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RESUMEN

Las nanoparticulas (NP) de diéxido de titanio (TiO2) y 6xido de zinc (ZnO) son NP metélicas que
encabezan la lista de mayor produccién y uso, principalmente en la industria cosmética. EI ovario
estd compuesto fundamentalmente de unidades estructurales y funcionales conocidas como foliculos.
Los foliculos antrales tienen la funcién de sintetizar hormonas esteroideas y promover la maduracion
del ovocito hasta ser liberado para ser fertilizado. Estudios previos han descrito que las NP de TiO, y
Zn0 pueden causar efectos adversos sobre la funcidn ovarica, sin profundizar sobre la interaccién
directa con células foliculares y sus potenciales efectos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el
efecto de las NP de TiO; y ZnO sobre la funcionalidad del foliculo antral ovérico y si se relaciona
con la generacion de estrés oxidante. Cultivos primarios de foliculos antrales ovaricos de raton se
expusieron a 5, 10, 15, 25y 50 ug/mL de NP de TiO; o de ZnO por 96 h en una suspensién estable
para evaluar el ingreso y distribucion en el foliculo, asi como su efecto sobre la actividad metabdlica,
didmetro, morfologia y capacidad esteroidogénica. Los resultados muestran que las NP de TiO-
ingresan y se distribuyen a las distintas estirpes celulares del foliculo (granulosa, teca y cumula),
Mientras que las NP de ZnO se disuelven en el medio de cultivo, posiblemente ingresando como ion
y como NP al foliculo. Interesantemente, aunque no se observo presencia de NP en el ovocito, si se
observo alteracion de las estructuras de comunicacién con las células de la cimula, asi como de la
ultra-estructura de las mitocondrias de las células del foliculo antral, sugiriendo un dafio en la calidad
del ovocito. Las NP de TiO, aumentaron el diametro del foliculo antral, posiblemente debido a la
desorganizacion del citoesqueleto y la morfologia folicular. La co-exposicién de NP de TiO, y 100
UM de trolox (Tx: agente antioxidante) previno el aumento en el diametro folicular que se habia
observado por la exposicién a las NP de TiO.. Por otro lado, la exposicién a las NP de ZnO también
afectd la morfologia folicular, efecto que no se revierte con la co-exposicion con Tx, sino que induce
una disminucién en el crecimiento del foliculo antral. Se observaron alteraciones en el arreglo del
citoesqueleto en las células de la teca de los foliculos expuestos a ambas NP. Finalmente, se observo
que ambas NP afectaron la produccién de hormonas de distinta manera. Por un lado, las NP de TiO.
tuvieron efectos diferenciados que pueden deberse al estado de aglomeracion/agregacion y a su
potencial como disruptor endocrino, favoreciendo la acumulacién de andrégenos y disminucién en
los niveles de mMRNA de receptores como Lhegr y ER1 a una concentracion (50 ug/mL), mientras que
a otra concentracion indujo apoptosis (25 pg/mL). Por otro lado, las NP de ZnO también tuvieron un
efecto diferente dependiendo de la concentracion empleada. La concentracion méas baja (5 ug/mL)
promovio la sintesis de estradiol mediante el incremento en la expresion de Cyp19al y disminucion
del mRNA del Cyplb1 (que participa en la degradacion del estradiol), mientras que la concentracion
maés alta (15 pg/mL) solo tuvo efecto sobre la respuesta antioxidante. Al analizar la generacion de
ROS como mecanismo de toxicidad, observamos que éstas podrian participar en las alteraciones
morfoldgicas (evidenciado por la proteccion del antioxidante Tx para NP de TiO2) y que las NP de
Zn0 pueden favorecer su formacidn, ya que se observé una induccion de la respuesta antioxidante y
disminucién en los niveles de ROS (en la concentracion mas alta). Sin embargo, estos resultados no
son concluyentes para determinar si las ROS participan directamente en los efectos observados o si
se forman durante el dafio inducido. En conjunto, estos resultados muestran que ambas NP alteraron
la funcionalidad del foliculo por medio de mecanismos distintos de toxicidad debido a la capacidad
de disociacién de las NP de ZnO y al ingreso y aglomeracion de las NP de TiO.. Igualmente, estos
resultados resaltan la importancia de realizar estudios de toxicidad reproductiva femenina de la
exposicion a las NP, los cuales consideren variables como el tamafio, estado de
aglomeracion/agregacion, disolucion, e ingreso celular, entre otros.



ABSTRACT

Titanium dioxide and zinc oxide nanoparticles (TiO, and ZnO NP) are metallic NP heading the list
of highly produced nanomaterials and mainly used in the cosmetics industry. The ovary is comprised
of structural and functional units known as follicles. Antral follicles are responsible for synthesizing
steroid hormones, and for promoting oocyte maturation which enables the female gamete to be
fertilized. Previous studies have shown that these NP may impair ovarian function, but no studies
have assessed whether NP directly interact with follicular cells nor whether they induce toxicity on
these cells. The aim of this study was to evaluate the potential effects of TiO, and ZnO NP on ovarian
antral follicle function and to determine whether these effects relate to oxidative stress induction.
Primary cultures from mouse antral follicles were exposed to 5, 10, 15, 25, and 50 pg/mL of TiO; or
ZnO NP for 96 h to evaluate the uptake and/or distribution as well as their effect on antral follicle
metabolic activity, diameter, morphology, and steroidogenic capacity. Our results showed that TiO-
NP internalized and distributed to different follicular cell types (theca, granulosa and cumulus cells).
On the other hand, ZnO NP dissolved in culture media, and possibly were internalized in the form of
either NP or ions. Interestingly, although there was no presence of NP in the oocyte, alterations in the
female gamete were found as evidenced by the loose of communicating structures (transzonal
projections) between the oocyte and their surrounding cumulus cells. Further, ultrastructural
alterations in theca cells mitochondrion were found. TiO2 NP exposure increased antral follicle
diameters, potentially due to cytoskeletal disorganization in follicular cells and follicular morphology
alterations. TiO, and trolox antioxidant (Tx) co-exposure prevented the increased follicular diameter
induced by TiO, NP alone. On the other hand, ZnO NP also affected follicular morphology, effect
that was not prevented with the co-exposure to trolox, in fact, a decrease in the follicular diameter
was observed. Alterations in the cytoskeletal dynamics were found in theca cells from exposed antral
follicles to both NP. Finally, both NP affected steroid hormones production in a different manner. On
one hand, TiO2 NP exposure had different effects that may be due to NP agglomeration/aggregation
and to their potential mechanism as endocrine disruptors, promoting androgens accumulation as well
as a decrease in Lhcgr and ER1 receptors mRNA levels at one concentration (50 pg/mL), while
apoptosis induction was observed at another concentration (25 pg/mL). On the other hand, ZnO NP
also had differentiated effects at low or high concentrations. The lower concentration (5 pg/mL)
promoted estradiol synthesis through an increased Cyp19al mRNA levels and a decreased Cyplbl
(involved in estradiol breakdown) mRNA level, whereas the higher concentration (15 pg/mL) had an
effect on the antioxidant response in antral follicles. When ROS generation was analyzed as a possible
mechanism of toxicity, we concluded that this might participate in the morphological alterations
(evidenced by the protective effect of trolox in TiO2 NP effects) and that ZnO NP may promote ROS
formation as evidenced by the antioxidant response at the high concentration. However, more studies
are warranted to better assess a direct participation of ROS in the observed effects, and to investigate
if they are formed as a consequence of damage. Together, our findings show that both NP affected
antral follicle function through different mechanisms of toxicity due to the dissociation ability of ZnO
NP and uptake and agglomeration/aggregation effects of TiO, NP. Our findings highlight the
importance of female reproductive toxicity studies of NP taking into account their physicochemical
characteristics such as size, agglomeration/aggregation, dissolution, and uptake pathway, among
others.
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1 Introduccién

1.1 Nanotecnologia

De acuerdo con la Iniciativa Nacional de Nanotecnologia de los Estados Unidos (NNI, por
sus siglas en inglés: national nanotechnology innitiative), la nanotecnologia es la ciencia,
ingenieria y tecnologia llevada a cabo a nanoescala. Es decir, alrededor de 1-100 nan6metros
(nm). La nanociencia es el estudio y aplicacion de objetos extremadamente pequefios que
puede ser usada en muchas otras areas de la ciencia como la quimica, biologia, fisica, ciencia
de materiales e ingenieria (What It Is and How It Works | nano.gov, s. f.). Se han realizado
grandes avances en nanotecnologia gracias a un esfuerzo importante en investigacion desde
principios del siglo XXI, con el propdsito de aprovechar las propiedades de los conjuntos de
atomos y moléculas a escala nanométrica. La habilidad de manipular las propiedades fisicas,
quimicas y bioldgicas de estas particulas brinda a los investigadores la capacidad de disefiar
y usar nanoparticulas (NP) con distintos fines que incluyen la liberacion de farmacos, su uso
como agentes contrastantes de imagenes para propositos de diagnostico, para mejorar las
caracteristicas organolépticas de algunos alimentos y brindar propiedades antimicrobianas,

entre otras (Horie y cols., 2012; McNeil, 2005).
1.1.1 Nanoparticulas

Considerando la definicion de nanotecnologia, las NP son materiales que tienen al menos
una de sus dimensiones por debajo de los 100 nm. Estas NP tienen un conjunto de
propiedades que las distinguen de los materiales macrométricos en virtud de su tamafio, como

la reactividad quimica, energia de absorcién y movilidad bioldgica, entre otros (Murthy,



2007). Ademas, las NP presentan mayor actividad fisica y quimica por unidad de peso, lo
que explica el amplio uso que éstas tienen actualmente en distintos campos y aplicaciones
(Horie y cols., 2012). Las NP son mas pequefias que las células humanas (10000-20000 nm)
e incluso, que los organelos celulares y son similares en tamafio a grandes macromoléculas
bioldgicas como enzimas y receptores; por ejemplo, la hemoglobina tiene alrededor de 5 nm

de didmetro, mientras que la bicapa lipidica tiene unos 6 nm de grosor (McNeil, 2005) (figura

1).
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Figura 1. Tamafio relativo de las nanoparticulas. Tamafio relativo de NP comparado con moléculas,
entidades bioldgicas y articulos de uso comin. Tomada y traducida de McNeil (2005).

Se han sintetizado diferentes tipos de NP que incluyen una variedad de tamafios y formas,
asi como materiales que confieren propiedades quimicas y de superficie especificas. El
campo de la nanotecnologia sigue en rapido crecimiento y consecuentemente también el
desarrollo y aplicacion de las NP, las cuales pueden ser modificadas quimicamente por la
union de distintos ligandos que transformen su actividad biolégica. La capacidad de
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modificar a las NP por union de ligandos puede convertirlas en biosensores, marcadores
fluorescentes, agentes de contraste, o vehiculos de liberacion de farmacos dirigidos. Lo
anterior, facilita el marcaje de células y farmacos, la evaluacion de respuestas moleculares a
agentes terapéuticos, incluso guiar procedimientos quirdrgicos, entre otras herramientas en

el area de la biologia (McNeil, 2005).

