra molécula de ATP. Durante el ciclo de Krebs los carbonos donados por el
grupo acetilo se oxidan a di6éxido de carbono y los electrones pasan a los
transportadores de electrones. La coenzima A es el intermediario entre la oxidacion
del &cido piravico y el ciclo de Krebs. Se necesitan dos vueltas del ciclo para
completar la oxidacion de una molécula de glucosa. De forma que el rendimiento
energético total en este ciclo para una molécula de glucosa es, dos moléculas de
ATP, seis NADH y dos de FADHo..

La etapa final de la respiracién concluye con el transporte de electrones en la
membrana interna de la mitocondria. A lo largo de este proceso, los electrones de
alta energia transportados por el NADH de la glucdlisis y el FADH:2 del ciclo de Krebs
van cuesta abajo hasta el oxigeno. En la cadena de electrones, en sus tres etapas,
se desprende una gran cantidad de energia que impulsa el bombeo de protones
(H*) hacia el exterior de la matriz mitocondrial generando un gradiente
electroquimico a través de la membrana interna. De forma que, cuando los
electrones pasan a través del complejo ATP sintasa, a medida que vuelven a fluir a

favor del gradiente electroquimico al interior de la matriz, la energia liberada se
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utiliza para formar moléculas de ATP a partir de ADP y fosfato inorgéanico,

(http://www.curtisbiologia.com/node/90).

1.3.3 Autofagia

La autofagia tiene un papel esencial en la diferenciacion, desarrollo y en la
respuesta celular al estrés. La muerte celular autofagica se define morfolégicamente
por la vacuolizacion masiva del citoplasma en ausencia de la condensacion de la
cromatina (Franco and Cidlowski 2012). Este proceso se inicia por la envoltura
selectiva de componentes citoplasmaticos por un fagoforo que forma una estructura
cerrada de doble membrana llamado autofagosoma. El fagosoma se fusiona
posteriormente con el lisosoma para convertirse en un autolisosoma cuyo contenido
es degradado por hidrolasas lisosomales (He and Klionsky 2009). Una de las
funciones importantes de la autofagia es la eliminacién de sustratos citosolicos
ubiquitinados o proteinas propensas a agregarse mediante proteinas como
p62/sequestroma 1 (SQSTM1) y LC3 Il (Ou et al. 2016). La proteina p62 se une
directamente a proteinas poli-ubiquitinadas a través del dominio asociado a
ubiquitina y a LC3-Il (proteina ligera asociada a microtdbulos 1 cadena ligera 3)

llevando a la degradacion por el autolisosoma (He and Klionsky 2009).

La maquinaria de la autofagia activada por nanomateriales es un intento de
degradar lo que la célula percibe como extrafio en el citoplasma (Stern, Adiseshaiah
and Crist 2012). Se ha reportado la ubiquitinaciéon de los nanomateriales (Figura 10-
A) directa o indirectamente a través de la agregacion de proteinas, sugiriendo que
las células seleccionan a las NPs de forma similar a los patégenos (Calzolai et al.
2010). Durante este proceso, se produce la alteracion de la sefalizacion
dependiente de estrés oxidante (estrés al reticulo endoplasméatico, dafio
mitocondrial) (1), supresion de la sefializacion de Akt-mTOR (2) y alteracion de la
autofagia relacionada a la expresion de gen/proteina (3) como se muestra en la
Figura 9. En queratinocitos cultivados, la exposicion a NPs genera la acumulacion
de autofagosomas y esto es considerado un mecanismo citotoxico (Wang et al.
2018).
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Figura 9. Autofagia inducida por NPs.

A) En el proceso de autofagia intervienen las proteinas p62/LC3 Il similar a la via de
autofagia por patégenos. B) Alteracion vias de sefializacion por autofagia. Tomado de
(Stern et al. 2012)

1.3.4 Inflamacion

Una vez que las Mt-NPs ingresan a los estratos profundos de la piel, éstas pueden
transportarse por ganglios linfaticos y liberar iones metalicos que activan células
TCDA4* especificas y respuestas mediadas por IL-7 (Huang, Wu and Aronstam 2010,
Yoshioka et al. 2017) como se muestra en la Figura 10.

El NO es uno de los mediadores mas importantes en el sistema inmune y su
disfuncion esta ligada enfermedades del mismo tipo (Coleman 2001). La produccion
de NO por las Mt-NPs puede estar mediada por la éxido nitrico sintasa (NOS)
endotelial (eNOS) o inducible (iINOS) (Arancibia et al. 2016). Se ha reportado que
las Mt-NPs estimulan la regulacion positiva de ambos mediadores a través de
macrofagos y la activacion de vias de sefializacion asociadas a la inflamacion como
la proteina activada por mitdgeno quinasas (PI3K) y el factor de transcripcion k3
(NF-kB). (Mortezaee et al. 2019, Nishanth et al. 2011, Suhail et al. 2015). Este altimo
activado por estrés oxidante y relacionado a la inflamacién crénica cuando su

activacion es persistente. Estas vias de sefalizacion incrementan la produccién de
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citocinas, que son transportadas por el sistema circulatorio al sito de la inflamacién
(Grivennikov, Greten and Karin 2010).

Algunos trabajos indican que la exposicion a las Mt-NPs a bajas concentraciones
no genera efectos inflamatorios debido a la forma de eliminacién de estas por las
células. Sin embargo, cuando las concentraciones son mayores, las respuestas
inflamatorias, ya sea por acumulacion de las NPs o no, estan ligadas a la generacion
de ROS (Piktel et al. 2019). Muchos de los reportes indican que ciertos materiales
tienen la capacidad de generar dafio mitocondrial severo que conduce a la muerte
celular sin activar las respuestas inflamatorias (Hayashi et al. 2013). Otros hacen la
relacion de las respuestas cronicas inflamatorias con la generacion de cancer (Park
et al. 2009). Sin embargo, los efectos siguen siendo poco claros y asociados a las
caracteristicas fisicoquimicas de las NPs, ademas del tipo de exposicion (aguda,

cronica) al cual se encuentren sometidos los sistemas bioldgicos.
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Figura 10. Respuestas inflamatorias de las Mt-NPs en piel.
La exposicion a las NP-Mt ademas de provocar respuestas inflamatorias puede
desencadenar respuestas alérgicas. Tomado de (Yoshioka et al. 2017).
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1.3.5 Senescencia

La senescencia se define como un estado celular de toma de decisiones, en donde
se presentan alteraciones fenotipicas (incremento de tamafio) y metabdlicas,
detencidén del ciclo celular, alteraciones en el ADN, cambios en la heterocromatina,
incremento en la enzima B-galactosidasa y secrecién de citocinas. Las células
senescentes son incapaces de mostrar todos los marcadores. La induccion a
senescencia estd asociada a la exposicion a radiacion UV/y, hiperoxia, estrés
oncogénico, alteraciones de la autofagia, inhibicion del proteosoma y estrés
oxidante (Triana-Martinez, Gomez-Quiroz and Konigsberg 2012). Reportes
recientes han demostrado que el estrés generado por las Mt-NPs son capaces de
inducir el estado senescente en fibroblastos humanos (Li et al. 2019b). Una de las
primeras propuestas para describir la senescencia fue la del acortamiento de
telomeros. Este se evidencio en las células humanas normales cultivadas, las
cuales mostraron una capacidad limitada para dividirse Limite Hayflick (Hayflick
and Moorhead 1961). Este estado celular no se caracteriza por el tipico desgate a

través del tiempo, como en el caso del envejecimiento.
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1.4 JUSTIFICACION

Hasta el afio 2013 se generaron al menos 1814 productos cosmeéticos que contienen
NPs y que estan disponibles al consumidor. Hoy en dia no se cuenta con una

regulacion o vigilancia acerca de los posibles riesgos asociados a la piel.

Las Mt-NPs como TiO2, CeO2 y Ag han sido ampliamente usadas en productos
cosméticos. La mayoria de los estudios se han enfocado a evaluar la toxicidad de
las Mt-NPs a concentraciones toxicas (=50 uyg/ml) sin evaluar otro tipo de eventos
como la muerte celular o la alteracion de la homeostasis. Ante la ausencia de esta,

se ha considerado seguro el uso de las Mt-NPs.

Es necesario elaborar estudios para evaluar los posibles efectos de las Mt-NPs a
concentraciones sub-tdxicas sobre la proliferacion, balance proteostéatico, balance

redox y metabolismo en queratinocitos humanos.

1.5 HIPOTESIS

A concentraciones sub-toxicas, las Mt-NPs de TiO2, CeO: y Ag afectaran la
proliferacion y homeostasis celular (balance proteostatico, balance redox vy

metabolismo ) que es importante para la sobrevivencia del queratinocito humano.
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1.6 OBJETIVOS

1.6.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar las alteraciones en la proliferacion, balance proteostético, balance redox y
metabolismo celular por la exposicion sub-toxica a las Mt-NPs de TiOz, CeO2y Ag

en un modelo celular de queratinocitos humanos.

1.6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las Mt-NPs de TiO2, CeO2y
Ag.

2. Determinar los efectos en la proliferacion y la citotoxicidad de las Mt-NPs

TiO2, CeO2 y Ag sobre el cultivo celular de queratinocitos humanos.

3. Determinar si las Mt-NPs de TiO2, CeOzy Ag alteran la proteostasis celular e

inducen senescencia en el cultivo celular de queratinocitos humanos.

4. Determinar si las Mt-NPs de TiO2, CeO2y Ag alteran el balance redox y el

metabolismo celular en el cultivo de queratinocitos humanos.
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2. METODOS

El disefio experimental se realiz6 en dos fases. La Fase | corresponde a la
caracterizacion fisicoquimica de las Mt-NPs y su dispersion (Figura 11-A). La Fase
Il corresponde a la evaluacion de los efectos celulares por exposicion a las Mt-NPs,

(B). En ambos esquemas se muestran las técnicas realizadas.

A)

Fase . Caracterizacion ]

FISICOQUIMICA
— ANALISIS METODO
Tamario 1a, forma TEM

Composicion elemental SEM-EDX

DISPERSION
- ANALISIS METODO
Tamano hidrodinamico
PDI DLS
Potencial Z

Concentracion de NPs NTA




B)

[ Fase Il. Evaluacion de efectos celulares

Cultivo celular HaCaT
Concentraciones 3, 10, 30 , 100 (pg/ml)
Exposicion unica (48 horas)

BIOLOGICOS BIOQUIMICOS
T T T
RESPUESTA PROTEOSTASIS
ANALISIS METODO ANTIOXIDANTE Ubiguing
Cit tri LAMP1 wWB
Citotoxicidad romemia | iizGs p-62
de flujo (DCFDA) ) .
Citometria
. WB,
de flujo L2 Microscopia
Proliferacion Conteo O, . -
(Mitosox) 3-MA Citometria de
flujo
Senescencia X-gal GSH cQ
1
METABOLISMO
Inflamacion
(p-NF-kB, iNOS, WB Glicdlisis, respiracion mitocondrial Seahorse
COX-2)
Contenido de ATP Espectrofotometria

Figura 11. Disefio experimental.
A) Fase |, caracterizacion fisicoquimica de las Mt-NPs. B) Fase I, efectos celulares por
exposicion a las Mt-NPs.

2.1 FASE I. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS Mt-NPs. Microscopia

de transmision electrénicay microscopia electronica de barrido

Las caracteristicas de forma y tamafo fueron determinadas a través de Microscopia
de Transmision Electrénica (TEM, por sus siglas en inglés) y la composicion
elemental se determind por Microscopia Electrénica de Barrido- Espectroscopia de

Energia Dispersiva de rayos X (SEM-EDX, por sus siglas en inglés).

2.1.1 Principio

La determinacién de tamafio y forma de las Mt-NPs se realiz6 por TEM. Este permite

observar diferentes muestras en un rango menor al de la longitud de onda que
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abarca la luz visible en el espectro electromagnético (de Ley de Abbe). Este tipo de
microscopia permite dirigir una cantidad de electrones hacia la muestra que se
desea aumentar. De forma que muchos de ellos colisionan con la muestra y otros
la traspasan formando una imagen aumentada. Este fendmeno esta en funcion al
grosor y tipo de atomos de la muestra.

La determinacion de la composicion elemental se realizé por SEM-EDX. Este
permite explorar la superficie de la muestra punto por punto. Su funcionamiento se
basa en recorrer la muestra con un haz de luz concentrado de electrones. Estos
electrones se dispersan en la muestra y son contados. Cada punto leido de la
muestra corresponde a un pixel, a medida que el haz de electrones barre la muestra
se construye la imagen a observar. Por otra parte, los detectores de energia
dispersiva detectan los rayos X emitidos por la muestra, lo que permite un analisis
elemental. El uso de estos detectores produce un conjunto Unico de picos en su

espectro de rayos X.

