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Resumen

Los individuos ocupacionalmente expuestos son los mas susceptibles a los efectos
causados por los nanomateriales (NM), siendo el sistema respiratorio la principal via
de exposicién y la region alveolar su primer punto de contacto. Una de las principales
funciones de las células alveolares es la produccién del surfactante pulmonar, el cual
esta constituido por lipidos y proteinas asociadas al surfactante (A, B, C, D), y entre
sus funciones se destacan el mantenimiento de la homeostasis pulmonar y su
participacion en la respuesta inmune innata. Se ha demostrado que diferentes
contaminantes como el humo del cigarro y el material particulado menor a 2.5 pum
(PM2.5) tienen la capacidad de afectar la concentracion de las proteinas del
surfactante (SP). Las nanoparticulas (NP) de didxido de titanio (TiOz2) y 6xido de zinc
(ZnO) se encuentran entre las mas utilizadas en los productos de consumo. Estos
oxidos metélicos se caracterizan por su capacidad de absorcion de luz UV y su alto
indice de refraccion; sin embargo, a diferencia de las de TiOz, las NP de ZnO son muy
solubles en medio acuoso y a diferentes pH. Diferentes investigaciones han mostrado
gue estas NP generan la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS),
aumento de citocinas pro-inflamatorias, y citotoxicidad sobre el punto de contacto del
epitelio alveolar. Con base en lo anterior, este trabajo propone identificar el papel que
juegan las citocinas pro-inflamatorias inducidas por la exposicion a NP de TiO2 u ZnO
sobre los niveles de las proteinas del surfactante en un modelo celular de epitelio
alveolar humano (A549). Los resultados obtenidos mediante las pruebas de yoduro de
propidio y MTS posterior a la exposicion a estas NP después de 12, 24 y 48 horas (25
— 200 pg/mL de TiO2 y 2.5 — 20 ug/mL de ZnO) mostraron que soélo la concentracion
de 200 pg/mL de TiO2 presenta un efecto citotoxico sobre estas células. Se cuantifico
la generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) a diferentes tiempos (3, 12 y
24 horas); donde las NP de TiO2 produjeron un aumento en la generacion del anion
superoxido (O2") y del peroxido de hidrogeno (H202) en todos los tiempos analizados,
mientras que las NP de ZnO so6lo produjeron un aumento de Oz a 3 horas posterior a
la exposicion. De igual forma, se determinaron los niveles de citocinas a 12, 24 y 48 h;

observandose un aumento de la IL-6 posterior a la exposicion a las NP de TiO2 (24 y



48 h) y alas NP de ZnO (24 h); un incremento de TNF-a a las 48 horas con ambas NP
y el aumento de la IL-10 en el tratamiento con NP de TiOz a 24 h y con las NP de ZnO
a las 48 h. Sobre los niveles de las SP, la determinacidn de los niveles de proteina
mostro una disminucion de la SP-A después de la exposicion a las NP de TiO2 (24 h)
y las NP de ZnO (24 y 48 h); un aumento de SP-B tras el tratamiento con NP de TiOz2
a las 48h, y en las NP de ZnO a 24h; y en lo referente a la SP-D, se observé una
disminucién de esta por la exposicién a las NP de TiOz (48 h) y las NP de ZnO (12, 24
y 48 h); por desgracia y debido a la dificultad para cuantificar la expresion de SP-C,
esta proteina no pudo ser reportada. Finalmente, para determinar la participacién de
la IL-6 en la disrupcion de las SP, particularmente SP-A debido a que es la mas
abundante, se utilizé un anticuerpo especifico para la IL-6 (anti IL-6) y un inhibidor
general de la respuesta inflamatoria (dexametasona), los cuales se adicionaron por
separado y simultaneamente a las células expuestas a NP de TiO2 u ZnO. Se observo
que, tanto el anti IL-6 como la dexametasona inhibieron la liberacion de la IL-6 por la
exposicion a las NP y por tanto los niveles de SP-A no mostraron cambios. A pesar de
gue estas proteinas forman menos del 10% del total del surfactante, sus funciones
contribuyen importantemente al funcionamiento del sistema respiratorio. Aunque las
concentraciones de exposicion de las NP de TiO2 0 ZnO no sean citotoxicas y que los
efectos de ambas NP fueron similares, destaca el hecho de que las NP de ZnO no
produjeron un aumento de las ROS; asi como que la induccién de los efectos sobre
las citocinas y las SP fueron observados desde tiempos mas cortos. Lo anterior puede
ser atribuido a su capacidad de liberar iones Zn*? en el medio, los cuales contribuyen
a la rapido induccién de estos efectos; a diferencia de las NP de TiOz, las cuales son
muy estables en los diferentes medios analizados y por tanto sus efectos sélo son
observados hasta después de entrar en contacto con las células. Las modificaciones
observadas sobre las proteinas del surfactante a largo plazo pudieran llevar a la
pérdida de elasticidad del tejido y a una mayor susceptibilidad a enfermedades,
consecuencia letargica a NM por via inhalatoria. La inhibicion de la respuesta
inflamatoria producida por estas NP podria ser una alternativa para evitar la disrupcién

producida sobre las SP y de esta forma evitar dafos futuros.



Abstract

Occupationally exposed individuals are the most susceptible people to the effects
caused by the nanomaterials (NM), where the respiratory system is the main route of
exposure and the alveolar region their first point of contact. One of the main functions
of the alveolar region is the production of pulmonary surfactant, which is constituted by
lipids and associated proteins (A, B, C, D); among its functions are the maintenance of
the pulmonary homeostasis and their participation in the innate immune response. It
has been shown that different pollutants like cigarette smoke and particulate matter 2.5
(PM25) have the capacity to affect the concentration of the surfactant proteins (SP).
The titanium dioxide and zinc oxide nanopatrticles (NP) are the most commonly used
NM in consumer products. These NP are characterized by their capability to absorb UV
light and its high refractive index; however, unlike TiO2 NP, ZnO NP are very soluble in
aqueous medium at different pH. Different research studies have shown the generation
of reactive oxygen species (ROS), increase of pro-inflammatory cytokines and
cytotoxicity by the exposure to the NP on the alveolar epithelium. Based on the above,
this work proposed to identify the role played by pro-inflammatory cytokines produced
after exposure to TiO2 or ZnO NP on the levels of the surfactant proteins in a cellular
model of human alveolar epithelia (A549). The results obtained by the propidium iodide
and MTS assays after the exposure to the NP for 12, 24 and 48 h (25 — 200 ug/mL from
TiO2 and 2.5 — 20 pg/mL from ZnO) showed that only the concentration of 200 pg/mL
of TiO2 is capable to produce a cytotoxic effect on these cells. The ROS generations
was determined at different times (3, 12 and 24 h); where the TiO2 NP produced an
increase at all times tested of both analyzed oxygenated species (Oz" and H202); while
the ZnO NP only produced an increase of Oz after 3 h of exposure. In the same way,
the pro-inflammatory cytokines levels were determined at 12, 24 and 48 h; noting an
increase of the IL-6 after TiO2 NP (24 and 48 h) and ZnO NP (24 h) exposure; an
increase of TNF-a after 48 h of exposure of TiO2 NP or ZnO NP and the increase of IL-
10 after treatment whit TiO2 NP (24 h) and ZnO NP (48 h). In relation to the SP levels,
the results showed the decrease of SP-A after the exposure of TiO2 NP (24 h) and ZnO
NP (24 and 48 h); an increase of SP-B after 48 h of TiO2 NP exposure, and 24 h of

ZnO exposure; and with reference to SP-D a decrease was observed after the TiO2 NP



exposure (48 h) and ZnO NP exposure (24 h); unfortunately and because of the
difficulty to quantify the expression of SP-C, this protein could not be reported. Finally,
to determine the participation of IL-6 in the SP-A stability, a specific antibody for IL-6
(anti IL-6) and a general inhibitor of the inflammatory response (dexamethasone) were
used, which were added separately to the TiO2 or ZnO NP exposure; subsequent to
this exposure, both (the antibody and the dexamethasone) they were able to inhibit the
effect and production of the IL-6 after NP exposure, and the SP-A levels were not
modified. Despite that proteins form less of the 10% of surfactant film, their functions
contribute in an important manner to the function of the respiratory system. Although
the concentrations of TiO2 or ZnO NP were not cytotoxic and the effects of both NP
were similar, should be noted the fact that ZnO NP did not induce the ROS generation;
in the same way, the effects on the cytokine induction and the SP were observed from
shorter times. All these could be attributed to the solubility of the ZnO NP and the
release of Zn*? ions in the medium, which contribute to the quick induction of all the
ZnO NP effects, unlike the TiO2 NP, which are very stable in the different analyzed
media, and therefore these effects are only observed until the moment cells are in
contact with the NP. The observed modifications on the surfactant proteins to long term
exposures could lead to loss of tissue elasticity and an increased susceptibility to
diseases in consequence to inhalated NM exposure. The inhibition of the inflammatory
response produced by the NP could be an alternative to avoid the disruption of

surfactant proteins, and in this way, prevent future damage.
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1. Introduccién

1.1 Nanotecnologia: usos y aplicaciones
La nanotecnologia es una ciencia aplicada que permite el desarrollo y el uso de
materiales, estructuras, dispositivos y sistemas que tienen propiedades y funciones
especificas derivadas de su tamafio en escala nanométrica (Reineke, 2012). Dentro
del grupo de materiales y estructuras en escala nanométrica encontramos a los
nanomateriales (NM), los cuales han sido definidos como materiales naturales,
incidentales o fabricados que contienen particulas, en un estado no enlazado, 0 como
un aglomerado o agregado; donde al menos el 50% o mas de las particulas presentan
una o mas dimensiones externas en el intervalo de tamarfio de 1 a 100 nm (Shi et al.,
2013). Entre los NM fabricados destacan las nanoparticulas (NP), que son todos
aquellos materiales que presentan una de sus dimensiones entre los 1 a 100 nm como
caracteristica y propiedades diferentes a las de los elementos quimicos en su estado

molecular con la misma composicion (Auffan et al., 2009).

Las NP comercialmente disponibles se utilizan en productos de cuidado personal
(protectores solares, pastas de dientes, cremas, productos para el cabello, maquillaje),
articulos deportivos, partes de aviones y automoviles, aplicaciones biomédicas, de
diagnostico, sistemas de liberacion de farmacos y componentes eléctricos y
computacionales. En marzo de 2015, el inventario de productos de consumo
nanotecnologico reportd la existencia de 1814 productos que contienen NM, siendo el
area de salud y cuidado personal la que presenta mayor aplicacion de los NM (Vance
et al., 2015). Se estima que para 2020 el valor total de los productos provenientes de
la nanotecnologia podria tener un crecimiento de hasta 3 trillones de délares (Geiker
y Andersen, 2009).

1.2 NP de 6xidos metalicos
Las NP de 6xidos metélicos son ampliamente utilizadas en los productos de consumo

personal, aplicaciones industriales y como semiconductores. Entre las NP mas



utilizadas en los productos de consumo se incluyen a las particulas sintetizadas a base
de dioxido de titanio (TiOz) y 6xido de zinc (ZnO) (lvask et al., 2015).

El TiO2 es un 6xido mineral natural que existe en tres diferentes formas: anatasa, rutilo
y bruquita; siendo el rutilo es la estructura mas estable termodindmicamente a todas
las temperaturas y presiones normales (Varner, 2010), y la bruquita aquella que
presenta la mayor actividad catalitica, sin embargo, su obtencion es altamente
compleja (Zhang et al., 2015). La anatasa ha sido reportada como la forma mas
reactiva quimicamente, aunque existe evidencia que demuestra que la P25, una
mezcla de 80% de la estructura de anatasa con un 20% de rutilo puede presentar una
mayor actividad fotocatalitica (Davis, Wang, & Shtakin, 2010). A continuacién, se
destacan algunas de las caracteristicas fisicas del TiO2 en sus diferentes estructuras
(Tabla 1).

Tabla 1. Propiedades fisicas de las diferentes estructuras del TiO2

Propiedad

PM p PF BP
Forma IR
(g/mol) (g/ml) °C) (eV)
Estructura

Rutilo Tetraédrica 424 2.75 1825 3.0
Anatasa 79.866 Tetraédrica 3.83 2.54 1850 3.21
Bruquita Romboédrica | 4.17 | 2.58 | 1825 3.13

PM: peso molecular; p: densidad; IR: indice de refraccidn; PF: punto de fusién; BP: banda prohibida.
(Informacion obtenida de: Kathaee & Mansoori, 2012; Varner, 2010)

Ademas de las caracteristicas anteriores es importante destacar su estabilidad en
medios acuosos, dada su poca solubilidad a diferentes pH (Figura 1). Gracias a su alto
indice de refraccién y su brillo, el TiO2 ha sido usado como un pigmento. Como NP, el
TiO2 ha sido ampliamente utilizado en la cosmética, la bioremedicacion, preservacion
de alimentos, farmacos y pinturas (Wang et al., 2015); este material se encuentra entre
los 5 NM mas usados a nivel mundial (Shi et al., 2013). En 2016 la obtencién de TiO2
superd los 7.5 millones de toneladas, siendo Australia, Sudafrica, Canada y Ucrania

sus principales productores. La mayor parte de este material es obtenido por la
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mineria, y sélo un bajo porcentaje es sintetizado por diferentes medios (Bedinger,

2017).
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Figura 1. Estabilidad de las NP de 6xidos metélicos. La estabilidad de las NP de
TiO2 en medio acuoso puede mantenerse a pesar de las variaciones de pH y del tipo
de NP utilizada (modificado de Donaldson et al., 2013).

Por otro lado, el ZnO presenta tres tipos de estructuras, la wurzita, la blenda y sal de
roca (Coleman y Jagadish, 2006). La wurzita, que se presenta en condiciones
ambientales, es la forma con mayor estabilidad termodinamica (Vaseem et al., 2010);
la blenda que es meta estable, se encuentra en bajas proporciones y tiende a tomar la
forma de wurzita; y la estructura de sal de roca soélo es estable a altas presiones y se
observa en raras ocasiones (Coleman y Jagadish, 2006). Algunas de las

caracteristicas fisicas de las diferentes formas del ZnO se describen en la Tabla 2.



Tabla 2. Propiedades fisicas de las diferentes estructuras del ZnO.

Propiedad PM p PF BP
Forma IR

Forma (g/mol) (g/ml) (°C) (eVv)

Wurzita Hexagonal 5606 | 24 1975 3.4

Blenda 81.38 Cubica 5.675 - 1975 3.17

Sal de roca Cubica - - - 2.7

PM: peso molecular; p: densidad; IR: indice de refraccién; PF: punto de fusién; BP: banda prohibida.
(Informacion obtenida de: Coleman y Jagadish, 2006; Sans et al., 2005; Lee et al.,
2002).

El ZnO es un polvo blanco ampliamente utilizado en cosméticos, pinturas y
recubrimientos, productos farmacéuticos, dispositivos electronicos y catalizadores
(Morimoto et al., 2016). La obtencién de este material s6lo puede darse por su sintesis,
diferentes métodos han sido desarrollados para la obtencion de este 6xido metalico, y
estos varian dependiendo de las propiedades deseadas del material, su estructura, asi
como el costo de su sintesis (Moezzi et al., 2012). Estas NP se encuentran entre las
mas toxicas debido a su capacidad de liberar iones; las NP de ZnO presentan una
elevada solubilidad en medios acidos y moderada en medios neutros (Figura 1); esta
solubilidad ha mostrado ser inversamente proporcional a su tamafo, es decir, las

particulas mas pequefias poseen una mayor solubilidad (Figura 2) (Liu et al., 2016).
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Las caracteristicas antes mencionadas, como su indice de refraccion, su capacidad
coémo materiales semiconductores y su actividad catalitica han llevado a un aumento
en el uso de las NP de TiOz y ZnO; este hecho ha incrementado por tanto su demanda
y la exposicion del hombre con estas NP. La exposicion a los NM en la actualidad
puede presentarse en su manufactura, su uso o su desecho. Se considera al personal
ocupacionalmente expuesto como aquel que se encuentra en mayor contacto con los
NM y por tanto el mas susceptible a estos, siendo la via inhalatoria como la principal
entrada de las NP al organismo (Shi et al., 2013). Este tipo de NM presenta una gran
eficiencia de depdésito en el sistema respiratorio y pueden penetrar profundamente en

el intersticio pulmonar y los espacios vasculares (Hussain et al., 2009).