En particular, las NP de o6xidos metalicos poseen caracteristicas como lo son una alta
estabilidad, procesos de preparacion relativamente sencillos, ingenieria sencilla para
produccion de distintos tamafios, formas y porosidad deseada, incorporacién a sistemas
hidrofobicos e hidrofilicos y facil funcionalizacion con varias moléculas debido a la carga de
superficie que las convierte en una herramienta prometedora para diversos usos (Nikolova y
Chavali, 2020). Dos NP metalicas de mayor produccién a nivel mundial son las NP de

dioxido de titanio y 6xido de zinc (Piccinno y cols., 2012).

1.1.1.1 NP de diéxido de titanio

El diéxido de titanio (TiO2) puede encontrarse en la naturaleza en varias formas cristalinas,
tales como rutilo, anatasa y brookita. Este compuesto ha sido empleado en muchos productos,
normalmente para incrementar la blancura u opacidad de muchos productos de consumo
como pinturas, recubrimientos, plasticos, papel, tintas de impresion, alimentos, medicina,
pasta dental, cosméticos y productos para el cuidado de la piel (Cargnello y cols., 2014; US
EPA National Center for Environmental Assessment, s. f.). Las caracteristicas propias de las
NP de TiO2 son aprovechadas para ser usadas en el desarrollo de recubrimientos para
superficies auto-limpiables, celdas solares, aerosoles desinfectantes, agentes para el

tratamiento de agua, en productos alimenticios (como aditivos), en la elaboracion de papel,



en cremas solares de uso tépico y en cosmeticos, entre otros (Elsaesser y Howard, 2012; US

EPA National Center for Environmental Assessment, s. f.).

Algunas NP de TiO2 poseen actividad fotocatalitica, por lo que son empleadas en el
tratamiento de aguas para la degradacion de compuestos organicos, destruccion de
microorganismos, conversion de metales a sus formas menos solubles en aguas residuales,
agua de bebida y aire. Por otro lado, las NP de TiO, fotoestables son empleadas
principalmente en protectores solares (US EPA National Center for Environmental
Assessment, s. f.). Ademas, tienen aplicaciones en productos como pinturas, recubrimientos
y cosmeéticos, en los cuales las propiedades fotocataliticas del TiO2 son suprimidas con el uso
de recubrimientos en las NP (US EPA National Center for Environmental Assessment, s. f.).
Muchos tipos distintos de NP de TiO. estan disponibles en el mercado y todos poseen
propiedades fisicoquimicas distintas como el tamafio, forma, pureza, formas alotropicas, etc.
Estas NP se encuentran disponibles en forma de anatasa y rutilo puros, o0 como sus mezclas

dependiendo de su uso (Weir y cols., 2012).

En el afio 2000, la produccion mundial de NP de TiOz se estimé en 2000 toneladas, de las
cuales el 65% se us6 en productos de cuidado personal, mientras que para los afios 2006 a
2010 se estimé en 5000 toneladas por afio (US EPA National Center for Environmental
Assessment, s. f.). La sintesis de NP de TiO> se lleva a cabo mediante distintos métodos. La
deposicion de vapor quimico (CVD, por sus siglas en inglés: chemical vapor deposition) es
una técnica en la cual un sustrato volatil es convertido en uno no volatil que es depositado
sobre un sustrato gracias al empleo de plasma, altas temperaturas y presion, entre otras para
generar vapor. Se ha reportado el empleo de tetracloruro de titanio (TiCl4) como sustrato. La

hidrolisis en flama es una técnica que puede ser empleada para la deposicion de una capa



delgada de NP sobre una superficie, en el cual un gas inerte lleva TiCls hacia una flama que
produce cloruro de hidrogeno y una mezcla de TiO- de diferentes tamafios (US EPA National
Center for Environmental Assessment, s. f.). En ocasiones se emplean métodos adicionales
para lograr tamafios menores o para separar aglomerados y agregados, asi como el empleo
de surfactantes y solventes que pueden ser empleados para mantener el tamafio de las NP

(US EPA National Center for Environmental Assessment, s. f.).

La exposicion a NP de TiO2 en seres humanos puede ser por la via oral, inhalatoria y dérmica.
Actualmente, el TiO2> se emplea ampliamente en la industria alimentaria como aditivo
alimentario, cominmente conocido como E171. Weir y colaboradores (2012) encontraron
que el E171 tiene un tamafio promedio de 110 nm y que al menos 36% posee un tamafo
menor a 100 nm. Ademas, evaluaron un amplio espectro de productos alimenticios
comerciales para determinar el contenido de titanio y determinaron concentraciones de hasta
340 mg de TiO- por racion. En ese trabajo también estimaron el consumo diario de TiO2 en
nifios entre 3 y 14 afios y encontraron un consumo de hasta 2 mg/kg de peso corporal, del
cual hasta 720 pg/kg de peso corporal por dia corresponderian a NP de TiO.. Se estima
también que la mayoria de los usuarios de protectores solares emplean concentraciones de
0.5-1.5 mg/cm? de NP de TiO2 (Srinivas y cols., 2006). Asumiendo lo anterior, en un dia de
exposicién solar, un adulto podria aplicarse entre 10 y 46 g de bloqueador por aplicacion, y
considerando que los bloqueadores contienen 2-15% de NP de TiO., una persona podria
aplicarse diariamente de 0.5 a 2.3 g de estas NP (US EPA National Center for Environmental
Assessment, s. f.). La exposicion por via inhalatoria representa un menor riesgo para una
persona, sin embargo, podria estar expuesta a las NP de TiO2 por inhalacion de vapores

durante el bafio o en ambientes humedecidos con nebulizadores y ademas por el uso de



protectores solares en aerosol (US EPA National Center for Environmental Assessment,

s. f.), sin embargo, existen pocos estudios al respecto.

1.1.1.2 NP de 6xido de zinc

Las NP de ZnO poseen una estructura cristalina que contribuye a sus propiedades
optoelectrénicas (Wang, 2004), transparencia que favorece su uso en recubrimientos o
superficies transparentes, asi como piezoelectricidad, que las hace especialmente interesantes
para su uso en sensores electronicos, celdas solares y transductores (Ma y cols., 2013).
Debido a sus propiedades fotocataliticas se emplean en tecnologia de remediacion ambiental,
asi como en desinfeccion médica (Hoffmann y cols., 2009). Estas NP también se emplean en
productos como plasticos, pinturas, pigmentos, asi como alimentos (como fuente de Zn),
baterias y retardantes de flama, entre otros. Sin embargo, su uso no se limita a éstos, ya que
algunos productos de uso personal como cosméticos y cremas también contienen NP de ZnO
debido a sus propiedades para absorber luz UV y a sus propiedades reflexivas (Hsueh y cols.,
2015; Ma y cols., 2013; Nohynek y Dufour, 2012). Recientemente, se ha observado que las
NP de ZnO tienen un alto grado de selectividad por las células cancerosas, superando los
indices de algunos agentes quimioterapéuticos normalmente usados (Bedi y Kaur, 2015). La
nanotecnologia aplicada a la agricultura es otro uso importante debido a que se ha observado
que fertilizantes nano-encapsulados de liberacion lenta minimizan el consumo de fertilizante
y la contaminacién ambiental. Ademas, estas NP per se tienen usos como fertilizantes, y
aunque algunos estudios han mostrado que tienen la capacidad de incrementar el crecimiento
y rendimiento de cultivos alimentarios (Sabir y cols., 2014), otros estudios han encontrado
que estas NP pueden tener efectos fitotdxicos y afectar el crecimiento de plantas, lo que se
ha relacionado con el tamafio nanométrico (Yang y cols., 2015). EI amplio espectro de usos
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que tienen actualmente ha conducido a un incremento en la exposicion humana a estas NP y
por lo tanto, a un incremento potencial en el riesgo, por lo que surge la necesidad de estudiar

los efectos toxicos de estas NP.

Las NP de ZnO son un polvo blanco opaco que puede ser sintetizado a partir de distintos
métodos fisicos, quimicos y hasta por métodos amigables con el ambiente. La sintesis
quimica es una de las més importantes y puede llevarse a cabo mediante el uso de precursores
quimicos y bajo distintas condiciones de temperatura, tiempo o concentracion de reactivos,
que conllevan a variaciones en el tamafio y geometria de las NP que se generan (Sabir y cols.,
2014). Entre estos métodos destaca la sintesis por transporte de vapor, que es uno de los
métodos mas empleados. En este proceso se generan vapores de zinc y oxigeno que
reaccionan entre si para formar a las NP. Sin embargo, una de las desventajas de los métodos
quimicos es que pueden producirse moléculas de otra naturaleza quimica que pueden
adsorberse a las NP (Sabir y cols., 2014). La sintesis verde involucra técnicas que emplean
solventes amigables con el ambiente como extractos naturales y el uso de microorganismos
y plantas para sintetizar estas NP. Sin embargo, estos métodos presentan la dificultad de
involucrar procesos muy elaborados para mantener a los microorganismos, para lograr la
sintesis y sobre todo involucra muchos pasos intermedios para la purificacion (Sabir y cols.,

2014).

Una revision realizada en 2014 muestra distintos parametros farmacocinéticos y como es que
estos se pueden modificar dependiendo de las caracteristicas de las NP de ZnO. Luego de
una administracion unica por via oral a ratas macho, la concentracion maxima de Zn en
plasma se alcanza a distintos tiempos dependiendo de la dosis administrada (1, 6 y 24 h para

50, 200 y 2000 mg/kg) de NP de ZnO (20 nm). Particulas negativamente cargadas se



absorben mejor que aquellas con carga positiva por lo que, en este estudio, los autores
concluyen que la carga, mas que el tamafio, son un factor dominante en la eficiencia de
absorcion. Los 6rganos a los que estas NP se distribuyen principalmente son pulmon, higado
y rifion y se ha descrito que la eliminacion se lleva a cabo por via urinaria para NP con un
tamafo hidrodinamico menor a 5 nm mientras que NP de mayor tamafio son eliminadas

principalmente por via fecal (Choi y Choy, 2014).

1.2 Nanotoxicologia

La amplia gama de usos de las NP tanto en ciencia basica como en la industria ha favorecido
la exposicion de poblaciones humanas, por lo que resulta de suma importancia evaluar su
potencial toxicoldgico. A pesar de que el campo de la toxicologia considera aspectos fisicos
y quimicos en la evaluacion toxicoldgica, el estudio de las NP implica otro tipo de
consideraciones. El tamafio de la NP, forma, dispersion, composicion, propiedades de
superficie, entre otras caracteristicas pueden potencialmente influir la toxicidad en formas
que hasta ahora son desconocidas. Para generar resultados reproducibles es necesario que los
materiales de prueba sean adecuadamente descritos respecto a las propiedades relevantes

(Powers y cols., 2009).

Considerando lo anterior, el estudio toxicol6gico de las NP representa un reto importante en
la actualidad. De acuerdo con una editorial de Nature Nanotechnology, la caracterizacion de
nanomateriales debe hacerse con base en la relevancia para el estudio, sin embargo, existe un
numero de parametros que deben ser incluidos en todos los trabajos, algunos son: tamario de
particula y distribucion, composicién quimica, impurezas, grado de agregacion o

aglomeracion, superficie de area y morfologia («Join the Dialogue», 2012), puesto que estos



parametros pueden influir en la comprension sobre el mecanismo mediante el cual las NP

generan toxicidad.

