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RESUMEN

Las nanoparticulas de 6xido de zinc (NPs-ZnQO) son conocidas por una amplia
gama de aplicaciones industriales y biomédicas. Sin embargo, aspectos como el
efecto toxico de estas NPs en el entorno biolégico/fisiolégico y sus consecuencias
a corto, mediano y largo plazo, no han sido dilucidadas claramente, por tanto, se
ha convertido en un problema de salud publica. En consecuencia, el presente
estudio tuvo como objetivo evaluar el efecto citotoxico y genotoxico ejercido por
las NPs-ZnO en células mononucleares de sangre periférica (CMSP), encontrando
gue una vez transcurridas 24 horas de tratamiento disminuye la viabilidad celular y
la capacidad metabdlica mitocondrial de las células expuestas a concentraciones
de 250; 125 y 62,5 pg/mL, concentraciones a las cuales también se pudo
identificar una alteracion en la permeabilidad de la membrana plasmatica,
evidenciado en la liberacion de la enzima citoplasmética LDH en un 83%, 71% y
70% respectivamente. Asi mismo, se encontr0 un aumento en la poblacion de
células doble positivas (Anexina +/ 7AAD +) o células apoptoticas tardias cuando
las CMSP fueron tratados con concentraciones de 250; 125; 62,5; 31,2 y 15,6
pHg/mL del nanomaterial. De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio el
dafo ejercido por las NPs sintetizadas es principalmente citotoxico, puesto que el
dafio genotdxico hallado no fue significativo.

Palabras claves: nanoparticulas de Oxido de Zinc, linfocitos, citotoxicidad,
genotoxicidad.

ABSTRACT

Zinc oxide nanoparticles (NPs-ZnO) are known for a wide range of industrial and
biomedical applications. However, aspects such as the toxic effect of these NPs on
the biological/physiological environment and their consequences in the short,
medium and long term have not been clearly elucidated becoming a public health
concern. Therefore, this study aims to evaluate the cytotoxic and genotoxic effects
exerted by ZnO-NPs on peripheral blood mononuclear cells (CMSP). Results show
that at 24 hours of treatment, the cell viability and mitochondrial metabolic capacity
decreased. Cells exposed to 250; 125 and 62.5 pug/mL of NPs-ZnO displayed
alterations in the cell membrane permeability, corroborated by the release of the
cytoplasmic enzyme LDH (83%, 71%, and 70%, respectively). Similarly, an
increase in the population of double positive cells (Annexin +/ 7AAD +) or late
apoptotic cells was observed when PBL were exposed to 250; 125; 62.5; 31.2 and
15.6 pg/ mL of NPs-ZnO. Thus, NPs-ZnO are mainly cytotoxic, since the genotoxic
damage observed was not significant.

Key Words: Zinc Oxide Nanoparticles, Lymphocytes, Cytotoxicity, Genotoxicity.



1. INTRODUCCION

La nanotecnologia representa uno de los campos mas innovadores y ambiciosos
de la ciencia moderna y el desarrollo cientifico, lo que la convierte en uno de los
pilares de la economia Global (Invernizzi et al., 2014; Keller et al., 2013). Las
nanoparticulas (NPs) son estructuras de materia a escala atbmica y molecular,
que tienen un tamafio menor o igual a 100nm, en todas las direcciones
geométricas y debido a su alto valor de superficie especifica exhiben una alta
reactividad superficial, presentando propiedades fisicas y quimicas con relacién al
material del que provienen (Ashokkumar & Muthusamy, 2022).

Estos nanomateriales poseen caracteristicas como la conductividad térmica
(Toapanta-ramos et al., 2020), la respuesta Optica (Pratap & Soni, 2021), y la
reactividad catalitica (Bazhukova et al., 2019); atributos asociados a su morfologia,
tamafo, caracteristicas de superficie y estructura interna (Agarwal et al., 2017,
Izak-Nau et al., 2015; Rodriguez-Hernandez et al., 2018; Sanita et al., 2020).