2.1.2 Procedimiento

Las Mt-NPs se obtuvieron de Meliorum Technologies. Estas fueron suspendidas en
agua ultra pura estéril (Agua Solutions) a una concentracién de 1 mg/ml y fueron
sonicadas en dos periodos de 5 minutos (Amplitud: rTiO2 [15%], CeO2 [22%] y Ag
[30%]) con un sonicador Branson 400 W. La amplitud fue optimizada para cada
material para obtener los tamafios mas pequefios y estables por 48 horas.

Para caracterizar la morfologia y el tamafio primario, 10 pg/ml de Mt-NPs fueron
colocadas en una laminilla de carbén Lacey Formvar y fueron examinadas por TEM
(JEOL, JEM-ARM200F). Se contaron al menos 200 NPs para generar la distribucién
de tamafio el cual fue calculado de los diametros individuales de cada particula. El

analisis fue realizado con el Software Image J (NIH).

El mapeo elemental de las Mt-NPs fue elaborado a través de EDX en un microscopio
AURIGA 3916-FE SEM que opero con un acelerador de voltaje de 120 kV a una

resolucion de 120 eV.
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2.2 Anédlisis de seguimiento de nanoparticulas

El tamafio hidrodindmico y la concentracion de las Mt-NPs en agua fueron
determinados por el Andlisis de Seguimiento de Nanoparticulas (NTA, por sus siglas
en inglés). Este utiliza la dispersion y el movimiento Browniano de las muestras
suspendidas en liquido. Los datos son registrados por una camara digital en tiempo
real que obtiene la distribucién de tamafio de las NPs. NTA usa la ecuacion de
Stokes-Einstein para calcular el tamafio hidrodindmico individual de cada NP. Una
vez que el software calcula el coeficiente de dispersion de las nanoparticulas (eje
X, Y) lo extrapola convierte a un didmetro hidrodindmico equivalente a la de una

esfera.

2.2.1 Principio

La técnica se caracteriza por hacer pasar un rayo laser a través de la camara de la

muestra. Las particulas que se encuentran en suspension chocan con el haz para
dispersar la luz, de tal manera que pueden verse a través de un microscopio. La
camara captura un archivo de video de las particulas en estado de movimiento
Browniano. El software de NTA realiza un seguimiento de particulas individual y
utiliza la ecuacion Stokes-Einstein para calcular sus diametros hidrodinamicos. La
técnica proporciona mediciones de alta resolucion de tamafo, concentracion y
agregacion de las particulas. Mientras que un modo de fluorescencia proporciona
resultados especificos para particulas marcadas. Esta técnica proporciona
monitoreo en tiempo real de cambios sutiles en las caracteristicas de las

poblaciones de particulas, con una validacion visual para confirmar el analisis.

2.2.2 Procedimiento

Realizamos la dispersion de las Mt-NPs anteriormente descritas. El ensamble de la
camara se siguio de acuerdo las instrucciones del equipo y una vez realizado este
paso se inyectaron lentamente, con una jeringa, 5 ml de agua desionizada antes de
pasar 1 ml de la solucién de las Mt-NPs sobre la rejilla del microscopio. Nos

aseguramos de que la cAmara quedara saturada de la suspension. Seleccionamos
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el fluido y se enfoc6 cada muestra dependiendo del origen relacionado a las
propiedades Opticas de cada material. El andlisis fue realizado con el software
NANOSIGHT NS300, MANO0545-01-EN-00.

2.3 Dispersion dinamica de luz

El tamafio y distribucion de las NPs los determinamos midiendo los cambios

aleatorios en la intensidad de luz de una suspensién de NPs.

2.3.1 Principio

El tamafio hidrodinamico de las NPs fue calculado por el movimiento Browniano,

usando la Dispersion de Luz Dinamica (DLS, por sus siglas en inglés). Las particulas
pequefias tienen un movimiento mas rapido que las particulas grandes. Estos
movimientos son registrados en el tiempo. Del analisis de estas fluctuaciones de
intensidad se obtiene la velocidad de movimiento Browniano y un tamafio promedio
de particula relacionado a la ecuacién de Stokes-Einstein.

Cuando las NPs son puestas en un medio liquido, tienden a atraer cargas opuestas
a las que estas presentan. Los iones (cationes o aniones) cerca de la superficie de
la particula muestran uniones fuertes y forman una Capa Difusa que generan un
limite entre las deméas capas formadas por otras particulas en suspension. El
potencial {, es la carga que la particula adquiere en el medio, la cual depende del
pH, fuerza iénica y la concentracién de las NPs. La movilidad de estas particulas es
medida por Electroforesis Dopler Laser (LDE, por sus siglas en inglés) el cual
genera una medicion entre la velocidad de las NPs en solucién, campo eléctrico

aplicado, viscosidad y constante dieléctrica (Berne and Pecora 2000).

2.3.2 Procedimiento

Las Mt-NPs se dispersaron como se describid previamente a una concentracion de
1 mg/ml. Los indices de refraccion usados fueron obtenidos de la compafiia Malvern

(https://warwick.ac.uk/fac/cross_fac/sciencecity/programmes/internal/themes/amz2/
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booking/particlesize/sample_dispersion__refractive_index_guide) y cada uno de
ellos fue dependiente del tipo de material. Se tomé 1 ml de solucién y se colocé en

una celda de poliestireno (LcmX1lcmX 5¢cm).

2.4 Caracterizacion por dispersion

Las Mt-NPs fueron sometidas a las mismas condiciones de dispersion previamente
descritas. Se agrego6 albumina de suero bovino (BSA, por sus siglas en inglés) a las
concentraciones de 2, 5, 10 mg/ml y se sonicaron en dos periodos de 5 minutos
cada uno con la misma amplitud con la cual se obtuvo el tamafio menor de cada
NP. Las muestras se mantuvieron en hielo durante todo el procedimiento. Se
determind la mejor estabilidad a través del tiempo por medio de la lectura en DLS.
Finalmente, la suspension se diluyo en medio de cultivo con 0.5% de suero fetal
bovino (SFB, por sus siglas en inglés) para obtener las concentraciones finales de
NPs. Usamos un Sonicador Ultrasonic Processor 100VAC-120 VAC @50/60 Hz 125
watts, 20 kHz.

2.5 FASE Il. EVALUACION DE LOS EFECTOS CELULARES. Modelo celular

Se utilizé la linea celular de queratinocitos humanos inmortalizados HaCaT. Son
queratinocitos inmortalizados obtenidos histolégicamente de piel sana de adulto.
Son adherentes, crecen en colonias, presentan morfologia redondeada no planary

muestran un alto indice metabdlico. Su tiempo de duplicacién es de 24 horas.

La linea celular HaCaT se creci6 en medio DMEM/F12 1:1 (Hyclone SH30023)
suplementado con 10% de SFB (Atlanta Biologicals S11150), penicilina (200 U/ml)
-estreptomicina (200 ug/ml) (Lonza 09-757F), 2 mM L-glutamina (HyClone
SH30034) y se mantuvo a 37 °C en 5 % CO2 y humedad atmosférica. Considerando

que los métodos de administracion de NPs definen la interaccion particula-célula y
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la toxicidad, las Mt-NPs se mezclaron en medio de cultivo suplementado con 0.5%
SFB antes de su administracion a las células; 24 horas después de sembradas
(cambio de medio). La BSA fue filtrada (ThermoFisher Scientific BP1600) (0.22 u
nylon) y afiadié a una concentracion final de 5 mg/ml para estabilizar el tamafio
hidrodindmico y la dispersiéon de las Mt-NPs. Las imagenes de fase de contraste de
las células fueron tomadas usando un objetivo Zeiss 20x/0.3 LD-A-Plan Ph1l en una
camara Moticam 580 (5.0 MP).

La cosecha de las células se realiz6 cuando estas alcanzaron una confluencia del
80%. Las células fueron lavadas con PBS antes de iniciar cualquier tratamiento. El

tiempo de exposicion fue de 48 horas.

2.6 Proliferacion

Las células se cultivaron en platos de 12 pozos a la densidad de 2,659, 5,319 y
10,638 células/cm? (sugerido por Cell Lines Service). Después de 24 horas de la
siembra, las células fueron tratadas con las Mt-NPs por el tiempo indicado.
Posteriormente las células fueron lavadas dos veces con PBS y cosechadas con
Tripsina (Hyclone SH30042) diluida en PBS. Se utiliz6 azul de tripano (0.2%) para
diferenciar células vivas de células muertas. Las células fueron contabilizadas por
un hemocitometro en un microscopio de fase de contraste. Utilizamos un 80% de

viabilidad para todos los experimentos.

2.7 Viabilidad celular
2.7.1 Liberacion de lactato deshidrogenasa

La liberacion de la lactato deshidrogenasa (LDH) se cuantifica en el medio de cultivo
libre de células. Una vez que las membranas plasmaticas son
permeadas/comprometidas por la exposicion a xenobidticos, esta enzima se

detecta.




2.7.1.1 Principio

La actividad de la LDH se considera una técnica no destructiva. La medicion de esta

enzima se realiza en dos pasos. Primero, la presencia de la LDH permite la
conversion de lactato a piruvato con una reduccion paralela de NADH/H*. En el
segundo paso, el NAD/H* mediante el catalizador diaforasa, transfiere el 2H* a la
sal de tetrazolio (cloruro de yodo-nitrotrifenil tetrazolio) que muestra una coloracion
amarillo palido, reduciéndolo a formazan (color rojo) (Mosmann 1983). El
incremento de la LDH indica dafio celular irreversible y es proporcional a la cantidad
de formazéan cuantificado durante un periodo de tiempo especifico (Fotakis and
Timbrell 2006).

2.7.1.2 Procedimiento

Para la deteccién de la LDH las células fueron sembradas y expuestas a las
concentraciones establecidas de NPs en los tiempos definidos. Una vez terminado
el tiempo de exposicidon se utilizé el Kit comercial de Roche (Citotoxicity Detection
Kit). Se tomd 50 pl del medio de cultivo libre de células y se le afiadio 50 pl del medio
de trabajo (250 pl de catalizador y 11.25 pl de sal de tetrazolio). La reaccion se
incubo en obscuridad, temperatura ambiente y agitacion por 30 minutos. La
absorbancia fue determinada a 490 nm por un espectrofotometro Infinite M200 PRO
Multimode Microplate Reader TECAN.

2.7.2 Integridad de la membrana plasmaética

La viabilidad celular fue determinada usando citometria de flujo a través de la

deteccién del dafio a la membrana plasmética con la tincion de ioduro de propidio

(P1) (SIGMA-Aldrich).

2.7.2.1 Principio

El Pl es un colorante catibnico impermeable a membranas celulares intactas.

Cuando la célula esta muerta en o en proceso de muerte, el Pl entra con facilidad




al interior de la célula 'y se une a los acidos nucleicos intercaldndose al ADN o ARN

emitiendo una coloracion roja facilmente detectable.

2.7.2.2 Procedimiento

Las células tratadas con Mt-NPs fueron lavadas dos veces con PBS antes de ser
tefiidas con PI. Se les adiciono la concentracion de 1 pg/ml de PI 15 minutos antes
de ser leidas en el citometro de flujo. Usamos un Citdbmetro Cytec Dxpl10 (407 y
637nm). Se registraron 10 000 eventos (561 nm excitacion, 615/25 nm emision).
Las células tefidas (+) o no (-) representan células muertas o0 Vvivas,
respectivamente. Se usO el programa FlowJo 10.0. Se emplearon controles

positivos con NaAsO:2 por 24 horas.

2.8 Determinacién de senescencia

La senescencia fue detectada por medio de actividad de la [(B-galactosidasa
mediante el marcaje con el colorante X-gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopyranoside) 6ptimo a pH 6.

2.8.1 Principio

La actividad de la B-galactosidasa se deriva de un aumento de la actividad

lisosomal. Las células que entran en senescencia muestran una coloracién azul, por
la interaccidn de la X-gal, que las diferencia de las otras. Todas las células tienen
actividad de la B-galactosidasa positiva a pH 4-4.5 lo que no ocurre a pH=6,
condicibn necesaria para que la tincion sea especifica del mecanismo de

senescencia.

2.8.2 Procedimiento

Las células se lavaron con PBS antes de ser fijadas con 3.5 % p/v de formaldehido/
PBS por 3 minutos. Posterior a esto, las células fueron lavadas nuevamente en dos
ocasiones mas con PBS frio. A continuacion, se les afiadié el colorante X-gal

(Promega V3941) bajo las instrucciones del fabricante. Se incubaron por 48 horas
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en ausencia de CO2. Finalmente se distinguieron las células positivas (azules) de

las negativas (sin tincion) mediante un microscopio de campo claro.