1.2.1 Interacciones de las NP con las células

La interaccion NP-célula se refiere a las interacciones que resultan del contacto fisico y
quimico de las NP con las células. La interaccion NP-célula juega un papel importante en la
liberacion de farmacos dirigidos con NP, asi como en la nanotoxicologia (Cell-particle
interactions - Latest research and news | Nature, s. f.). La membrana plasmatica permite la
difusion de pequefias moléculas no polares como el Oz y el CO2, mientras que las moléculas
polares, como los iones, y nanomateriales son incapaces de ingresar a las células de este
modo. Muchos de estos iones y moléculas son transportados a través de un sistema de
canales, mientras que macromoléculas de mayor tamafio son internalizados mediante
endocitosis luego de hacer contacto con la membrana celular. La endocitosis es un proceso
de internalizacién que consiste en la formacion de vesiculas membranales alrededor del
“cargo” mediante la formacion inicial de una invaginacion, que después es liberada al citosol
formando al endosoma (Verma y Stellacci, 2010). Una vez dentro, el material contenido en
los endosomas puede ser liberado a distintos compartimentos intracelulares, ser reciclado al
espacio extracelular o enviado a través de las células mediante el proceso de transcitosis en
células polarizadas. En general el proceso de endocitosis puede ser dividido en fagocitosis y
pinocitosis, la internalizacion de particulas grandes y de fluidos y solutos, respectivamente

(Sahay y cols., 2010).

Las NP pueden ingresar a las células por vias fagociticas y no fagociticas, que pueden ser

mediadas por proteinas como clatrinas, caveolinas o incluso pueden ser independientes a



estas proteinas (Sahay y cols., 2010). La internalizacion de NP por lo general culmina en la
internalizacion en lisosomas, lo que representa un ambiente hostil que puede ayudar a
degradar estos materiales (Stern y cols., 2012). Propiedades fisicoquimicas de las NP como
el tamafio, forma, cubierta, carga etc., asi como el tipo celular juegan un papel importante en
la via de ingreso de estos nanomateriales a las células, y por lo tanto también pueden influir

en su destino, efectos y mecanismos de toxicidad.

1.2.2 Mecanismos de toxicidad de las NP

Debido a las caracteristicas propias de los materiales nanométricos existe el potencial de
efectos toxicos. Efectos indeseados son posibles debido a diferentes caracteristicas dadas las
interacciones con sistemas bioldgicos y el ambiente, con el potencial de inducir toxicidad.
La mayor superficie de area respecto al volumen de los nanomateriales contribuye a
incrementar la reactividad de los mismos, lo que puede resultar en la induccion de formacion
de especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés: reactive oxygen species).
Otras propiedades fisicoquimicas pueden contribuir favoreciendo determinadas interacciones
que pueden incrementar los efectos toxicos. La disminucion en el tamarfio del material puede
crear planos cristalinos discontinuos que incrementan el nimero de defectos estructurales,
asi como la configuracién electrénica del material. Lo anterior puede favorecer la formacion
de sitios en la superficie de los materiales que funcionen como “sitios reactivos”. Algunos
grupos en la superficie de los materiales puede volver a los materiales hidrofébicos o
hidrofilicos, o cataliticamente activos o pasivos favoreciendo la interaccién de oxigeno
molecular con sitios activos donadores o aceptores de electrones que favorecen la formacion
del anion superdxido (O27) que en conjunto con reacciones tipo Fentom puede favorecer la
formacion de otras ROS (figura 2). Otras propiedades como la forma, agregacién, el
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revestimiento y la solubilidad, entre otros, pueden contribuir potenciando o disminuyendo

estos efectos (figura 2).

La formacion de ROS se ha descrito como uno de los principales mecanismos de toxicidad
de las NP ya que se induce estrés oxidante, inflamacion y dafio a moléculas bioldgicas como
proteinas, membranas y &cido desoxirribonucleico (DNA, por sus siglas en inglés:
deoxyribonucleic acid) (Fard y cols., 2015). Sin embargo, otros mecanismos de toxicidad

también han sido descritos por la exposicién a nanomateriales.
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Figura 2. Posibles mecanismos por los cuales las NP interactian con sistemas biologicos y generan ROS.
Los ejemplos ilustran la importancia de la composicion del material, estructura electrénica, especies unidas a
la superficie y solubilidad, entre otros, asi como la contribucién de interacciones con otros factores ambientales.
1- Activacion de pares de electrones por UV que conduce a ruptura de enlaces y formacion de radicales. 2-
Composicion del material, por ejemplo, planos cristalinos discontinuos y defectos que pueden generar
configuraciones electrénicas activas. 3- Interacciones con el medio, disolucién de particulas, revestimiento,
pasivacién, y la hidrofobicidad/hidrofilicidad del material. 4- Quimica catalitica y ciclos redox via metales (e.g.
Fe) y compuestos organicos (e.g. quinonas). Tomada y traducida de McNeil (2005).
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1.2.2.1 Generacion de especies reactivas de oxigeno

A la variedad de moléculas y radicales libres derivados del oxigeno molecular se les
denomina cominmente como ROS. El Oy, producto de la reduccion del oxigeno, es el
precursor de la mayoria de las ROS y un intermediario en la cadena de transporte de
electrones, que al ser dismutado (por la accién de la superoxido dismutasa (SOD)) produce
peroxido de hidrogeno (H203), el cual puede ser reducido parcial o totalmente al radical
hidroxilo o agua, respectivamente. El estrés oxidante se refiere a los procesos deletéreos,
resultado de un desbalance entre las ROS formadas y las defensas antioxidantes. El
incremento desproporcionado en los niveles basales de estos oxidantes conduce a reacciones
en cadena mediadas por radicales libres que tienen como blanco indiscriminado proteinas,
lipidos, polisacaridos y DNA (Turrens, 2003). Actualmente se sabe gque la mitocondria es
una de las principales fuentes de generacion de ROS dentro de las células (Murphy, 2009).
Dado que el microambiente en este organelo es altamente reductor varios componentes de la
cadena respiratoria son termodindmicamente capaces de transferir un electron al oxigeno

(Turrens, 2003).

La formacion de ROS es uno de los principales mecanismos de toxicidad de las NP que puede
provocar estrés oxidante e inflamacién y con ello alterar estructuras celulares, incluyendo al
DNA (Fard y cols., 2015). Distintas propiedades, como la superficie de area respecto al
volumen, de las NP causan una mayor reactividad quimica, lo que puede resultar en un
incremento de ROS (Fard y cols., 2015). El incremento en los niveles de ROS por la
exposicion a NP involucra principalmente alteraciones en la respiracion mitocondrial y la
activacion de sistemas enzimaticos dependientes de NADPH (Fard y cols., 2015). La

exposicion a NP puede favorecer la formacion de radicales libres o incrementar sus niveles
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directa o indirectamente. De acuerdo con la revision realizada por Fard y cols. (2015) existen
tres principales vias para la generacion de estrés oxidante: Primero, las NP pueden favorecer
directamente la generacion de estrés oxidante, asi como por su habilidad para estimular la
generacion de ROS como parte de una respuesta celular a estos materiales. La segunda se
refiere a la presencia de intermediarios de radicales libres relativamente estables presentes
en la superficie de las NP. Finalmente, pueden inducir estrés oxidante mediante la presencia

de grupos pro-oxidantes, producto de la funcionalizacion de NP.

1.2.3 Toxicidad de las NP de TiO2 y ZnO mediada por ROS

Distintos estudios han descrito que las NP de TiO2 y ZnO pueden inducir citotoxicidad
mediada por ROS en distintos tipos celulares (considerando las distintas vias de ingreso al
organismo). Una revision realizada por Fard y cols. (2015) muestra estudios en los que se
observo que la citotoxicidad por la exposicién a NP de TiO2 es dependiente del tamafio (a
menor tamafio mayor dafio), lo que se relaciona con una mayor superficie de area. Zhang y
cols. (2015), en una reciente revision encontraron que las NP de TiO2 pueden inducir estrés
oxidante, citotoxicidad y fototoxicidad, afectando distintas funciones celulares y provocando
dafio al DNA. Por su parte, Jaeger y cols. (2012) encontraron que la exposicion in vitro a NP
de TiO2 genero la formacion de ROS en células HaCaT (5 y 50 pg/mL por 4 h), asi como

dafio genotoxico y citotdxico.

Por otro lado, Abbasalipourkabir y cols. (2015) encontraron que la exposicion in vivo a NP
de ZnO (10-30 nm) incrementa el indice de lipoperoxidacién en ratas macho a partir de 150
mg/kg por dia por una administracion via i.p. sin alterar la actividad de las enzimas SOD y

glutation peroxidasa (GPX). Otro estudio encontréd que la exposicion a NP de ZnO suprimio
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la actividad antioxidante del higado de manera dependiente de la concentracion (100-600
mg/kg) luego de que ratas macho fueron expuestas a las NP a través del alimento, y que esto
afectd ademas otros parametros como la actividad de citocromos tanto en higado como en

intestino (Tang y cols., 2016).

1.3 Funcion ovarica

Los ovarios se localizan a los lados del Gtero en la cavidad pélvica y son responsables de
producir a las unidades funcionales, los foliculos ovaricos, que consisten en un ovocito
rodeado de células de la granulosa (CG) delimitados por una capa de células de la teca,
mediante dos procesos estrechamente relacionados; la ovogénesis y la foliculogénesis
(Hirshfield, 1991). Gracias a estos dos procesos, el ovario cumple con dos roles fisiol6gicos
de gran importancia. Por un lado, es capaz de generar y liberar un ovocito maduro con la
capacidad de ser fertilizado y por el otro lado, es capaz de sintetizar y secretar hormonas
esenciales para mantener las funciones normales en el tracto reproductivo (Barnett y cols.,

2006).

1.3.1 Foliculogénesis

Desde la embriogénesis, las células germinales primordiales u “oogonias” son alojadas en el
ovario en desarrollo junto con células somaticas, donde ambos tipos celulares se dividen por
mitosis, incrementando asi su nimero para después diferenciarse formando los foliculos
primordiales. Después del nacimiento, se establece un numero finito de foliculos
primordiales, esenciales para la fertilidad en la vida adulta (Hernandez-Ochoay cols., 2018).
Dentro de estos foliculos, los ovocitos permanecen arrestados en la profase | de la primera

division meidtica hasta que son activados (LaBarbera, 2010), lo que inicia el crecimiento y
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diferenciacion celular dentro del foliculo, que pasa por distintas etapas que incluyen al

foliculo primario, preantral, antral y ovulatorio (Hernandez-Ochoa y cols., 2018).