Estos rasgos les han permitido a los nanomateriales ser considerados compuestos
revolucionarios en la industria desempefiando un papel protagonico en diferentes
areas como la medicina (Stueber et al., 2021), la odontologia (Curylofo-Zotti et al.,
2021), la farmacologia (Yafout et al., 2021), la biotecnologia (Shoeb et al., 2021),
Optica (Rueda et al., 2022), catdlisis (Suchomel et al., 2018), microelectronica
(Gautam et al., 2021), produccion y almacenaje de energia (Kumar et al., 2022),
industria alimentaria (Geng et al., 2019), productos de cuidado personal (pastas
dentales, blogueadores solares, cosméticos) (Xin et al., 2021). Dado que el campo
de la nanotecnologia esta siempre en busqueda de mejorar el producto final para
conseguir aplicaciones en un mayor numero de areas, se ha favorecido la
ampliacion de procesos de fabricacion, distribucion e implementaciéon de
nanomateriales, especificamente NPs (Foladori, 2016; Medina et al., 2015;
Shabbir et al., 2021).

En consecuencia, entidades al cuidado de la salud a nivel mundial y nacional
como la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos (OCDE)
organizacion encargada de realizar la Gestion de riesgos y armonizar la
reglamentacion de la biotecnologia; la Agencia internacional del Cancer (IARC), el
Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia y el Consejo Nacional Asesor
de Nanociencia y Nanotecnologia adscrito a la Red Colombiana de Nanociencia y
Nanotecnologia, estan interesados en caracterizar y regular la generacion de
compuestos nuevos con base a las NPs, midiendo el impacto que pueden tener en
la salud humana y en el ecosistema, asi como la preparacion de recomendaciones
gue sirvan de apoyo a las tareas de elaboracion y adopcién de definiciones,
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normatividad y aspectos relacionados con la nanociencia y nanotecnologia
(Camacho et al., 2016; OECD, 2014).

En respuesta a lo anterior y considerando las potenciales aplicaciones de las NPs,
a nivel internacional existen gran cantidad de estudios que han demostrado los
efectos toxicos de distintos tipos, tamafnos y formas de NPs sobre diferentes tipos
de células y organismos. Asi, por ejemplo, el estudio de Wang Yy colaboradores
(2008) encontrd que el tamafio de las NPs de Fe,O3 influye en la bioacumulacion,
demostrado en un modelo in vivo en ratones CD-ICR, los cuales tuvieron una
mayor distribucién en el cerebro de NPs de Fe,O3; de menor tamafio (21 nm)
comparado con las NPs de mayor tamafio (280nm), causando dafio celular por
estrés oxidativo en el tejido.

Por otro lado, el tipo de recubrimiento de las NPs influye en la capacidad
citotoxica, como en el estudio de Lankoff y colaboradores (2013) donde probaron
la actividad toxica de NPs de SiO,y NPs SiO, con recubrimiento minopropilo/vinilo
(SiO-(CH2)3NH;), ambas con tamafio de 10 a 50 nm y de forma esférica,
demostrando que las NPs modificadas en la superficie fueron internalizadas por
linfocitos sin causar dafios citotoxicos y genotoxicos (viabilidad celular,
apoptosis/necrosis, dafio oxidativo del ADN, cromosoma aberraciones). Por el
contrario, las NPs de SiO, sin modificacibn de su superficie afectaron
significativamente la proliferacién de los linfocitos y progresion del ciclo celular a
altas concentraciones (100 y 200 pg/mL).

En lo relacionado a estudios in vitro, de manera general se conoce que las
concentraciones de uso de las NPs también influyen en la toxicidad de las
mismas. Por lo tanto, la exposiciébn a altas concentraciones, pueden alterar la
conformacién de los liposomas mediante la interaccion electrostatica y
modificacién de la permeabilidad, asi como, la despolarizacion de la membrana
celular (Marquez et al., 2018); Ademas, propician reduccion en los niveles de
enzimas del metabolismo e incluso incrementan, de manera importante, los
niveles de especies reactivas de oxigeno (ROS) (Ershova et al., 2016; Setyawati
et al., 2014). También, altas concentraciones de NPs causan alteraciones
morfolégicas de las células y apoptosis (Lankoff et al., 2013; Mittal & Pandey,
2014).