2.9 Deteccioén de interleucinas

Esta técnica permite la cuantificacion y determinacion simultanea de diferentes
interleucinas, citocinas, quimiocinas, factores de crecimiento, etc., con un

rendimiento y eficacia alta debido a su especificidad.

2.9.1 Principio
Se utiliz6 el sistema de microesferas MAGPIx® el cual se basa en la combinacion

de un inmunoensayo enziméatico tipo sandwich (ELISA) y la deteccion por un
sistema de imagen CCD (Charge-Coupled Device). Cada microesfera estuvo
marcada en su interior con una proporcién determinada de dos fluorocromos,
ademas de una cubierta de anticuerpos especificos de captura para cada
biomarcador. Las microesferas fueron analizadas en un procesador digital
(MAGPIX® de Luminex Corp).

2.9.2 Procedimiento

Las muestras se homogenizaron y se centrifugaron a 3000 rpm a 4 °C durante 10
minutos. El sobrenadante fue diluido en una proporcion de 1:15. El inmunoensayo
se llevo a cabo bajo las especificaciones del fabricante. Antes del inmunoensayo se
mezclaron las microesferas (controles y el estandar) y se preparé una curva de
calibracion. La placa se leyo en un procesador digital (MAGPIX®, Millipore) para

cuantificar la concentracion de cada biomarcador en la muestra.

2.10 Immunodeteccion por Western blot

La identificacion de proteinas se realizo por medio Western blot (WB) un método
semicuantitativo. Este ensayo sigue varias etapas que pueden ser modificadas

dependiendo el tipo de proteina de interés.
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2.10.1 Principio

La técnica es utilizada para identificar proteinas especificas de una muestra

compleja de proteinas. Basicamente las proteinas son separadas en un gel
poliacrilamida, por medio de electroforesis en funcion de su peso molecular.
Posterior a esto se identifica la proteina de interés en una membrana de PVDF, a
través de la unién a anticuerpos especificos. Finalmente, la identificacion de la

proteina de interés marcada se revela por un marcaje especifico.

2.10.2 Procedimiento

La extraccion de proteina, electroforesis en gel de poliacrilamida dodecil sulfato de
sodio y el WB se realiz6 siguiendo el protocolo de Anandhan et al., 2014. Los blots
fueron bloqueados e incubados con los correspondientes anticuerpos segun la casa
comercial. p62 (1:1000) (EPR4844 #109012) y LAMP1 (1:1000) (H4A3 #25630)
fueron adquiridos de ABCAM. Anti LC3B (1:1000) (L7543) fue obtenido de SIGMA-
Aldrich. La peroxidasa acoplada a los anticuerpos secundarios (1:1000) se adquirio
de Cell Signaling. El anticuerpo constitutivo usado fue anti -actina (A2228, SIGMA-
Aldrich). El andlisis de densitometria se realiz6 con el software LI-COR Image Studio
Lite Software 5.2.5.

2.11 Cambios en la granularidad celular

Los cambios en la granularidad celular se detectaron por citometria de flujo.
Medimos el parametro Side Scatter Channel (SSC) que registra la intensidad de luz
proporcional a la cantidad de estructuras citosolicas, granulos e inclusiones en la
célula. También determinamos el Forward Scatter Channel (FSC), que registra el
tamafio celular por medio de la intensidad de la seial relacionada con el indice de

refraccion de las células.
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2.11.1 Principio

En la citometria de flujo, basicamente se hacen pasar las células en suspension

alineadas a través de un haz luminoso. La informacion recabada puede agruparse
en dos tipos, la generada por la dispersion de luz y la relacionada con la emision de
luz por los fluorocromos presentes en la célula al ser excitados por un rayo luminoso.
Estas sefales detectadas se transforman en pulsos eléctricos que se amplifican y

se convierten en sefales digitales que son procesadas por la computadora.

2.11.2 Procedimiento

Después de haber expuesto las células a las diferentes concentraciones de las Mt-
NPs (30 pg/ml, 48 horas), se desecho el sobrenadante y las células fueron lavadas
con PBS frio. Posterior a esto, las células fueron tripsinizadas y centrifugadas a
3000 rpm durante 5 minutos.

Las células se incubaron con PI, 10 minutos antes de la lectura en el citdmetro de

flujo. Usamos un Citometro Cytec Dxp10 (407 y 637nm).

2.12 Determinacion de la actividad lisosomal

El rojo neutro (rojo de toluideno) es usado para determinar la viabilidad celular por
el funcionamiento del lisosoma y endosoma. Este colorante es incorporado por los
organelos de las células viables por transporte activo. Posteriormente se solubilizé

y cuantifico espectrofotométricamente (Borenfreud y Puerner, 1985).

2.12.1 Principio

Es un colorante catidnico que ingresa a la célula a través de la membrana celular.

Este se une por medio de enlaces hidrofobicos electroestaticos a grupos anidnicos
o fosfatos de la matriz lisosomal. Este tipo de enlaces generan una protonacién que
es causada por un pH bajo producto de los lisosomas. El grado de captacion de este
colorante esta en funcion del mantenimiento de un pH bajo relacionado (Repetto,
del Peso and Zurita 2008).
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2.12.2 Procedimiento

Una vez terminado el tiempo de exposicion de las Mt-NPs, se reemplazo6 el medio
de exposicion por medio de cultivo DMEM 0.5% de SFB con 0.33% de rojo neutro.
Las células se incubaron por dos horas y se lavaron en dos ocasiones con PBS.
Posteriormente el colorante retenido por las células viables se disolvié con una
solucion 50% de etanol, 49% de agua des ionizada y 1% de acido acético durante
15 minutos en agitacidon constante. Terminado el tiempo se determind por

espectrofotometria la densidad Optica del extracto de rojo neutro a 540 nm.

2.13 Determinacion de autofagia

La determinacion de autofagia se realiz6 por medio de la expresién de proteinas
(WB) p62, LAMP1 y LC3 descrito anteriormente. Ademas, infectamos a las células
con GFP-LC3, 24 horas antes de ser expuestas a las Mt-NPs. Usamos microscopia

confocal y de epifluorescencia para visualizar los efectos.

2.13.1 Principio

La microscopia confocal se basa en eliminar la luz que emiten las muestras, ya sea

reflejada o fluorescente, las cuales proceden de planos fuera de foco. Para ello se
ilumina una pequefia zona de la muestra y se toma el haz luminoso que proviene
del plano focal, eliminAndose los haces procedentes de los planos inferiores y
superiores (Boyde and Jones 1996). La microscopia confocal permite determinar la
localizacion de moléculas de interés en cortes de tejido de seres vivos o cultivo
celular acoplados a fluor6foros, asi como la localizacion celular de proteinas o

particulas unidas a moléculas reporteras.

En la microscopia de fluorescencia la imagen usa iluminacién de alta densidad para
excitar moléculas fluorescentes de la muestra cuando una molécula absorbe
fotones, los electrones son excitados a un nivel de energia mas alto. Conforme los

electrones se reflejan en el estado cero, se pierde la energia en forma de
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vibraciones. Como resultado el espectro de emisién se mueve a longitudes de onda

mas largas.

2.13.2 Procedimiento

Las células fueron infectadas con adenovirus GFP-LC3 (5 MOI, multiplicidad de
infeccion, 24 horas). Posterior a este tiempo, las células fueron lavadas y expuestas
a Mt-NPs. Marcamos las células incubandolas con Lysotracker Deep Red (1uM
TermoFisher Scientific) por 15 minutos y las lavamos antes del andlisis. La imagen
fluorescente fue tomada con el Sistema Confocal Nikon A1R-Ti2 (500-530 [GFP]) o
663 em [Lisotracker] o Microscopio de Fluorescencia Invertido Nikon Ti-2 (em cubes
para GFP, mCherry/Texas RED [para Lisotracker] y CY7 [755 nm NPAg]). Las
imagenes fueron adquiridas usando software NIS-Elements (Nikon).

2.14 Determinacion de especies reactivas de oxigeno

Determinamos la generacion de ROS citoplasmatica (DCFDA) y mitocondrial
(MitoSox) por la exposicion a Mt-NPs, como se describe a continuacion.

2.14.1 Principio
El diacetato 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina (DCFDA) entra pasivamente a las

células. En su interior es desacetilada por enzimas inespecificas y oxidada en la
presencia de H202 y peréxidos organicos, produciendo una molécula fluorescente
(Keston and Brandt 1965).

La sonda fluorescente cationica MitoSox Red es un derivado del dihidroetidio que
también entra pasivamente a las células. Este colorante es atraido a la mitocondria,
donde es oxidado por el anion superéxido producido en el espacio intermembranal
generando etidio. La cantidad de etidio que se intercala en el ADN mitocondrial es
cuantificada por fluorescencia (Zhao et al. 2013a, Kaludercic, Deshwal and Di Lisa
2014).
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2.14.2 Procedimiento

Después de la exposicion a las Mt-NPs, las células fueron lavadas dos veces con
PBS e incubadas con DCFDA y MitoSox Red por 15 minutos antes de ser leidas.
Usamos un Citometro Cytec Dxpl0 a 488, 561 y 637 nm, respectivamente y se
registraron 10 000 eventos.

2.15 Cambios en el metabolismo celular

Utilizamos la técnica de Seahorse XF Cell para medir los cambios en el consumo
de oxigeno (OCR) y la acidificacion extracelular (ECAR) de células vivas. OCR y
ECAR son indicadores de la respiracién mitocondrial y la glucdlisis. Esta técnica
provee un panorama general de la afectacion de la funcién metabdlica después de

ser expuestos los cultivos celulares a diferentes retos.

2.15.1 Principio

La prueba de Seahorse XF Cell detecta los cambios secuenciales del consumo de

oxigeno y la acidificacion extracelular.

Esta técnica usa moduladores de respiracion como componentes blanco de la
cadena de transporte de electrones mitocondrial que revela sus parametros de
funcién. Los componentes como oligomicina (Olig), FCCP y una mezcla de retonona
(Ret) y antimicina A (AntA), son serialmente inyectados para medir la produccion de
ATP, respiracibn méaxima y respiracion mitocondrial respectivamente. La fuga de
protones y capacidad respiratoria disminuida son calculadas usando estos

parametros.

La glucdlisis y la fosforilacion oxidativa son las dos mejores vias de produccion de
energia. Primero se realiza una inyeccion saturada de glucosa, las células la
catabolizan en el ciclo glucolitico y transforman glucosa a piruvato, produciendo
ATP, NADH, agua y protones. La liberacion de protones en el medio causa un
incremento rapido en ECAR (glucdlisis en condiciones basales). La segunda
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inyeccién de Olig es un inhibidor de ATP sintetasa, esta inhibe la produccion de ATP
mitocondrial y cambia la produccion de energia a glucolisis con el subsecuente
incremento en ECAR (capacidad maxima glicolitica). La inyeccién final es 2-deoxi-
glucosa (2-DG), un analogo de la glucosa, que inhibe la glucdlisis a través de la
union competitiva a la glucosa hexoquinasa, la primera enzima en la via glucolitica.
La diferencia entre la capacidad glucolitica y la glucdlisis define la reserva glucolitica
(https:/lwww.agilent.com/en/products/cell-analysis/seahorse-analyzers/seahorse-

xfe96-analyzer).

2.15.2 Procedimiento

El consumo de oxigeno (OCR, pmol/min) y la acidificacion celular (ECAR, mpH/min)
fueron determinados usando el analizador XFe24 (Seahorse Biosciences) con
algunas modificaciones (Anandhan et al. 2017). Posterior al tratamiento con las Mt-
NPs las células fueron incubadas por 1 hora en HCOs/4-(2-hydroxyethyl)-1-acido
piperazinaetanosulfénica (HEPES) libre de medio DMEM (Sigma D5030)
suplementado con 10 mM glucosa (ThermoFisher Scientific D16500; glucosa libre
de ECAR), 2 mM L-glutamina (Hyclone SH30034) y 1 mM piruvato (Hyclone
SH30239) antes de las mediciones de OCR y ECAR.

El pH del DMEM fue ajustado a 7.4 con hidréxido de sodio (ThermoFisher Scientifc
S320). La concentracion final para los inhibidores fue de 2 uM de oligomicina (MP
Biomedicals 0215178605), 2 uM de CCCP (carbonil cianuro m-clorofenilhidrazona,
Acros Organics AC228131000), 0.5 uM de rotenona (SIGMA-Aldrich R8875) y 0.5
MM de antimicina A (SIGMA-AIdrich A8674).