1.3 El sistema respiratorio
El sistema respiratorio comienza en la nariz, que provee del sentido del olfato, y se
encarga de filtrar y calentar el aire inhalado. Este aire es transportado hacia la faringe
gue es el pasaje intermedio entre la nariz y la boca para llegar a la laringe, la cual se
comunica con la parte superior de la trdquea. En la trdquea, el aire es limpiado y
humedecido antes de entrar a los pulmones, donde este aire viaja a los tejidos mas

profundos hasta la regién donde se da el intercambio de gases (Rogers, 2011).

El pulmé6n es un 6rgano particularmente vulnerable ubicado en la interface entre el
interior del organismo y el ambiente, el pulmoén esta optimizado para el intercambio de
gases, teniendo un muy delgado y delicado epitelio, abundante flujo sanguineo, y una
amplia area de superficie. Inherente en esta estructura se encuentra una enorme carga
inmunoldgica de patdgenos, alérgenos, y contaminantes (NP y material particulado)
gue estan presentes en los 11,000 litros de aire inhalados diariamente (Wright, 2003).
El pulmon esta dividido en dos secciones, las vias aéreas (transportan el aire dentro y
fuera de los pulmones) y los alveolos (el lugar donde se lleva a cabo el intercambio de
gases). Las vias aéreas son una barrera especifica que no permite que las particulas
penetren a traveés de ella, un epitelio activo lo protege con una capa viscosa de moco;
mientras que la barrera entre la pared alveolar y los capilares es muy delgada y
relativamente vulnerable en las areas de intercambio de gases (Lu et al., 2014).



Los alveolos son las unidades respiratorias terminales que se encuentran en el pulmén
con un diametro aproximado de 200 um en los humanos. Los neumocitos tipo |,
neumaocitos tipo Il y los fibroblastos son los principales tipos celulares alveolares. Las
células alveolares tipo | son grandes células columnares responsables del intercambio
gaseoso y cubren cerca del 95% de la superficie alveolar. Los neumocitos tipo Il cubren
el otro 5% del area de superficie de los alveolos, actian como precursores de las
células alveolares tipo I, y secretan el surfactante alveolar. Los fibroblastos son el
principal grupo involucrado en la sintesis de la matriz extracelular, los mecanismos de
reparacion y contribuyen al mantenimiento de la funcionalidad de los neumocitos tipo
I (Nandkumar et al., 2015). Al ser inhaladas, las NP pueden ser transportadas y
depositadas a lo largo del tracto respiratorio, desde las vias aéreas superiores hasta
los alveolos por medio de difusidén. Estas pueden depositarse en las regiones extra e
intra-torécicas (nariz, faringe, laringe, trdquea, bronquios, alveolos), presentandose en
mayor concentracion en la region alveolar. La Figura 3 muestra las regiones de
deposito de las diferentes particulas con base en sus tamafios (Geiser y Kreyling,
2010).

Extra-toracico 1.0 pm
. o e /| T Respiracion oral normal en adultos
nariz, faringe, boca, 1.2m%h
laringe o \ Cabeza > Total
) * bt 'o’
2061 'y
Intra-toracico & 04 y: N
extra-pulmonar: o™ = Alvsloai s T £y
. Pt I e 4
traque? y bronquios 02 ) / LS Bronquios \_ o
primarios NN ~
i . 4 \":._.\-«:‘” e
intra-pulmonar: 0.0 : £ ETTY == ~
bronquios secundarios, 0.001 0.01 0.4 1 10
bronquiolos, alveolos Diametro (um)

Figura 3. Depo6sito de las NP en el tracto respiratorio. El tracto respiratorio y el
depdsito de las particulas en un hombre adulto sano dado por respiracion orofaringea
en reposo en funcién del tamafio de particula (modificado de Geiser y Kreyling, 2010).



Una vez depositadas las NP, estas entran en contacto con el surfactante pulmonar,
gue se localiza entre la fase aérea y la fase acuosa de los alveolos. Al interaccionar
con el surfactante, las NP se recubren de este y posteriormente pueden atravesar a la
fase acuosa e interactuar con las células epiteliales; esto dado por la capacidad de las
NP de evadir los dos mecanismos de depuracidbn mas importantes que existen, el
aclaramiento mucaociliar, y la captacién por parte de los macréfagos, lo que incrementa
el tiempo de retencion de las NP en los alveolos y por tanto la existencia de una mayor

interaccion con las células epiteliales (Griese, 1999).

1.4 El surfactante pulmonar

El pulmén en la region alveolar esta recubierto por una capa delgada de una sustancia
formada por distintos componentes que protegen y participan en la homeostasis de
este 6rgano. Dicha sustancia es denominada surfactante pulmonar el cual es una
sustancia tensoactiva compuesto de lipidos y proteinas los cuales se encuentran en el
fluido localizado en la interface aérea y celular (Griese, 1999). Como se menciono
anteriormente, el surfactante es sintetizado y secretado por las células epiteliales tipo
Il 0 neumocitos tipo Il en el alveolo y las células de la clara en la traquea y bronquios
(Wright, 2003).

1.4.1 Composiciéon y funciones del surfactante pulmonar.
Con respecto a la composicion bioquimica del surfactante, la mayor parte esta formada
por lipidos (90%), del cual el 80-90% son fosfolipidos, mientras que el otro 10% esta
compuesto por colesterol y otros lipidos neutros (Batenburg y Haagsman, 1998). El
10% restante del total del surfactante esta conformado por las proteinas asociadas al
surfactante A, B, C y D (Figura 4), de las cuales SP-A forma alrededor del 8%, SP-B y
SP-C un 1% cada una y SP-D el 0.5% (Kingma y Jobe, 2012).
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Figura 4. Composicion porcentual del surfactante pulmonar. Las fosfatidilcolinas
(PC) representan la mayor proporcion del surfactante. Las proteinas del surfactante
(SP) contribuyen cerca de un 10% del peso total (Modificado Kingma y Jobe, 2012).

La proteina del surfactante A (SP-A) es la mas abundante de estas proteinas, su forma
monomérica es de aproximadamente 32 kDa, y es una glicoproteina con cuatro
dominios estructurales distintos (un dominio amino terminal corto, un dominio de
colageno, una region de union y un dominio de reconocimiento de carbohidratos
dependiente de calcio); la forma procesada y secretada de SP-A consiste de 18
mondmeros unidos por puentes bisulfuro y uniones no covalentes en forma de un ramo
de tulipanes (Griese, 1999). Entre sus funciones se encuentran: producir la agregacion
de vesiculas de fosfolipidos jugando un papel importante en la formacién de mielina
tubular, participar en la homeostasis del surfactante (por inhibir su secrecion y
aumentar su ingesta por los neumaocitos tipo Il), reducir los efectos inhibitorios sobre la
actividad de superficie de las proteinas no pertenecientes al surfactante (Griese, 1999),
regular las respuestas relacionadas con la inflamacion al controlar la produccion de
citocinas pro-inflamatorias, acelerar el aclaramiento de los patégenos, y opsonizar y

aumentar la ingesta de patdégenos por los fagocitos.



La proteina del surfactante D (SP-D) contiene un dominio de colageno unido
directamente al dominio de reconocimiento de carbohidratos dependientes de calcio;
en su forma nativa esta compuesta por 12 mondmeros, los cuales a su vez se unen en
cuatro trimeros, para dar lugar a una estructura con forma de cruz. Esta proteina puede
unirse a los lipopolisacaridos bacterianos y a la superficie celular, formando grandes
redes de células y bacterias, ademas cuenta con sitios de union especificos a
macrofagos, puede inducir el estallido respiratorio y estimular su capacidad fagocitica.

Tanto SP-A cdmo SP-D son proteinas hidrofilicas (Griese, 1999).

La proteina del surfactante B (SP-B) es una molécula hidrofébica de aproximadamente
8 kDa cargada positivamente, que se encuentra generalmente en forma de un dimero
unido por puentes bisulfuro. Esta proteina esta relacionada con la formacion de la capa
de surfactante y la transformacion de los cuerpos lamelares en mielina tubular
(Mitsuhashi et al., 2013).

Finalmente, la proteina del surfactante C (SP-C) es una proteina muy hidrofébica,
formada por dos grupos palmitoilo unidos mediante enlaces covalentes, y presenta un
peso aproximado de 4 kDa. La SP-C se encarga de mantener la actividad biofisica de
superficie de los lipidos durante la compresion y expansion al respirar, aumentar la
resistencia del surfactante a la inhibicion por las proteinas del suero o por el fluido del
edema e incrementar la ingesta de fosfolipidos por los neumocitos tipo Il (Griese,
1999). En la practica, el peso molecular tan pequefio de esta proteina ha llevado a su

dificil deteccién dentro de los modelos bioldgicos.

En general, el surfactante pulmonar en conjunto se encarga de regular las funciones
biofisicas y algunas funciones inmunoldgicas dentro de los alveolos. En la Tabla 3 se

muestra de manera especifica las funciones del surfactante pulmonar.



Tabla 3. Funciones del surfactante pulmonar.

Funciones biofisicas del surfactante pulmonar

Prevenir el colapso de los alveolos y de los pulmones durante la
expiracion.

Manutencion de la apertura inspiratoria de los pulmones.

Previene la formacion del edema pulmonar equilibrando las fuerzas de
filtracion hidrostética.

Estabiliza y mantiene la permeabilidad de las vias aéreas pequefias.
Mejora el transporte mucociliar.

Transloca las particulas < 6um en la hipofase del fluido de revestimiento
epitelial.

Facilita la remocion de particulas y desechos celulares de los alveolos a las
vias respiratorias altas por disminucion de la tension superficial durante la
expiracion final.

Funciones inmunolégicas

Supresion de la proliferacion, produccién de inmunoglobulinas y
citotoxicidad de los linfocitos (fosfolipidos).

Inhibicion de la liberacion de las citocinas (TNF, IL-1, IL-6) inducidas por la
endotoxina liberadas por los macrofagos (fosfolipidos).

Modulacion de la fagocitosis, quimiotaxis y el estallido respiratorio de los
macrofagos (SP-A, SP-D).

Neutralizacion de los mediadores enddgenos como radicales y especies
reactivas de oxigeno.

Opsonizar microorganismos Y facilitar su fagocitosis (SP-A, SP-D).

Union y captura de toxinas bacterianas (SP-A, SP-D).

(modificado de Griese, 1999).

1.4.2 Sintesis, secrecion y recaptura del surfactante pulmonar.

La sintesis del surfactante se lleva a cabo dentro de las células epiteliales tipo Il en los

alveolos. En estas, los lipidos y proteinas que lo componen son sintetizados y

ensamblados para formar complejos que se encuentran empaquetados en membranas
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conocidos como cuerpos lamelares (CL) (Perez-Gil y Weaver, 2010); estos CL son los
organelos encargados de almacenar los componentes del surfactante. Los CL se
encuentran rodeados por una membrana que se fusiona con la membrana celular para
su secrecion (Haagsman & van Golde, 1991). El mecanismo exacto por medio del cual
se lleva a cabo la formacién de los cuerpos lamelares no se conoce completamente.
Se ha propuesto que los lipidos y las proteinas del surfactante son transportados a los
cuerpos lamelares por diferentes vias; las proteinas del surfactante B y C una vez
sintetizadas son llevadas del aparato de Golgi al endosoma tardio/cuerpo multi-
vescicular (CMV), y de este a los CL (Perez-Gil y Weaver, 2010). Una vez formado el
cuerpo lamelar, este puede ser secretado mediante exocitosis para ser llevado a la
interfase agua/aire, donde es transformado a mielina tubular. La secrecion de las
proteinas SP-A y SP-D, es poco conocida, sin embargo, se cree gue estas son
secretadas por vias alternas a las de los cuerpos lamelares, y que una vez en la
interfase agua/aire, estas se unen a los otros constituyentes del surfactante; donde
SP-A participa en la formacion de la mielina tubular (Andreeva,et al., 2007); esta
mielina tubular posteriormente pasa a formar la pelicula del surfactante. Se ha
observado que los componentes del surfactante tienen una duracion de alrededor de
7 dias formando parte de la pelicula de surfactante, y posteriormente son retirados de
esta en forma de pequefios agregados, los cuales pueden ser fagocitados y
degradados por los macrofagos o en su defecto ser recapturados por las células
alveolares tipo Il. (Perez-Gil y Weaver, 2010). Investigaciones han demostrado que
aquellos agregados que contienen grandes cantidades de SP-A y SP-D son
principalmente recapturados por las células epiteliales tipo 1l (Perez-Gil y Weaver,
2010); tanto las proteinas como los lipidos presentes en estos son llevados a los
endosomas tempranos para posteriormente formar a los cuerpos lamelares dentro de
estas células (Kingma y Jobe, 2012). La Figura 5 muestra de manera grafica el
proceso de sintesis, liberacion y recaptura de los componentes del surfactante

pulmonar.
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Figura 5. Sintesis, formacion y secrecion del surfactante. Las proteinas del
surfactante se encuentran rodeando a los lipidos dentro de los cuerpos lamelares.
Estos son secretados por exocitosis a la interfase agua/aire (modificado de Kingma y
Jobe, 2012).

1.4.3 Regulacion de la expresion del surfactante pulmonar.
El surfactante puede verse regulado por diferentes cambios dentro de su homeostasis.
Diversos procesos dentro del organismo, asi como la presencia de agentes exdégenos
pueden llevar a la alteracion del surfactante (Whitsett y Glasser, 1998). Diferentes
contaminantes han demostrado su capacidad para modificar la concentracion de las
proteinas del surfactante. El analisis del fluido bronquio-alveolar de personas
fumadoras ha demostrado la disminucion tanto de la SP-A como la SP-D (Griese,
1999). Aztatzi y colaboradores observaron que tras la exposicion a material particulado
2.5 (PMz25) el fluido bronquio-alveolar de ratas macho Sprague-Dowley presentaba una
disminucion de la SP-A (Aztatzi-Aguilar et al., 2016). De esta misma forma, se ha
encontrado que la expresion de la SP-A puede ser modulada por una variedad de
hormonas y factores, incluyendo retinoides, insulina, factores de crecimiento,
glucocorticoides y agentes que aumentan la formacién de AMP ciclico (Mendelson et

al., 1998). Estudios evidencian que la exposicion a TNF disminuye los niveles de SP-
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A, SP-B y SP-C en un modelo in vivo; asi mismo, TNF-a y los ésteres de forbol reducen
el ARNm de SP-A y SP-B en células pulmonares de adenocarcinoma (Whitsett y
Glasser, 1998). Doumanov y colaboradores en su estudio en 2014 demostraron que
tras la exposicion a diferentes tiempos de interleucina 6 sobre un cultivo de células
A549 los niveles de la SP-A se veian disminuidos. Uno de los principales causantes
del aumento de desmedido de las citocinas pro-inflamatorias es la respuesta
inflamatoria, la cual puede presentarse por diversos factores entre los que se podria
destacar el ingreso a las vias aéreas de diferentes contaminantes como el material
particulado y las NP, los cuales, ademas de llevar a la induccion de esta respuesta
podrian alterar de manera indirecta la concentracion de las proteinas del surfactante,
y por tanto a la pérdida de las funciones antes mencionadas que permiten el

mantenimiento normal del sistema respiratorio.

1.5 Larespuesta inflamatoria
La inflamacion es una reaccion bioldgica a una interrupcion de la homeostasis de los
tejidos. Puede entenderse como un proceso de destruccion de tejidos que involucra el
reclutamiento de productos derivados de la sangre como proteinas del plasma, fluido
y leucocitos en el tejido dafiado. Esta migracion es facilitada por alteraciones en la
vasculatura local que llevan a vasodilatacién, aumento de la permeabilidad vascular y
aumento del flujo sanguineo. La infeccion por invasores microbianos, un dafio o trauma
y la exposicion a particulas, irritantes o contaminantes externos son potentes
activadores de la inflamacion. La funcion principal de la inflamacion es la rapida
destruccion o el aislamiento de la fuente causante del dafio, la remocién del tejido

dafado y finalmente la restauracion de la homeostasis del tejido (Ashley, et al., 2012).