En este sentido, este estudio tuvo como propaésito realizar la evaluacion del efecto
toxico de las NPs-ZnO usando como sistema biologico células mononucleares de
sangre periférica humana, estableciendo que en ciertas concentraciones de NPs-
Zn0O, se puede evidenciar una afectacion en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, en la disminucion de la viabilidad y proliferacion celular y en la
induccion de apoptosis. Por ultimo, no se encontré que estas NPs-ZnO causaran
un efecto genotoxico.
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Lo anterior permitié describir la posible interaccion de las NPs-ZnO con células en
suspensién, conocimiento que se convierte en linea de base para el andlisis de la
capacidad toxica de estas NPs en otro tipo de modelos biologicos.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Se estima que anualmente cerca de 390.000 toneladas de NPs de Oxido de Zinc
(NPs-Zn0O), uno de los nanomateriales mayormente fabricados y comercializados
son liberados al medio ambiente, generando una acumulacién de alrededor del
28% en suelos, 7% en cuerpos de agua y en la atmdsfera aproximadamente el
1,5% (Medina et al., 2015). Estos nanomateriales son ampliamente usados en
productos electrénicos, agroindustriales, cosméticos y medicamentos (Rahman,
2016; Sabir et al., 2014; Sliwinska et al., 2015), lo que ocasiona que existan varias
formas de contacto con el cuerpo (via cutanea, oral, o respiratoria), y distribucion a
diferentes tejidos del organismo, comportdndose como una unidad en términos de
transporte y funcionalidad (Foladori, 2016; Sliwinska et al., 2015; Zhou et al.,
2013), aspectos que le permiten interactuar con diferentes tipos de células y ser
consideradas como contaminantes y un posible problema de salud publica y
ambiental (Camacho et al., 2016; Rodriguez-Hernandez et al., 2018).

La interaccién de las NPs-ZnO con los sistemas biolégicos es favorecida por las
caracteristicas fisicoquimicas que poseen, debido a su alto valor de superficie
especifica y alta relacion atomos superficiales/atomos en el volumen, lo que les
genera una alta reactividad superficial (Mohammadinejad et al., 2019), asi como
diferentes estructuras quimicas y formas de cristalizacion (wurtzita, blenda),
caracteristicas que estan determinadas por las condiciones establecidas en los
procesos de sintesis, lo que puede generar variabilidad en la morfologia
(nanoesferas, nanobarras, rosetones o nanotubos) y el tamafio de las NPs-ZnO
(Pefaloza et al., 2018; Salas et al., 2016), entre otras caracteristicas.

Estos aspectos inciden en gran medida en la naturaleza bioreactiva de estos
compuestos, lo que influye en una mayor interaccion con las biomoléculas y
estructuras celulares, que a la vez puede aumentar la posibilidad de induccién de
dafio citotoxico, genotoxico, inflamacién y acumulacién en 6rganos vitales (Ghosh
et al.,, 2016; Medina et al., 2018; Mihai et al., 2015; Saliani et al.,, 2016). En
consecuencia, no solo existe variabilidad de las NPs-ZnO de tipo experimental,
dependiendo de la forma como han sido obtenidas y que diversifican sus
propiedades, sino que como se ha demostrado, la variedad de las mismas puede
causar dafos patologicos a nivel de pulmon y el sistema cardiovascular
desarrollando complicaciones como trombosis cardiovascular, arterotrombosis,
asma, enfermedad pulmonar obstructiva cronica (EPOC), fibrosis pulmonar y
cancer (Medina et al., 2018; Seaton et al., 2010; Shabbir et al., 2021; S. Singh,
2019; Zeng et al., 2015)
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Considerando lo mencionado, en la literatura es posible encontrar diferentes
reportes relacionados con las caracteristicas fisicoquimicas de las NPs y como
algunas de ellas ejercen su toxicidad. Asi, por ejemplo, el tamafio y el area de
superficie de las NPs, determinan el modo de interaccién de las mismas con los
sistemas bioldgicos. Esta interaccion, afecta la cinética de su distribucion vy
acumulacion en el organismo. De esta manera el tamafio de las NPs (de 1 a 100
nm) son comparables con el tamafio de los globulos de proteina (2 a 10 nm), el
diametro de la hélice del ADN (2 nm) y el grosor de las membranas celulares (10
nm), lo que les permite entrar en las células y organelos celulares generando
toxicidad (Sukhanova et al., 2018).

Por otro lado, la toxicidad de las NPs depende en gran medida de su forma
(esféricas, elipsoidales, cilindrica, en laminas, cubicas y barras), debido a que esta
influye en la capacidad de internalizacion en las células, y en la capacidad de
dafar fisicamente la membrana celular. Por ejemplo, las NPs esféricas son mas
propensas a la endocitosis que los nanotubos y las nanofibras. En el caso de los
nanotubos, estos tienen la capacidad de bloguear de manera mas efectiva los
canales de calcio (Champion & Mitragotri, 2006). De igual manera, las NPs de
hidroxiapatita con diferentes formas (en forma de aguja, placa, barra y esférica) en
células BEAS-2B cultivadas ha demostrado que la forma de placa y aguja causan
la muerte de una mayor proporcion de células que las NPs esféricas y en forma de
varilla (Zhao et al., 2013).