Distintos factores dependientes e independientes de hormonas promueven el crecimiento de
los foliculos. Estimulos dentro del ovario promueven el reclutamiento inicial, que consiste
en la estimulacion de algunos foliculos primordiales para que inicien su crecimiento mientras
que el resto de estos foliculos permanecen quiescentes por meses o afios (McGee y Hsueh,
2000). El reclutamiento ciclico, dependiente de hormonas, resulta luego del incremento en
los niveles circulantes de hormona foliculo estimulante (FSH, por sus siglas en inglés: follicle
stimulating hormone) en cada ciclo reproductivo, con lo cual se rescata una cohorte de
foliculos antrales para que continllen su crecimiento, mientras que el resto van a atresia
(muerte celular) (McGee y Hsueh, 2000). La transicion desde foliculo primordial hasta
foliculo preantral implica importantes cambios estructurales y es regulada por una red de
sefiales. Cambios en la morfologia de las CG, que pasan de forma alargada a cuboidal,
incremento de la actividad mit6tica en las CG, aparicion de la zona peltcida alrededor del
ovocito, asi como un incremento en el tamafio del ovocito, son caracteristicas de la transicion
desde foliculo primordial a foliculo primario (Hernandez-Ochoa y cols., 2018). La transicion
a foliculo preantral implica el incremento del nimero de CG y la formacion de multiples
capas en el foliculo, crecimiento del ovocito, la aparicion de una capa de células de la teca
(teca interna y teca externa) delimitando el foliculo, asi como la vascularizacion del mismo

(Hernéndez-Ochoa y cols., 2018).

La formacion del foliculo antral tiene como caracteristica principal la aparicion de un espacio
Ileno de liquido (ultra-filtrado del suero que contiene hormonas como FSH, luteinizante (LH,

por sus siglas en inglés: luteinizing hormone), estrogenos y androgenos entre otros)
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denominado “antro”. La LH, liberada de la pituitaria anterior bajo el control pulsatil de la
hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH, por sus siglas en inglés: gonadotropin-
releasing hormone) proveniente del hipotdlamo, se une a su receptor (LHR, por sus siglas en
inglés: luteinizing hormone receptor) en las células de la teca y estas en respuesta producen
testosterona (Lee y Rhee, 2007). Después, la FSH se une a su receptor en las CG,
incrementando la expresion de la aromatasa, hormona que convierte la testosterona en
estradiol (E2) (Hernandez-Ochoa y cols., 2018). Este compuesto estimula el crecimiento del
foliculo hasta la fase preovulatoria. En esta fase, las CG se diferencian en dos linajes
anatomica y funcionalmente distintos: las células murales, en la periferia del foliculo y las
células de la cumula (CC), que se encuentran en intima asociacién con el ovocito por medio
de uniones gap, formando el complejo ovocito-células de la cumula (COC) (Gilchristy cols.,
2008). Finalmente, un pico o descarga de LH que incide sobre el foliculo interrumpe
sustancialmente la comunicacion entre las CC, lo que se ha relacionado con la reanudacion
y progresién de la meiosis de profase | a metafase 11, la expansion de las CC alrededor del
ovocito y el inicio de la ovulacion (Dekel y cols., 1981; Dekel, 2005; Granot y Dekel, 2002).

El proceso de foliculogénesis se resume en la figura 3.
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Figura 3. Eventos implicados en el proceso de crecimiento de foliculos ovaricos. El proceso de
foliculogénesis comienza con la aparicion de un conjunto finito de foliculos primarios. Durante la edad
reproductiva femenina, los foliculos primordiales son activados para crecer por factores secretados por el
ovocito como bFGF. BFGF incluye la expresion de KL en las células de la granulosa, que se une a su receptor
en la superficie del ovocito C-KIT. Esta union desencadena la cascada de sefializacion de PI3K en el ovocito,
gue conduce al crecimiento del ovocito. La activacion de los foliculos primordiales es negativamente regulada
por PTEN. Una vez activado, muchos genes regulan la transicion del foliculo primordial a primario. Esta
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transicion es negativamente regulada por factores como AMH/MIS y SDF-1. La transicién del foliculo primario
a preantral involucra la proliferacion de las células de la granulosa y la aparicion de células de la teca en la
periferia. El foliculo antral adquiere la capacidad de convertir colesterol en testosterona y estradiol. El estradiol
producido estimula el crecimiento del foliculo antral para llegar al foliculo preovulatorio, que recibe el estimulo
de un pico de LH que induce la maduracion y competencia del ovocito. Después de 14-16 h después del estimulo
de LH, el complejo ovocito células de la cumula es liberado del foliculo, proceso conocido como ovulacidn.
Tomada y traducida de Hernandez-Ochoa y cols. (2018).

1.3.2 Esteroidogénesis

Distintas moléculas participan en la sintesis de estrogenos en el foliculo, cuya expresion es
estrictamente regulada. Primeramente, el colesterol es transportado a la mitocondria de las
células de la teca gracias a la accion de la proteina StAR (por sus siglas en inglés:
steroidogenic acute regulatory protein), cuya expresion esta regulada por el CAMP (por sus
siglas en inglés: cyclic adenosine monophosphate) y el estimulo de las hormonas FSHy LH
(Kraemery cols., 2013). Después, el colesterol es convertido a pregnenolona por el Cypllal
dentro de la mitocondria (Andersen y Ezcurra, 2014; Payne y Hales, 2004). La pregnenolona
es hidroxilada, generando la 17a-hidroxipregnenolona y posterior remocién del grupo acetilo
para formar la dehidroepiandrosterona por la accion del Cypl7al. Después, por accién de la
Hsd3bl se genera la androstenediona y posteriormente se forma la testosterona gracias a la
accion de la enzima Hsd17b1. Una vez en las células de la granulosa, la testosterona, y en
menor medida la androstenediona, es convertida a E> o estrona, respectivamente (Andersen

y Ezcurra, 2014; Payne y Hales, 2004) (Figura 4).
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Figura 4. Esteroidogénesis humana ovarica. Las lineas punteadas muestran la via A5 del metabolismo de la
pregnenolona. Las lineas continuas muestran la ruta alternativa del metabolismo de la pregnenolona. Tomada
y traducida de Andersen y Ezcurra (2014).

1.4 Efectos de las NP en el aparato reproductor

Los dérganos reproductivos, asi como el sistema endocrino son muy sensibles a la toxicidad
de muchos xenobidticos, al estrés, a los metales pesados, microondas y NP (Hong y cols.,
2016). Algunos estudios in vitro e in vivo han descrito alteraciones en los aparatos
reproductores masculino y femenino después de la exposicion a distintos tipos de NP,
evidenciando que éstas pueden alcanzar los 6rganos reproductores y alterar las funciones

normales (Hong y cols., 2016; Stelzer y Hutz, 2009; Tiedemann y cols., 2014; Xu y cols.,

2012; Zhao y cols., 2013).
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1.4.1 Reprotoxicidad de las NP de didxido de titanio

Algunos estudios han evaluado el efecto de las NP de TiO sobre el aparato reproductor
masculino y han encontrado acumulacion de titanio en los testiculos, alteracion en la
actividad de proteinas antioxidantes e incremento en los niveles de apoptosis, entre otros.
Hong y cols. (2016) encontraron que la exposicion por 8 meses a NP de TiO; anatasa (5
mg/kg de peso) en ratones macho disminuye la tasa de apareamiento y embarazo, asi como
el nimero de fetos vivos al nacer. Esta exposicion también incremento el nimero de células

inflamatorias en los testiculos, asi como alteraciones histopatoldgicas.

En otro estudio se observo un incremento en los niveles de titanio de manera dependiente de
la dosis en los testiculos de rata que fueron inyectadas i.v. con NP de TiO2 (10-20 nm) en su
forma alotrdpica anatasa por 30 dias en intervalos semanales, sugiriendo que estas NP pueden
atravesar la barrera hematotesticular y acumularse en la gonada. En ese estudio también
encontraron una alteracion en la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y GPX (25 y 50
mg/kg peso corporal), asi como un incremento de la apoptosis espermatica (25 y 50 mg/kg
por dia), por lo que los autores sugirieron que la exposicion a NP de TiO2 induce estrés
oxidante, y que éste promueve el incremento en los niveles de apoptosis. Ese estudio también
evaluo si las NP de TiO- afectaban los niveles de testosterona, hormona importante para el
desarrollo normal del espermatozoide, y observaron una disminucion en sus niveles en suero

(25 'y 50 mg/ kg por dia) (Meenay cols., 2015).

Algunos estudios que han evaluado los efectos de las NP de TiO. sobre el sistema
reproductivo femenino han evidenciado que el titanio llega a los ovarios y afecta su funcion.
Zhao y cols. (2013) realizaron un estudio en ratones hembra expuestos via i.g. por 90 dias y

encontraron acumulacion de titanio en los ovarios, disminucion en el peso corporal y en el
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peso relativo del ovario, asi como una disminucion en la tasa de apareamiento, tasa de
embarazo y en el nimero de recién nacidos, todo de manera dependiente de la dosis (desde
2.5 mg/kg hasta 10 mg/kg de peso corporal). Este mismo estudio tambien evaluo el efecto de
las NP de TiO2 sobre los niveles hormonales y se observo una disminucion en los niveles de
E>, progesterona, LH, FSH y testosterona de manera dependiente de la dosis, asi como un
incremento en la expresion de distintas citosinas sugiriendo un incremento en la atresia en el
ovario. Otro estudio que uso6 peces como modelo y una concentracion de 100 pg/L de NP de
TiO2 anatasa también confirmo que las NP de TiOz pueden acumularse en el ovario y ademas,
que el bisfenol-A es capaz de adsorberse a estas NP e incrementar su ingreso, conduciendo a
una disminucién en los niveles de hormonas esteroideas (E: y testosterona) y de FSH y LH

circulantes (Fang y cols., 2016).

1.4.2 Reprotoxicidad de las NP de zinc

Aunque distintos estudios han evidenciado el potencial toxico de las NP de ZnO en distintos
modelos, existen pocos estudios que hayan reportado efectos sobre pardmetros reproductivos.
Han y cols. encontraron que las células de Leydig y Sertoli fueron capaces de internalizar a
las NP de ZnO (70 nm) y que los niveles de apoptosis incrementan como consecuencia del
dafio al DNA debido al incremento en las ROS, después de una exposicion in vitro. Mientras
que invivo, los autores encontraron que las NP de ZnO fueron capaces de generar alteraciones
en el epitelio seminifero, asi como anormalidades espermaticas. Barkhordari y cols. (2013)
encontraron que la exposicion in vitro de espermatozoides humanos a NP de ZnO (10, 100,
500 y 1000 pg/mL por 45, 90 y 180 min) incrementa los niveles de células apoptdticas de
manera dependiente de la concentracion. Sin embargo, no evaluaron otros parametros de
importancia. Otro estudio mostré una disminucion en parametros de calidad espermaética
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como motilidad, morfologia, viabilidad y concentracion después de una exposicion in vivo
por via i.p. a partir de 100 mg/kg de peso corporal durante 10 dias (50-200 mg/kg de peso
corporal) asi como un incremento en el estrés oxidante en suero (Abbasalipourkabir y cols.,

2015).