Uno de los principales mediadores en la respuesta inflamatoria son las citocinas. Las
células del sistema inmune y de otros sistemas pueden interactuar unas con otras a
través de las citocinas. Las citocinas son glicoproteinas pequefas, solubles,
producidas por una amplia variedad de células inmunes y no inmunes que tienen
funciones pro-inflamatorias y anti-inflamatorias. Las citocinas se unen a los sitios

receptores de la membrana celular y por un proceso de vias de sefalizaciéon que
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involucra enzimas intracelulares y factores de transcripcion inducen, aumentan o
inhiben a los genes que regulan a las citocinas (Rankin, 2004). Las citocinas participan
tanto en procesos bioldgicos como la proliferacién y diferenciacion de diferentes
células, asi como en la respuesta inflamatoria y la regulacién de esta. Uno de los
puntos criticos de la produccion de estas proteinas es el hecho de que en general,
estas deben ser producidas durante un lapso corto de tiempo, y que una vez ejercida
su funcién, sus niveles deben verse disminuidos para mantener la homeostasis de los
tejidos y continuar con el correcto funcionamiento del organismo (Kelso, 1998); sin
embargo, diversos procesos pueden llevar a desencadenar una respuesta inflamatoria
cronica (exposicion continua a contaminantes, falta de regulacion del sistema inmune,
entre otros), que pueden llevar al dafio permanente de la estructura y la funcion de las

células y por tanto, a enfermedades degenerativas a largo plazo (Turner et al., 2014).

1.6 Relacion entre la respuesta inflamatoria y las NP en el sistema

respiratorio

Como ya se ha mencionado, una de las principales vias de exposicion a las NP es el
sistema respiratorio, una vez inhaladas, estas NP son probables inductoras de la
respuesta inflamatoria aguda o crénica, donde sucede el reclutamiento de células

inflamatorias y la liberacion de citocinas.

Diferentes investigaciones han asociado la toxicidad de las NP principalmente a la
produccion de las especies reactivas de oxigeno (ROS), se ha observado, que una vez
aumentada la generacion de las diferentes especies oxidantes en la célula, distintas
vias de sefializacion son activadas para producir una respuesta antioxidante como
primera linea de defensa (Oberddrster et al., 2005). Dentro de la activacion de estas
vias de sefalizacion se encuentra Nrf-2, que lleva a la produccion de enzimas
antioxidantes; asi como la via de las MAP cinasas y NF-«B, las cuales pueden llevar
a un segundo nivel de respuesta (Nel, et al., 2006). La via de las MAP cinasas es
sensible al aumento del estrés oxidante en las células y puede ser activada por las

ROS generadas por la exposicion a NP; la activacion de esta via puede llevar a la
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produccion de diversas citocinas pro-inflamatoria (Lu et al., 2014). Generalmente, la
exposicion a NP se ha visto asociada a la produccion de diversas citocinas pro-
inflamatorias como IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8, TNF-a, entre otras en diferentes modelos
biolégicos, asociandose esta a la respuesta inmune innata, la cual tiende a volverse
una respuesta adaptativa de tipo 1 (que se presenta por infecciones bacterianas,
virales, etc.) (Himly, et al., 2016). Finalmente, si estos efectos producidos por la
respuesta inflamatoria y el estrés oxidante no son controlados, diferentes organelos
como la mitocondria, el reticulo endoplasmico o los lisosomas pueden sufrir dafos
irreparables dando como resultado la muerte celular causada por la liberacién de
factores pro-apoptoéticos provenientes de estos organelos (Figura 6) (Meng et al.,
2009).

NF-kB
MAP cinasas
|| Citocinas

Quimiocinas

Fase Il: Respuesta Inflamatoria

Figura 6. Mecanismo de accién general propuesto por la exposicion a NP. Una
vez en contacto con la célula, las NP son capaces de producir ROS, las cuales son
capaces de desencadenar la respuesta inflamatoria y el dafio de los organelos
celulares, llevandola a la muerte (modifocado de Nel et al., 2006).

A pesar de lo anterior, no siempre la concentracion presente de estas NP en las vias
respiratorias, propiamente en la region alveolar, puede terminar en la muerte de las

células, diferentes investigaciones han demostrado que a concentraciones no toxicas
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de NP las células pueden presentar otros dafios a las distintas macromoléculas
(interaccion con proteinas, lipidos, ADN), desbalance de la respuesta antioxidante y
reactividad inmune, entre otros. Estos dafios a las células podrian desencadenar una
serie de procesos cronicos dentro de sus tejidos y 6rganos, que de no ser controlados
podrian llevar a diferentes enfermedades. A continuacion, se describe como se
desarrolla la toxicidad por la exposicién a NP del interés de este trabajo, TiO2 u ZnO,

particularmente en el sistema respiratorio.

1.7 La toxicidad de las NP de TiO2y ZnO sobre el sistema respiratorio
Diferentes estudios acerca del posible dafio causado por los NP de TiO2 y ZnO se han

enfocado en el efecto sobre el sistema respiratorio tanto in vivo como in vitro.

1.7.1 Efecto de la exposicion a NP de TiO2
La investigacion realizada en ratones C57BL/6 expuestos a NP de TiO2 por instilacion
nasal a concentraciones de 7.5 a 30 mg/kg mostr6 el aumento de neutréfilos dentro
del lavado bronquio-alveolar, asi como el incremento de IL-1a, IL-13, TNF e IL-6, por
la induccién de un evento pro-inflamatorio (Yazdi et al., 2010). Otra investigacion
realizada en ratas macho Fisher F344 jévenes (12-13 semanas de edad) y ancianas
(19 meses de edad) determind los efectos del depdésito y bio-distribucion de aerosoles
de TiO2 (21 nm) administrados via inhalatoria a una concentracién de 10 mg/m?3 por 6
horas al dia, 5 dias a la semana durante 4 semanas; los resultados muestran que a
180 dias posteriores a la exposicion los niveles de TiO2 son detectables en los
pulmones (ratas jévenes), el higado y el bazo (en ambos grupos) (Gaté et al., 2017).
Estos hallazgos muestran la capacidad que presentan estas NP para distribuirse en
todo el organismo una vez que son inhaladas, pudiendo llevar a diferentes efectos

sobre los 6rganos blanco.

Entre los efectos observados in vitro se ha visto que estas NP pueden alterar el
metabolismo celular, su viabilidad, asi como la produccién de especies reactivas de
oxigeno e inflamacion; en la Tabla 4 se muestran algunos de estos efectos en

diferentes ensayos.
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Tabla 4. Efecto de la exposicion a NP de TiO2 sobre modelos in vitro.

NP
(tamafio)
TiO2
(21 nm)
C: 0.3-1000pg/mL
T:24h

TiO2
(dif. tamanos)
C: 5-500 mg/ml

T:24h

TiO2

(5nm)

C: 50 — 200 pg/mL
T.24,48y72h

Linea
celular
A549
H1299

A549

A549

(C: concentraciones; T: Tiempos).

Efectos observados

Diferencia en la incorporacion
de las NP dependiente de linea
celular. Efecto sobre la
actividad mitocondrial.
Disminuciéon de la viabilidad
celular.

Disminuciéon de la viabilidad
celular. Produccion de ROS.
Aumento en la concentracion
de IL-6 e IL-8.

Inhibicion  de  proliferacion
celular. Dafio al  ADN.
Induccion de apoptosis por
activacion de la via intrinseca

mitocondrial.

1.7.2 Efecto de la exposiciéon a NP de ZnO
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Referencia

(Tedja,
Marquis, Lim,
& Amal, 2011)

(Ekstrand-
Hammarstrom
etal., 2012)

(Y. Wang et
al., 2015)

De esta misma forma, diferentes estudios acerca de los posibles dafios de las NP de
ZnO sobre el sistema respiratorio se han llevado a cabo. Estudios in vivo realizados
en ratas Fisher F344 macho (9-11 semanas de edad) expuestas por via intra-traqueal
(0.2 y 1 mg) en una dosis Unica y por via inhalatoria (2 y 10 mg/m3) por 6 h al dia, 5
dias a la semana por 4 semanas a las NP de ZnO, muestran un incremento transitorio
del influjo de neutréfilos, asi como de las concentraciones de CINC-1, CINC-2 y HO-
len el lavado bronquio-alveolar en las dosis mas altas administradas por ambos tipos

de exposiciones durante la fase aguda, mientras que en la fase crénica estos



pardmetros y la inflamacion producida por los neutréfilos regresan a sus valores
basales (Morimoto et al., 2016). Otra investigacion hecha sobre ratas Wistar macho
las cuales fueron expuestas por via inhalatoria 2 veces al dia por 3 dias con 2.5mg/kg
de NP de ZnO, observaron una biodistribucion al higado 12 horas después de
finalizados los tratamientos, asi como un aumento de estas NP después de 36 horas
en los rifiones e higado (Wang et al., 2010). En la Tabla 5 se muestran algunos de los

efectos observados tras la exposicion a las NP de ZnO en modelos in vitro.

Tabla 5. Efecto de las NPs de ZnO sobre modelos in vitro.

NP Linea Efectos observados Referencia
(tamafio) celular

ZnO A549 Aumenta la citotoxicidad. (W.-S. Cho
(10 nm) Produccion de IL-8. Activacion de et al., 2012)
C: 3,10y 30 cm?/mL los factores de transcripcion AP-1
T:24h y NF-«B.
ZnO A549 Citotoxicidad. Generacion de (Ahamed et
(50x140 nm) ROS. Activacion de caspasa 3y al.,, 2011)
C: 5, 10, 25, 50, 100 9. Induccion de la hsp 70.
ug/mL Aumento de la proteina Pro-
T:24,48h apoptética bax.
ZnO A549 Arresto del ciclo celular (G2/M).  (Lai et al.,
(63 nm) BEAS-  Apoptosis. Produccion de ROS.  2015)
C:0.5-200 ug/mL 2B Disfuncion mitocondrial. Afecta
T:24h metabolismo de glucosa.

(C: concentraciones; T: tiempos).

Como se menciona en los estudios anteriores, la mayoria de las investigaciones de
NP de TiO2 y ZnO realizadas actualmente se han enfocado en los dafos producidos
sobre diferentes organelos celulares, alteraciones celulares e integridad del tejido del
sistema respiratorio, llevando a la produccion de citocinas pro-inflamatorias (IL-1a, IL-

1B, IL-6, IL-8, entre otras); sin embargo, poco es sabido del efecto de estas NP sobre
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el surfactante pulmonar; la presencia de estas citocinas puede llevar a la disminucién
de las proteinas del surfactante, y esto a su vez producir una disfuncién tisular, que
podria contribuir a dafios epiteliales en el pulmén participando en enfermedades

cronicas como asma, enfermedad pulmonar obstructiva crénica y enfisema entre otras.

1.8 Justificacion

El aumento en el uso y la manufactura de las nanoparticulas (NP) ha llevado a una
mayor exposicion al humano. Distintas investigaciones han demostrado que los
nanomateriales (NM) como el TiO2 y ZnO son capaces de causar una respuesta
inflamatoria, la induccion de estrés oxidante y como consecuencia de esto, apoptosis
en modelos in vivo e in vitro. Una de las principales vias de exposicidbn a estos
materiales es la inhalatoria. El liquido surfactante es la primera barrera con la cual
entran en contacto agentes externos que ingresan al sistema respiratorio. Entre los
componentes de este liquido se encuentran las proteinas del surfactante (SP-A, SP-
B, SP-D), las cuales participan en procesos inmunoldgicos y biofisicos para el
mantenimiento del epitelio pulmonar. Por otro lado, se ha reportado que las citocinas
pro-inflamatorias pueden regular los niveles de las proteinas del surfactante. Por lo
anterior, el presente estudio pretende evaluar la respuesta inflamatoria y su
participacion en la expresion de las proteinas del surfactante tras la exposicion a NP
de TiO2 u ZnO en la linea celular A549.

1.9 Hipétesis
El aumento en citocinas pro-inflamatorias modificara la expresion de las proteinas del
surfactante tras la exposicion a NP de TiO2 u ZnO en una linea celular de epitelio

alveolar humano.
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1.10 Objetivos

1.10.1 Objetivo general
Evaluar la participacion de citocinas pro-inflamatorias en la expresion de las proteinas
del surfactante tras la exposicion a NP de TiO2 u ZnO en una linea celular de epitelio

alveolar humano (A549).

1.10.2 Objetivos particulares
e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las NP de TiOz y ZnO.
e Determinar la produccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS).
e Evaluar las citocinas pro-inflamatorias producidas por las NP de TiO2 'y ZnO en
la linea celular A549.
e Cuantificar los niveles de proteina de las SP (SP-A, SP-B, SP-C, SP-D).
¢ Inhibir los niveles de la interleucina 6 producida por las NP de TiO2 y ZnO para

evaluar su participacion en la expresion de las SP.
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2. Métodos

2.1 Disefio experimental

CARACTERISTICA [ TECNICA ]

Tamafo y
composicion

TEM-EDS

DLS

Dispersion (Diametro hidrodinamico,
PDI, Potencial Zeta)

Figura 7. Disefio experimental de la caracterizacion de las NP. Se muestra un
esquema general de los ensayos realizados para la determinacién de las
caracteristicas fisicoquimicas de las NP de TiOz y ZnO.

Linea Celular Tiempo: 12,24,48 h

A549 TiO,:
25,50,100,150, 200
Exposicion a pg/mL
TiO,, ZnO Zn0: 2.5, 5, 10,
15, 20 pg/mL
Viabilidad
celular
MTS, LDH
Especies Inhibicién d
Reactivas de Respuesta : nnhibicion de .
Oxigeno inflamatoria iEiEE g citocinas Niveles de SP
“ (ROS) - - - -

Cuantificacion
de citocinas Western blot
(LUMINEX)

Anti IL-6

Citometria de
flujo

Western blot

Dexametasona

Figura 8. Disefio experimental de la exposicion. Se muestran los experimentos
realizados de la exposicion a la linea celular A549 a las NP de TiOz y ZnO.
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2.2 Preparacion de las suspensiones de NP
Se prepar6 una suspension stock (2 mg/mL y 300 ug/mL, respectivamente) de NP de
TiO2 y ZnO en agua doblemente desionizada (H20-dd). Se suspendieron las NP en
agua y se sonicaron durante 2.5 min para el TiOz y 2 min para el ZnO en hielo. Esta
suspension fue diluida en medio de cultivo Ham's-F12 con 10% de suero fetal bovino
(SFB) para determinar el diametro hidrodinamico y el potencial zeta de las NP de TiO2

y ZnO en el medio.

2.3 Microscopia electrénica de transmisién y espectroscopia de

dispersion de energia de rayos X (TEM-EDS)
2.3.1 Principio. En esta técnica, un espécimen fino es irradiado con un haz de
electrones de densidad de corriente uniforme. Los electrones son emitidos desde la
pistola de electrones por emision termoionica de los catodos de la horquilla de
tungsteno. Un sistema de dos fases de lentes de condensacion permite la variacion de
la apertura de iluminacién y del area de la muestra iluminada. La distribucion de la
intensidad de electrones detras de la muestra es reflejado con un sistema de lentes de
tres o cuatro fases sobre una pantalla fluorescente (Reimer, 1984).
2.3.2 Procedimiento. Una vez preparadas las suspensiones de NP de TiO2 (200
ug/mL) y ZnO (300ug/mL), 10ul de esta suspension fueron homogeneizados con 10
uL de agua milliQ; de este homogeneizado se tomaron 10 uL y se colocaron sobre una
laminilla de carbono; la laminilla se dejo a temperatura ambiente hasta secarse la gota
de la suspensién de NP. La laminilla seca se llev6 a analizar al microscopio de la marca
JEOL, modelo JEM-ARM200F en las instalaciones del Laboratorio Avanzado de
Nanoscopia Electrénica en el Cinvestav-IPN. Las imagenes se obtuvieron para
analizar el tamafio primario de la particula y su dispersion. El analisis elemental de las

NP se realiz6 por espectroscopia de dispersion de energia de rayos X.

2.4 Diametro hidrodindmico y potencial zeta
2.4.1 Principio. EI método de dispersion dinamica de la luz (DLS) analiza la
distribucion de velocidad de movimiento de la particula por mediciébn de las

fluctuaciones de la dinamica de la dispersion de la luz causada por el movimiento
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Browniano de la particula. Esta técnica produce un radio hidrodindmico, o diametro,
gue puede ser calculado por la ecuacién de Stokes-Einstein de las medidas
mencionadas. La técnica utilizada para determinar el potencial zeta de las particulas
es conocida como velocimetria por laser tipo Doppler (LDV). Esta técnica utiliza un
laser, el cual atraviesa la muestra, para medir la velocidad de las particulas en un
campo eléctrico aplicado de un valor conocido de referencia, que se conoce cOmo
movilidad electroforética (Murdock, et al., 2008).