Otro aspecto a considerar relacionado con la toxicidad de las NPs, es la
composicién quimica. Se ha demostrado que se puede producir la degradacion de
las NPs, lo que depende de las condiciones ambientales, por ejemplo, el pH o la
fuerza idnica. Algunos iones metélicos, como Ag y Cd, son toxicos y, por lo tanto,
causan dafio a las células. Otros iones metélicos, como Fe y Zn, son
biol6gicamente Utiles, pero, en altas concentraciones, podrian dafiar las vias
celulares y, por lo tanto, causar alta toxicidad (Soenen et al., 2015).

Otro aspecto de la composicion quimica es la estructura cristalina, la cual influye
en la toxicidad, en este sentido, se ha demostrado que las NPs con una estructura
cristalina tipo rutilo (cristales de TiO, en forma de prisma) causan dafio oxidativo
del ADN, peroxidacion lipidica y formacion de micronucleos, lo que indica una
segregacion cromosomica anormal durante la mitosis, mientras que las NPs con
cristales tipo anatasa (cristales octaédricos de TiO,) del mismo tamafio no son
toxicos. Cabe sefialar que la estructura cristalina de las NPs puede variar segun el
entorno, por ejemplo, tras la interaccion con agua, fluidos biologicos u otros
medios de dispersion (Soenen et al., 2015).

Por dltimo, la carga superficial de las NPs puede influenciar la absorcion
intracelular de las NPs y la capacidad de dirigirse a células especificas. Por lo
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tanto, NPs cargadas positivamente entran facilmente a las células, a diferencia de
las NPs neutrales y cargadas negativamente. La comparacion de los efectos
citotéxicos de las NPs de poliestireno cargadas negativa y positivamente en
células HeLa y NIH/3T3 ha demostrado que estas ultimas NPs son mas toxicas.
Esto no solo se debe a que las NPs cargadas positivamente penetran con mayor
eficacia a través de la membrana, sino también a que se unen mas fuertemente al
ADN cargado negativamente, causando dafio celular y, como resultado, la
prolongacion de la fase GO/G1 del ciclo celular (Hihn et al., 2013).

Una vez revisada la literatura cientifica existente, es posible inferir que la
respuesta biolégica (dafio a nivel citolégico o genético) del modelo objeto de
estudio expuesto a las NPs-ZnO, estd determinado directamente por las
condiciones intrinsecas del nanomaterial, las cuales estan estrechamente ligadas
al método de sintesis y que define, en gran parte, sus -caracteristicas
fisicoquimicas, ademas de las concentraciones analizadas.

Es asi como el Grupo de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de Materiales
Ceramicos (CYTEMAC) de la Universidad del Cauca. Ha sintetizado NPs-ZnO
esferoidales por el método de Pechini, las cuales se han caracterizado
bioldgicamente desde diferentes areas, demostrado que la NPs-ZnO presentan
actividad antifangica (Arciniegas-Grijalba et al., 2019) y antibacteriana (Benitez-
Salazar et al., 2021), sin embargo, se desconoce el potencial toxico de estas
nanoparticulas en células humanas. Por lo tanto, en esta investigacion se
consider6 pertinente responder a la pregunta ¢ Pueden las nanoparticulas de ZnO
esferoidales, obtenidas por el método Pechini, causar efectos téxicos sobre
células mononucleares de sangre periférica de humanos?
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3. JUSTIFICACION

La creciente incorporacion de nanomateriales y especificamente NPs, en infinidad
de productos que hacen parte de la vida cotidiana, asi como su administraciéon en
los diferentes ecosistemas hace necesaria la evaluacién de los posibles riesgos de
las NPs sobre la salud y bienestar, de los seres vivos y el ambiente. Dado que
cada NPs tiene sus caracteristicas intrinsecas asociadas al tamafo, la forma,
composicién quimica (pureza, cristalinidad, propiedades eléctricas), estructura
superficial  (reactividad, grupos superficiales organicos o0 inorgénicos,
recubrimientos), hace necesario su evaluacion referente a los posibles efectos
adversos que pueden tener sobre los efectos bioldgicos, o que suscita inquietud
sobre su amplia fabricacion y usabilidad (Nel et al., 2006; Erazo et al., 2019;
OECD, 2014; Scherzad et al., 2017).