Actualmente los estudios que evaltan la toxicidad de las NP de ZnO son pocos y se enfocan
especialmente en los efectos sobre el aparato reproductor masculino. Hasta ahora, pocos
estudios ofrecen informacion respecto a su reprotoxicidad femenina. Liu y cols. (2016)
detectaron a estas NP en tejido ovérico de gallina y encontraron que la exposicion in vivo
reduce el indice de 6rganos ovaricos. Ademas, esta exposicion fue capaz de alterar la
expresion y niveles proteicos de distintos factores neuronales, asi como la poblacion de
células neuroendocrinas alterando los niveles de elementos esenciales en el ovario. Por lo
anterior los autores sugieren que estos materiales pueden afectar negativamente el desarrollo
ovarico en la pubertad. Otro estudio, empleando células de la granulosa de gallina mostro
que las NP son capaces de regular la expresion especifica de genes y proteinas que participan
en el desarrollo y reproduccion (Zhao y cols., 2015). Finalmente, otro estudio realizado en
ratas expuestas a NP de ZnO (500 mg/kg de peso corporal) via oral mostré un incremento en
el peso del atero, asi como una disminucion en el nimero de recién nacidos y de crias vivas
y disminucioén en la ganancia de peso corporal después de 4 dias (Jo y cols., 2013). Lo anterior
sugiere que las NP de ZnO son capaces de llegar a las células ovéricas y alterar su
funcionalidad. Sin embargo, es necesario que se realicen estudios en otros modelos para que
la informacion generada pueda ser empleada en la determinacion del potencial reprotdxico

de estas NP.
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En resumen, aunque existen algunos estudios evaluando efectos a nivel reproductivo
femenino por la exposicion a NP de TiO2 y ZnO, y que dicha toxicidad se ha atribuido de
manera general a la capacidad de estas NP metalicas de generar ROS, son pocos los estudios
que se enfoquen en dilucidar tanto la interaccion de estas NP con las células del ovario, asi
como los efectos directos de dicha interaccion. En este contexto, también es relevante evaluar
si hay generacion de ROS por una exposicion directa de las células del ovario a las NP y si

esto puede ser el mecanismo principal de toxicidad reproductiva.

1.5 Justificacion

Las NP de TiO2 y ZnO son ampliamente utilizadas en distintos productos de uso cotidiano
incluyendo cosmeéticos, cremas, alimentos y agua de bebida, entre otros, por lo que pueden
ingresar por méas de una via al organismo. Estudios previos describen alteraciones en los
niveles hormonales, expresion de genes implicados en la foliculogénesis y esteroidogénesis,
disminucion en la fertilidad etc. asi como la generacion de ROS. Sin embargo, estos estudios
no describen si los efectos observados se deben a un dafio directo de estos materiales sobre
las células del ovario. Las caracteristicas fisicoquimicas y el recubrimiento, entre otros,
pueden modificar la respuesta de los sistemas bioldgicos ante las NP o el efecto que pueden
causar. Una de las principales vias mediante las cuales las NP son capaces de alterar la
funcién celular es mediante la generacién de ROS. Hasta ahora, son pocos los estudios
realizados a nivel reproductivo, y en particular en el ovario, que hayan determinado los
efectos toxicos por la exposicion a nanomateriales. Tampoco se ha determinado si estos
efectos estan relacionados con la induccion de estrés oxidante. Por lo anterior, es de suma
importancia que se evallen los efectos de los nanomateriales, en particular las NP de TiO2 y

ZnO0, sobre distintos parametros funcionales del foliculo (unidad funcional del ovario), para
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facilitar la comprension del potencial repro-toxico de los mismos, asi como sus mecanismos

de toxicidad.
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1.6 Hipotesis

La exposicion a las NP de TiO2 y de ZnO afectara la funcion del foliculo antral de manera
diferencial dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de las NP y estos efectos se

relacionaran con la generacion de ROS.

1.7 Objetivos

1.7.1 Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicion a las NP de TiOz y de ZnO sobre parametros morfologicos
y funcionales del foliculo antral, y su relacion con las caracteristicas fisicoquimicas y con la

generacion de ROS.
1.7.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las NP por medio del tamafio primario,

diametro hidrodindmico, indice de polidispersion y carga de superficie, entre otras.

2. Evaluar el efecto de las NP sobre la actividad metabdlica de los foliculos antrales in vitro.
3. Evaluar la internalizacion de las NP, asi como su localizacién en el foliculo antral.

4. Evaluar el efecto de la exposicion a las NP sobre la ultraestructura del foliculo antral.

5. Evaluar el efecto de las NP sobre el crecimiento y morfologia del foliculo antral.

6. Determinar el efecto de las NP sobre la capacidad esteroidogénica del foliculo antral

cuantificando los niveles de hormonas.

7. Evaluar si la exposicion a las NP afecta la via esteroidogénica del foliculo.
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8.- Determinar el efecto de las NP sobre la induccion de atresia y ciclo celular en el foliculo

antral.

9.- Evaluar la induccion de estrés oxidante en el foliculo antral.
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2 Meétodos

2.1 Diseino experimental

El disefio experimental consta de varias etapas que corresponden a la caracterizacion

fisicoquimica de las NP, la evaluacion de la interaccion de las NP con el foliculo antral, la

evaluacion de los efectos de las NP sobre reguladores de la apoptosis y del ciclo celular, la

evaluacion de la induccion del estrés oxidante, asi como la determinacion de los efectos de

estos materiales sobre la esteroidogénesis. Para ello se emplearon foliculos antrales de

ratones hembra de las cepas C57BL6/J y CD1, Las figuras 5 y 6 resumen el disefio

experimental.

Zn0, TiO:z2 NP

Caracterizacidon
Fisicoquimica

Tamafio primario, morfologia
Tamario hidrodinamico
Potencial Z

indice de poli-dispersion

Cultivo de 7 dias
C578L6/) 0 CD-1

3-4 semanas
0,5,15,25y 50 pg/mL
+ Trolox 100 pM

Interaccion de NP con el
foliculo antral

Apoptosisy

ciclo celular

Estrés oxidante

Efecto sobre
esteroidogénesis en
foliculo antral

Genes de la esteroidogénesis
Produccion de hormonas

Estrés oxidante

Figura 5. Disefio experimental del estudio. El disefio experimental se dividio en varias etapas. Se realizaron
al menos 3 experimentos independientes para cada evaluacion in vitro.
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Figura 6. Disefio experimental del cultivo in vitro del foliculo antral. Foliculos antrales se cultivaron en
medio suplementado. En el dia 3 de cultivo se realiz6 un cambio de medio que incluia las nanoparticulas (NP)
de TiO; 0 ZnO a diferentes concentraciones. La exposicion a las NP se mantuvo del dia 3 al 7, lo que
corresponde a 96 h. La caja punteada indica el cultivo del dia 0 al 3 usando solo medio suplementado. La caja
rayada indica el cultivo del dia 3 al 7 usando medio suplementado méas NP de TiO, o de ZnO, lo que corresponde
a un periodo de exposicion a NP de 0 a 96 h. * Indica ensayos de MTT (5, 25 y 50 ug/mL) a las 48, 72y 96 h
de exposicion a las NP, asi como la cuantificacion de ROS en foliculos expuestos a NP de TiO; (25 ug/mL) y
NP de ZnO (15 pg/mL). Los parametros de exploracién y de funcion folicular (expresion de genes,
cuantificacién de hormonas, etc.) se evaluaron a las 96 h.

2.2 Microscopia electrénica de transmision (TEM)

2.2.1 Principio

La microscopia electrénica de transmision (TEM, por sus siglas en inglés: transmission
electron microscopy) permite observar estructuras que tienen longitudes por debajo de los
100 nm. Un haz de electrones, generado por una fuente de tungsteno o lantano, gracias a su
caracter ondulatorio, es enfocado por aperturas metalicas y lentes electromagnéticas en la
columna del microscopio. Este haz de electrones es aplicado al espéecimen, los electrones
transmitidos son enfocados y magnificados por un sistema de lentes que consta de dos lentes
después del espécimen, que finalmente es proyectado en una pantalla de fosforo para

convertir la imagen de electrones en una forma visible (Tang y Yang, 2017).
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2.2.2 Procedimiento

Para determinar el tamafo primario de las dos NP, se prepararon suspensiones de 100 pg/mL
en isopropanol que después fueron sometidas a sonicacion por 1 min. Una gota de las
suspensiones se colocé en rejillas de cobre Lacey Formvar/carbon de 300 hoyos (01883-F) y
se observd en un microscopio electronico (JEM 2010, Jeol Ltd.). Se tomaron micrografias de
distintas zonas de la rejilla al azar, y se midieron al menos 400 NP usando el programa Gatan
Digital Micrograph (version 3.32.2403.0) para determinar la distribucion de tamafio de

ambas NP.

2.3 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

2.3.1 Principio

La microscopia electronica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés: scanning electron
microscopy) es ampliamente utilizada para determinar la superficie de materiales. Similar a
la TEM, se genera un haz de electrones que es enfocado y dirigido a la muestra de interés al
vacio. Sin embargo, a diferencia del TEM, donde se analizan los electrones transmitidos, en
el SEM se analizan los electrones que son dispersados por la muestra y después procesados
para formar una imagen. Esta técnica provee informacion sobre la topografia, morfologia,

incluso el tamafio y forma de la muestra (Akhtar y cols., 2018).
2.3.2 Procedimiento

Para conocer la superficie de las NP mediante SEM, se prepararon suspensiones de 100
pug/mL en isopropanol que después fueron sometidas a sonicacion por 1 min. Una gota de las

suspensiones se coloco en una cinta de carbon y la muestra se dejo secar toda la noche. Al
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dia siguiente, las rejillas se analizaron en un microscopio electrénico de barrido (AURIGA
3916-FESEM, Oberkochen, Alemania). Se tomaron micrografias representativas de las

muestras para su analisis.

2.4 Espectroscopia de rayos X

2.4.1 Principio

La espectroscopia de rayos X (EDS, por sus siglas en inglés: energy-dispersive X-ray
spectroscopy) es un método para detectar y cuantificar la composicioén elemental en una
muestra muy pequefia de material. En un microscopio electrénico de transmision equipado,
al ser excitados por el haz de electrones, los atomos en la superficie de una muestra emiten
rayos X de determinadas longitudes, que son caracteristicos de la estructura atbmica de cada
elemento que conforma el material. Un detector se emplea para analizar estas emisiones de

rayos X, las cuales son asignadas a su elemento correspondiente (Ebnesajjad, 2014).
2.4.2 Procedimiento

Para determinar la composicion elemental de las dos NP, se prepararon suspensiones de 100
pug/mL en isopropanol que después fueron llevadas a sonicacion por 1 min. Una gota de las
suspensiones se colocd en rejillas de cobre Lacey/Formvar/carbon de 300 hoyos (01883-F).
Después, las rejillas con las NP se analizaron en un microscopio electrénico (JEM 2010, Jeol
Ltd. Tokio, Japon) para obtener los espectros de EDS, asi como la cuantificacion elemental.