2.16 Contenido de ATP

El kit CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay, es un método usado para
determinar el nimero de células con metabolismo activo en cultivo, basadas en la

cuantificacién de ATP.
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2.16.1 Principio

La técnica consiste en la adicion de un solo reactivo (CellTiter-Glo® Reagent)
directamente al medio del cultivo celular suplementado con SFB. Las células son
lavadas y es adicionada una mezcla de reaccion que provoca lisis celular y la
generacion de una sefial luminiscente que es proporcional a la cantidad de ATP
presente. La cantidad de ATP es directamente proporcional a la cantidad de células

presentes en el cultivo.

2.16.2 Procedimiento

El contenido de ATP fue determinado usando la prueba luminiscente CellTiter-Glo
(Promega). Se usaron mediciones luminiscentes de mono-luciferina oxigenasa que
es generada por la presencia de Mg?*, ATP celular y O2. La luminiscencia fue
detectada en un microplato de SpectraMax Paradigm (Molecular Devices). Para
probar si las Mt-NPs interfieren con la prueba de ATP, las Mt-NPs (30 ug/ml) fueron
adicionadas a la curva estandar de ATP (500, 1,000, 2,500, 5,000, 10,000 nM). Las
muestras fueron incubadas por 10 minutos con luciferasa en presencia o ausencia
de Mg?*y la prueba fue realizada como indica la casa comercial. No se identificaron

interferencias por la presencia de las Mt-NPs.
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2.17 Anélisis estadistico

Se trabajaron replicas experimentales realizadas en dias independientes. Los datos
fueron analizados usando ANOVA de una via con la apropiada prueba post-hoc,
usando el software SIGMAPLOT/STAT y/o GraphPad Prism version 6.0. La prueba
de t (t-test) fue usada para comparar dos grupos cuando las Mt-NPs no podian ser
categorizadas juntas debido a los posibles efectos. El analisis realizado para cada
set esta indicado en cada leyenda de la figura. Los datos indican las medias de £
error estdndar (EE) usando el mismo paquete para el andlisis estadistico. La
citometria de flujo e inmunoblots presentados muestran los resultados de

experimentos representativos.
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3. RESULTADOS

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las Mt-NPs

3.1.1 Obtencién de tamafios nanomeétricos

Se obtuvieron Mt-NPs de TiO2 en su isoforma rutilo (r), CeO2 y Ag de la casa
comercial Melorium Technologies, Inc. con especificaciones de tamafio < 10 nm.
Sin embargo, los datos proporcionados por el fabricante no coincidieron con las
imagenes tomadas por TEM. En la Figura 12 se observan las micrografias de
agregados/aglomerados de hasta 0.2 micras.

A) rTiO; B) CeO; C) Ag

Figura 12. Micrografias tomadas por TEM.
Se observa agregados de hasta 0.2 micras. A) NPs rTiO;, B) NPs CeO; y C) NPs Ag.
Usamos TEM-JEOL, JEM-ARM200F.

La separacién de agregados/aglomerados para la obtencién tamafios nanométricos
se llevé a cabo a través del desarrollo de un protocolo de dispersiéon que consistio
en probar tiempos, amplitudes y potencias usando un sonicador Ultrasonic
Processor 100VAC-120 VAC @50/60 Hz 125 watts, 20 kHz. Probamos 5 periodos
de 5 minutos cada uno y registramos los tamafios hidrodinamicos, PDI e incremento
de energia en Jules, (Figura 13). Se obtuvieron los tamafios mas pequefios de las
NPs rTiO2 a 40% de amplitud durante dos periodos de 5 minutos. Los datos se
resumieron en la Tabla que aparece en la figura y en rojo se marcaron los datos que
se usaron para el resto de los experimentos. Una vez obtenidos los tamafos
nanometricos de las particulas a trabajar, realizamos la caracterizacion

fisicoquimica.
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Figura 13. Tamafio hidrodinamico de las NPs rTiO,,

La muestra se preparé como anteriormente se describié en la seccién de material y
métodos. El panel A) muestra los tamafios hidrodinamicos por amplitud en el tiempo
(minutos), B) PDI por amplitud en el tiempo (minutos) y C) incremento de la energia en
Jules en el tiempo en segundos. D) Tabla que resume las condiciones de los parametros a
utilizar. Los datos en rojo (tiempo y amplitud) fueron los usados durante toda la
experimentacion. n=3, datos analizados con GraphPad Prism version 6.0

La Figura 14 corresponde a los datos obtenidos de las NPs CeO2. Con estos
resultados observamos que los tamafios mas pequefos (nm) los obtuvimos a una

amplitud de 60% durante dos periodos de 5 minutos.
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Figura 14. Tamafio hidrodindmico de las NPs CeO..

La muestra se prepar6 como se describié anteriormente. La grafica en A) muestra los
tamafios hidrodinamicos por amplitud en el tiempo (minutos), B) PDI por amplitud en el
tiempo (minutos) e C) incremento de la energia en Jules en el tiempo en segundos. D) Tabla
que resume las condiciones de los pardmetros a utilizar. Los datos en rojo (tiempo y
amplitud) fueron los usados durante toda la experimentacién. n=3, datos analizados con
GraphPad Prism version 6.0.

La Figura 15 corresponde a los datos obtenidos con las NPs de Ag. Obtuvimos

tamanos nanométricos usando una amplitud al 80% en dos periodos de 5 minutos.
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Figura 15. Tamafio hidrodinAmico de las NPs de Ag.

La muestra se prepar6 como se describié anteriormente. La grafica en A) muestra los
tamafios hidrodinamicos por amplitud en el tiempo (minutos) y B) PDI por amplitud en el
tiempo (minutos) y C) incremento de la energia en Jules en el tiempo en segundos. D) Tabla
gue resume las condiciones de los parametros a utilizar. Los datos en rojo (tiempo y
amplitud) fueron los usados durante toda la experimentacion. n=3, datos analizados con
GraphPad Prism versién 6.0.

3.1.2 Determinacion de tamafio, formay composicion de las Mt-NPs

Mediante TEM observamos formas cilindricas para las NPs de rTiO2: 40 nm; cubicas
para las de CeOz2: 8 nm; y esféricas para las de Ag: 10 nm. Se realizé un conteo de
200 Mt-NPs para determinar las poblaciones presentes en las muestras. La
composicién elemental nos indico que las Mt-NPs tienen un 99% de pureza, (Figura
16).
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Figura 16. Caracterizacion fisicoquimica de las Mt-NPs.

A) Micrografias de Mt-NPs tomadas por TEM, B) Distribuciébn de tamafios en seco
representado en porcentajes, C) Composicion elemental por SEM-EDX representada en
porcentajes. Mt-NPs suspendidas en agua (1 mg/ml). TEM-JEOL, JEM-ARM200F.

Los porcentajes de pureza descritos en la Figura 16-C fueron determinados por
histogramas obtenidos de SEM, (Figura 17). Cada pico representa una lectura
especifica del metal. Los elementos que no corresponden a la composiciéon de las

Mt-NPs provienen del agua y la rejilla en la cual fueron montadas las muestras.
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A) rTiO, B) CeO,

Sps/eV. <ps/eV.

Na < mn c Ce

A9

Figura 17. Microandlisis elemental SEM-EDX.

Las soluciones en agua de las Mt-NPs fueron colocadas en rejillas de carbén (10 ul) y se
dejaron secar a temperatura ambiente por 24 horas antes del analisis. Usamos AURIGA
3916-FE SEM,120 kV a una resolucion de 120 eV. Cada elemento detectado se representa
por picos marcados en los gréficos.

3.1.3 Determinacion de la concentracion de las Mt-NPs en solucion

Antes de determinar la concentracion de las NPs en solucién, se realizo la cinética
de aglomeracion de las Mt-NPs en agua (1 mg/ml) usando Zetasizer- Malvern. Cada
material se comport6é de diferente manera y que no existe estabilidad del material

en agua (Figura 18).
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Figura 18. Cinética de las Mt-NPs en el tiempo.
La solucién de las Mt-NPs se prepar6 a 1 mg/ml. Se determiné el didmetro hidrodindmico a
24, 48, 72, 96 horas. Zetasizer 5.0 Malvern, n=3.

Posterior a la cinética en tiempo de los materiales en tiempo, se obtuvo la
concentracion de las particulas en solucion por NTA (Tabla 4). La concentracion de
las NPs de rTiOz fue alrededor de 20 veces mas el niumero de particulas con
respecto a las de CeO2 o Ag. El equipo tomo videos de 1 minuto, y de este se
tomaron fotografias representativas que se muestran en la Figura 19. En este
experimento y en posteriores asociados a los efectos celulares usamos un
sonicador Branson 400 W con el cual igualamos la energia usada por medio de una
equivalencia en la amplitud y energia. Las Mt-NPs fueron suspendidas en agua (30
png/ml) y analizadas por NTA. Se muestran tres columnas que indican el tipo de NP,

tamafio hidrodinAmico (nm) y la concentracion de particulas/ml.
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Tabla 3. Concentracion de las particulas por NTA.

Tamano hidrodinamico NTA

Mt-NPs (agua) Concentracion (particulas/ml)

(nm)
rTio, 40.4 1.20e+09
CeO, 59.5 5.48e+07

Ag 89.9 7.27e+07
A) rTiO, B) CeO,

Figura 19. Fotografias representativas de las Mt-NPs en suspension por NTA.
Se preparé una suspension de 30 pg/ml de las Mt-NPs. Las fotografias fueron tomadas en
el segundo 35 del video. NANOSIGHT NS300, MAN0545-01-EN-00.

3.1.4 Caracterizacion de las Mt-NPs por dispersién

Se realizaron pruebas de dispersion de las Mt-NPs con diferentes concentraciones
de BSA (2, 5, 10 mg/ml) disueltas en agua destilada (H204), incubadas por 5 minutos
a temperatura ambiente y sonicadas en dos periodos de 5 minutos cada uno.

Posterior a ese tiempo se midié el PDI usando la amplitud establecida en
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experimentos anteriores. Los resultados que se obtuvieron indican que con 5 mg/ml

de BSA se obtuvieron los PDI mas pequefios, que se refiere a una dispersion mono-

dispersa. Los resultados se observan en la Tabla 5, los datos en rojo corresponden

concentracion usada en los experimentos posteriores.

Tabla 4. Protocolo de dispersion de las Mt-NPs.

A) B)
' Concentracién de Diametro . Concentracion de Diametro
NP Am(plyl ;tUd BSA en H,0 hidrodinamico PDI NP Am(%ll)lud BSA en H,04 hidrodinamico PDI
° (mg/ml) (nm) ° (mg/ml) (nm)
0 902.4 0.197 0 1367 0.508
. 2 310.7 0.074 o 2 581.8 0.356
rTio, 40% 5 3196 0.08 Ce0, 60% 5 602.9 0.292
10 3226 0.181 10 626.4 0.321
C)
Amblitud Concentracion de Diametro
NP (E/) BSA en H,04 hidrodinamico PDI
’ (mgiml) (nm)
0 305.2 0.302
Ag 80% 2 361.2 0.316

5
10

2301
900.5

0.234
0.826

Una vez obtenidos estos valores, se determind el tamafio hidrodinamico, PDI y

potencial ¢ en agua y en medio de cultivo. Las cargas obtenidas se mantuvieron en

ambas soluciones. Sin embargo, el tamafio de las Mt-NPs y el PDI incrementaron

en medio de cultivo, como se muestra en la Tabla 6. Se usaron 5 ug/ml de BSA a

37°Cy pH 7.4. Se empled Zetasizer 5.0 Malvern.

Tabla 5. Caracterizacién de Mt-NPs en agua y medio de cultivo

Suspension NP hid-rrjg;:grzico PDI Potencial-g
rTio, 427 + 0.1 0.412 -11.7+£27
Agua CeO, 4459 +26.4 0.320 +35+£23
Ag 300 £+ 11.7 0.293 -16.1 + 0.45
rTio, 136.9+1.8 0.426 -10.1 £1.47
(Bsa'ﬁﬁy,m” CeO, 602.7 +22.7 0.215 +13.8+0.96
Ag 1122 +17.4 0.885 -13.9 £0.76
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A partir de la concentracion de 5mg/ml de BSA se realizé la cinética de tiempo hasta

48 horas en medio de cultivo libre de células. Las concentraciones que inicialmente

se propusieron para el proyecto fueron 25, 50, 100, 150, 200 pg/ml. La estabilidad

varié con cada material y cada concentracion, sin embargo, las NPs de rTiO2

mostraron un comportamiento mas homogéneo, (Figura 20).
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Figura 20. Cinética de las Mt-NPs en medio de cultivo.
Se empleo una solucion de 5mg/ml de BSA y 5 concentraciones de las Mt-NPs, se
registraron los datos cada 6 horas hasta las 48 horas. En las graficas se muestra PDl y Z-
avegare vs tiempo (horas). n=3, Zetasizer 5.0 Malvern.