En Colombia ya se estan produciendo avances en investigacion, transferencia
tecnoldgica y desarrollos en nanotecnologia. Sin embargo, no se han realizado
tareas de construccion o adopcion de una definicibn sobre el riesgo de uso y
peligrosidad de los nanomateriales que pueda servir como soporte para definir los
lineamientos que permitan elaborar una legislacién sobre el uso seguro de estos
nanomateriales. En respuesta a esta necesidad no solo nacional sino
internacional, la caracterizacion de diversas NPs, el Grupo de investigaciéon
CYTEMAC de la Universidad del Cauca (Colombia), ha venido trabajando en la
sintesis y caracterizacion fisicoquimica de NPs (Avila et al., 2004; Lépez &
Rodriguez-Péez, 2017).

Adicionalmente, recientemente reportd la actividad de las NPs-ZnO sintetizadas
por diferentes métodos en su laboratorio, entre ellos el método de Pechini, (técnica
de via humeda, que permite obtener 6xidos de interés industrial, redistribuyendo
uniformemente los cationes a nivel atobmico a través de la estructura polimérica a
bajas temperaturas (Mosquera et al., 2008; Puente-Urbina et al., 2012)), sobre
distintos modelos biolégicos experimentales (Arciniegas-Grijalba et al., 2019;
Benitez-Salazar et al., 2021; Erazo et al., 2019; Medina et al., 2018; Mosquera-
Sanchez et al., 2020).

Hasta el momento, estas NPs de forma esferoidal con un tamafio de ~40 nm han
sido evaluadas en Colletotrichum sp., un hongo del Café, que ocasiona la necrosis
de tallos, ramas y frutos, donde se observd un efecto nanofungicida (Arciniegas-
Grijalba et al., 2019). De igual manera fue evaluada en bacterias como Escherichia
coli, encontrandose una eficiente actividad antimicrobiana (Benitez-Salazar et al.,
2021). Por lo tanto, considerando los potenciales usos de las NPs-ZnO, es muy
probable que las mismas entren en contacto con diversos sistemas biologicos, en
consecuencia, es necesario conocer su potencial toxico para poder establecer o
brindar lineamientos para su uso.
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En este sentido, estudios como el presente que tienen como objetivo describir y
cuantificar el dafio celular generado en la mitocondria, membrana celular y ndcleo
celular, por exposicion a las NPs-ZnO, son de gran relevancia puesto que no solo
abordan una potencial problemética nacional (Camacho et al., 2016; Rodriguez-
Hernandez et al., 2018), sino que estdn en concordancia con los objetivos
planteados por la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémicos
(OECD) organizacion encargada de realizar la Gestion de riesgos; Armonizacion
de la reglamentacién de la biotecnologia; Inocuidad de nuevos alimentos y
accidentes quimicos; aspectos claves en la caracterizacion y control del uso de los
nanomateriales, como una estrategia para el desarrollo de nuevas alternativas
biotecnolégicas.

El uso de CMSP en la determinacion del efecto de las NPs-ZnO, confiere una
fortaleza al desarrollo del estudio, esto debido a que son células faciles de obtener
y Utiles para evaluar los efectos de agentes quimicos, fisicos o biolégicos sobre
moléculas blanco como el ADN y proteinas, mediante la cuantificacion in vitro del
dafo citotéxico o genotoxico (Nersesyan et al., 2016). La respuesta biolégica de
las CMSP expuestos a las NPs, se evalud teniendo en cuenta el principio biolégico
de pruebas de citotoxicidad y genotoxicidad implementadas en el estudio;
utiizando esta metodologia se analizaron organelos celulares claves que
permitieran inferir cuales eran los efectos téxicos generados por las NPs-ZnO en
este tipo de células.

Fue por ello que se estableci6 como prioridad evaluar la integridad de la
membrana celular, mediante la liberacion de la enzima citoplasméatica Lactato
Deshidrogenasa (LDH), puesto a que se ha demostrado que esta prueba sirve
como indicador de la alteracion de la permeabilidad de la membrana celular, asi
como, el proceso de inestabilidad celular temprano capaz de inducir una cascada
enzimatica que puede terminar en muerte celular (Fu et al., 2017; Shah et al.,
2014). De igual manera, se determind la capacidad metabdlica celular mediante el
estudio de la mitocondria con la implementacion de la prueba de Rezasurina con
el uso del kit de Alamar Blue, la cual esta contemplada como una alternativa para
estudiar la afectacion de la viabilidad celular e indicar el desarrollo de eventos
tempranos de muerte celular inducidos por dafio mitocondrial (Yao et al., 2012).