Esta técnica permite corroborar la ausencia de impurezas en la muestra.
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2.5 Difraccion de rayos X

2.5.1 Principio

La difraccion de rayos X (XRD, por sus siglas en inglés: X-ray diffraction) mide la distancia
entre planos atbmicos sucesivos, asi como la posicion de los a&tomos o iones dentro de un
cristal, permitiendo la determinacién de la estructura cristalina (Nguyen y Harbison, 2017).
La informacion generada se emplea para detectar minerales al tiempo que se evalua la
estructura y simetria de estos, y permite conocer la proporcion relativa de mezclas de

minerales.
2.5.2 Procedimiento

Las NP fueron analizadas en un difractometro de rayos X (Siemens D-5000, Munich,
Alemania). Las condiciones de trabajo del generador de rayos X fueron: un voltaje de 35 mV
y una corriente de 25 mA. Se emple6 un filamento de cobre como fuente de radiacion

(Cu K,; = 1.5418 A) y un intervalo de barrido de 20° a 100° para las mediciones.

2.6 Dispersion de las NP

2.6.1 Principio

Cuando las NP se suspenden en un medio, diferentes fuerzas influyen sobre ellas. Por un
lado, la fuerza gravitacional induce la sedimentacion de los materiales, por otro lado, estas
particulas tienen un movimiento browniano (movimiento al azar de las particulas en un
fluido) (Bruinink y cols., 2015), que contribuye a su difusion en el medio y a la interaccion

NP-NP, promoviendo la formacién de agregados/aglomerados de tamafio variable. Dado que
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el estado de dispersion de las NP afecta su bio-reactividad, se establecié un protocolo de
dispersion. La dispersion de las NP se llevo a cabo mediante una sonicacion con punta
(Ultrasonic processor, GEX130PB). Se preparo6 un stock de NP (500 pg/mL) en agua doble
desionizada estéril (dd-H20), que se sometio a sonicacion durante diferentes tiempos. En
cada tiempo de sonicacién se determind el diametro hidrodinamico (DH) y el indice de
polidispersion (PDI, por sus siglas en inglés: polydispersion index). Finalmente, después de
analizar los datos, se eligio el tiempo de sonicacion que generé un DH y PDI mas bajo. Este
protocolo se realizé siempre antes de llevar los volumenes del stock al medio de cultivo para

obtener las concentraciones de exposicion.

2.7 Dispersion dinamica de la luz

2.7.1 Principio

El tamafio hidrodindmico de las particulas en suspension se evalué mediante dispersion
dinamica de luz (DLS, por sus siglas en inglés: dynamic light scattering). Como se mencion6
anteriormente, en suspension, las particulas tienen un movimiento browniano, por lo que la
dispersion de la luz presenta variaciones en el tiempo. Con el empleo de esta técnica se puede
realizar una autocorrelacion de las fluctuaciones en la intensidad de la luz dispersada para
determinar el coeficiente de difusion de las particulas. Posteriormente, el promedio del
tamafio hidrodindmico puede ser estimado a partir de este coeficiente con el empleo de la

ecuacion de Stokes-Einstein (Jiang y cols., 2009).
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2.7.2 Procedimiento

Se realizo el protocolo de dispersion de NP de acuerdo con lo antes descrito. Después, se
suplementd el medio de cultivo y se agregaron los volumenes correspondientes de stock de
NP para obtener las concentraciones que se usaron en el estudio. Se prepararon suspensiones
de NP de TiO2 (5, 25y 50 pg/mL) y ZnO (5, 10, 15y 25 pg/mL) y se coloco 1 mL en una
celda de poliestireno de 1 x 1 x 5 cm. El tamafio hidrodindmico se determind en el equipo

Zetasizer NanoZS90 (Malvern Instruments Ltd, UK).

2.8 Electroforesis de Laser tipo Doppler (LDE)

2.8.1 Principio

El potencial zeta () es un potencial eléctrico creado entre los grupos asociados a la superficie
de las NP y el medio de suspensién, que puede ser empleado para obtener informacion acerca
de la carga de superficie de la particula (Cho y cols., 2012). Cuando un campo eléctrico es
aplicado a una dispersion, las particulas cargadas se moveran hacia el electrodo de carga
opuesta, lo que se denomina electroforesis. Si un rayo laser pasa a través de una dispersion
que esta en electroforesis, la luz dispersada por las particulas en movimiento (Browniano)
sera desplazada. Midiendo el desplazamiento de la frecuencia se puede determinar la
movilidad electroforética, considerando la longitud de onda y el angulo de dispersion.
Finalmente, con la ecuacion de Smoluchowski se puede determinar el { a partir de la

movilidad electroforética (Jiang y cols., 2009).
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2.8.2 Procedimiento

Se realizo el protocolo de sonicacion y despues se prepararon las suspensiones en el medio
de cultivo como en el punto anterior. Se colocé 1 mL de las suspensiones en celdas de
poliestireno y se determino el ¢ en el equipo Zetasizer NanoZS90 (Malvern Instruments Ltd,

Malvern, UK).

2.9 Modelo animal

Se utilizaron ratones hembra de las cepas C57BL/6J y CD1 de 28-32 dias de edad. Los
ratones C57BL/6J fueron proporcionados por la Unidad de Produccién y Experimentacion
de Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV-IPN, mientras que los ratones CD1
se obtuvieron de laboratorios Charles River (Charles River, CA). Los ratones fueron tratados
y manejados de acuerdo con los lineamientos internacionales para el uso y cuidado de
animales de laboratorio, y al protocolo 0147-15, aprobado por el Comité de Investigacion
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio del Cinvestav-IPN (CICUAL), asi como
por el comité institucional de cuidado y uso de animales de la Universidad de Illinois en
Urbana-Champaign. Las hembras se mantuvieron en cajas de polisulfonato con ciclos de

luz/oscuridad de 12 h/12 h y se alimentaron con comida estandar y agua ad libitum.

2.10 Cultivo primario de foliculos antrales y exposicion a NP

El cultivo de foliculos se realizé de acuerdo con lo descrito por Hernandez-Ochoa y cols.
(2013), con modificaciones menores. Brevemente, los ratones hembra fueron sacrificados
para la diseccion de los ovarios, los cuales se usaron para el aislamiento de foliculos antrales.

El aislamiento se llevd a cabo en medio a-minimo esencial (a-MEM) bajo un microscopio
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estereoscopico por remocion mecanica con pinzas de punta fina Dumont no. 5. (Wood Dale,
IL, EE.UU). La seleccion de los foliculos antrales se realiz6 con base en su apariencia y
tamafno relativo (250-400 micras). Posteriormente, los foliculos se sembraron
individualmente en una placa de cultivo de 96 pozos con 150 pL de medio a-MEM
suplementado con 5% de suero fetal bovino (SFB), ITS (10 ng/mL insulina, 10 ng/mL de
transferrinay 0.01 ng/mL de selenio), 100 U/mL de penicilina, 100 mg/mL de estreptomicina
y 5 Ul /mL de FSH recombinante, y fueron divididos en los siguientes grupos de tratamiento:
0,5, 25y 50 pg/mL de NP de TiO», y 0, 5, 10, 15 y 25 pg/mL de NP de ZnO (se incluyeron
y se eliminaron nuevas concentraciones basados en los resultados de actividad metabdlica).
Los foliculos se incubaron durante 7 dias a 37 °C, 5% de CO, y humedad saturada, con un
cambio de medio de cultivo en el dia 3. Los primeros 3 dias del cultivo, sélo se empled medio
suplementado y en el cambio de medio se inicid la exposicion a NP (correspondiente a O h
de exposicion). Durante el tiempo de cultivo de los foliculos se evalud el crecimiento y
morfologia de los mismos. En el dia 7 de cultivo (correspondiente a 96 h de exposicion a las
NP), los foliculos se colectaron y se congelaron para la posterior extraccion del acido
ribonucleico mensajero (MRNA, por sus siglas en inglés: messenger ribonucleic acid) o para
la determinacién del ingreso de las NP mediante TEM. Se realizaron al menos 3 experimentos

independientes con 12-15 foliculos por tratamiento en cada evaluacion.
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2.11 Ensayo de metabolismo celular mediante reduccion de bromuro de

3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol

2.11.1 Principio

Este ensayo involucra la oxidacion del colorante amarillo y soluble en agua bromuro de 3-
(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) a una sal insoluble de formazan por
accion de las enzimas reductasas localizadas en las mitocondrias. Después de su formacion,
el formazan puede ser solubilizado y la concentracién se determina por densidad dpticaa 570
nm (Kumar y cols., 2015). La capacidad de las células para metabolizar este compuesto es

un indicador de la actividad metabodlica de las mismas.
2.11.2 Procedimiento

Para determinar las concentraciones no citotoxicas, se determind la actividad metabdlica a
distintas concentraciones de NP de TiO2 (5, 25y 50 pg/mL) y de ZnO (5, 15y 25 pg/mL) y
tiempos (48, 72 y 96 horas) de exposicion. Los foliculos antrales se cultivaron de acuerdo
con lo antes descrito y a la figura 6. Después de 45, 69 y 93 horas de exposicion, se agregaron
10 ug de un stock de MTT (5 mg/mL, filtrado) a 90 pL de medio por pozo y se incubd por
3.5 horas. Al término de la incubacion, los pozos fueron lavados 3 veces con PBS, y después
se agregaron 100 uL. de DMSO para disolver los cristales de formazan. Este volumen se tom6
y se coloco en otra placa, la cual se leyo en un espectrofotometro para microplacas (Infinite
200 Pro de TECAN, CA, EE. UU.) a 570 nm. Los resultados se graficaron y presentaron

como porcentaje de actividad metabdlica respecto al control.
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2.12 Microscopia electronica de transmision para analisis de

internalizacion

2.12.1 Principio

En el microscopio electrénico de transmision, los electrones penetran un espécimen delgado
y después se crea la imagen con el uso de lentes apropiados, de manera anéloga al
microscopio optico. Sin embargo, esta microscopia emplea electrones, que son emitidos
desde un filamento en el vacio, y después acelerados para finalmente incidir en una muestra.
Debido a la longitud de onda, comparable a las dimensiones atomicas (= 0.17 nm), se puede
visualizar al espécimen con una resolucion espacial mucho mayor que en el microscopio

Optico (Tang y Yang, 2017).
2.12.2 Procedimiento

Esta técnica se empled para evaluar el ingreso y localizacién de las NP, asi como para realizar
un analisis de la ultraestructura del foliculo antral. Después de la exposicion a NP de TiO-
(50 pg/mL) o NP de ZnO (15 pg/mL), los foliculos fueron lavados 3 veces en PBS y se
fijaron en glutaraldehido al 2.5 % a temperatura ambiente durante 1 h. Después de 3 lavados
en PBS, se realizd una post-fijacion en tetradxido de osmio al 1 % durante una hora a
temperatura ambiente. Los pozos se lavaron 3 veces mas con PBS y se procedio a la

deshidratacion etanolica de acuerdo con la siguiente tabla:
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Tabla 1. Procedimiento de deshidratacion de las muestras. Las muestras fueron
deshidratadas por medio de la incubacién con distintas concentraciones de etanol, de acuerdo
con los tiempos especificados.