2.4.2 Procedimiento. Las suspensiones de NP fueron preparadas de acuerdo a las
condiciones mencionadas antes: H20-dd y medio Ham’s-F12 10% de SFB, para las
NP de TiO2 u ZnO, respectivamente. Se coloc6 1 mL de cada suspension en una celda
de vidrio para determinar el diametro hidrodinamico, y esta misma alicuota fue llevada
a una celda desechable especial para determinar el potencial zeta en el equipo

Zetasizer NanoZS90 de Malvern Instruments Ltd, UK.

2.5 Exposicion a las NP de TiOz2y ZnO
Para alcanzar las concentraciones de NP deseadas en la suspension (25, 50, 100,
150 y 200 pug/mL para TiOz2; 2.5, 5.0, 10 y 15 pg/mL para ZnO), la cantidad necesaria
de las suspensiones stock (2 mg/mL para TiO2y 300 ug/mL para ZnO) fue adicionada
en medio Ham’s-F12 al 0.5% SFB. Estas soluciones fueron preparadas en tubos
conicos de vidrio y se sonicaron durante 5 seg. A las células sembradas en las placas
se les retiro el medio, los pozos fueron lavados con PBS y se les adiciond la suspension
de NP en cada pozo. Los tratamientos se realizaron durante 12, 24 y 48 h a una

densidad de 50,000 células/cm?.

2.6 Ensayo de viabilidad por la cuantificacion del metabolismo de MTS
2.6.1 Principio. Este ensayo mide el metabolismo celular por la determinacion de la
actividad mitocondrial de las células viables para convertir a la sal soluble de tetrazolio
MTS (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio) a
un producto coloreado de formazan (azul/violeta). La reduccién del MTS a formazan
refleja el estado redox de la célula (Stec & Hull, 2010). Esta conversion es llevada a

cabo por enzimas deshidrogenasas dependientes de NADPH. El colorante producido
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puede ser cuantificado por medicion de su absorbancia a 490 nm (Cory, Owen,
Barltrop, & Cory, 1991). Este ensayo es un método conveniente para la evaluacion de
la viabilidad celular. La cantidad de formazan producido es directamente proporcional
al numero de células vivas en el cultivo (Bartlett & Entzeroth, 2006).

2.6.2 Procedimiento. Al cumplir el tiempo exposicién el medio fue retirado y se
adicionaron 135 uL de medio fresco y 15 uL del reactivo de MTS, las células fueron
incubadas nuevamente por 2.5 h a 37° C y protegidas de la luz. Posteriormente, los
150uL obtenidos de cada pozo fueron llevados a otra placa, para ser centrifugados por
45 min. a 3700 rpm, y finalmente ser leidos. Las lecturas espectrofotométricas se
realizaron a 490 nm y 690 nm en el espectrofotometro TECAN Infinite® 200 (Tecan,

Suiza).

2.7 Ensayo de viabilidad celular por determinacién de yoduro de propidio

(P)
2.7.1 Principio. El yoduro de propidio (PI) es un compuesto fluorogénico que se une
de manera estequiométrica a los acidos nucleicos, donde esta emision es proporcional
al ADN contenido en la célula, a consecuencia también de un aumento en la
permeabilidad de la membrana. Cuando las células apoptéticas son tefiidas con Ply
analizadas con citometro de flujo, muestran un amplio pico hipodiploide, el cual puede
ser discriminado del pico estrecho producido por las células con contenido normal de
ADN (diploides) (Riccardi & Nicoletti, 2006).
2.7.2 Procedimiento. Posterior al tiempo de tratamiento de las células, estas fueron
levantadas por medio de tripsina; posteriormente fueron lavadas con PBS dos veces y
centrifugadas por 5 min a 2000 rpm. Una vez centrifugadas, se retird el sobrenadante
y se resuspendieron las células en 200 uL de PBS. Finalmente 0.2 uL de PI se
adicionaron a la solucién y se llevo a la suspension total de células a lectura en el

citbmetro de flujo BD LSRFortessa (BD Biosciences, Estados Unidos).
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2.8 Determinacién de la generacion intracelular de ROS.

2.8.1 Principio. La citometria de flujo mide caracteristicas Opticas y fluorescentes de
las células. Colorantes fluorescentes pueden unirse o intercalarse con diferentes
componentes celulares como el ADN o el ARN. Cuando las células marcadas por un
colorante son pasadas por una fuente de luz, las moléculas fluorescentes son
excitadas a un estado de alta energia; una vez que estos regresan a su estado de
reposo, los fluorocromos emiten energia luminosa a longitudes de onda mayores.
Estas sefiales de luz son concentradas y detectadas por filtros y tubos
fotomultiplicadores que finalmente se digitalizan para su analisis en computadora
(Brown & Wittwer, 2000). La 2°,7 -diclorodihidrofluoresceina diacetato (DCFH-DA) es
un colorante no polar, que es convertido a su derivado polar DCFH por las esterasas
celulares que es no fluorescente, pero que al ser oxidado por las ROS y otros peréxidos
es transformada a DCF un compuesto fluorescente (Rastogi, Singh, Hader, & Sinha,
2010). El uso de MitoSox Red permite analizar la produccion mitocondrial del anion
superoxido (O2’); el MitoSox Red es ingresado de manera pasiva a la célula, y al llegar
a la mitocondria este compuesto es oxidado por el anion Oz resultando en la emisién
de fluorescencia roja (Puleston, 2015).

2.8.2 Procedimiento. Pasado el tiempo de tratamiento de las células, estas fueron
levantadas por medio de tripsina; posteriormente se lavaron con PBS dos veces y se
centrifugaron por 5 min a 2000 rpm. Una vez centrifugadas, se retird el sobrenadante
y se resuspendieron las células en 200 uL de PBS. Después una solucion de 50 uL de
MitoSox Red y DCFH-DA se adicion6 a las células y se dejaron en reposo por 30
minutos. Finalmente se llevo a la suspension total de células a lectura en el citbmetro
de flujo BD LSRFortessa.

2.9 Cuantificacion de citocinas
2.9.1 Principio. Este tipo de ensayo se lleva a cabo sobre una plataforma de micro-
esferas que pueden ser aplicados tanto a proteinas como a &cidos nucleicos. Estas
micro-esferas tienen un anticuerpo (Ab) de captura inmovilizado covalentemente en
una pequefia area de superficie, requiriendo menos anticuerpo de captura y menos

volumen de muestra, comparado con el ensayo ELISA, ademas de que las uniones no
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especificas se ven reducidas significativamente. Posterior a la uniéon de la muestra con
el anticuerpo, estas plataformas deben ser incubadas con un segundo anticuerpo de
deteccidon unido a biotina, para después ser llevados a reaccionar con un conjugado
de estreptavidina-ficoeritrina. Una vez finalizado este proceso, las plataformas son
excitadas a una longitud de onda especifica, emitiendo una fluorescencia que es
directamente proporcional a la cantidad de antigeno capturado (Houser, 2012).

2.9.2 Procedimiento. La determinacion de citocinas se llevo a cabo de acuerdo con
las instrucciones mencionadas por el fabricante. Después de la exposicion a las NP,
se colectaron los sobrenadantes del medio de cultivo, se centrifugaron a 14,000 rpm
durante 15 miny se incubaron con las perlas conjugadas con los anticuerpos de interés
anti: IL-1p, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a durante toda la noche a 4° C. Posteriormente,
se lavaron las muestras para retirar el exceso de proteinas no unidas y se incubaron
con los anticuerpos acoplados a biotina por 1 h. Pasado este tiempo, se realizé
nuevamente un lavado para eliminar el exceso y se agregd el complejo reportero de
estreptavidina-ficoeritrina para posteriormente ser incubado por 30 min. Las muestras
se analizaron en el equipo MAGPIX (Luminex Corporation, Estados Unidos) y los datos
obtenidos se procesaron con el software Xponent (Luminex Corporation, Estados
Unidos).

2.10 Cuantificacion de los niveles de SP por Western blot

2.10.1 Principio. Esta técnica es utilizada en la investigacion para separar e identificar
proteinas. En esta, una mezcla de proteinas es separada con base a su peso
molecular, y asi por su tipo, a través de un gel de electroforesis. Estos resultados son
después transferidos a una membrana produciendo una banda para cada proteina.
Posteriormente, la membrana se incuba con anticuerpos marcados especificos para la
proteina de interés. Estos anticuerpos pueden ser detectados por revelado de la
membrana por el uso de un croméforo. El espesor de la banda obtenida corresponde
a la cantidad de proteina presente; asi haciendo un estandar se puede indicar la
cantidad de proteina presente (Mahmood y Yang, 2012).

2.10.2 Procedimiento. Extraccion de proteina total. El cultivo celular fue

homogeneizado mediante politrén con buffer de lisis Nonidet-P40 (150 mM NacCl, 1%
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Triton X-100, 50mM Tris-HCI, pH 8.0) e inhibidores de proteasas COMPLETE, las
muestras se sonicaron por 5 minutos y se centrifugaron a 14,000 rpm durante 10 min,
y se realizaron alicuotas del sobrenadante.

Técnica de Western blot. Las muestras de proteina obtenidas del lisado fueron
ajustadas con solucion de homogeneizacién hasta un volumen final de 50 uL, se
afiadieron 5 uL de buffer de carga, y se dejaron reposar las alicuotas a temperatura
ambiente. Las muestras se cargaron en geles de 12% de poliacrilamida. Los geles se
corrieron a temperatura ambiente y voltaje constante (70V) durante 5 horas hasta 1
cm antes de finalizar el gel. Pasado este tiempo, las proteinas del gel de electroforesis
fueron transferidas a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) previamente
activada en metanol. Se us6 un marcador de peso molecular BenchMarkTM Pre-
Stained Protein Ladder y la tincién de rojo Ponseau S. La membrana se lavo con TBS
1X y se bloqued con leche descremada al 5% por 1h. Posteriormente se adicioné el
Ab primario y se dejo toda la noche a 4° C. Pasado este tiempo la membrana fue lavada
3 veces en TBS 1X-Tween 0.1% por 5 minutos, para incubase después con el Ab
secundario conjugado durante 1 h a temperatura ambiente y agitaciébn constante,
nuevamente, la membranas fue lavada 3 veces en TBS 1X-Tween 0.1% y se reveld
mediante un sistema de deteccién ECL (Enhanced chemiluminescence) acoplada a
peroxidasa de rabano. La identificacion de las proteinas de interés se hizo en relacion
al marcador de peso molecular de proteinas. Se utiliz6 como control de carga de la
cantidad de proteina la inmunodeteccién de actina (P.M. 42 kDa) y otro de GADPH
(P.M 39kDa). Las placas fotogréficas obtenidas se analizaron por medio del software

ImageJ 1.37v para obtener la densitometria de las bandas.

2.11 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford
2.11.1 Principio. Este ensayo se basa en la union del colorante azul de Comassie
G250 a las proteinas. Este colorante puede existir en cuatro formas iénicas, siendo la
mas anibdnica (azul) la que se une a las proteinas, con una absorbancia maxima a 590
nm. De esta forma, la cantidad de proteina puede ser estimada por la determinacion

de la cantidad de colorante a 595 nm. Este colorante parece unirse fuertemente a los
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residuos de arginina y lisina, y con menor fuerza a residuos aromaticos y de histidina
(Hammond y Kruger, 2009).

2.11.2 Procedimiento. Se prepard una curva de calibracion mediante la dilucion de
una solucion de albumina bovina sérica de 1mg/mL con H20-dd. Se colocaron cada
uno de los volumenes de H20-dd y albumina de las diluciones de la curva de
calibracion por triplicado en una placa de 48 pozos, teniendo un volumen de dilucion
de 1 mL, este volumen sera igual para las muestras problema. Posteriormente se
adicionaron 900 pL de reactivo de Bradford; se dejaron incubar por 15 min en
oscuridad y se leyeron a 595 nm en el instrumento TECAN Infinite® 200 (Tecan,

Suiza).

2.12 Inhibicion de las citocinas pro-inflamatorias

2.12.1 Principio. El bloqueo de la actividad de las citocinas pro-inflamatorias reduce
la inflamacion y puede suprimir vias especificas. Los anticuerpos monoclonales
especificos son los mejores agentes para bloquear la actividad de algunas citocinas
(Dinarello, 2013). Ya sea en el contexto de cultivo celular, modelos en animales o
humanos, los anticuerpos pueden neutralizar o activar la sefializacién celular normal
simplemente por su unién al antigeno correspondiente. Para probar que una citocina
estd mediando una respuesta in vitro, concentraciones elevadas de un anticuerpo
pueden ser afiadidas para unirse a su antigeno (citocina) y neutralizar su funcion
(Lipman et al., 2005).

2.12.2 Procedimiento. Al momento de exponer a las diferentes concentraciones de
las NP, se adicionaron 5 uL de anticuerpos especificos contra la interleucina 6 (IL-6),
con el propésito de inhibir su funcion. Pasado el tiempo de exposicion a las NP, de la
misma forma que a los tratamientos anteriormente mencionados, se determinaron las
concentraciones de las SP. De esta misma forma, se adicioné una concentracion 10

nmolar de Dexametasona en tratamientos alternos con las NP en los cultivos celulares.

2.13 Analisis estadistico
Todos los experimentos se realizaron por triplicado en tres experimentos

independientes y los resultados expresados como la media + desviacion estandar. El
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analisis estadistico se llevé a cabo en el programa Prism 6.0 (GraphPad Software,
Inc.). Las diferencias entre grupos se analizaron por ANOVA de una via para los datos
distribuidos de manera normal con prueba post-hoc Bonferroni. En el caso del analisis

de Western blot, este fue realizado mediante t de student.
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3. Resultados

Para continuar con la estructura presentada en la metodologia, los resultados se
dividieron en dos secciones: la caracterizacion de las NP de TiOz y ZnO, y
posteriormente, los experimentos in vitro realizados sobre las células de epitelio

alveolar humano A549.

3.1 Caracterizacion de las NP de TiOz2y ZnO
3.1.1Caracterizaciéon por microscopia electrénica de transmisién
Las imagenes obtenidas por TEM de las NP de TiO2 presentaban una variacion en su
morfologia, donde se observaron NP tetraédricas y octaédricas (Figura 9 A y B), asi
como una gran aglomeracion de este material (Figura 9 C). La determinacién de la
distribucion de tamafio primario mostré un diametro promedio de 22 nm, con un rango
de diametro desde los 12 hasta los 49 nm aproximadamente (Figura 9 D). El analisis
elemental de estas NP permiti6 comprobar la composicion principal de Tiy O de esta

muestra (Figura 9 E).
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Figura 9. Estructura de las NP de TiO2 mediante TEM-EDS. Micrografias de las NP
de TiOz, se observa la aglomeracion de las NP y su morfologia (A, B, C), el histograma
de distribuciéon de tamano (D) y el analisis elemental (E). Las imagenes fueron tomadas
en el microscopio JEOL ARM200F del LANE Cinvestav.
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En el caso de las NP de ZnO estas presentaron una morfologia hexagonal (Figura 10
A) asi como la presencia de aglomerados (Figura 10 B y C); con un diametro primario
de entre 2 a 32 nm con un promedio de 16 nm (Figura 10 D). El analisis de EDX mostro
gue ademas de los elementos constituyentes de estas NP no existen otros elementos

contaminantes (Figura 10 E).
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Figura 10. Estructura de las NP de ZnO mediante TEM-EDS. Micrografias de las
NP de ZnO, se muestra la morfologia de las NP (A), su aglomeracion (B y C), el
histograma de distribucion de tamarfio (D) y el analisis elemental (E). Las imagenes
fueron tomadas en el microscopio JEOL ARM200F del LANE Cinvestav.