3.2 Proliferacién de las células HaCaT

0

12 24 36 48
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Se sembraron diferentes densidades celulares (5,000, 10,000 y 20,000 células

totales/pozo) durante 120 horas. Las células fueron contadas con azul de tripano y

se realiz6 una grafica de nimero de células vs tiempo en horas (Figura 21).
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Figura 21. Proliferacion de las células HaCaT.

A) Crecimiento exponencial de las células HaCaT. Los datos representan las medias de
+EE de n=4 réplicas. B) Fotografias representativas, magnificacion 20X. Los recuadros en
rojo indican el dia de exposicién a Mt-NPs y evaluacién de efectos.

3.3 Las Mt-NPs no afectan la viabilidad celular determinada por la liberacion
de LDH

Se realiz6 la prueba de viabilidad por la liberacion de la enzima LDH. No se
observaron cambios por la exposicion a las diferentes concentraciones de las Mt-
NPs (50, 100, 150 y 200 pg/ml) en ningun tiempo (24, 48 y 72 horas); se empleé
como control positivo TritonX-100 al 1% (Figura 22). Estos resultados negativos se
pueden explicar a la interferencia de las Mt-NPs en la lectura de la prueba.
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Figura 22. Viabilidad celular medida por la liberacién de LDH.

Los queratinocitos fueron expuestos a las Mt-NPs a 24, 48 y 72 horas. A) rTiO,, B) CeO; y
C) Ag. Los datos estan reportados en porcentaje y se us6 Triton X-100 (1%) como control
positivo. Cada linea representa la media +EE de n=3 experimentos independientes por
cuadruplicado.

3.4 Propiedades citotoxicas de las Mt-NPs en los queratinocitos

Posterior al primer experimento, decidimos disminuir las concentraciones de
exposicion de Mt-NPs debido a la saturacion que estas mostraron, ademas del
tiempo (48 horas), ya que hasta las 72 horas no se detectd ningun efecto. Los
experimentos referentes a senescencia, deteccion de interleucinas y actividad
lisosomal por rojo neutro fueron llevados a cabo con la concentracion mas baja de

Mt-NPs (50 pg/ml) por 48 horas.

La integridad de la membrana celular se evalué por la incorporacion de PI por
citometria de flujo, con cinco concentraciones (3, 10, 30 y 100 pg/ml) a 48 horas.

Las células tefiidas con PI fueron identificadas como positivas (+). Se empleo un
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control positivo con arsenito de sodio (NaAsO2, 50 uM). Las células se reportan

como % de células viables p<0.001 (Figura 23).
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Figura 23. Propiedades citotoxicas de las NPs rTiO,, CeO; y Ag.

Las células fueron tratadas con NaAsO, (24 horas). La viabilidad fue medida por la
incorporacién de PI. A) Cambios en la viabilidad celular (100 ug/ml por 48 horas. El
histograma y las gréaficas en B y C) representan las células tefiidas (+) o no (-) con PI
tratadas con arsenito. La linea punteada indica la separacion entre las células vivas y
muertas. Las células fueron sembradas a 10,638 cel/cm?. p<0.05: *t-test 50 uM vs 0 uM
NaAsO-.

No se observaron cambios en la viabilidad de los queratinocitos expuestos a las Mt-
NPs (0, 3, 10 y 30 pg/ml) por 48 horas. Las concentraciones sub-toxicas se

definieron como < 30 pg/ml. Se observé cambios marginales (~20%) en la
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proliferacion de los queratinocitos expuestos a rTiO2 (p=0.007) y CeO2 (p=0.033)

pero no con Ag (hasta por 72 horas de exposicion) (Figura 24).
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Figura 24. Citotoxicidad de las Mt-NPs a concentraciones sub-toxicas.

Las células fueron sembradas a una densidad de 10,638 cel/cm?. Al siguiente dia fueron
tratadas con las Mt-NPs y el numero total de células fue evaluado 72 horas después. Los
datos en A y B corresponden a la viabilidad medida por la incorporacion de PI. C) Efectos
de las Mt-NPs sobre la proliferacion. En B y C se representan las medias de zEE de n=3
réplicas. p<0.05: ANOVA de una via: rTiOz (a) o CeO2 (b) vs el control (Oug/ml).

3.5 Las Mt-NPs no inducen senescencia

No se observaron cambios en la generacion de senescencia con respecto al control
con ninguna concentracién o tiempo (50, 100, 150 6 200 pg/ml a 24, 48 6 72 horas).

Las fotografias que se muestran en la Figura 25 corresponden a la concentracion




de 50 pg/ml de las NPs a 48 horas, debido a que las concentraciones altas

imposibilitaron la toma de fotografias debido a la saturacion.
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Figura 25. Las NPs de rTiO,, CeO2y Ag no inducen senescencia.

A) Fotografias representativas de queratinocitos tratados con las NPs por 48 horas
(magnificacion 40X), la actividad de la B-galactosidasa fue evaluada usando el substrato X-
gal (color azul). B) Porcentaje de células senescentes positivas identificadas en A. Se us6
como control positivo H.O, (120 uM). Se representan las medias de +EE de n=3 réplicas.
**p < 0.001: ANOVA de una via y Bonferroni como prueba post hoc. Control vs control
positivo.

3.6 Expresion de interleucinas por la exposicién a las Mt-NPs

La concentracion de citocinas (TNFa, INFy, IL1-B, IL-1 B, IL-2 p40, IL-6 e IL-8) en el
sobrenadante de las células expuestas a las tres NPs se evalué como un indicador
del efecto proinflamatorio inducido por la exposicidn a los tres tipos de NPs. Se
observé un incremento de la IL-8 (p < 0.05) a las concentraciones de 100 y 150

68



pug/ml, ademas de en la IL-1a (p < 0.05) a las concentraciones de 50, 100 y 150
pg/ml, con las Mt-NPs de Ag a las 24 horas (Figura 26).
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Figura 26. Incremento de IL-8 e IL-1a por la exposicion a las NPs de Ag.

Las células fueron expuestas a las Mt-NPs (50-150 pg/ml) por 24 horas. El sobrenadante
fue aislado para la deteccion del contenido de interleucinas usando MAGPix. A) Expresion
de IL-8, B) expresién de interleucina IL-1a. Los datos son presentados en veces de cambio
respecto al control, como las medias +EE de n=2. p<0.05: ANOVA de una via y la prueba
post hoc de Tukey; a (Ag) vs control (Oug/ml).

3.7 Las Mt-NPs no cambian la expresion de proteinas asociadas a la

inflamacion

No se observaron cambios en las proteinas relacionadas a la inflamacion (p-
AMPKa, AMPKa, COX 2, p-NF-kB, NF-kB, GAPDH y Actina) después de haber
expuesto a los queratinocitos a las Mt-NPs (30 ug/ml, 48 horas). En la Figura 27 se

observan los controles positivos usados.
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Figura 27. Las Mt-NPs no incrementan la expresion de proteinas asociadas a la
inflamacién.

Las células fueron tratadas con NaAsO; (10uM), PQ (1 mM) y TNFa (10 ng/ml) por 48 horas
como controles positivos. Las células fueron expuestas a las Mt-NPs por 48 horas. No se
detectaron cambios en la expresion de las proteinas p-AMPKa, AMPKa, COX 2, p-NF-kB,
NF-kB, GAPDH o actina por medio de WB.

3.8 Cambios en el parametro Side Scatter Chanel por captura de las Mt-NPs

Evaluamos la captura de las Mt-NPs a través de citometria de flujo. La Figura 28
muestra un incremento en SSC de las células tratadas con NPs de rTiO2 (p=0.002)
y CeO:2 (p=0.002) que con NPs Ag (p=0.002). Los cambios en SSC son indicativos
del cambio en la granularidad o complejidad de la célula. El incremento fue
exponencial de acuerdo con las concentraciones de las NPs a las cuales se
expusieron los queratinocitos. Los cambios en SSC se observaron mas
pronunciados a las 12 horas de exposicion, sin embargo, solo las NPs de rTiO2
mostraron un incremento significativo en FSC (p=0.029), que representa el tamafo

celular.
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Figura 28. Cambios en SSC de los queratinocitos tratados con las Mt-NPs como una
evaluacién indirecta de su captura.

Las células fueron tratadas con Mt-NPs por 48 horas. A) Dot-plots de FSC vs SSC. By C)
Andlisis de dosis y tiempo-respuesta de los cambios en SSC. Las graficas de la derecha en
B y C representan los mismos datos para NPs Ag que corresponden a la grafica en la
izquierda, pero magnificada para tener una mejor visualizacién de los cambios en SSC. D)
Cambios en FSC de las células expuestas a Mt-NPs por 48 horas. Las graficas en B, Cy D
son las medias de +EE de n=3 réplicas. p<0.05: ANOVA de una cola: rTiO; (a), CeO: (b) o
Ag (¢) NPs vs control (O ug/ mlen B, 0 h en C).

Algunos estudios han reportado la relacion entre el incremento de la granularidad y
el contenido lisosomal, sin embargo, en este estudio no se observé ese incremento
cuantificado por la proteina 1 asociada a la membrana lisosomal (LAMP1) (Figura
29). En cambio, si se logré detectar un incremento en la actividad lisosomal

evaluado por rojo neutro.
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Figura 29. Cambios en los niveles de proteina LAMPL.

Las células fueron expuestas a las Mt-NPs por 48 horas. Posterior a ese tiempo se detecto
la proteina LAMP1 por medio de WB. La gréfica representa un analisis semicuantitativo de
la intensidad de banda con respecto a los controles (veces de cambio) de la roteina LAMP1.
Los datos representan las medias de +EE de n=3 réplicas. Kruskal-Wallis de una via.

3.9 Las NPs rTiO2y CeOz incrementan la actividad lisosomal

La actividad lisosomal de las células expuestas a Mt-NPs, mostré comportamientos
diferentes entre cada material. Observamos un incremento en la actividad lisosomal
de las células tratadas con NPs rTiOz (24 horas) y CeO:2 (48 horas). No obstante,
las células tratadas con NPs CeOz, mostraron un efecto inverso (tiempo) a las
tratadas con rTiOz2. Las células tratadas con NPs Ag no mostraron cambios (Figura
30).
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Figura 30. Actividad lisosomal de queratinocitos tratados con las Mt-NPs.

Las células fueron expuestas a 50 ug/ml de las Mt-NPs (24 y 48 horas), se usé como control
positivo H,O, (500 uM 48 horas). Las gréficas estan expresadas en porcentaje. Cada barra
representa la media tEE de n=3 experimentos independientes por triplicado. **p<0.001,
***n<0.001): ANOVA de una via y la prueba post hoc Fisher’s LSD: NPs vs Control.

3.10 La autofagia protege a los queratinocitos de la toxicidad de rTiOz2y CeO2

De acuerdo a los resultados anteriores, decidimos evaluar los mecanismos
homeostéticos involucrados en los mecanismos de sobrevivencia de los
queratinocitos expuestos a concentraciones sub-tdxicas de las Mt-NPs (< 30 pg/ml,
48 horas). La autofagia es un mecanismo que regula los dafios en biomoléculas de

forma que puede proteger a las células de la progresion a muerte celular.

En la Figura 31 se observa un incremento en la autofagia en las células expuestas
alas NPs rTiOz (p=0.017) y CeO2 (p=0.025) mayor que con las NPs de Ag (p=0.05)
el cual se evidencio por el incremento en el marcador del autofagosoma LC3-Il. Esto

también fue observado por la disminucion reciproca de la proteina p-62.
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Figura 31. La autofagia protegi6é a los queratinocitos de la toxicidad de las NPs rTiO, y
CeO..

Las células fueron tratadas con las NPs (30ug/ml) por 48 horas. A) Niveles de p62, LC3-II
y B-actina detectados por WB. Las barras representan el andlisis semicuantitativo de una
n=3 blots independientes para LC3-1l y p-62. Los datos estan expresados en veces de
cambios vs el control. ANOVA de dos vias y prueba post hoc Holm-Sidak, B y C) los
queratinocitos fueron expuestos a las Mt-NPs en presencia o ausencia de 50 yM de CQ 6
5mM de 3-MA. La viabilidad celular fue medida como se explicé previamente. Los datos
representan las medias de *EE. (a) rTiO,, CeO2 0 Ag vs control con su correspondiente
categoria de +/- CQ o 3-MA; (b) +CQ vs -CQ o +3-MA vs -3-MA con su correspondiente
categoria de Mt-NPs.