Concentracion de Tiempo de incubacién

etanol (min)

50 % 10

60 % 10

70 % 10

80 % 10

90 % 10

100 % 15 por triplicado

Posteriormente, se realizo la infiltracion y polimerizacion con resina Epon (Electronic
Microscopy Sciences, PA, EE.UU.). Finalmente, los bloques fueron procesados para obtener
piramides y seccionar en un ultra-microtomo (Leica EM UC7, Wetzlar, Alemania) con
cuchillas de vidrio. Se prepararon rejillas de cobre de un hoyo con polivinil forvar en
cloroformo al 0.3 % y se guardaron hasta su uso. Posteriormente, secciones semi-finas se
obtuvieron y aproximadamente cada 15, fueron tefiidas con azul de metileno para observar
en microscopio éptico con el objetivo de determinar la presencia del ovocito en los cortes. El
proceso se repitid hasta que el ovocito fue observado en las secciones. Se cortaron secciones
ultrafinas (70-80 nm) y se montaron en rejillas de un hoyo para posteriormente ser tefiidas
con uranilo (1 hora) y plomo de Reynolds (10 min). Las secciones se observaron en un
microscopio electronico JEM 1400 (JEOL Ltd) en el Laboratorio Nacional de Servicios

Experimentales (LaNSE-Cinvestav).
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2.13 Inmunofluorescencia de las células del foliculo

2.13.1 Principio

La inmunofluorescencia es una técnica inmunoquimica que permite la visualizacion de
componentes (antigenos) en muchos tipos de tejidos o célula. Lo anterior gracias a la
combinaciéon de anticuerpos especificos acoplados a sefiales fluorescentes. En general,
emplea pruebas fluorescentes conjugadas ya sea a un anticuerpo primario o a uno secundario,
que estan dirigidos a un blanco en especifico. La sefial generada puede ser observada en un
microscopio de epifluorescencia convencional o en un microscopio confocal (Mori y Cardiff,

2016).

2.13.2 Procedimiento

Los foliculos antrales se cultivaron sobre cubreobjetos en una caja Petri de 35 mm de acuerdo
con el esquema de exposicion mencionado (3 dias sin NP y 96 horas expuestas a NP) y
después fueron fijados en paraformaldehido al 4% por 10 min, permeabilizados con Triton
X-100 al 0.2 % y bloqueados con 0.5 % de suero fetal bovino y 3 % de albumina de suero
bovino. Se realizaron lavados y se incubo el anticuerpo primario anti-a-tubulin-FITC (Sigma
Aldrich) 1:500 con PBS. Después de lavar, los cubreobjetos se incubaron con Hoescht 33342
(5 pg/mL) durante 10 min para tefiir el ndcleo. Finalmente, se incubaron durante 15 min en
faloidina-rodamina (Sigma-Aldrich, MO, EE. UU.) 1:500. Después de lavar en PBS, los
cubreobjetos se montaron sobre un portaobjetos con Vectashield (Vectorlabs, CA, EE.UU.).
Se obtuvieron imagenes de epifluorescencia en un microscopio Olympus BX61 (Olympus,

Tokio, Japon) para el analisis del efecto de las NP sobre el arreglo del citoesqueleto.
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2.14 Determinacion de radicales libres totales

2.14.1 Principio

La determinacion de la generacidn de ROS se realiz6 con el OxiSelect™ In Vitro ROS/RNS
Assay kit (Cell Biolabs, Inc., Ca, EE. UU.). El ensayo emplea la prueba DiOxyQ
diclorofluoresceina, que es especifica para ROS/RNS. Esta molécula se mezcla con un agente
que favorece la liberacién de la forma altamente reactiva DCFH, que se oxida rapidamente a
2,7-diclorofluoresceina (DCF). La fluorescencia generada es proporcional a la presencia de

ROS/RNS en la muestra.

2.14.2 Procedimiento

La determinacién de radicales libres se realiz6 a las 48, 72 y 96 h de exposiciéon. El tejido se
homogenizo6 y un volumen se empled para cuantificar proteina por el método de BCA (Pierce
BCA Protein Assay Kit. 23225), mientras que el resto se emple6 para cuantificar ROS/RNS
de acuerdo con las indicaciones del proveedor. Brevemente, las muestras y los estandares de
ROS/RNS fueron agregados a pozos junto con un catalizador por duplicado y se incubaron
por 5 min. Después, se agregd el diacetato de dicloro difluoresceina (DCFH) que da lugar a
la reaccion de oxidacion del compuesto para obtener la 2,7-diclorofluoresceina (DCF), capaz
de florecer (498/522 nm). La intensidad de la fluorescencia es proporcional a los niveles de
ROS/RNS en la muestra. Finalmente, se determind la fluorescencia en un lector de placas
(SpectraMax Gemini EM, California, EE. UU.) y los valores obtenidos se normalizaron de
acuerdo a la concentracion de proteina en las muestras. Los resultados se presentan como

URF/ng/mL de muestra, al control se le asigno arbitrariamente el nimero uno.
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2.15 Cuantificacion de niveles hormonales en suero

2.15.1 Principio

El ensayo de ELISA en fase solida se basa en el principio de unién competitiva. Los pozos
estan recubiertos con anticuerpos dirigidos a antigenos de las hormonas de interés. Las
hormonas presentes en la muestra compiten contra hormonas acopladas a una molécula
enzimatica por la unién al anticuerpo. Después de un tiempo de incubacion, el conjugado
(hormona-enzima) no unido es retirado con lavados y se permite la reaccion enzimética
(agregando un sustrato) capaz de producir un compuesto colorido. La concentracion de

hormona en la muestra es inversamente proporcional a la intensidad del color.

2.15.2 Procedimiento

Las hormonas progesterona, androstenediona, testosterona y E> fueron cuantificadas en el
medio de cultivo colectado el dia 7, es decir, a las 96 h de exposicion a NP, mediante el uso
de kits comerciales de Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzimas especificos para cada
hormona (ELISAS, DRG International Inc., Springfield, NJ, EE. UU.), de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Aunque los detalles varian de un kit a otro, en general, el
procedimiento es el mismo. Brevemente, se colocé un volumen determinado de los
estandares, controles y muestras por duplicado en una placa de 96 pozos y se agrego el
conjugado enzimatico a cada pozo, se mezcld y dejé en incubacion por diferentes tiempos
(dependiendo de la hormona que se evalud). Posteriormente, se realizaron 3-4 lavados con
solucion de lavado y se agregd la solucion sustrato a cada pozo, se incub6 por 15-30 min a

temperatura ambiente. Finalmente, la reaccion enzimatica fue detenida y se procedié a
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determinar la absorbancia en cada pozo. La concentracion de las hormonas se determino por

medio de curvas estandar creadas mediante una regresion logistica de 4 parametros.

2.16 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (g-PCR)

2.16.1 Principio

El método PCR en Tiempo Real (g-PCR) se basa en la amplificacién in vitro de un fragmento
especifico de DNA a partir de pequefias cantidades de DNA molde, en donde el producto se
detecta conforme la reaccion progresa. Comprende varios ciclos divididos en tres etapas:
desnaturalizacion, hibridacion y replicacion. En cada ciclo se obtiene un aumento
exponencial del nimero de copias de la secuencia especifica. Esto se logra mediante la
amplificacion enzimética de un fragmento de DNA complementario (cDNA), generado a
partir del RNA de interés usando una transcripcién reversa (por medio de una transcriptasa
reversa), adicionando una mezcla que incluya una polimerasa termoestable (Taqg polimerasa),
primers especificos para el gen de interés, deoxinucleotidos y un buffer de reaccion. Los
productos pueden ser cuantificados en cada ciclo mediante el uso de una molécula
fluorescente, capaz de unirse al DNA de doble cadena, el cual genera un incremento

directamente proporcional al producto creado en cada ciclo de la PCR.
2.16.2 Procedimiento

Después del cultivo, los foliculos fueron colectados, congelados en nitrégeno liquido y
almacenados a -80 °C hasta la extraccion del RNA. EI RNA total se aislé de los foliculos
antrales con el kit Micro RNaesy (Qiagen, Inc., Valencia, California) siguiendo las

indicaciones del productor. EI RNA se eluyé con 14 pyL de agua libre de rnasas y la
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concentracion se determind en un NanoDrop (A= 260 nm; ND 1000; Nanodrop Technologies
Inc., Delaware, EE.UU.). EI cDNA se formé a partir del RNA total (100 ng) usando el kit
iScript RT (Bio-Rad Laboratories, Inc., California. EE.UU.) de acuerdo a las indicaciones
del productor. La gPCR se realizd usando el sistema de deteccion CFX96 RealTime PCR
(Bio-Rad Laboratories) asi como el software CFX Manager de acuerdo con las indicaciones
del proveedor. El equipo determina el producto de PCR generado cuantificando el colorante
SsoFastEvaGreen (Bio-Rad Laboratories) que fluérese cuando se une al DNA de doble
cadena. Oligos especificos para gPCR (Integrated DNA Technologies, lowa, EE.UU.) de
cada gen de interés se presentan en la tabla 2. Todas las reacciones de gPCR se realizaron
por duplicado usando 2 pL de cDNA obtenido a partir de 1.67 ng de RNA total, oligos sentido
y anti-sentido (7.5 pmol de cada uno) y el SsoFastEvaGreen Supermix en un volumen total
de 10 pL. EL programa de qPCR consistio en la activacién enzimatica (95 °C por 5 min), el
programa de amplificacion y cuantificacion (36 ciclos de 94 °C por 10 s, 60 °C por 10 s, 72
°C por 10 s) una melt curve (65 °C-95 °C, 0.4 °C/s con lectura de fluorescencia continua) y
un paso final a 72 °C por 2 min. Los datos de expresion se normalizaron a un gen de referencia
(Actb) y los cambios relativos en la expresion de los genes de interés fueron calculados como
el radio respecto al grupo control y analizados de acuerdo al método propuesto por Pfaffl

(2001).
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Gene name
Actine, beta

Steroidogenic acute regulatory protein

Cytochrome-P450 cholesterol side-chain cleavage

Cytochrome P450 steroid 17-a-hydroxylase 1
3p-hydroxysteroid dehydrogenase 1
17B-hydroxysteroid dehydrogenase 1
Cytochrome P450 aromatase

Cyp P450 family 1 subfamily B member 1
Nuclear respiratory factor 1

Catalase

Glutathione reductase

Superoxide dismutase 1

Glutathione peroxidase

Bcl2-associated X protein

B cell leukemia/lymphoma 2

Caspase 3

Marker of proliferation Ki-67
Cyclin-dependent kinase 4
Cyclin-dependent kinase inhibitor 1a

FSH receptor

LH receptor

Androgen receptor

Estrogen receptor o

Symbol
B-act
Star
Cypllal
Cypl7al
Hsd3bl
Hsd17b1
Cypl9al
Cyplbl
Nrf2

Cat

Gsr
Sodl
Gpx
Bax
Bcl2
Cas3
Ki67
Cdk4
Cdknla
Fshr
Lhcgr
Ar

Esrl

Tabla 2. Secuencias de los oligos para las reacciones de gPCR.