3.1.2 Caracterizacion de diametro hidrodindmico y potencial zeta
Con la finalidad de conocer las caracteristicas fisicoquimicas de ambas NP en los

diferentes medios acuosos utilizados se determiné el diametro hidrodinamico y el
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potencial zeta de estas en H20-dd y en medio Ham’s-F12. Como primer paso para
realizar esta caracterizacion se llevd a cabo un protocolo de dispersion de las dos NP
para determinar las condiciones Optimas para disminuir la aglomeracion de las NP en
H20-dd, la Tabla 6 muestra la distribucion del tamafio y el indice de poli-dispersion
(PDI) de las NP después de 1, 1.5, 2 y 2.5 min de sonicado. Cabe destacar que el
potencial zeta de las muestras analizadas se mantuvo constante en todas las

temporalidades siendo de 0.163 mV para el TiO2 y de 30.566 mV para el ZnO.

Posterior a este analisis se escogieron los tiempos de sonicado para cada NP basados
en la estabilidad de los valores obtenidos del diametro hidrodinamico y el PDI,
determinando 2.5 min para el TiO2 y 2 minutos para el ZnO. Una vez obtenido este
parametro se continud con la determinacion de estas caracteristicas en medio Ham’s-
F12. En el medio de cultivo estos parametros fueron obtenidos a 0, 24 y 48 h para
determinar la cinética de estas NP durante su exposicion a las células A549. La tabla

5 muestra los resultados obtenidos tras el analisis de estas NP.

Los valores obtenidos de los tres parametros para las NP de TiO2 muestran la
estabilidad de estas en el medio a los tiempos medidos. Para las NP de ZnO el valor
del didametro hidrodinamico se ve disminuido conforme pasa el tiempo, mientras que el

indice de polidispersion y el potencial zeta no se ven modificados.

32



Tabla 6. Determinacién del tiempo de sonicado de cada tipo de NP.

Tiempo de sonicado (min)
NP Parametro

1.0 15 2.0 25
Diametro
_ _ _ 19.86 17.83 18.38 17.06
TiO2 | hidrodindmico
PDI 0.328 0.334 0.337 0.319
Diametro
300.27 281.57 278.33 279.7
ZnO | hidrodinamico
PDI 0.263 0.249 0.253 0.23

*Nota: Una vez dispersas las NP en H20-dd, estas fueron llevadas a determinacion
del didmetro hidrodinamico y su indice de poli-dispersion por DLS y potencial zeta
mediante electroforesis capilar Doppler.

Tabla 7. Caracteristicas fisicoquimicas de las NP en medio de cultivo.

Medio de cultivo
NP Parametro

0 24 48
Diametro
335.97 369.2 369.83
hidrodinAmico
TiO2
PDI 0.201 0.19 0.209
Potencial zeta -12.07 -12.17 -11.43
Diametro
) ) _ 368.57 207.5 145.3
hidrodinamico
Zn0O
PDI 0.617 0.77 0.614
Potencial zeta -12.2 -11.33 -13.07

*Nota: Tras la dispersion de las NP en H20-dd una alicuota suspendida en medio
Ham’s-F12, esta suspension fue llevada a determinacion del diametro hidrodinamico
y su indice de polidispersién por DLS y potencial zeta mediante electroforesis capilar
tipo Doppler.
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3.2 Exposicion in vitro a las células A549 con las NP de TiOz2y ZnO.
3.2.1 Determinacion de la viabilidad celular.
La prueba inicial realizada para la determinacion de la toxicidad de las NP de TiOz2 y
ZnO fue realizada mediante los ensayos de viabilidad celular. Para este propdsito se
seleccionaron el ensayo de MTS que permite determinar la integridad de la mitocondria
y por tanto el metabolismo celular, asi como el ensayo de yoduro de propidio que
permite conocer la integridad del nicleo de la célula, la membrana celular y su posible
muerte mediante necrosis o apoptosis. En ambos casos las determinaciones se
realizaron a concentraciones crecientes de los NM (25, 50, 100, 150 y 200 ug/mL para

TiO2y 2.5,5.0, 10y 15 pg/mL para ZnO, respectivamente).

3.2.1.1 Ensayo de viabilidad por la cuantificacion de MTS

Los resultados obtenidos del ensayo de MTS mostraron que las NP de TiO2 causan
una disminucion significativa del metabolismo a partir de las 24 h a una concentracion
de 150 pg/mL, esta se mantuvo hasta las 48 h con una disminucion del 20% por la
exposicion a este NM a 200ug/mL; cabe destacar que a pesar de que esta disminucion
fue significativa a partir de las 24 h, solo la disminucién que se presento a las 48 h fue
relevante para efectos biologicos (Figura 11). Los valores obtenidos de la exposiciéon
a las NP de ZnO en este mismo ensayo no mostraron un cambio en el metabolismo

en ninguna de las concentraciones ni tiempos analizados (Figura 12).
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Figura 11. Determinacién de viabilidad celular por el ensayo MTS posterior a la
exposicion a NP de TiOz. Se observan los resultados obtenidos posterior a 12 (A), 24
(B) y 48 (C) h de exposicion. Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado, cada barra representa la media £ DE (*p <
0.05, **p< 0.001), ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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Figura 12. Determinacién de la viabilidad celular por el ensayo MTS posterior a
la exposicién a NP de ZnO. Se observan los resultados obtenidos posterior a 12 (A),
24 (B) y 48 (C) h de exposicion. Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado, cada barra representa la media £ DE (*p <
0.05, **p< 0.001), ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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3.2.1.2 Ensayo de viabilidad celular por determinacion de yoduro de propidio (PI)

El ensayo de Pl mostré que las concentraciones crecientes de TiO2 presentan una
disminucién significativa de la viabilidad a partir de las 12 horas de exposicion a las
concentraciones de 150 y 200 ug/mL con valores del 5 al 10% de células no viables;
este efecto se mantuvo a las 24 y 48 h, donde los valores de células muertas oscilaron
entre el 5 al 22% (Figura 13). De la misma forma que en el ensayo de MTS, a pesar
de que estos resultados fueron estadisticamente significativos no fueron considerados
de relevancia biolégica por no presentar un dafio superior al 20% del total de las
células, exceptuando solo la concentracion de 200ug/mL, que en concordancia con el
ensayo MTS muestra una disminucion de la viabilidad cercana al 20%. Con respecto
a este ensayo tras la exposicion a las NP de ZnO, en ninguno de los tiempos

analizados se observd un cambio significativo con respecto al control (Figura 14).
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Figura 14. Determinacion de la viabilidad celular por el ensayo de Pl posterior a
la exposicion a NP de ZnO. Se observan los resultados obtenidos después de 12 (A),
24 (B) y 48 (C) h de exposicion. Estos resultados fueron obtenidos de 3 experimentos
independientes realizados por triplicado, cada barra representa la media £ DE (*p <
0.05, **p< 0.001), ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.

39



3.2.2 Determinacién de la generacion intracelular de ROS.

De la misma manera que los ensayos de viabilidad se determind la produccion de
especies reactivas de oxigeno (O2 y H202) a las diferentes concentraciones de ambas
NP mediante citometria de flujo a 3, 12 y 24 horas. Mediante el uso de los colorantes
especificos para detectar la concentracion del anidon superéxido (Mitosox Red), asi

como para la concentracion del H202 (DCFH-DA).

3.2.2.1 Determinacion del anién superéxido (O2).

Los ensayos de la produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) después de la
exposicion a las NP de TiO2 permitieron cuantificar la generacion del anién superoxido
después de la exposicién a este NM por 3, 12 y 24 horas; cabe destacar que para el
primer tiempo analizado casi todas las concentraciones (50 — 200 pug/mL) presentaron
un aumento significativo de esta especie, manteniéndose asi a las 12 y a las 24 h
(figura 15). En el caso de la determinacion de este mismo idn posterior a la exposicion
a concentraciones crecientes de ZnO, solo se observo un aumento estadisticamente
significativo en la primera temporalidad para las concentraciones de 10, 15y 20 pug/mL,;
en los tiempos de 12 y 24 horas no se observé aumento alguno de este ion en ninguna

de las concentraciones analizadas (figura 16).
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Figura 15. Determinacion de Oz
por el ensayo MitoSox Red
después de la exposicion a NP de
TiO2. La cuantificacion del anion
superoxido fue realizada tras la
exposicion a 3 (A), 12 (B) y 24 (C) h.
Los resultados se obtuvieron de 3
experimentos independientes por
triplicado, cada barra representa la
mediana + DE (*p<0.05, **p<0.001),
ANOVA de una via, post hoc
Bonferroni.
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3.2.2.2 Determinacion de peroxido de hidrégeno (Hz20z2).

En lo referente al H202, las NP de TiO2 produjeron un aumento en la generacién de
este a partir de las 3 horas s6lo a la concentracion de 200ug/mL, a las 12 horas en las
concentraciones de 150 y 200 ug/mL y en el caso de la exposicion a 24 horas, este
aumento se observo a partir de los 50 ug/mL (Figura 17). La exposicion a las NP de
ZnO no mostro diferencias en la produccion de H202 con respecto al control en ninguna

de las temporalidades ni las concentraciones utilizadas en este ensayo (Figura 18).
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Figura 17. Determinacion de la
produccion de H202 después de la
exposicion a NP de TiO2. La
determinacion de la concentraciéon de
peroxido de hidrégeno se realizé tras
la exposicion a 3 (A), 12 (B) y 24 (C)
h. Los resultados se obtuvieron de 3
experimentos independientes por
triplicado, cada barra representa la
mediana = DE (*p<0.05, **p<0.001),
ANOVA de una via, post hoc
Bonferroni.



Figura 18. Determinacion de la
produccion de H202 posterior a la
exposicion a NP de 2zZnO. La
determinacion de la concentracion de
peroxido de hidrégeno se realiz6 tras
la exposicion a 3 (A), 12 (B) y 24 (C) h
de las. Los resultados fueron
obtenidos de 3 experimentos
independientes por triplicado, cada
barra representa la mediana * DE
(*p<0.05, **p<0.001), ANOVA de una
via, post hoc Bonferroni.
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3.2.3 Cuantificacién de citocinas.
En la determinacion de las citocinas y las proteinas del surfactante, para ambas NP se
escogieron 3 de las concentraciones utilizadas en los ensayos anteriores con base en
los resultados obtenidos en estos; dado el hecho de que se deseaba trabajar con
concentraciones que no representaran un efecto citotoxico en las células, se
escogieron tres de las concentraciones donde no se observo ningun efecto significativo
en la viabilidad. Para el TiOz2 las concentraciones utilizadas fueron 25, 50 y 100 pg/mL,
mientras que para el ZnO se eligié trabajar con 5, 10 y 15 pg/mL. El medio
sobrenadante obtenido de la exposicion a las NP fue recolectado para cuantificar la
concentracion de las citocinas mediante el kit Milliplex. Se eligieron 6 citocinas para
ser analizadas: IL-1f, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a. La cuantificacion de estas

citocinas se realiz6 a las 12, 24 y 48 horas de exposicion.

La cuantificacién de las diferentes citocinas analizadas mostré el aumento de algunas
de estas en diferentes temporalidades y concentraciones. La cuantificacion de IL-1f3
no pudo ser realizada en algunas de las exposiciones puesto que sus niveles se
encontraban por debajo de los limites de deteccion; los resultados obtenidos no

mostraron diferencia significativa con respecto al control (Figuras 19 y 20).

En el caso de la IL-4 (Figuras 21y 22) y la IL-8 (Figuras 25 y 26), a las concentraciones
y tiempos analizados para ambas NP, no se observaron diferencias con respecto a sus

controles.

La concentracion de IL-6 a 24 y 48 h tras la exposicion a TiO2 mostré6 un aumento
significativo en la concentracion de 100 ug/mL (Figura 23). El tratamiento con ZnO
mostro solo un aumento de esta interleucina a 24 h en la concentracion de 15 pg/mL
(Figura 24).

La determinacién de la concentracién de IL-10 tras el tratamiento de NP de TiOz,

mostré un aumento significativo a 24 h en las concentraciones de 50 y 100 ug/mL
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(Figura 27); mientras que para las muestras expuestas a ZnO, s6lo se observé un

aumento de esta en la concentracion de 10 ug/mL a 48 h (Figura 28).

El andlisis de TNF-a a 12 h reflejé una disminucidon significativa en las muestras
expuestas a TiOz, a 25 y 100 ug/mL; posteriormente a 48 horas, se presentd un
aumento significativo de esta citocina en todos los tratamientos (Figura 29). La
exposicion a las NP de ZnO sd6lo mostré un aumento en las muestras expuestas a 15
ug/mL por 48 h (Figura 30).
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Figura 19. Cuantificacion de la IL-1p después de la exposicién a NP de TiO2. La
concentracion de la IL-1p se obtuvo después de la exposicion a 12 (A) y 48 (B) h. Se
muestran la media = DE (*p<0.05, **p<0.001), ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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Figura 20. Cuantificacion de la IL-1p despés de la exposicion a NP de ZnO. La
concentracion de la IL-1 se obtuvo después de la exposicion a 24 (A) y 48 (B) h. Se
muestran la media £ DE (*p<0.05, **p<0.001), ANOVA de una via, post hoc Bonferroni.
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Figura 21. Cuantificacion de la IL-4 posterior a la exposiciéon a NP de TiO2. La
concentracion de la IL-4 se obtuvo después de la exposicién a 12 (A), 24 (B) y 48 (C)
h. Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes por duplicado,
cada barra representa la media = DE (*p<0.05, **p<0.001), ANOVA de una via, post
hoc Bonferroni.

48



B)

]
]

IL-4
(Aumento respecto al control)
1
IL-4
(Aumento respecto al control)

0=
> Q o Q
o o N o & o W &’
& N N &
® Concentracion (ug/mL) o Concentracion (ug/mL)

e}
'y

IL-4
(Aumento respecto al control)
1

0-

»
'éo ().Q \Q.Q ’\gyb

&
® Concentracion (ug/mL)

Figura 22. Cuantificacion de la IL-4 posterior a la exposiciéon a NP de ZnO. La
concentracion de la IL-4 se obtuvo después de la exposicion a 12 (A), 24 (B) y 48 (C)
h. Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes por duplicado,
cada barra representa la media + DE (*p<0.05, **p<0.001), ANOVA de una via, post
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Figura 25. Cuantificacion de la IL-8 posterior a la exposicién a NP de TiO2. La
concentracion de la IL-8 se obtuvo tras la exposicion a 12 (A), 24 (B) y 48 (C) h. Los
resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes por duplicado, cada
barra representa la media + DE (*p<0.05, **p<0.001), ANOVA de una via, post hoc
Bonferroni.
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Figura 26. Cuantificacion de la IL-8 posterior a la exposicion a NP de ZnO. La
concentracion de la IL-8 se obtuvo tras la exposicién a 12 (A), 24 (B) y 48 (C) h. Los
resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes por duplicado, cada
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Figura 29. Cuantificacion de la TNF-a posterior a la exposicion a NP de TiO2. La
concentracion de la TNF-a se obtuvo tras la exposicion a 12 (A), 24 (B) y 48 (C) h. Los
resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes por duplicado, cada
barra representa la media + DE (*p<0.05, **p<0.001), ANOVA de una via, post hoc
Bonferroni.
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Figura 30. Cuantificacién de la TNF-a posterior a la exposicion a NP de ZnO. La
concentracion de la TNF-a se obtuvo tras la exposicion a 12 (A), 24 (B) y 48 (C) h. Los
resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes por duplicado, cada
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3.2.4 Determinacion de la concentracion de las proteinas del surfactante (SP)

La extraccion de proteina de las células A549 se realiz6 posterior a 12, 24 y 48 h de
exposicion a estos NM; posterior a esta extraccion se llevé a cabo la inmunodeteccién
para determinar la concentracion de las proteinas del surfactante. A continuacion, se

muestran los resultados obtenidos de los ensayos realizados para cada proteina.

Los niveles de la SP-A después de la exposicién a las NP de TiO2 presenté una
disminucion significativa a las 24 h en las tres concentraciones analizadas (Figura 31
B). En el caso de las NP de ZnO al igual que en el TiOz se observé una disminucion
significativa de esta proteina a las 24 h en las tres concentraciones utilizadas; este
efecto se mantuvo a las 48 h siendo significativa en la concentracion de 15ug/mL
(Figura 32 By C).

En el caso de la SP-B, la exposicion al TiO2 caus6 un aumento significativo de esta
proteina a las 48 h en la concentracion de 50 pug/mL (Figura 33 C). La exposicion a
las NP de ZnO mostré un aumento significativo de los niveles de SP-B a las 24 h auna
concentracion de 10 ug/mL (Figura 34 B).