Adicionalmente, la induccion de muerte celular por las NPs-ZnO sobre CMSP
humanos, mediante la marcacion con Anexina V FITC y 7AA D, que permite
evaluar apoptosis y necrosis por Citometria de flujo (Zembruski et al., 2012).
Finalmente, este estudio abordé la identificacion del dafio genotdxico mediante la
evaluacion de la frecuencia de Micronucleos (MN), debido a que es considerado
un biomarcador sensible, validado como predictor del riesgo a desarrollar cancer
entre otras enfermedades por exposicion a agentes toxicos en CMSP (Bonassi et
al., 2011; Kirsch-Volders et al., 2018; Torres-Bugarin et al., 2015).
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En consideracibn a lo anterior, la implementacion de varias pruebas de
citotoxicidad y la medicion del dafio genotdxico, posibilitd el analisis y compresion
del efecto bioldgico de las NPs-ZnO de forma esferoidal, sintetizadas por el
método Pechini sobre CMSP tratadas. Esto permiti6 determinar las
concentraciones a las cuales estas NPs presentaban una actividad tdxica
apreciable sobre células humanas. En consecuencia, este estudio abordd
pertinentemente una problematica actual, generando conocimiento de base para la
caracterizacion biolégica de las NPs-ZnO objeto de estudio, permitiendo la
determinacion de las concentraciones a las cuales estas NPs alteran la funcion
biol6gica normal de las células expuestas.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad de Nanoparticulas de Oxido de Zinc en
células mononucleares de sangre periférica.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Analizar la citotoxicidad en células mononucleares de sangre periférica tratados
con nanoparticulas de Oxido de Zinc.

Describir procesos de muerte en células mononucleares de sangre periférica
tratados con nanoparticulas de Oxido de Zinc.

Cuantificar el efecto genotoxico en células mononucleares periférica tratados con
nanoparticulas de Oxido de Zinc.
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5. MARCO TEORICO
5.1 METODO DE SINTESIS DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

Durante la ultima década, se han desarrollado nuevas rutas de sintesis de NPs
que permiten el control preciso de la morfologia y el tamafio de las mismas
(Guerrero et al.,, 2013; Salas et al., 2016). Estos procesos pueden realizarse
utilizando diferentes medios: liquido (método himedo), sdlido, o gaseoso, debido a
ventajas como bajo costo, mayor seguridad y mecanismos ecolégicamente
amigables, sin embargo, varias de las rutas que involucran reacciones quimicas
complejas, contaminantes y son las mas utlizadas en la sintesis de
nanomateriales.

Dentro de los métodos de sintesis por ruta quimica utilizados para la produccion
de NPs-ZnO se encuentra el método de Pechini, también conocido como método
complejo polimérico, el cual permite obtener nanoparticulas de éxidos metalicos
de una forma simple y controlada, con caracteristicas fisicoquimicas Unicas, a
partir de reacciones de poliesterificacion de complejos metélicos acidos (Doria et
al., 2011).

Los quelatos que se forman al interior del sistema, por las reacciones entre el
precursor del cation, el acido citrico y el polialcohol, al ser calentados en presencia
de un alcohol polihidroxilico (etilenglicol) producen wuna reaccion de
poliesterificacion la cual favorece una distribucion mas uniforme de los cationes a
nivel atbmico, generando un polimero en forma de resina homogénea.

Los parametros de sintesis mas relevantes en este proceso son: la relacién molar
precursor/agente, quelante/solvente, temperatura y tiempo de reaccion, pH y
velocidad de agitacion (Guerrero et al., 2013). Finalmente, la descomposicion de la
resina, para la obtencién del polvo ceramico, requiere de la eliminacion por
calentamiento de una gran cantidad de materia organica (Mosquera et al., 2014).

Acido citrico
Etilenglicol

Agua Pre-calcinado
Acetato de Zinc

pH4 o pH9

550 °C
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Figura 1. Diagrama de la obtencion de las NPs-ZnO por el método Pechini. En el método precursor
polimérico o método Pechini se emplean las propiedades que presentan ciertos acidos a-
hidroxicarboxilicos, para formar quelatos con diversos cationes. Los precursores de estos cationes
pueden ser de cloruros, carbonatos, hidréxido, nitratos o acetato. Cuando se mezclan los quelatos
con un polihidroxialcohol, como el etilenglicol y se calienta el sistema, estos se poliesterifican
formando una resina. La descomposicion de la resina, para la obtencién del polvo cerédmico,
requiere de la eliminacion por calentamiento de una gran cantidad de materia. Las NPs
sintetizadas se caracterizaron fisicoquimicamente mediante el andlisis de DTA/TGA,
espectroscopia infrarojo (IR), difraccion de rayos X (XRD), espectroscopia raman y microscopia
electrénica de barrido. Tomado y modificado de (Benitez-Salazar et al., 2021).