Forward primer
5’-GGGCACAGTGTGGGTGAC-3’
5’-CAGGGAGAGGTGGCTATGCA-3’
5’-AGATCCCTTCCCCTGGTGACAATG-3’
5’-CCAGGACCCAAGTGTGTTCT-3’
5’-CAGGAGAAAGAACTGCAGGAGGTC-3’
5’-AAGCGGTTCGTGGAGAAGTAG-3’
5’-CATGGTCCCGGAAACTGTGA-3’
5’-GCGACGATTCCTCCGGGCTG-3’
5’-TGAAGCTCAGCTCGCATTGA-3’
5’-GCAGATACCTGTGAACTGTC-3’
5’-CAGTTGGCATGTCATCAAGCA-3’
5’-TTCCGTCCGTCGGCTTCTCGT-3’
5’-CCTCAAGTACGTCCGACCTG
5’-TGAAGACAGGGGCCTTTTTG
5’-ATGCCTTTGTGGAACTATATGGC
5’-TGGTGATGAAGGGGTCATTTATG
5’-GCTCACCTGGTCACCATCAA
5’-AGAAACCCTCGCTGAAGCGGCA
5’-TTAGGCAGCTCCAGTGGCAACC
5’-AGCAAGTTTGGCTGTTATGAGG
5’-AACCCGGTGCTTTTTACAAACC
5°-GGCGGTCCTTCACTAATGTCAACT
5’-AATTCTGACAATCGACGCCAG

Reverse primer
5’-CTGGCACCACACCTTCTAC-3’
5’-CCGTGTCTTTTCCAATCCTCTG-3’
5’-CGCATGAGAAGAGTATCGACGCATC-3’
5’-CCTGATACGAAGCACTTCTCG-3’
5’-GCACACTTGCTTGAACACAGGC-3’
5’-ACTGTGCCAGCAAGTTTGCG-3’
5’>-GTAGTAGTTGCAGGCACTTC-3’
5’-TGCACGCGGGCCTGAACATC-3’
5’>-TGCTCCAGCTCGACAATGTT-3’
5’-GTAGAATGTCCGCACCTGAG-3’
5’-CGAATGTTGCATAGCCGTGG-3’
5’-CGCACACCGCTTTCATCGCC-3°
5’-CAATGTCGTTGCGGCACACC-3’
5’-AATTCGCCGGAGACACTCG-3’
5’-GGTATGCACCCAGAGTGATGC-3’
5’>-TTCGGCTTTCCAGTCAGACTC-3’
5’-ACTACAGGCAGCTGGATACG-3’
5’>-TGGGGGTGAACCTCGTAAGGAGA-3’
5’-ACCCCCACCACCACACACCATA-3’
5’-GTTCTGGACTGAATGATTTAGAGG-3’
5’>-TCCCATTGAATGCATGGCTT-3’
5’-GAGACTTGTGCATGCGGTACTCAT-3’
5’-GTGCTTCAACATTCTCCCTCCTC-3”
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2.17 Anadlisis estadistico

Los resultados se presentan como la media + DE. La normalidad de los datos se corroboré
mediante la aplicacion de la prueba estadistica de bondad de ajuste Kolmogorov-Smirnov (si
p>0.05 la distribucion de los datos se considera normal). Para la comparacion de los distintos
parametros entre los grupos, se realizé una prueba ANOVA cuando los datos presentaron
una distribucion normal y una prueba de Kruskal Wallis cuando los datos no presentaron una
distribucion normal. Para comparaciones de méas de dos grupos se empled la prueba de
ANOVA de dos vias y la prueba poshoc Dunnet. Se consideré6 como estadisticamente
significativo un valor de p<0.05 para todos los casos. Los analisis se realizaron con el paquete
estadistico GraphPad Prism Version 8.0.1 (GraphPad Software, San Diego CA, EU) y SPSS

(SPSS Inc., Chicago IL, EE. UU.).
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3 Resultados

Como se comenté previamente, este proyecto se dividid en varias etapas, los

resultados se presentan conforme a las mismas.

3.1 Caracterizacion fisicoquimica de las NP

3.1.1 Composicion elemental de las NP

Para comprobar la composicion elemental de las NP empleadas en este trabajo, éstas fueron
analizadas mediante EDS en un microscopio electronico de transmision. La figura 7 muestra
la EDS por energia dispersiva para las NP de TiOz y las de ZnO donde se observa el patron
caracteristico de cada NP, confirmando su composicion elemental. La tabla 3 muestra las
concentraciones de los elementos de ambas NP; las NP de TiO> tenian una composicion de
84% de oxigeno y 16% de titanio, mientras que las NP de ZnO tenian una composicion de
84% de oxigeno y 16% de zinc. Estos resultados confirmaron la identidad de las NP y que

no existia contaminacion o impurezas en ninguna de las NP empleadas.
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Full scale counts: 4984 211013E(109)
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Figura 7. Espectro de espectroscopia de rayos X (EDS) por energia dispersiva. Las NP de TiO, y de ZnO
se suspendieron y dispersaron en rejillas de cobre y fueron analizadas por EDS. Se muestra el espectro de EDS
para TiO, (A) y para ZnO (B). El pico que se observa en 8 keV y cerca de 9 keV corresponde al cobre de las
rejillas que se emplearon. keV, kilo electronvoltios.

Tabla 3. Composicion elemental de las NP de TiOz2y ZnO.

Peso del Atomo
Elemento| elemento (%) (%)
O 63.9+10.5 83.90 + 14.06
Ti 36.1+0.3 16.10 £ 0.16
0] 58.5+20.0 84.45 + 32.08
Zn 415+1.4 15.55+ 0.54

O, oxigeno; Ti, titanio; Zn, zinc.
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La estructura cristalina de ambas NP se analizd6 mediante XRD. Los patrones de difraccion

de rayos X generados experimentalmente fueron comparados con patrones de referencia de

una base de datos, para asi identificar la estructura cristalina del compuesto en la muestra.

Los programas MATCH! (3.7.1) y Diamond (3.0) se emplearon para el analisis del patron de

XRD vy de la estructura cristalina, respectivamente. En la figura 8 se muestran los patrones

de difraccion de rayos X que indican que las NP de TiO2 se encuentran como anatasa (80%)

y rutilo (20%) (figura 8a), mientras que las NP de ZnO estan conformadas de la estructura

cristalina zincita (figura 8b). Ademas, se realizé una simulacion de la estructura cristalina

con el uso del programa Diamond (Crystal Impact, Bonn, Alemania). La figura 8, panel

superior derecho muestra la estructura cristalina de las NP de TiO: y la figura 8, panel inferior

derecho muestra la de las NP de ZnO.
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Figura 8. Patron de difraccion de rayos X de las NP de TiO2y de ZnO. Las NP fueron analizadas mediante
difraccion de rayos x (XRD). En a se muestra el patron de XRD y la contribucion de la fase tetragonal de
anatasa (80.1%) y rutilo (19.9%) para TiO,. En b se presenta el patron de XRD y la fase hexagonal de zincita.

A, angstrom.

Adicionalmente, se tomaron imagenes de microscopia electronica de alta resolucion
(HRTEM, por sus siglas en inglés: high-resolution transmission electron microscopy) que
confirman la estructura cristalina. En la figura 9 se muestran imagenes de alta resolucién de
microscopia electronica de transmision de las NP de TiO2, mientras que en la figura 10 se
muestran imagenes de HRTEM para las NP de ZnO. Ademas, se muestra la vista y
orientacion estructural de los &tomos que conforman las NP de TiO> (figura 9c y 9e) y las de

ZnO (figura 10c) correspondientes a las iméagenes analizadas mediante HRTEM.
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Figura 9. Microscopia electrénica de alta resolucion (HRTEM) de las NP de TiO.. (a) imagen de HRTEM
global y estructura cristalina, (b) orientacion estructural de anatasa a [110], (c) vista estructural, (d) estructura
de rutilo a [110] y (e) orientacion estructural. A, angstrom.

Figura 10. Microscopia electrdnica de alta resolucion (HRTEM) de las NP de ZnO. (a) HRTEM global y
estructura cristalina, (b) aumento del area seleccionada de la imagen global de la estructura cristalina zincita a
[110], (c) vista estructural. A, angstrom.
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3.1.2 Tamafio primario y morfologia de las NP

Ambas NP fueron analizadas mediante TEM y SEM para determinar el tamafio primario y la
morfologia. Las NP de TiO tenian un tamafio primario promedio de 17 nm, una distribucion
de tamario de 7 a 39 nm (figura 12a) y una morfologia esférica (figuras 11ay 11c). Las NP
de ZnO, por otro lado, tenian un tamafio de 37 nm, una distribucion de tamafio entre 13 y 89
nm (figura 12b), y en general presentaron una morfologia irregular o de esferoides (figuras

11by 11d).

@ i EHT= 100KV  Signal A= SE2 Pirel Size = 2233 nm
WD=40mm  Mag= 5000KX  Aperiure Size = 30.00 ym i WD= 41mm  Mag= 5000KX  Aperture Size = 30.00 pm
T S

EHT = 1.00 kv Signal A = SE2 Pixel Size = 2.233 nm

Figura 11. Morfologia de las NP de TiO2 y ZnO mediante microscopia electronica de transmision (TEM)
y de barrido (SEM). Las NP fueron analizadas mediante TEM y SEM para determinar su morfologia y tamafio.
Se muestran micrografias representativas de las NP de TiO, en TEM (a) y en SEM (c), asi como de NP de ZnO
en TEM (b) y SEM (d). nm, nanémetros.
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Figura 12. Distribucion de tamafio de las nanoparticulas (NP) de TiO2 y ZnO. Distribucién de tamafios de
las NP de TiO; (a) y de ZnO (b). El tamafio de las NP se obtuvo con el uso del programa Digital Micrograph,
midiendo al menos 400 NP de micrografias de TEM. nm, nanémetros.

3.1.3 Dispersion de las NP

Se establecié un protocolo de sonicacion con la finalidad de evitar la formacion de
aglomerados. Las NP se suspendieron en dd-H20 (500 pg/mL) y se realizd una sonicacion a
diferentes tiempos (10, 90, 180 y 300 seg) para elegir el tiempo en el que se observara un
menor DH y PDI. Para las NP de TiO> se observé una disminucion en el DH (~125 nm), asi
como un PDI menor a 0.5 después de 180 seg de sonicacién (figura 13a). Para las NP de ZnO
se obtuvo una disminucion en el DH y menor PDI desde los 90 seg de sonicacién (figura
13c). Por lo anterior, 180 y 90 seg de sonicacion fueron elegidos para las NP de TiO2 y ZnO,
respectivamente. Se muestran las curvas de distribucion para las NP de TiO2 (Figura 13b) y
de ZnO (Figura 13d) a los tiempos elegidos, las cuales indican una distribucion uniforme y
estrecha del DH de ambas NP. Después de este protocolo de sonicacion se tomaron los
volimenes necesarios para agregar al medio de cultivo y llevar a las concentraciones

requeridas para los experimentos de exposicion de foliculos antrales.
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Figura 13. Efecto del tiempo de sonicacién sobre el tamafio hidrodinamico (DH) y el indice de
polidispersion (PDI) de las NP de TiO2y ZnO. Se prepararon soluciones stock (500 pg/mL) de cada NP en
dd-H,0 y después se sometieron a sonicacién en punta a diferentes tiempos. Se determiné el DH y el PDI a
diferentes tiempos (a y c¢). Cada punto representa la media + EE de 3 experimentos in