La determinacion de los niveles de SP-C no pudo ser realizada debido a problemas
con el anticuerpo utilizado para su deteccion y el tamafio de esta proteina, a pesar de
varios intentos y ajustes dentro de la metodologia para la obtencion de esta proteina,

esta no pudo ser detectada por el método empleado.

El analisis realizado sobre los niveles de la SP-D tras la exposicion a las NP de TiO2
mostraron un efecto sobre esta proteina hasta las 48 h, donde en la concentracion de
100 pg/mL se detect6 una disminucién significativa de esta proteina (Figura 35 C). La
exposicion a las NP de ZnO exhibié una disminucion de esta proteina en todos los
tiempos analizados a la concentracion de 10 ug/mL; la concentracion de 15 ug/mL

presentd una disminucion significativa a las 12 y las 24 h de exposicion (Figura 36).
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Figura 31. Concentracion de SP-A posterior a la exposicion a NP de TiO2. La
determinacion de SP-A se realiz6 posterior a una exposicion de 12 (A), 24 (B) y 48 (C)
h. Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes realizados por
triplicado, cada barra representa la media + EE (*p<0.05, **p<0.001), t-test.
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Figura 33. Concentracion de SP-B tras la exposicion a NP de TiO2. La
determinacién de SP-B se realizd posterior a la exposicién a 12 (A), 24 (B) y 48 (C) h.
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Figura 35. Concentracion de SP-D después de la exposicion a NP de TiO2. La
determinacion de SP-D se realiz6 posterior a la exposicion a 12 (A), 24 (B) y 48 (C) h.
Los resultados fueron obtenidos de 3 experimentos independientes realizados por
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3.2.5 Inhibicién de la citocina pro-inflamatoria IL-6.

Después de determinar los niveles de las diferentes citocinas elegidas, se decidié
llevar a cabo el bloqueo de la IL-6 mediante el uso de un anticuerpo especifico contra
esta citocina para demostrar su posible participacion en la disrupcion de la SP-A, este
bloqueo se realiz6 en las concentraciones de 100 ug/mL para TiOz y de 15 ug/mL para
ZnO a 24 horas ambos casos. De esta misma forma, se utiliz6 dexametasona como
control positivo para observar la inhibicion total de la respuesta inmune en ambos
tratamientos.

Los resultados obtenidos tras la inhibicion de la funcion de la IL-6 mediante el uso de
un anticuerpo monoclonal especifico para esta citocina mostraron la recuperacion de
la SP-A hasta sus niveles basales en ambas exposiciones (combinado con las NP de
TiO2 o ZnO); de la misma forma, este efecto fue observado en el uso de la

dexametasona, inhibidor de la respuesta inflamatoria (Figuras 37 y 38).

3.2.5.1 Determinacion de SP-A posterior a la inhibicion de la IL-6.
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Figura 37. concentracion de SP-A posterior a la inhibicion de IL-6. La
determinacion de SP-A se realizo posterior a la exposicion de 100 ug/mL de NP de
TiO2, NP de TiO2 + anti-IL-6 o NP de TiO2 + dexametasona. Los resultados se
obtuvieron de 3 experimentos independientes por triplicado, cada barra representa la
media = EE (*p<0.05, **p<0.001), t-test.
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Figura 38. Concentracion de SP-A posterior a la inhibicion de IL-6. La
determinacion de SP-A se realiz6 posterior a la exposicion de 15 ng/mL de NP de ZnO,
NP de ZnO + anti-IL-6 o NP de ZnO + dexametasona. Los resultados fueron obtenidos
de 3 experimentos diferentes realizados por triplicado, se muestran la media + EE

(*p<0.05, **p<0.001), t-test.
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4. Discusion.

En los dltimos afos el uso de los productos derivados de la nanociencia y la
nanotecnologia ha ido en aumento en diferentes sectores de la industria. Hasta abril
de 2017 el ultimo reporte realizado por la Nanodatabase tenia registrados 3037
productos que contenian NM en su composicion de los cuales 12 contienen NP de
TiO2 y solo 1 contiene NP de ZnO (The Nanodatabase). Este incremento en el uso y
la produccién de NM ha llevado a una mayor interaccion del ser humano con estos
materiales, considerando un evento de importancia la exposicion por diferentes vias
como la inhalatoria, dérmica, oral u ocular (Pietroiusti et al., 2018). La via de entrada
de estos NM al organismo es dependiente de las actividades que se realicen; en el
caso del personal dedicado a la sintesis y el embalaje de estos materiales se considera
gue la inhalacién es principal via de exposicion (Shi et al., 2013). Diferentes NM son
utilizados en la industria, pudiendo destacar las NP de 6xidos metalicos como el TiO2
y el ZnO, cuya produccién destaca por ser de los NM mas sintetizados dadas sus
caracteristicas y multiples usos (Seabra & Duran, 2015). En orden de conocer el efecto
de estas NP sobre la viabilidad, la respuesta inflamatoria y los niveles de las proteinas
del surfactante, diferentes ensayos fueron realizados para determinar sus posibles
efectos toxicoldgicos en un modelo celular de epitelio alveolar humano y a continuaciéon

se presenta el analisis de los hallazgos obtenidos tras esta exposicion.

4.1 Caracterizacion de las NP de TiOz2y ZnO.
La caracterizacion de las diferentes propiedades fisicoquimicas de los NM dentro del
analisis toxicolégico es de gran importancia, puesto que, cOmo ya se ha mencionado
estas propiedades son las que permiten a estos materiales presentar diferentes
caracteristicas que en algunas areas pueden ser deseables, pero que, en el caso de
las interacciones con organismos biologicos, estas pueden generar diversos efectos

adversos (Powers et al., 2012).

Dentro de la toxicologia, multiples técnicas han sido empleadas para la determinacion
de las propiedades de las NP, sin embargo, la eleccién de las técnicas adecuadas para
determinar estas propiedades depende de diversos factores como el tipo de exposicion
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a realizar, el o los medios donde estas particulas pueden interactuar entre otras.
Basados en este conocimiento, se decidi6 emplear tres técnicas (la microscopia
electrénica de transmision, la dispersion dinamica de la luz y la velocimetria de laser
tipo Doppler), que permitieron determinar algunas de las caracteristicas de las NP de

TiO2 y ZnO que fueron empleadas en este estudio.

La técnica de microscopia electrénica de transmision (TEM) nos permiti6 conocer
algunas de las caracteristicas de estas NP previo a su interaccion con el medio
biologico. Las NP de TiO2 (como se muestra en la Figura 8) presentaron un tamafo
primario de 22 nm con una forma tetraédrica en la mayor parte de su composicion, asi
como una gran cantidad de aglomerados y una composicion elemental de Tiy O. En
el caso de las NP de ZnO, estas presentaron una morfologia hexaédrica, con un
tamafo primario promedio de 16 nm, un gran numero de aglomeraciones y los

elementos Zn y O como principales constituyentes de su composicion (Figura 9).

Distintas investigaciones han descrito como algunas caracteristicas como el tamafio,
la composicién o la forma de las NP pueden influir en la toxicidad de estos NM. Al
comparar el efecto producido por NP de ZnO con distintas formas (nano-barras o
nano-esferas de diferentes tamafos primarios), se observé una mayor toxicidad
producida por las hano-barras denotando la importancia de la forma y el tamafio de los
materiales en sus efectos biolégicos (Luo et al., 2015); la composicién de diferentes
particulas de oOxidos metalicos (FesOs, ZnO y Y203) ha demostrado, de manera
dependiente a su composicion, su capacidad de producir inflamacién en células del
endotelio vascular (Gojova et al., 2007). El conocimiento de la composicion elemental,
la forma de las NP, asi como su tamafio primario permite conocer un poco acerca del

posible comportamiento y la capacidad de estas NP para generar su toxicidad.

A pesar de que el tamafio primario sea considerado en algunos estudios, debido al
comportamiento de las NP en los diferentes medios y su capacidad de aglomerarse,
es considerado de gran importancia la determinacion de ciertas caracteristicas como

el diametro hidrodinamico y el potencial zeta que estas particulas presentan en el
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medio de exposicién para poder asociar su efecto citotdxico directamente a estas
propiedades, y destacando las propiedades de aglomeracion (Kato et al., 2009). Dada
la importancia de estos parametros, asi como de la estabilidad de la dispersiéon de las
NP tanto de TiO2 como de ZnO en agua y en el medio de exposiciéon (medio de cultivo
Ham’s F-12), se realiz6 un protocolo de dispersion de estas NP mediante sonicado, el
cual permitio la correcta dispersibn de ambos materiales en los medios empleados
(como se muestra en la Tabla 6), permitiendo de esta forma conocer las caracteristicas
de las particulas en el medio, asi como el mejor tiempo a emplear para su mayor
estabilidad y dispersion. Particularmente, las NP de TiO2 presentaron un diametro
hidrodindmico en agua muy parecido a su tamafo primario (~17 nm) y un potencial
zeta de 0.163 mV, estos valores no presentaron una gran diferencia a pesar del tempo
de sonicado utilizado. Liao y colaboradores (2009) determinaron el potencial zeta de
diferentes tipos de NP de TiO2 a diferentes pH y observaron que en el pH cercano a 7,
este NM presenta un potencial cercano al cero o negativo, coincidiendo con los valores
obtenidos en nuestro analisis. Las NP de ZnO presentaba aglomeraciones, las cuales
se pudieron determinar por el aumento del diAmetro hidrodinamico (alrededor de los
280 nm en todos los tiempos de sonicado, Tabla 6) de estas comparado con su tamafio
primario (16 nm en promedio), y un potencial zeta constante (30.566 mV). Valores
similares de didmetro primario y potencial zeta en agua ya habian sido mostrados para
las NP de ZnO (lvask et al., 2015), demostrando como estas NP pueden aglomerarse
en diferentes medios y una carga positiva en agua, la cual puede verse modificada al

entrar en contacto con los diferentes componentes del medio de cultivo.

Posterior a esta caracterizacion, las suspensiones de NP fueron disueltas en medio de
cultivo a una concentracion menor al 10% v/v de la suspension de NP; en donde
nuevamente el didmetro hidrodindmico y el potencial zeta fueron determinados a
diferentes temporalidades (Tabla 7), de acuerdo con los tiempos de exposicion de
estas NP al modelo celular empleado (0, 24 y 48 h). En medio de cultivo, las NP de
TiO2 presentaron un didmetro hidrodindmico alrededor de los 370 nm, el cual no
presentd una gran variacion con respecto al tiempo; este aumento del didmetro

hidrodindmico en el medio puede estar asociado tanto a su carga como a la
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composicién del medio, los cuales pueden favorecer la interaccion de las NP con las
proteinas y los otros componentes del medio del cultivo, que pueden llevar a la
formacion de aglomerados compuestos por las NP, las proteinas del medio, asi como
el mismo medio encapsulado en estos aglomerados. Este efecto, ha sido observado
en diferentes NP, y se considera que el tamafio de los aglomerados puede ser
dependiente de la carga de la NP (Kendall et al., 2014). Al analizar la interaccién de
las NP de ZnO con el medio de cultivo, se observd un incremento en el diametro
hidrodindmico (alrededor de los 370 nm) en comparacién con el diAmetro observado
en agua, sin embargo, al analizar las temporalidades de 24 y 48 horas, una disminucién
considerable fue observada, llevando a un diametro hidrodinamico final de 145.3 nm
tras las 48 horas en el medio de cultivo. Diferentes investigaciones han determinado
la posible solubilidad de las NP de ZnO dependiente del pH del medio asi como del
tamafo de las particulas (Mudunkotuwa et al., 2012), esta disminucion en el tamafio
de los aglomerados podria sugerir la posible solubilidad de las NP de ZnO, sin
embargo, para poder llegar a esa conclusion, seria necesario realizar mas
determinaciones como el posible aumento de iones Zn*? en el medio y el posible

cambio de pH en el medio de cultivo.

Distintas investigaciones han relacionado la carga de las NP en el medio con su
internalizacion en las células, donde se ha observado que una carga negativa dificulta
la internalizacion de estas NP, en ocasiones llevando a la disminucién de las toxicidad
de estas NP (Roy et al., 2014); la determinacién del potencial zeta de ambas NP en el
medio de cultivo presentd una minima variacién con respecto al tiempo, encontrandose
alrededor de -12 mV, este valor negativo podria afectar la internalizacion de ambas
NP, influenciado posiblemente la toxicidad de estas, sin embargo, la integracion de
esta caracteristica con los ensayos biolégicos es necesaria para poder atribuir al

potencial zeta este posible efecto.
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4.2 Exposicion in vitro a las células A549 con las NP de TiOz2y ZnO.

4.2.1 Determinacion de la viabilidad celular.
Como ya se ha mencionado, la exposicion de los individuos ocupacionalmente
expuestos a NP puede darse principalmente por via inhalatoria. En la busqueda de un
posible efecto sobre los mecanismos celulares producido por las NP en el sistema
respiratorio, se implemento el uso de la linea celular de epitelio pulmonar humano
A549 como modelo biolégico. Lo anterior basados en lo mencionado por diferentes
autores, quienes han determinado los efectos generales producidos por los NM, que
pueden llevar a la muerte celular (Nel et al., 2009; Oberdorster et al., 2005), se decidié
determinar un intervalo de concentraciones de exposicion a las NP de TiO2 y ZnO que
no presentaran un potencial citotoxico para estas células durante el tiempo de
exposicion; esto, mediante el andlisis de diferentes reportes que de la misma forma
que este trabajo utilizaron concentraciones crecientes de estos NM en condiciones
muy similares a las nuestras y no observaron un efecto citotoxico importante sobre
este modelo (Saptarshi et al., 2015; Tedja et al., 2011; Wang et al., 2015), de esta

forma, se estableci6 un intervalo de concentracion de 2.5 a 20 ug/mL y de 25 a 200

ug/mL para las NP de ZnO y TiOz2, respectivamente.

Para confirmar el hecho de que las concentraciones utlizadas de ambas
nanoparticulas no generaban dafio sobre la viabilidad de estas células, los ensayos de
MTS y PI fueron realizados. En los tiempos analizados, las NP de TiOz sélo
presentaron una disminucion en la viabilidad relevante posterior a las 48h en la
concentracion mas elevada, la cual pudo ser observada en la prueba de MTS y PI
(Figuras 11 y 13), donde se observo una disminucion en el metabolismo de alrededor
del 20%, concordando con un aumento en la muerte celular de aproximadamente el
25% de las células. Al comparar las concentraciones utilizadas con las de otros
estudios, se ha observado que este tipo de NP pueden o no presentar toxicidad, al
usar las mismas concentraciones o concentraciones superiores (hasta 1000 ug/mL) a
las nuestras (Biola-Clier et al.,, 2017; Tedja et al., 2011) dependiendo de las
condiciones de tratamiento; el hecho de que exista una disminucion del suero fetal

bovino en el medio de exposicion a las NP, asi como el tipo de medio empleado aun
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tratandose de la misma linea celular, pueden producir ciertos cambios en los
resultados observados sobre la viabilidad de las células. Mucho se ha discutido acerca
de la posible actividad antioxidante de el suero en la exposicion a las NP, el cual podria
enmascarar o disminuir el verdadero efecto y el dafio pro-oxidante producido por las
NP, es por ello, que debe ser tomado en consideracion el uso de las concentraciones
de este en los protocolos utilizados para exposiciones a NP. A pesar de que el efecto
citotoxico sélo se haya presentado en la maxima concentracion empleada, esto es
indicativo de que en la exposicion a concentraciones inferiores de estas NP no exista
un dafilo en la maquinaria celular, que pueda llegar a desencadenar efectos
perjudiciales para la homeostasis de las células.