5.2 NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

Las NPs-ZnO sintetizadas por el método de Pechini, presentan una estructura tipo
wurtzita, asociada a un sistema cristalino hexagonal y normalmente con una forma
esférica, aunque también pueden tener una forma tubular, elipsoidal y de
nanocapsula, con un tamafio que oscila entre 20-60nm. Al tener un tamafio tan
pequefio, estas presentan mayor superficie especifica y por ello una gran cantidad
de centros activos lo que las hace mas reactivas (Eastlake et al., 2016; Madelein
et al., 2018; Sapsford et al., 2013). Adicionalmente, las NPs-ZnO por tener una
naturaleza de semiconductor tipo n, tiene la facultad de interactuar eléctricamente
con la membrana de células y proteinas, permitiendo que estas ejerzan efecto
toxico sobre las células (Patifio-Portela et al., 2021).

Estas NPs han sido usadas, principalmente, como aditivos de dispersion de luz
ultravioleta en cosméticos, como protectores solares, productos desinfectantes,
cremas dentales y como rellenos en materiales o dispositivos médicos (Cioffi &
Rai, 2012; Serpone et al., 2007). Caracteristicas como durabilidad, alta
selectividad y biocompatibilidad (Salas et al., 2016), han permitido que sean
usadas en la fabricacion de caucho, produccion de celdas solares, pantallas LCD,
pigmentos (como blanqueador), fibras quimicas, productos electrénicos y textiles
(Song et al., 2010).

Por otro lado, las NPs-ZnO, han generado gran interés considerando el desarrollo
de nuevos enfoques para el suministro de medicamentos o como nanoplataformas
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multifuncionales para “bombardear” células malignas desde el medio extracelular a
través de la liberacion de ROS (Ostrovsky et al., 2009).

------

e

a) Blenda b) Wurtzita

Figura 2. Gréfica sobre las estructuras cristalinas de las NPs-ZnO. a) Blenda de zinc cubica y b)
wurtzita hexagonal. Esferas grises y negras sombreadas representan atomos de Zn y O,

respectivamente.

53 INGRESO DE LAS NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC AL
ORGANISMO

Las NPs-ZnO pueden ingresar al organismo, principalmente, por contacto dérmico,
inhalacion e ingestion (lavicoli et al., 2017). En un entorno laboral, la exposicion
humana puede ocurrir en cualquier momento incluida la sintesis, fabricacion,
utilizacién y eliminacion de las nanoparticulas. Dado el tamafio de las NPs-ZnO y
su capacidad para ingresar rapidamente al organismo es posible encontrar varios
mecanismos de ingreso directo a las células; entre ellos el ingreso en forma de ion
libre de Zn**y en como nanoparticula (S. Singh, 2019).

Existen numerosas investigaciones que demuestran que las NPs-ZnO ingresan a
las células en forma de ion libre de Zn**, debido a que en el medio extracelular las
NPs-ZnO se pueden disolver y disociar. Posteriormente, los iones de Zn?* pueden
ser absorbidos por la célula a través de transporte pasivo sobre la membrana
plasmatica, un paso critico en el desarrollo de toxicidad celular (Deng et al., 2009;
Mihai et al., 2015; Wang et al., 2017).

Factores como el pH actian como un condicionador esencial en la disolucién y
disociacion de las NPs-ZnO en iones Zn?* en el medio intracelular, lo que aumenta
la concentracion y favorece la absorcion y la toxicidad de las NPs en las células
expuestas (Mdiller et al., 2010; Osmond & McCall, 2010). La liberacién de iones
Zn** por parte de las NPs-ZnO es influenciada por unos parametros
fundamentales los cuales son: a) La porosidad, concentracion, tamafo y

22



morfologia de la particula b) el pH intracelular c) presencia de rayos UV, d) tiempo
de exposicion, e) presencia de diferentes componentes como proteinas, organelos
celulares etc., f) fuerza i6nica del medio (Pasquet et al., 2014; S. Singh, 2019).