En la Figura 31 se demostrd la inhibicién del flujo de la autofagia con CQ vy la
inhibicion de la formacion del autofagosoma con 3-MA, un inhibidor de clase Ili
fosfatidilinositol 3 quinasa (PI3K). Se observo una disminucion en la viabilidad de
las células expuestas a las NPs rTiO2 (p=0.05) y CeO2 (p=0.05). Sin embargo, se

observo que la inhibicidén de la autofagia no afecté la viabilidad de las de las células
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tratadas con las NPs Ag. Esto sugiere que la autofagia es un mecanismo de

sobrevivencia de los queratinocitos expuestos a las Mt-NPs de rTiOz2 y CeOa.

En la Figura 32 se observa que la expresion de LC3-GFP se incrementé en las
células tratadas con NPs de rTiO2 y CeO2. No se detectaron cambios en la
fluorescencia con el Lysotracker. También se observaron cambios en la auto
fluorescencia de las células tratadas con las NPs de Ag (filtro 740 LP em). En el
caso de las NPs de rTiOz2, se observo una ligera, pero significativa auto fluorescencia

a <450 nm (azul), similar a otras auto fluorescencias previamente reportadas.

A)
LC3 (eGFP) Lysotracker Merge Merge (Insert)

20um
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Figura 32. Formacion del autofagosoma (eGFP-LC3-IlI puncta) en queratinocitos tratados
con las Mt-NPs.

Las células expuestas a las Mt-NPs por 48 horas sobre expresaron eGFP-LC3. A)
Fotografias de microscopia confocal para visualizar incrementos en la acumulacién de LC3-
Il puncta en las células tratadas con las NPs de rTiO, y CeO,. B) Microscopia de
epifluorescencia de GFP-LC3-1l en las células tratadas con las NPs de Ag. Los lisosomas
fueron tefiidos con Lysotracker Deep Red. Las flechas muestran la agregacion de las NPs
de Ag y su auto-fluorescencia a 775 nm. C) Cambios en la auto fluorescencia de las células
tratadas con Mt-NPs (filtro 740 LP em). Los datos en las graficas representan las medias
de +EE n=4 réplicas.

3.11 Caracterizacion intrinseca de la fluorescencia de las Mt-NPs

Se ha reportado que las Mt-NPs (particularmente de Ag) tienen propiedades
intrinsecas de fluorescencia, que son determinadas por la agregacion, tamafo e
integracion con ligandos (incluyendo biomoléculas en las células). En este estudio

caracterizamos las propiedades de auto fluorescencia intrinsecas de los
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queratinocitos tratados con las Mt-NPs y no se observd un alto grado de auto

fluorescencia con las NPs de Ag mayor a 700 nm de emisién (infrarrojo) (Figura 33).
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Figura 33. Histogramas que representan la auto fluorescencia de las células tratadas con
las Mt-NPs.

Las células fueron tratadas con las Mt-NPs (30 ug/ml, 48 horas) y excitadas a 488, 561,
637 y 407 nm. La emision fue registrada de 10,000 células con los correspondientes filtros
de emision. Los cuadros con lineas punteadas indican los cambios mayores en la
fluorescencia para las NPs de Ag (infrarrojo) y rTiO, (azul).

3.12 El GSH es esencial parala sobrevivencia de los queratinocitos expuestos
a las NPs de Ag.

En la Figura 32 B observamos la emision de fluorescencia en los agregados de las
NPs de Ag en interior y exterior de la célula, lo que sugiere que la auto fluorescencia
se genera dentro del ambiente celular. Algunos trabajos han reportado que la unién

a cisteinas del GSH estabiliza las propiedades fluorescentes de las NPs de Ag (Tan,
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Wan and Li 2013, Feng et al. 2019, Yuan et al. 2013) como un mecanismo de
defensa a la toxicidad. En la Figura 34 se observa que cuando la sintesis de GSH
fue inhibida con BSO, un inhibidor de la y-glutamil-cisteina ligasa, las NPs de Ag
inducen muerte celular (p=0.05). No se observaron efectos téxicos ante las NPs de
rTiO2 0 CeOa.

A)
Control rTio, 30 pyg/mi Ce0, 30 pg/mi Ag 30 pg/ml
-BSO
+BSO
B)
Control rTiO, 30 pg/ml Ce0, 30 pug/ml Ag 30 pg/ml
T T T
i ! i
Anhibidor i /M\\E_ |
: -
+BSO : /\ Y E
AN i /A‘\\L o -
0 100 10t 10° 0 ‘ ;os ' :o4 1‘0 0 100 10" 10° 0 ;na ;04 10
Pérdida de la integridad de la membrana (incorporacion de Pl)
C)
+6-AN
i
i
i
52 100 !
— o = H -H,0.
S 80 m— Control : o
o 60 = rTiOz I
3 b = CeO M +H,0,
8 40 a 2
= —— Ag e 3 .4
T 20 o0 100 100100
£ 0 Pérdida de la integridad
-Inhibitor ~ +BSO +6-AN de la membrana

(incorporacion de Pl)




&
m

© o
% g 1.2 S351.2]
Qo

§ E 1.0 0 1.0
£o0s8 2808 .

0.6 @ ]
S g 02| O &% 58 7 | o ceo, F NaAsO
52 ] —+ Ag 3202, B Wi
an 00 E = 0.0 v Agl . R

0 5 10 15 20 25 30 '
0 5 10 15 20 25 30
[ng/mi] [ng/mi]

Figura 34. El metabolismo de GSH es esencial para la sobrevivencia de los queratinocitos
expuestos a las NPs de Ag independiente de la generacion de ROS.

Las células fueron tratadas con las Mt-NPs por 48 horas. A) Imagenes representativas (40X)
de los queratinocitos tratados con Mt-NPs en presencia o ausencia de BSO (500 uM). B)
Cambios en la viabilidad de las células tratadas en presencia o0 ausencia de BSO (500 uM)
y 6-AN (1 mM) fue determinada como se explic6 previamente. C) Histogramas
representativos de la perdida de la integridad de la membrana plasmatica de células
tratadas con H»O; (24horas, 100 uM) en presencia o0 ausencia de 6-AN (1 mM).
Histogramas en B y C representan la distribucion de las células tefiidas (+) con PI. Los
cambios en los niveles de ROS de las células tratadas con las Mt-NPs fueron medidas con
DCFDA D) o Mitosox (E) y analizadas por citometria de flujo. Las graficas representan los
cambios en los valores de fluorescencia media correspondientes a los colorantes
normalizados con respecto al control. El inserto en la figura E muestra un histograma
representativo del incremento de la fluorescencia en Mitosox de las células tratadas con
NaAsO; (24 horas, 10 uM) vs control. La linea punteada indica la separacién entre las
células control (bajos niveles de ROS mitocondrial) y células tratadas con NaAsO, (altos
niveles de ROS mitocondrial). Los datos son medias de +EE de n= 3 réplicas. p<0.05
ANOVA de dos vias y prueba post hoc Holm-Sidak: (a)Ag vs control con la correspondiente
categoria de +BSO; (b) +BSO vs -BSO con NP Ag.

Previos estudios en diferentes tipos celulares incluyendo queratinocitos,
demostraron que las NPs de Ag produjeron una disminucion en la cantidad de GSH
y esto se relacioné con el incremento en la formaciéon de ROS (Ahlberg et al. 2016,
Aueviriyavit, Phummiratch and Maniratanachote 2014, Yin et al. 2013, Kang et al.
2012). Sin embargo, en este estudio observamos que en algunas circunstancias, el
GSH puede regular la generacion de muerte celular independiente de la produccion
de ROS (Franco, Panayiotidis and Cidlowski 2007, Franco and Cidlowski 2012). La

reduccion de la accion de GSH en contra de las ROS depende del reciclaje de su
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forma oxidada (GSSG). EI GSH es reciclado mediante la GSH reductasa que
requiere de la actividad de la G6PD para proveer la reduccidbn necesaria a
equivalentes de (NADPH) (Franco and Cidlowski 2009). Para determinar si la
toxicidad inducida por las NPs de Ag, cuando la sintesis de GSH es suprimida por
BSO, nosotros ligamos el estrés oxidante generado cuando inhibimos el reciclaje de
GSH con 6-AN, un inhibidor competitivo de G6PD. El 6-AN no mostro efecto sobre
la viabilidad de los queratinocitos expuestos a las Mt-NPs, pero mejoro la toxicidad
mediada por peréxido. Los resultados demuestran que el GSH es esencial para la
sobrevivencia de las células tratadas con las NPs de Ag, probablemente por la
reduccion de Ag pero no por ROS.

La produccién de ROS en los queratinocitos tratados con las Mt-NPs también fue
evaluada usando DCFDA (517-527 nm emision) que permite detectar los
incrementos de ROS en la célula entera y Mitosox (540-680nm emision) que evalla
el estrés oxidante en la mitocondria. Sin embargo, no se detectaron incrementos en

los niveles de ROS en las células tratadas con las Mt-NPs.

3.13 Las NPs de rTiOz2y Ag alteran la bioenergética de los queratinocitos

La ECAR fue evaluada indirectamente por la glicolisis a través de la produccion de
lactato, un producto final que esta relacionada al flujo de H*. Los queratinocitos
fueron expuestos a 30 pg/ml de Mt-NPs por 24 horas. Los queratinocitos fueron
privados de glucosa por 1 hora y después se les adicioné glucosa que desencadend
la glucdlisis (+Glu) e incrementd ECAR que fue significativo para las células tratadas
con NPs de rTiOz (p=0.025) y Ag (p=0.017). La inhibicion de la ATPasa mitocondrial
con oligomicina (+0Olig) incrementd ECAR como una respuesta compensatoria para
mantener la bioenergética celular, un fendbmeno que se denomina capacidad
glucolitica. Entonces, la reserva glucolitica es definida como la diferencia entre la
glucdlisis y la capacidad glucolitica. Mientras que las células tratadas con NPs de
rTiO2 y Ag también disminuyeron la capacidad glucolitica de los queratinocitos solo

rTiO2 (p=0.036) redujeron ligeramente la reserva glucolitica. En contraste, las NPs
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de CeOz:incrementaron la capacidad (p=0.036) y reserva (p=0.008) glucolitica de

los queratinocitos.

En este estudio también se determinaron los efectos de las NPs sobre la funcién
mitocondrial de los queratinocitos, esto a través de los cambios en el OCR. La
generacion de ATP via la ATPasa mitocondrial esta acoplada al OCR vy la diferencia
entre el OCR en la presencia y ausencia de +0Olig puede ser ligada a los cambios
en la produccion de ATP. La OCR y la respiracion acoplada a la produccion de ATP
fueron significativamente disminuidos por las NPs de rTiO2 (p=0.017). Una vez que
la produccion de la ATPasa fue inhibida por Olig la adicién de un protonéforo
(cianuro de carbonilo m-clorofenilo hidrazina, +CCCP) desacoplé el OCR de la
produccién de ATP maximizando la OCR. La diferencia entre el valor basal y
méaximo de OCR es definida como la capacidad de reserva mitocondrial. Las NPs
de rTiO2 (p=0.017) y Ag (p=0.025) disminuyeron la capacidad de reserva
mitocondrial. En cuanto a la fuga de protones, la diferencia entre el OCR
independiente de la formaciéon de ATP (+Olig) y OCR independiente de la actividad
de la cadena de transporte de electrones (cuando el complejo | y Il son inhibidos por
la rotenona y antimicina A [+Ret +Ant A]) fue también reducido por las NPs de rTiO2
(p=0.017) y Ag (p=0.025).

Nuestros resultados sugieren que las NPs de rTiOz y Ag disminuyeron la glucolisis
y la funcion mitocondrial en los queratinocitos. En la Figura 35 se comparan ECAR
y OCR y se observa que los niveles energéticos de los queratinocitos tratados con
las NPs de rTiO2 y Ag disminuyen, y los cambios para los queratinocitos tratados
con las NPs de rTiO2 fueron mas notorios. Para evidenciar mejor estos cambios se
cuantifico la cantidad de ATP generada, sin embargo, no observamos cambios

después de la exposicion a las tres Mt-NPs.
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Figura 35. Efectos de las Mt-NPs en la bioenergética de los queratinocitos.
Las células fueron tratadas con 30 pg/ml de Mt-NPs por 24 horas. A) La glucdlisis,
capacidad glucolitica y reserva glucolitica fueron evaluados por cambios en ECAR. B) La




respiracion mitocondrial basal, produccién de ATP, fuga de protones y capacidad de reserva
fueron evaluados por cambios en el OCR. La glucdlisis (+Glu) fue inhibida por 2-
deoxiglucosa (2-DG) y la actividad mitocondrial fue modulada por la oligomicina (+Olig,
inhibidor de ATPasa), CCCP (+ ionéforo), rotenona y antimicina A (ETC inhibidores, +Rot +
Anti A). C) Perfil bioenergético de las células tratadas con NPs comparadas con cambios
en OCR (respiracion) vs ECAR (glucdlisis). D) Cambios en los niveles de ATP de las células
tratadas con las Mt-NPs. E) Ensayo de interferencia con las tres Mt-NPs usando el ensayo
de deteccion de ATP. Las gréaficas presentan las medias de +EE de n=4 réplicas. p<0.05
ANOVA de una via y la prueba post hoc de Holm-Sidak o Student-Newman-Keuls: (a) Mt-
NPs vs control. p<0.05 t-test: *CeO, vs control.