Los ensayos realizados sobre la exposicion a las NP de ZnO presentaron un ligero
aumento de la actividad metabdlica de las células A549 tras 12 y 24 horas de
exposicion, sin embargo este aumento no fue biolégicamente relevante (Figura 12); en
concordancia con lo anterior, el ensayo de Pl no mostré un cambio significativo en el
porcentaje de células muertas con respecto al control (Figura 14); el incremento del
metabolismo registrado, puede hacer solo referencia a la necesidad de las células de
una mayor produccion de energia y de diferentes macromoléculas (cémo proteinas),
para poder contrarrestar el efecto producido por las NP. Otras investigaciones que han
trabajado con NP de ZnO como la realizada por Ivansk y colaboradores (2015), los
cuales determinaron el valor de la ICso para las NP de ZnO, el cual mostr6é que era
necesaria una concentracion de 22.4 ug/mL de este NM para producir el 50% de la
muerte de las células A549; al hacer un comparativo entre las concentraciones
utilizadas en nuestro ensayo y la ICso reportada en la literatura, se puede observar que
nuestras concentraciones son inferiores a lo reportado, comprobando asi que las
concentraciones empleadas de las NP de ZnO no presentan un riesgo citotdéxico para

el modelo celular utilizado.

4.2.2 Determinacioén de la generacion intracelular de ROS
Uno de los principales mecanismos de dafio con los cuales se asocia a las NP en
general es la produccion de especies reactivas de oxigeno dadas distintas

caracteristicas de estas particulas como su capacidad catalitica, la liberacion de iones
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metalicos, su oxido-reduccion, la produccion de reacciones tipo Fenton entre otras que
pueden desencadenar un proceso oxidante dentro de los modelos biol6gicos (Auffan
et al., 2009). Con base en las caracteristicas tanto del TiO2 y del ZnO como agentes
cataliticos, pero también con la capacidad de liberar iones Zn*? al medio circundante
(Zhuang & Hanagata, 2012), se determiné la generacion intracelular de dos especies
reactivas de oxigeno (O2 y H202) mediante el uso de fluorocromos especificos para
estas especies. La determinacion de Oz y H202 tras la exposicion a las NP de TiO2 dio
como resultado el aumento de ambas especies desde las 3 horas de exposicion a este
material y hasta las 24 horas que se realizé esta determinacion (Figuras 15y 17). Este
efecto de produccion de ROS ha sido reportado anteriormente, donde Andersson y
colaboradores (2011), mostraron la capacidad de las NP de TiO2 conocidas como P25
(80% anatasa, 20% rutilo) para producir O2" comparado con otras NP de TiO2 con
distinta morfologia; de la misma forma se ha reportado que este tipo de NP (P25)
presenta una capacidad para producir especies reactivas a diferentes temporalidades
(Ekstrand-Hammarstrom et al., 2012); nuestros resultados presentaron esta misma
tendencia a la produccién constante de especies reactivas, puesto que, como se
muestra en las Figuras 15y 17 las NP de TiO2 produjeron ambas especies reactivas
durante los tiempos analizados, esto dado por la capacidad catalitica que se atribuye
a esta mezcla particular de NP de TiO2, destacando el hecho de que el material
empleado en nuestra investigacion coincide con las caracteristicas de los materiales
utilizados otras investigaciones. El estudio de otras formas (anatasa o rutilo) de NP de
TiO2 han mostrado que a pesar de producir especies reactivas, es necesario el uso de
una mayor concentracion de NP para producir las ROS (Aueviriyavit et al., 2012); de
esta misma manera, modelos in vivo han mostrado los diferentes efectos que pueden
ser producidos por las diferentes estructuras de las NP de TiO2 (anatasa, rutilo,
anatasal/rutilo), donde se han atribuido otros efectos como la inflamacién y la induccion
de diferentes genes, los cuales también pueden ser dependientes de la forma, del
tamafo y de las modificaciones en la superficie de las NP (recubrimiento hidrofilico o
hidrofébico) empleadas, es de esta forma, como se puede comprobar que las
caracteristicas fisico-quimicas de las NP y sus mezclas pueden impactar sobre los

efectos bioldgicos producidos, cdmo es el caso de la generacion intracelular de ROS,
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dado precisamente, por la capacidad catalitica que puede presentar particularmente la

mezcla P25.

A diferencia de los efectos observados en las NP de TiOz, las NP de ZnO mostraron
una mucho menor producciéon de ROS en los tiempos analizados, estas NP soélo
presentaron un aumento de Oz en las concentraciones superiores de ZnO posterior a
3 horas de exposicion, mientras que no se detectd un cambio significativo de H202 en
ninguna de las temporalidades analizadas (figuras 16 y 18). He y colaboradores (2017)
observaron este mismo efecto en la cuantificacion del Oz, dénde después de 24 h de
exposicion a estas NP en condiciones muy similares a las empleadas en este trabajo,
la concentracion de este anidén no se vio incrementada con respecto al control, estos
hallazgos sugieren que los posibles efectos toxicos de estas NP no estén directamente
asociados a la produccion de ROS, sino posiblemente a otros efectos como la

liberacion de iones Zn*? en el modelo bioldgico.

4.2.3 Cuantificacion de citocinas.
Nel y colaboradores (2006) en su estudio acerca de los mecanismos de toxicidad de
las NP hacen mencion de la posible activacion de diferentes vias de sefalizacion
debido al aumento en la produccion de ROS en las diferentes lineas celulares. Se ha
observado, que este aumento de la produccion de ROS es capaz de activar la via de
NF-xB (Lu et al., 2014), la cual puede llevar a la produccién de un efecto inflamatorio
sobre las células. Siguiendo los mecanismos anteriores, y una vez determinada la
produccion de ROS por ambos NM, se procedié a la determinacion de los niveles de

ciertas citocinas tanto pro como anti inflamatorias.

El andlisis de las citocinas tras la exposicion a TiO2 revel6é un aumento de la IL-6, la
TNF-a y la IL-10 en la concentracién mas alta empleada para este ensayo a diferentes
tiempos (Figuras 23, 27 y 29). Diferentes investigaciones han determinado el efecto
inflamatorio de estas NP, un estudi6 observé el incremento de IL-6 tras 2 h de
exposicion, pero no un efecto sobre IL-8 o TNF-a (Ursini et al., 2014), mientras que

Ekstrand y colaboradores (2012) reportaron el incremento de IL-6 e IL-8 posterior a 24

74



h de exposicion a las NP de TiO2; hasta el momento, no se ha reportado el incremento
sobre la IL-10 tras la exposicion a las NP de TiOz2; el incremento principalmente de la
IL-6 asi como de TNF-a, confirman el efecto sobre la respuesta inflamatoria causada
por la exposicion a estos NM, la cual podria llevar a diferentes efectos en las células,
sin embargo, la presencia de la IL-10 a 24 horas, muestra una posible regulacién de
ambas citocinas, puesto que esta interleucina es una inhibidora directa tanto de IL-6
como de TNF-a, lo que podria estar indicando una posible disminucion de los efectos

inflamatorios producidos por estas NP.

La determinacion de la produccion de citocinas tras la exposicion a las NP de ZnO
mostré un aumento de la IL-6 en la exposicion a 15 ug/mL tras 24 h de exposicion
(figura 24 B); el aumento de la TNF-a a 15 pug/mL tras 48 h de exposicion (figura 30
C); y el incremento de IL-10 tras 48 h de exposicion en la concentracion de 10 pg/mL
(figura 28 C). Generalmente, las NP de ZnO se han visto asociadas al incremento en
los niveles tanto del RNAmM como de la proteina de la IL-8 a 4, 6 y 24 h de exposicion
a estos NM (Cho et al., 2012; Saptarshi et al., 2015), sin embargo, en el caso de
nuestra investigacion, se observé el aumento de IL-6 y TNF-a, las cuales estan
principalmente asociadas a una respuesta inflamatoria, asi como un aumento de la IL-
10, citocina antiinflamatoria que se encarga de regular los efectos de las dos

anteriores.

La presencia de la IL-10 durante y después del aumento de la IL-6 y TNF-a, sugiere la
inhibicion de estas citocinas y con ello la posible disminucién de la inflamacion por ser
un inhibidor de ambas citocinas proinflamatorias, pero también, su presencia habla de
una posible respuesta Th2 por parte de las células en busca de combatir a un posible

agente extracelular (Filella et al., 2003), las NP de TiO2 o de ZnO.

Los efectos sobre la induccién de las citocinas pro-inflamatorias tras la exposicion a
las NP, generalmente se han visto asociados al proceso inflamatorio producido en
primera entrada por la respuesta inmune innata (Petrarca et al., 2015); diferentes

investigaciones tanto in vitro como in vivo, han mostrado que dependiendo del tipo de
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NP la generacién de distintas citocinas puede llevar a la produccién del inflamosoma,
a una inflacion crénica que se han asociado hasta enfermedades inmunes (Petrarca
et al., 2015). En el caso de esta investigacion, ambas NP presentaron el incremento
de IL-6 y TNF-a, que han sido asociadas a la diferenciacion de células inmunes asi
como a la activacion de células fagociticas (Turner et al., 2014), este hecho podria
conllevar por lo tanto a una segunda fase de la respuesta inmune, la cual de tratarse
de un sistema biolégico mas complejo podria llevar a una respuesta inmune
adaptativa, donde la participacion de la IL-10, otra de las citocinas detectadas en
nuestro modelo podria estar actuando en un proceso de regulacién (por ser una
citocina anti-inflamatoria) al inhibir a IL-6 y TNF-a.,, pero también, esta citocina es capaz
de dirigir la respuesta inmune hacia una respuesta tipo Th2. La produccién de citocinas
tras la exposicion a las NP es muy variada, y dependiendo del tipo de citocinas
producidas y el modelo biolégico empleado, estas pueden llevar a una respuesta
inmune adquirida distinta (Rahman et al., 2017). Es por ello, que el analisis de las
citocinas producidas por la exposicidon a las NP es esencial, puesto que este, permitira
conocer la respuesta inmune que estas NP pueden llegar a desencadenar; a pesar de
gue en nuestro caso, ambas NP hayan llevado a la produccion de las mismas citocinas,
el tiempo en el que estas se produjeron y las concentraciones de estas citocinas,
pueden llevar a desencadenar respuestas distintas a largo plazo dentro del epitelio
alveolar, hecho que debe ser tomado en cuenta para la toxicidad especifica de cada
NP.

4.2.4 Determinacion de la concentracion de las proteinas del

surfactante (SP)
Los principales efectos atribuidos a las NP como son la generaciéon de ROS, la
respuesta inflamatoria y la muerte celular, han sido caracterizados para un gran
namero de NM y particularmente, este trabajo lo ha hecho con las NP de TiO2 y ZnO.
Los resultados que se han mostrado hasta ahora, prueban que a pesar de no existir la
muerte de las células A549 tras la exposicién a las NP de TiO2 o de ZnO, se ha
presentado una disrupcion en las células por la interaccion con las NP; la literatura

hasta el momento menciona el efecto provocado por estas NP en macromoléculas
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cémo el ADN vy algunas proteinas de las vias de sefalizacion de NF-xB o MAP
cinasas, asi como el dafio en ciertos organelos como la mitocondria y el reticulo
endoplasmico, entre otros (Cho et al., 2012; Wang et al., 2015; Zhuang y Hanagata,
2012); sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado el posible efecto que las NP
de TiO2 u ZnO puedan producir sobre las proteinas del surfactante. Se ha asociado el
incremento de las citocinas pro-inflamatorias a la disrupcién de las proteinas del
surfactante (Whitsett y Glasser, 1998), a pesar de ello, la asociacion entre la liberaciéon
de citocinas pro-inflamatorias por la exposicion a las NP y estas proteinas no ha sido
realizada. Con base en lo anterior, se realizo la determinacion de los niveles de las SP
(SP-A, SP-B y SP-D) tras la exposicion a las NP de TiOz o de ZnO.

Los resultados obtenidos de la exposicion a las NP de TiO2 mostraron una disminucion
de SP-A (Figura 31), un aumento de la SP-B (Figura 33) y una disminucion de la SP-
D (Figura 35). Estos mismos resultados se presentaron en la exposicion a las NP de
ZnO, destacandose el hecho de que los resultados aparecieron en tiempos mas cortos
para esta NP (Figuras 32, 34 y 36).

El efecto sobre las proteinas del surfactante en la exposicion a las NP de TiO2 u ZnO
es muy similar, partiendo del hecho de que tanto SP-A como SP-D se vieron
disminuidas y SP-B mostré6 un aumento en ambas exposiciones, sin embargo, en el
caso de la exposicion a las NP de ZnO, el efecto sobre las SP parece presentarse a
en tiempos mas cortos (desde las 12 h), y mantenerse a lo largo del tiempo (la

disminucion de SP-A y SP-D en todos los tiempos analizados).

La disminucion de la SP-A y de SP-D puede estar asociada a diferentes factores. Uno
de ellos es la posible interaccion de las proteinas del surfactante pulmonar con las NP.
Se ha observado que dependiendo del tipo de NP de oxido metalico, la SP-A puede
formar parte del recubrimiento de estas NP en distintas proporciones (Schulze et al.,
2011), la determinacién de la corona de proteinas del surfactante pulmonar sobre
distintas NP (recubiertas de PEG, PLGA o lipidos), realizada por Raesch y
colaboradores (2015) mostraron que tanto SP-D como SP-A se encuentran dentro de
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esta corona en distintas proporciones dependiendo del tipo de NP. De esta forma
haciendo notar que tanto SP-A como SP-D pueden encontrarse adheridas a las NP de
TiO2 o de ZnO, y comenzar a disminuir su concentracion dentro de la capa del
surfactante formada por las células A549. Es importante recordar, que esta posible
unién de SP-A y SP-D a las NP puede estar dada por su funcion en la respuesta
inmune innata, donde ambas proteinas se encargan de opsonizar a los patdégenos
presentes dentro del surfactante (Pérez-Gil, 2008), para poder ser identificados y
destruidos por las células inmunes.

Otro de los efectos observado por la interaccion de la SP-A con las NP es la facilidad
de esta proteina para generar o disgregar aglomerados de NP dependiente de su
carga, donde las NP con carga positiva pueden disminuir su diametro y aquellas con
carga neutra formar aglomerados de mayor tamafno (McKenzie et al., 2015), el posible
cambio en el tamafo de los aglomerados de nuestras NP puede llevar a favorecer el
depdsito y la interaccion de las NP de TiO2 u ZnO con la superficie del cultivo celular.
Se ha sugerido que la presencia de SP-D puede favorecer la internalizacion de
diferentes NP en las células A549 (Kendall et al., 2013); por tanto, si las NP de TiOz2 u
ZnO se encuentran recubiertas con la SP-Ay la SP-D, el deposito y la ingesta de estos
NM se veran favorecidos, pudiendo desencadenar de manera mas rapida sus efectos

toxicos sobre estas células.

De igual forma, la interaccion entre la SP-A, la SP-D y las NP, como se ha observado
en los aglomerados de surfactante pulmonar; se presentaria una disminucion de estas
proteinas en la interface agua/aire favoreciendo su sintesis; sin embargo, el aumento
de las citocinas pro-inflamatorias ha mostrado ser un factor importante en la
disminucién de la sintesis de SP-A'y SP-D, particularmente se ha asociado el aumento
de la IL-6 con la disminucién de la sintesis de SP-A (Doumanov et al., 2014). El ensayo
de la determinacién de las citocinas realizado en este trabajo mostré un aumento tanto
de IL-6 como TNF-a, llevando entonces a una disminucion en la sintesis de novo de
SP-A y posiblemente de SP-D. La disminucién en la sintesis y el secuestro de estas
proteinas por las NP de TiO2 u ZnO llevarian a los efectos observados en nuestros

experimentos; donde se podria pensar que el proceso de recaptura y reciclaje de las
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SP se veria afectado por no poder disponer de las proteinas del surfactante dada su

union a las NP.

lgualmente, es importante considerar el dafio que la interaccion de las NP con las SP
pudiera llegar a producir, puesto que se sabe que la interaccion entre las NP y las
macromoléculas puede llevar a cambios en su estructura y a la posible pérdida de su
funcidn; por lo tanto, en el caso de que la SP-A o la SP-D pudieran ser recuperadas
de la superficie de las NP, estas proteinas no podrian ser reutilizadas en la formacion

del surfactante dada la posible pérdida de su funcion.