3.14 Las Mt-NPs modulan la sensibilidad de los queratinocitos a xenobioticos

Las NPs han sido ampliamente utilizadas en la cosmética como filtros inorganicos.
Muchos estudios han demostrado que las NPs de TiOz2 y Ag sensibilizan a los
gueratinocitos a la fototoxicidad inducida por radiacion UV (anatasa/rutilo) (Tyagi et
al. 2016, Xue et al. 2016, Fenoglio et al. 2013, Xue et al. 2011). Sin embargo, son
pocos los estudios sobre el efecto potencial de las Mt-NPs en la toxicidad de
compuestos quimicos sobre células de piel. En la Figura 36 se muestra que las NPs
rTiO2, CeO2 y Ag incrementan la toxicidad de los queratinocitos. Las NPs de Ag
también mostraron una toxicidad sinérgica en las células expuestas a PQ. Los
resultados muestran que las tres NPs modulan significantemente la toxicidad de los

xenobidticos sobre las células de piel.
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Figura 36. Efectos de las Mt-NPs en la sobrevivencia de los queratinocitos expuestos a
xenobidticos.

(A) Las células fueron expuestas a 30 pg/ml de las Mt-NPs por 48 horas en la presencia o
ausencia de NaAsO, (20 uM) o PQ (1 mM). Los histogramas representan la distribucién de
las células tefiidas (+) o no (-) con PI. Las lineas punteadas indican la separacién entre las
células vivas (PI-) y muertas (PI+). Los datos representan las medias +EE de n=4 réplicas.
p<0.05 ANOVA de dos vias y la prueba post hoc de Holm-Sidak (a) rTiO,, CeO2 o Ag NPs
vs control con la correspondiente categoria de tNaAsO; 0 PQ); (b) + NaAsO2 0 +PQ vs
control con la correspondiente categoria de Mt-NPs.

En la Figura 37 se resume que en este estudio se identificaron los mecanismos
homeostéticos involucrados en la sobrevivencia de los queratinocitos expuestos a
concentracion sub-toxicas de Mt-NPs usadas en los productos cosméticos (rTiOz,
CeO2y Ag). Mientras que la autofagia protegio a los queratinocitos en contra de las
NPs de rTiO2y CeOz, la homeostasis del glutation fue esencial para la sobrevivencia
de las células expuestas a las NPs de Ag independiente de la formacién de ROS.
Las NPs de rTiO2 y Ag también redujeron el metabolismo de los queratinocitos.
Finalmente, reportamos que las Mt-NPs incrementan la sensibilidad de los
queratinocitos a la exposicion de xenobibticos como arsenito y paraquat.

Los resultados demuestran por primera vez la contribucion diferencial de la
autofagia, metabolismo y balance redox en la sobrevivencia celular y el incremento
del riesgo a la toxicidad cuando los queratinocitos son expuestos a las Mt-NPs y se

enfrentan a otro reto mas, como los xenobi6ticos ambientales.
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Figura 37. Mecanismos de sobrevivencia de queratinocitos expuestos a Mt-NPs y su
susceptibilidad a la exposicién de xenobidticos.
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4. DISCUSION

A partir del surgimiento de la nanotecnologia se han incrementado
considerablemente los estudios que hacen referencia a la toxicidad de las
nanoparticulas en los cosméticos. En estos, es comun el uso de Mt-NPs debido a
gue proveen solubilidad, transparencia, color, durabilidad y sirven como protectores
a los UV; ademas, tienen efectos antibacteriales y antioxidantes (Niska et al. 2018,
Shokri 2017, Raj et al. 2012). Un gran numero de reportes han evaluado la toxicidad
de las Mt-NPs en queratinocitos (Crosera et al. 2015, Carrola et al. 2016), y ante la
ausencia de toxicidad (muerte celular) las Mt-NPs han sido consideradas seguras
para su uso en los cosméticos. En este trabajo demostramos que en ausencia de
toxicidad, los queratinocitos sobreviven en respuesta a exposiciones sub-téxicas de
Mt-NPs dependientes de la activacion de procesos homeostaticos.
Especificamente, demostramos que cuando la autofagia protege a los
queratinocitos de las NPs de rTiOz2y CeOz, la homeostasis de GSH, pero no el dafio
oxidante, es esencial para la sobrevivencia de las células expuestas a las NPs de
Ag. Ademas, los queratinocitos tratados con las NPs de rTiOz y Ag mostraron un
fenotipo menos energético. Finalmente, también demostramos la sensibilidad que
los queratinocitos adquieren después de ser expuestos a Mt-NPs y posteriormente

a xenobibticos ambientales.

Muchas de las NPs usadas en pruebas de toxicidad son utilizadas tal cual son
adquiridas, e incluso muchos estudios toman lo reportado por los proveedores. En
teoria, los métodos de sintesis de cada material reflejan su estabilidad, manteniendo
sus caracteristicas fisicoquimicas a través del tiempo, incluyendo su tamafio
nanometrico (Singh et al. 2019). Algunos materiales poseen una alta energia libre
de superficie capaz de facilitar la agregacion de estos (Kocjan, Logar and Shen
2017). En el presente estudio, observamos aglomerados/agregados de hasta 200
nm por medio de microscopia de transmision electronica. Por ello, disefiamos un
protocolo de dispersion, que incluyé cambios en amplitud, energia y tiempo para
cada material, y que nos permitié la obtencién de tamafios < 100 nm. Este protocolo

fue seguido durante toda la experimentacién bajo las mismas condiciones.
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4.1 Caracteristicas fisicoquimicas de las Mt-NPs

Las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs (forma y tamafio) determinan su
toxicidad y son consideradas cuando se interpretan los efectos toxicos en la célula.
Estudios previos han reportado correlaciones inversas entre la toxicidad y el tamafo
y la captacion de las NPs de TiO2 y Ag, donde tamafios < 50 nm son téxicas,
mientras que aquellas = 100 nm son inocuas y muestran tasas bajas de captacion.
Otros estudios demuestran que nanorods de CeO2 (5-8 nm) son toxicos mientras
que cubos octaédricos del mismo material (11-16 nm) son inocuos en macrofagos.
De manera similar, las NPs tipo rod de Ag tienen una mayor la tasa de permeabilidad
a través de la piel (Tak et al. 2015). Mientras que, las NPs que se emplearon en este
trabajo tienen diferente tamafio en seco e hidrodinamico (40-90 nm) sugiriendo que

ni la absorcion ni la forma deberian ser un factor en los efectos toxicos.

En este estudio evaluamos los cambios en SSC como una medida indirecta de la
captura de las Mt-NPs (Ibuki and Toyooka 2012, Zucker et al. 2013, Njoroge, Yourick
and Principato 2018, Park et al. 2017, Zucker and Daniel 2012, Toduka, Toyooka
and Ibuki 2012, Suzuki, Toyooka and lbuki 2007) y observamos una relacion dosis-
dependiente entre los cambios en SSC y la exposicion a las Mt-NPs. En relacion
con esto, el perfil cinético de captura de las tres NPs fue similar, mostrando el pico
de cambio a las 12 horas. No pudimos generar una comparacion directa de los
cambios en SSC entre las diferentes Mt-NPs debido a que los parametros de ligth
scatter estan directamente relacionados a las propiedades intrinsecas refractivas de
cada metal. Las NPs de rTiOz2 y CeO2 muestran 20 veces mas el indice refractivo
que las NPs Ag (~2 vs ~0.1) (Krogman, Druffel and Sunkara 2005, Nobbmann and
Morfesis 2009, Yabe and Sato 2003), sin embargo, la dependencia de la dosis y la
cinética sugirieron que hay un grado similar de captacién entre las tres Mt-NPs

usadas.

Algunas biomoléculas (principalmente proteinas) en sistemas biolégicos y medio de
cultivo son unidas o absorbidas por las NPs generando coronas (Kumar and Dixit
2017, Cho et al. 2013, Rezaei et al. 2019, Mourdikoudis, Pallares and Thanh 2018).
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La corona puede regular la agregacion/dispersion de las NPs (Duran et al. 2015,
Barbalinardo et al. 2018, Runa et al. 2017). En SFB, la albumina es la proteina mas
abundante (85% del total de proteinas contenidas y una concentracion de 45-50
mg/ml en suero) alcanzando una concentracion de 5 mg/ml cuando el medio de
cultivo estaba suplementado al 10% de SFB. Cuando las NPs son incubadas en
medio de cultivo o en fluidos bioldgicos, la albumina, es la primera en formar coronas
alrededor de las NPs (incluyendo las de TiO2, CeO2y Ag) (Hansen and Thiinemann
2015, Treuel et al. 2010, Shannahan et al. 2013), sin embargo, otras proteinas
presentes en suero también pueden unirse a las NPs. La BSA ha sido utilizado para
estabilizar la dispersion de las NPs (Zook et al. 2011, Ji et al. 2010) y en este estudio,
para las exposiciones de los cultivos celulares redujimos la cantidad de SFB a una
concentracion media de 0.5% y suplementamos con 5 mg/ml de BSA para
homogenizar la union de ésta con las NPs y generar una suspension estable. La
BSA no afecté la captura de las NPs probada por los cambios en SSC (los datos no

se muestran).

Es posible que la BSA haya interferido en las lecturas de diametro hidrodinamico e
indice de polidispersion obtenidos por el Zetasiser, debido a la fluorescencia
intrinseca que esta genera (Hlady and Andrade 1988). Asimismo, la variaciones
obtenidas en las lecturas de las NPs en agua y en medio de cultivo, suplementado
o no con SFBy BSA, dependi6 de las suposiciones que el equipo hace para generar
los resultados (Filipe, Hawe and Jiskoot 2010). Debido a que el equipo requiere de
valores de indices de refraccion previamente calculados (tanto del BSA, NPs y
soluciones de dispersion) por la misma empresa Malvern.com u otros laboratorios
(https://lwww.azonano.com/article.aspx?ArticlelD=2274,http://www.materials-

talks.com/blog/2016/09/15/nta-or-dIs/). Ha sido reportado que los datos generados
por técnicas de alta sensibilidad pueden ser alterados por la fluorescencia emita por
las NPs en medio de cultivo u otros vehiculos que también pueden interferir en las
lecturas (Ong et al. 2014). Por lo anterior, decidimos trabajar con NTA ya que en
esta técnica no se requieren valores de indice de refraccion para generar los
valores, lo que permite que se genere informacion que se registra en tiempo real.

Sin embargo, solo pudimos obtener los datos en la matriz de agua.
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4.2 Efectos citotdxicos de las Mt-NPs

Constantemente se ha reportado que las propiedades fisicoquimicas de las NPs
pueden interferir con las pruebas usadas para determinar los efectos biologicos
(Ong et al. 2014). Diferentes enfoques han sido empleados para probar la toxicidad
de las NPs y algunos de los méas comunes son los basados en la reduccion de
tetrazolio (MTT, MTS y WST8) o rezasurina (Alamar blue) compuestos involucrados
en la via NADH-dependiente de la reaccion redox catalizada por oxidorreductasas
celulares (Riss et al. 2004). Sin embargo, las Mt-NPs, incluyendo las de TiO2 y Ag
han mostrado interferencias con estas pruebas (Ong et al. 2014, Wang, Yu and
Wickliffe 2011, Kong et al. 2011, Liang et al. 2015, Almutary and Sanderson 2016).
Por otro lado, se decidié cuantificar los cambios en la viabilidad por medio de la
pérdida de la integridad de la membrana plasmatica cuya deteccion no depende de
las propiedades bioquimicas de la célula. Sin embargo, se ha demostrado que las
Mt-NPs interfieren con la prueba de la liberacién de la LDH (Liang et al. 2015, Han
et al. 2011), y en efecto, observamos la interferencia de las Mt-NPs de estudio con
las pruebas de MTT (los datos no se muestran) y LDH. Asi, en este estudio,
evaluamos la pérdida de la integridad de la membrana plasmatica por citometria de
flujo a través de PI. La fluorescencia de los compuestos usados (Pl, DCFDA y
Mitosox) y las pruebas bioguimicas probadas (ATP) no mostraron interferencia por
las Mt-NPs. Desafortunadamente, las propiedades de fluorescencia o el potencial
de interferencia de los ensayos realizados en las células casi nunca son reportadas
en la literatura, por lo que creemos que debe de hacerse énfasis al evaluar la

“seguridad” de estos compuestos en aplicaciones cosméticas.

Estudios previos han reportaron distintos efectos de las Mt-NPs sobre la
proliferacion de los queratinocitos. Algunos reportan que el uso de las NPs de Ag y
CeO2 incrementan la proliferacion y cicatrizacion de las heridas (Liu et al. 2010,
Chigurupati et al. 2013), mientras que otros indican que el TiO2 no afecta o
disminuye el crecimiento de los queratinocitos (Zanette et al. 2011). En el presente
estudio observamos una ligera disminucién en la proliferacion ante la exposicion a

las NPs de rTiO2 y CeOz, pero no se observaron efectos con las NPs de Ag. Esos
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efectos no fueron relacionados a la senescencia celular evaluada por cambios en la
actividad de la p-galactosidasa. Creemos que una exposicion mas larga a Mt-NPs
podria inducir efectos mas marcados en la proliferacion o senescencia de los
queratinocitos, sin embargo, esto no fue estudiado a fondo en este trabajo.
Curiosamente, estudios recientes han demostrado que las NPs de CeO2 protegen
en contra de la radiacion UV al inducir senescencia en fibroblastos de piel (Li et al.
2019b).

Se ha reportado que la funcionalizacion de fullerenos con aminoacidos los hace
capaces de incrementar la expresion de ciertas interleucinas proinflamatorias en
gueratinocitos epidérmicos humanos (Rouse et al. 2006). En este estudio
determinamos los niveles de interleucinas por el método MAGPix con las
concentraciones iniciales de las Mt-NPs (50-150 pg/ml). Unicamente las NPs de Ag
mostraron diferencias respecto al control. Sin embargo, los datos requieren ser
confirmados para establecer los cambios generados por las Mt-NPs. Finalmente,
incluimos controles positivos de proteinas relacionadas a la inflamacion, aunque no

observamos cambios en su expresion.

4.3 La autofagia como protector de citotoxicidad ante Mt-NPs

Se ha reportado que las Mt-NPs son capaces de inducir autofagia
(Mohammadinejad et al. 2019); sin embargo, estudios previos en células HaCaT no
reportaron la relacién de la autofagia con la sobrevivencia celular (Lopes et al. 2016,
Zhao et al. 2013b). En otros estudios se analiz6 la relacion directa de la proteccion
de las NPs Ag en diferentes lineas celulares (Li et al. 2019a, Lin et al. 2018, Fageria
etal. 2017, Zhu et al. 2017, Wu et al. 2016, Ong et al. 2014). Son pocos los estudios
gue han caracterizado el rol exacto que juega la autofagia en la sobrevivencia de
las células expuestas a concentraciones sub-toxicas de Mt-NPs, ademas de
aguellos que abordan la comparacion de diferentes Mt-NPs en queratinocitos.
Nuestros resultados demostraron que la autofagia es un mecanismo de

sobrevivencia de los queratinocitos expuestos a NPs rTiOz2y CeOz2, pero no sucede
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lo mismo con las NPs de Ag. Estos datos fueron corroborados con el incremento en
la actividad lisosomal determinada por la prueba de rojo neutro. La autofagia ha sido
previamente reportada como un mecanismo protector en contra de la toxicidad de
NPs de TiO2 y Ag a través de la via de generacion de estrés oxidante (Fageria et al.
2017, Wu et al. 2016, Zhang et al. 2016), sin embargo, ni las ROS ni el estrés

oxidante participaron en la toxicidad de rTiOz2 y CeO:a.

4.4 El GSH es importante en la sobrevivencia celular ante las NPs de Ag

La homeostasis celular redox esté caracterizada por mantener un balance entre la
generacion de ROS y la habilidad de las células para neutralizarlas a través de
antioxidantes y/o de reparacion de los posibles dafios oxidantes. Se ha reportado
que las NPs Ag tienen la capacidad de liberar Ag (AgO [elemental] e iones de Ag*])
dentro de las células, lo que provoca la citotoxicidad (Kittler et al. 2010, Wang et al.
2015). El GSH es la mejor defensa antioxidante en las células, y se sabe que los
tioles, contenidos en biomoléculas como residuos de cisteina tienen una alta
afinidad por la plata (Ag0, Ag* o NPs). EI GSH ha sido usado para estabilizar a NPs
de Ag (Yuan et al. 2013, Tan et al. 2013, Balavandy et al. 2014) debido a que estas
tienen una alta capacidad de unirse a las cisteinas del GSH, ademas, el GSH parece
mejorar las propiedades fluorescentes de las NPs de Ag (Feng et al. 2019, Yuan et
al. 2013, Tan et al. 2013). En este estudio observamos una fluorescencia alta (far-
red a infrarrojo) en las células que tenian NPs, pero no autofluorescencia por las
mismas NPs de Ag, lo que sugiere que la fluorescencia se genera en el ambiente
intracelular, probablemente por la unién a los tioles. De acuerdo con la inhibicién de
la sintesis del GSH, pero no al reciclaje de éste promovido por las NPs de Ag,
demostré que el GSH, pero no la generacion de ROS, son esenciales para la
sobrevivencia de las células tratadas con las NPs de Ag probablemente por
reduccion de las mismas. Estos resultados sugieren que los cambios en la
autofluorescencia de las NPs de Ag permiten identificar las alteraciones en el estado

redox dentro de las células vivas, pero esto requiere de un analisis mas profundo.
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Contradictoriamente, existen estudios que reportan incrementos en la generacion
de ROS por la exposicion a NPs de TiO2 (Wright et al. 2017, Lopes et al. 2016, Gao
et al. 2015, Fuijita et al. 2009). Mientras que, las NPs de CeO:2 han sido ampliamente
reportadas debido a sus efectos antioxidantes (Chigurupati et al. 2013). Por ejemplo,
las NPs de CeO2 (100 pg/ml, 48 horas) protegen a los queratinocitos del dafio
oxidante producido por la deplecién de GSH (Singh et al. 2016). Se ha observado
un incremento en ROS solo a concentraciones altas de NPs de CeO2 (~200 pg/ml)
(Horie et al. 2011), y se han observado relaciones entre las ROS/estrés oxidante y
la autofagia inducida por Mt-NPs, donde la induccién de autofagia depende de ROS
(Zhu et al. 2017), o la autofagia regula el dafio inducido por las Mt-NPs (Fageria et
al. 2017, Wu et al. 2016, Zhang et al. 2016). Sin embargo, a niveles sub-toxicos de
exposicion (30 pg/ml, 48 horas) ninguna de las Mt-NPs probadas aumenté los
niveles de ROS en el citosol o en la mitocondria.

4.5 Alteracién en el metabolismo energético por las Mt-NPs

Células altamente proliferativas, como los queratinocitos, muestran tasas altas de
metabolismo necesarias para el mantenimiento de energia y para la biosintesis de
biomoléculas (Viticchie et al. 2015). Se ha demostrado que el metabolismo central
del carbono a través de la glucdlisis es importante para una respuesta a infecciones
en queratinocitos. Aunado a esto, se ha reportado que los xenobi6ticos pueden
inducir un estrés metabdlico en los queratinocitos (Xiao et al. 2016) y que las NPs
de Ag alteran el metabolismo celular in vitro e in vivo (Lee et al. 2015, Chen et al.
2014, Jarak et al. 2017). En los queratinocitos, las NPs de Ag han mostrado la
deplecion de la energia, ademas de alteraciones en el metabolismo mitocondrial
(Carrola et al. 2016, Tucci et al. 2013). En este estudio utilizamos el andlisis del flujo
metabdlico y demostramos que las NPs de rTiO2 y Ag disminuyen la glucdlisis y la
funcién mitocondrial en los queratinocitos. Si bien este fenotipo energético no resultd
en la disminucion del contenido total de ATP, sugiere que el estrés del estatus
metabdlico puede promover la sensibilidad de las células a insultos secundarios

como por ejemplo a xenobidticos.
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4.6 Incremento en la sensibilidad de los queratinocitos a xenobidticos por Mt-
NPs

Los resultados anteriormente descritos, demuestran que los queratinocitos
expuestos a concentraciones sub-toxicas de Mt-NPs se encuentran en un estado
de “estrés”, condicién en donde la sobrevivencia depende de la activacion de
mecanismos homeostaticos. Las NPs que han sido usadas en los cosméticos son
filtros inorgénicos en contra de la radiacion UV (Schneider and Lim 2018, Palanki et
al. 2015, Arora et al. 2015). Sin embargo, varios reportes indican que el TiO2y la Ag
sensibilizan a los queratinocitos al efecto fototéxico de la radiacion UV
(anatasa/rutilo) (Horie et al. 2016, Xue et al. 2010, Tyagi et al. 2016, Xue et al. 2016,
Fenoglio etal. 2013, Yin et al. 2012, Xue et al. 2011). A pesar de ello, se ha realizado
poca investigacion en relacion a los posibles efectos de las Mt-NPs sobre la
toxicidad de productos quimicos no UV o xenobidticos en células de la piel. El
arsénico es un contaminate ambiental que su consumo o exposicion puede generar
cancer de piel (Karagas et al. 2015). Las NPs de TiOz incrementan la genotoxicidad
del arsénico en células hibridas de cancer humano-hamster (AL) (Wang et al. 2017),
y en este estudio encontramos que las NPs de TiO2, CeO2 y Ag incrementan la
toxicidad del arsénico. Se ha reportado que pesticidas como el PQ ejercen toxicidad
sobre la piel (Zhou et al. 2013, Black et al. 2008, Srikrishna, Riviere and Monteiro-
Riviere 1992) y las NPs de Ag también incrementan la toxicidad en células
expuestas a PQ. Nuestros resultados revelan que las Mt-NPs pueden modular

significativamente la toxicidad de xenobidticos en células de la piel.

Nuestros resultados demuestran una contribucion de la autofagia y la homeostasis
del GSH en la sobrevivencia de los queratinocitos expuestos a concentraciones sub-
toxicas de Mt-NPs y un marcado incremento en la susceptibilidad de los
gueratinocitos expuestos a Mt-NPs después de su exposicion a xenobioticos. Los
resultados obtenidos muestran que incluso en ausencia de estrés oxidante
(incrementos en los niveles de ROS) o deplecibn de energia (ATP), los
gueratinocitos expuestos a Mt-NPs presentan en un ambiente de estrés metabdlico-

redox, y que los xenobidticos los perturban ain mas promoviendo la toxicidad
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celular. Finalmente, proponemos que la evaluacion de los potenciales efectos
toxicos de las Mt-NPs usadas en la cosmética y en otras aplicaciones, sean
redefinidas para la determinacién no solo de su capacidad de inducir muerte celular,
sino también el potencial para sensibilizar a las células de la piel a efectos tdxicos
de xenobioticos capaces de perjudicar los mecanismos homeostaticos involucrados

en la sobrevivencia celular.

95



5. CONCLUSIONES

Las Mt-NPs rTiO2, CeO2 no mostraron citotoxicidad a concentraciones < 30
pg/ml en células HaCaT y las Mt-NPs de rTiOz2 y CeO2 disminuyeron

ligeramente la proliferacion.

Las NPs de rTiO2 y CeO: alteraron la proteostasis de los queratinocitos,
evaluada por la autofagia. Las tres Mt-NPs no indujeron senescencia en el

cultivo de células HaCaT.

El balance redox, determinado por la homeostasis del GSH es esencial para
la sobrevivencia de las células HaCaT expuestas a las NPs Ag y es

independiente de la formacion de ROS.

El metabolismo celular de los queratinocitos fue disminuido por la exposicion
alas NPs derTiOz2y Ag. Las tres Mt-NPs incrementaron la sensibilidad celular

a la exposicion de xenobidticos, como el arsénico y PQ.
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6. PERSPECTIVAS

e Evaluar detalladamente las -caracteristicas fisicoquimicas de cada
nanomaterial, para descartar posibles interferencias asociados a los medios
utilizados en la evaluacion de los efectos toxicos.

e Evaluar la generacién de estrés oxidante por cada material a tiempos cortos.

¢ Indagar posibles mecanismos de inflamacion activados por cada material y

que pueden estar asociados a la autofagia.

e Esclarecer cual es el mecanismo celular por el cual se sensibilizan los

queratinocitos ante xenobio6ticos como el arsénico y PQ.
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