Diferentes efectos y enfermedades han sido relacionados a la disminucion de SP-A 'y
SP-D a corto y largo plazo. El efecto de las NP sobre la capacidad de SP-Ay SP-D de
defender a las células epiteliales contra el virus de la Influenza A ha demostrado que
la presencia de diferentes NP puede llevar a la inhibiciébn de la funcién de estas
proteinas (McKenzie et al., 2014), este cambio en las funciones de SP-A y SP-D por
su “secuestro” a tan solo unas horas de la exposicion a las NP puede llevar a la
susceptibilidad del individuo a diferentes infecciones a corto plazo, generando una
vulnerabilidad del individuo. Un estudio epidemiolégico reporto los niveles tanto de SP-
D como de SP-A en personal de una fabrica de sintesis de este NM, donde tras realizar
el andlisis de estas muestras observaron la disminucion significativa de SP-D
comparada con pacientes no expuestos, mientras que SP-A no mostr6 un cambio
significativo (Zhao et al., 2018). Nuestro estudio en cierta forma confirma las
observaciones realizadas en los pacientes, puesto que a pesar de que sean modelos
distintos, los resultados concuerdan para el caso de la SP-D; ademas, este estudio
demuestra como la exposicién en personas en contacto constante con las NP pueden
presentar una disminuciéon en diferentes parametros cardiopulmonares como lo son
los niveles de las proteinas del surfactante, estos cambios en la funcion y la
concentracion de las SP podria llevar a largo plazo a diferentes enfermedades cronicas

del pulmén.
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Ademas de la disminucién de SP-A y SP-D, un incremento en la concentracion de SP-
B fue observado tras la exposicion a las NP de TiOz o de ZnO. Generalmente, SP-B
se ha visto asociada mas a los procesos biofisicos de la region alveolar, permitiendo
gue este tejido resista los cambios de presion y formando la mielina tubular que da
lugar a la capa de surfactante (Pérez-Gil, 2008); algunas investigaciones han sugerido
gue un incremento en la concentracion de la SP-B puede presentarse tras la
disminucién de cualquiera de las otras proteinas del surfactante como una respuesta
de proteccion, asi como una posible respuesta en contra de la inflamacién producida
en el tejido (Kingma 'y Jobe, 2012). En nuestro estudio, el incremento de los niveles de
SP-B puede estar relacionado a dos de los acontecimientos observados; el primero, el
aumento de las citocinas pro-inflamatorias en la exposicion a ambas NP, que tal como
se menciond, SP-B puede incrementarse cdmo un medio de defensa y de disminucion
de la respuesta inflamatoria; en un segundo momento, la disminucion de SP-A y SP-
D pudo llevar a un aumento de los niveles de SP-B como medio de defensa por parte
de las células epiteliales de tipo Il para disminuir la falta de las otras proteinas por su
interaccion con las NP. Aunque este aumento se haya registrado, la SP-B no es capaz
de sustituir a las otras SP, puesto que cada SP presenta funciones muy especificas y
esenciales para el tejido; especificamente, SP-A y SP-D son necesarias para llevar a
cabo procesos como la opzonizacion de patdégenos para su posterior eliminacion por
células inmunes, asi cémo el favorecer la recaptura de los pequefios agregados
provenientes de la capa del surfactante pulmonar; ambas funciones, no pueden ser
realizadas por la SP-B, y por tanto la homeostasis de el tejido no puede ser recuperada.
Esta pérdida en el balance de las SP, cémo ya se ha mencionado, puede conllevar a
un dafo en el tejido, que de no ser sanado podria desencadenar multiples eventos

fisiopatolégicos.

La disrupcién de las proteinas del surfactante, pero sobre todo la disminucién de SP-
A y SP-D se ha visto asociada a diferentes padecimientos como el asma y la
enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC) en seres humanos (Griese, 1999).
Efectos muy similares han sido observados en animales de laboratorio tras una

exposicion prolonga a los NM, donde se ha observado el desarrollo de enfermedades
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cdmo asma, EPOC, enfisema, mesotelioma y posiblemente cancer pulmonar (Lu et al.,
2014). A pesar de que el modelo empleado en nuestros experimentos no fue realizado
a largo plazo, los efectos sobre las células A549 tras la exposicion a las NP de TiOz o
de ZnO concuerdan con lo ya observado en personas expuestas a estos materiales;
es por ello, que en cierto grado, estos resultados podrian ser extrapolados hacia un
efecto a largo plazo de estas NP sobre el tejido, donde como menciona la literatura, la
falta de estas proteinas puede desencadenar procesos en los cuales el tejido se puede
ver comprometido por la falta de proteccion contra agentes externos, pero también en
la pérdida de las propiedades biofisicas con las que contribuyen estas proteinas, lo
cual llevaria a la aparicion de fibrosis, pérdida de la elasticidad del tejido, y
posiblemente hasta la aparicion de enfermedades cronicas, antes mencionadas, como

se ha observado en los modelos animales.

4.2.5 Influencia de las caracteristicas de las NP de TiO2 u ZnO en la

disrupcién de las SP.
Como se ha mencionado anteriormente, las caracteristicas fisicoquimicas de las NP
pueden influenciar los efectos causados sobre los diferentes modelos biolégicos. En
nuestro caso, se emplearon dos NP con caracteristicas similares, pero que
dependiendo del medio en el que se encuentren, estas caracteristicas pueden llegar a
variar. Anteriormente se habia mencionado la capacidad que presenta el ZnO para
disolverse y formar iones Zn*2. Se ha mostrado que dependiendo del tamarfio de estas
NPy el pH del medio (Bian et al., 2011; Mudunkotuwa et al., 2012), puede presentarse
una mayor disolucién; este efecto, ha sido también estudiado en los distintos medios
de cultivo empleados, donde se ha observado una disolucion de alrededor del 30%.
Actualmente, se ha propuesto que la toxicidad producida por estas NP esta
directamente relacionada con las produccién de estos iones Zn*? (Liu et al., 2016); los
cuales son producidos desde el momento en el que la NP entra en contacto con el
medio, y que pueden llevar a una respuesta mas rapida en la toxicidad de las células,
si es comparado con otras NP como las de TiO2. En nuestro caso, al trabajar con
ambas NP se observaron respuestas similares; sin embargo, la respuesta presentada
sobre la disrupcion de las proteinas del surfactante A, B y D, aparecié desde las 12 h
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en el caso de las NP de ZnO, y esta disrupcién continué a lo largo del tiempo, a
diferencia de lo mostrado por las NP de TiO2, donde estas soOlo presentaron
disminuciéon en tiempos puntuales y posterior a las 24 horas de exposicion. Esta
diferencia, tanto en el tiempo como en la duracion de los efectos entre ambas NP hace
referencia a la posibilidad de un mecanismo de accion distinto por parte de ambas NP,
donde como se menciond, la estabilidad de estas, asi como la produccion de iones

metalicos (como el Zn*?) pueden llevar a efectos distintos sobre la misma linea celular.

Ha sido demostrado, que aquellas NP capaces de solubilizarse en pH acido, pueden
llevar al dafio lisosomal y la produccion de inflamacién por esta via (Cho et al., 2012),
observando de esta forma, como a diferencia de las NP poco solubles, las NP de ZnO
producen su efecto infamatorio por efectos sobre el lisosoma y no por la produccién
de especies reactivas; esta inflamacion, como ya se habia mencionado, puede dar
lugar a la disrupcién de las proteinas del surfactante Ay D, por un posible efecto en la

inhibicion de su sintesis.

De esta misma manera, la estabilidad de las NP es un factor que puede intervenir
sobre la temporalidad de los efectos observados en los cultivos celulares. Mucho se
ha hablado acerca de la diferencia de densidad existente en las NP al encontrarse en
el medio de cultivo, donde al entrar en contacto con este, aquel las NP mas estables
(como las NP de TiO2) en nuestro caso, tardan mas tiempo en depositarse y entrar en
contacto con las NP; a diferencia de aquellas NP solubles, as cuales a pesar de formar
aglomerados y disminuir su densidad, estos aglomerados tienden a disminuir en
tamafio y por tanto a producir un deposito mas rapido de estas NP sobre el cultivo
celular (DelLoid et al., 2017). Este efecto de la densidad de las NP sobre el momento
de interaccion de estas con las células, puede llevara explicar en parte los efectos
observados sobre las proteinas del surfactante en nuestro modelo. Para las NP de
ZnO, su capacidad de disolucion les permite depositarse mas rapidamente y presentar
un efecto a corto plazo comparado con las NP de TiO2, que tardan mas tiempo en
depositarse, y por lo tanto sus efectos mas notorios aparecieron en tiempos mas

largos.
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Es importante, considerar de esta manera los efectos a largo plazo que las diferentes
caracteristicas de las NP pueden causar. Diferentes investigaciones has asociado a
los compuestos provenientes de metales, pero sobre todo a los iones de estos a
diferentes enfermedades degenerativas del sistema inmune (Petrarca et al., 2015).
Este hecho, puede llevar a pensar, en los posibles efectos que las NP de ZnO pueden
llegar a presentar dada su solubilidad en modelos mas complejos (modelos in vivo), o
directamente sobre los seres humanos tras una exposicion a largo plazo. A diferencia
de las NP estables, y por tanto persistentes dentro de los organismos vivos, como las
NP de TiOz, que podrian verse implicadas en otros efectos a largo plazo sobre los
diferentes sistemas del organismo como el sistema reproductor, sistema respiratorio,

sistema cardiovascular, entre otros (Zhang et al., 2014).

4.2.6 Inhibicién de la citocina pro-inflamatoria IL-6.
Con base en investigaciones anteriores, las cuales atribuyen la posible disrupcion de
la SP-A al incremento de la IL-6 (Doumanov et al., 2014) se llevé a cabo la inhibicién
de esta citocina mediante el uso de un anticuerpo anti-IL-6, con el propoésito de
demostrar su posible participacion en la disminucion de esta proteina como se observé
en los resultados anteriores. Esta inhibicion fue llevada a cabo en la concentracion de
100 pug/mL para TiO2 (Figura 37), y en 15 ug/mL para ZnO (Figura 38), donde en ambos
casos se observé una disminucion de la SP-A, y un aumento de la IL-6 a las 24 horas;
de esta misma forma, se utilizo a la dexametasona como un control positivo a la
inhibicion de la respuesta inflamatoria en general. Ya que se ha observado que la
dexametasona es capaz de inhibir la respuesta inflamatoria por distintas vias, entre
ellas por su unién al receptor de glucocorticoides intracelular o, desencadenando la
produccion de ciertas proteinas anti-inflamatorias (Mogensen et al., 2008). Los
resultados observados tras la exposicion de las NP en las concentraciones sefialadas
mostraron para ambos casos (exposicion a NP de TiO2 o ZnO) la recuperacion de los
niveles de la SP-A comparados con los del control en los tratamientos donde se
adicion¢ el anti IL-6 o la dexametasona (figuras 37 y 38). Este efecto sobre la inhibicion

de la IL-6 mediante el uso de anticuerpos especificos ya ha sido reportado, donde
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resultados muy similares sobre su inhibicion fueron observados (Dembek et al.,
2016).De esta manera comprobando la participacion de la IL-6 sobre los niveles de
SP-A, pues al ser bloqueada esta interleucina, pudo ser observado un nivel basal de
la SP-A. Como ya habia sido demostrado, en el caso de la dexametasona, este
glucocorticoide, es capaz de inhibir la respuesta inflamatoria producida por ciertos
agentes como el LPS o algunos esteres de forbol, donde es capaz de actuar sobre la
via de AP-1 en las células A549 (Patil et al., 2018); la misma via de sefalizacion que
ha sido asociada a la con los efectos producidos por los NM y que lleva la produccion
de ciertas citocinas pro-inflamatorias (IL-6, TNF-a). Igualmente, este estudio podria
sugerir el uso de la dexametasona y el anti IL-6 como un posible tratamiento control

en la inhibicion de los efectos producidos por las NP en los modelos celulares.

A pesar de que los resultados mostrados permiten comprobar el posible efecto de la
respuesta inflamatoria producida por las NP de TiO2 0 ZnO sobre la produccién de las
proteinas del surfactante, mas investigacion es necesaria. Este efecto observado es
s6lo uno de los muchos posibles que pudieran presentar las células de epitelio alveolar
contra los NM, y es importante un analisis mas profundo de los efectos a largo plazo
gue podrian ser desencadenados por la disrupcién de las SP. De esta misma forma
un andlisis mas detallado de las caracteristicas fisicoquimicas de las NP asi como de
su interaccion con el surfactante pulmonar permitiria entender como estas propiedades
pueden generar un efecto sobre esas células y de esta manera poder generar un
disefio de NP que permitan mantener sus propiedades, pero que a su vez disminuyan

la posible toxicidad generada por estas.
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5. Conclusiones

% Se determinaron las caracteristicas fisicoquimicas de las NP de TiOo.
Confirmandose un tamafio primario promedio de 22 nm y su forma tetraédrica.
Su diametro hidrodinamico (20 nm en agua; 370 en medio) permitié observar la
presencia de aglomerados de este material al entrar en contacto con el medio
de cultivo, los cuales permanecieron constantes a lo largo del tiempo,
mostrando la estabilidad de estas NP. De la misma forma se determiné su
potencial zeta en los diferentes medios (0.163 mV en agua; — 12 mV en medio).

% La caracterizacion de las NP de ZnO mostré una morfologia hexagonal y un
tamafio primario promedio de 16 nm. Estas particulas formaron aglomerados
en todos los medios analizados (diametro hidrodinamico de 280 nm en agua y
369 nm en medio de cultivo), y un potencial zeta de 30.566 mV en agua y de —
12 mV en el medio de cultivo. Los aglomerados en medio de -cultivo
disminuyeron conforme al tiempo, destacando la poca estabilidad de las NP.

* Los ensayos de viabilidad realizados demostraron la poca toxicidad de las NP
TiO2 y ZnO sobre el modelo celular. Destacandose como citotoxica soélo la

concentracion mas elevada de TiO2 que fue empleada para estos ensayos (200

png/mL).

% La determinacion de la generacion de especies reactivas de oxigeno mostré la
capacidad de las NP de TiO2 para producir H202 y Oz en los tiempos
analizados, a diferencia de las NP de ZnO, las cuales sélo mostraron la
produccion de H202 a las 3 horas.

% Ambas NP mostraron su capacidad de inducir la respuesta inflamatoria al llevar
a un aumento en la produccion de TNF-a, IL-6 (citocinas pro-inflamatorias) e IL-
10 (citocina anti-inflamatoria).

* La exposicion a las NP de TiO2 y ZnO causaron una disrupcion en los niveles
de las proteinas del surfactante, llevando a una disminucion de la SP-A, un
aumento de la SP-B y una disminucion de las SP-D, destacando que estos
efectos se presentaron en tiempos mas cortos y de manera constante en las NP
de ZnO.
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% La inhibicion de la actividad de la IL-6 en la exposicion a las NP de TiOz y ZnO

mostro la recuperacion de los niveles de la SP-A comprobando de esta forma

la participacion directa de la IL-6 en la regulacion de esta proteina.

+ A pesar de que los efectos observados en ambas NP sean similares, la

diferencia del ZnO en la produccién de las ROS, la posible solubilidad de esta
NP y el hecho de que los efectos de este NM se hayan presentado desde
tiempos mas cortos a los efectos producidos por las NP de TiOz2, pueden llevar

a desencadenar procesos adversos muy distintos a largo plazo.

* Es importante considerar el posible efecto a largo plazo de la inflamacion

producida por este tipo de materiales, el cual podria llevar en un futuro a la
pérdida de la elasticidad del tejido alveolar, fibrosis tisular y posiblemente

culminar en diferentes enfermedades crénicas.

6. Perspectivas

Determinar la localizacion de las NP de TiO2 u ZnO en el interior de las células
A549 mediante microscopia electrénica, y asociar su localizacion con los
efectos observados en este trabajo.

Determinar el efecto de las NP de TiO2 u ZnO sobre la expresion de los genes
de las proteinas del surfactante mediante RT-qPCR.

Realizar el silenciamiento de las citocinas presentes tras la exposicidon a ambas
NP para determinar su participacién sobre la modulacién de las SP.
Determinar los efectos de las NP de TiO2 u ZnO sobre la respuesta inflamatoria
y los niveles de las proteinas del surfactante en un modelo de exposicién por
nebulizacion.

Determinar la formacién de la corona de proteinas de surfactante pulmonar de
las NP de TiO2 u ZnO, y como esta puede intervenir en la interaccion de las NP
con las células y el medio de cultivo.

Trabajar un modelo de co-cultivo de células epiteliales alveolares (A549) y

macréfagos alveolares (THP-1) para determinar los efectos que la exposicion a
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las NP de TiO2 u ZnO pueden producir, y cOmo estos tipos celulares pueden

interactuar para la eliminacion de las NP de este medio.
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