El ingreso de NPs de mas de 500nm, a la célula esta limitada debido a que estas
son interceptadas por fagocitos (monocitos, macrofagos y neutrdéfilos), células
inmunitarias que puede destruir microorganismos, ingerir material extrafio y
eliminar células muertas. No obstante, las NPs con un tamafio menor 100nm
pueden ingresar células, por medio de un proceso celular llamado endocitosis, el
cual consiste en la incorporaciéon de moléculas grandes o pequefias al interior de
la célula por medio de una vesicula de membrana, con la finalidad de regular la
interaccion de las células con agentes extrafios que puedan alterar la composicion
de los lipidos y proteinas de la membrana plasmética (Deng et al., 2009; Liu et al.,
2017; Mihai et al., 2015).

Por ultimo, la vesicula formada es fusionada al lisosoma donde se procede a la
degradacion de la NPs. Sin embargo, el pH &cido al interior del lisosoma acelera la
produccién de iones libres de Zn?*, los cuales son liberados y establecen una via
esencial de toxicidad representada como "Impacto del caballo de Troya mejorado
con lisosoma” (Li et al., 2011; Sabella et al., 2014).

La endocitosis de NPs-ZnO es un proceso de transporte dinamico que incluye
varias rutas, entre ellas el ingreso de las NPs-ZnO por endocitosis mediada por un
receptor, donde el receptor de membrana es una lipoproteina de baja densidad
(LDL), que de manera selectiva y orientado por el tamaiio, la forma, y la afinidad
con las NPs, permite el ingreso de estos nanomateriales al medio. Otro
mecanismo de ingreso de las NPs es una via endocitica, dependiente de clatrina e
independiente de caveola, y que resulta definida por el tamafio de las NPs en la
encapsulacién y el transporte de las mismas (Singh et al., 2009).

La aglomeracién de las NPs también es un factor que determina el ingreso de los
mismos a la célula expuesta. En esta condicién también es posible el ingreso de
las NPs a través de un medio del transporte pasivo, el cual depende de la
permeabilidad de la membrana celular y, por lo tanto, de la organizacion y las
caracteristicas de los lipidos y proteinas de la membrana (Condello et al., 2016;
Scherzad et al., 2017).

5.4 MECANISMOS DE CITOTOXICIDAD ASOCIADOS A LAS
NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC.

En diversos estudios se ha mostrado que las NPs- ZnO una vez ingresan al
organismo tienen diferentes formas de interactuar con las células expuestas
causando dafios mecanicos que han propiciado cambios en la morfologia celular,
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distorsion de las membranas, complicacion o derrame de estructuras intracelulares
(Babele et al., 2018; Li et al., 2011; Zhang et al., 2016), asi como la generacién de
dafio mitocondrial (Kao et al., 2012) y salida del contenido celular (Peng et al.,
2011).

Asi mismo existen estudios que revelan que en algunas células expuestas a las
NPs-ZnO, se ha presentado un aumento y acumulacion citosélica de la
concentracién de Zn*?, evento que favorecié el aumento de estos iones en la
mitocondria generando la despolarizacion de la membrana mitocondrial, activando
la via intrinseca de la apoptosis. De igual manera, se ha registrado que la
exposicion a estas NPs puede generar cambios en la disposicion de los lipidos y
las proteinas de la membrana celular, lo que podria favorecer el ingreso de las
NPs-ZnO a la célula y su interaccion con los diferentes organelos celulares, dentro
de los cuales es posible identificar la mitocondria.

Considerando que la muerte celular programada va acompafada de la
interrupcion de funciones metabdlicas, el deterioro de la sefializacion mitocondrial
se encuentra estrechamente conectado con los procesos de desarrollo y la
homeostasis tisular (Elmore, 2007; Sharma et al., 2012). Sin embargo, la amplia
gama de funciones mitocondriales en las células se centra en un ndamero
relativamente pequefio de proteinas en la mitocondria, algunas de las cuales
ejercen funciones tanto metabdlicas como promuerte que se discutiran en las
siguientes secciones (Vakifahmetoglu-Norberg et al., 2017).

Las NPs-ZnO podrian ejercer su actividad toxica en células expuestas mediante la
activacion, principalmente, de la via intrinseca de apoptosis. Los factores que dan
lugar a la iniciacion de la via intrinseca o mitocondrial corresponden a estimulos
internos, tales como el dafio genético irreparable, la hipoxia, altas concentraciones
de calcio citosdlico y el estrés oxidativo, lo cual incide directamente en la
alteracion de la permeabilidad e interrupcion del potencial transmembrana
mitocondrial. Esta accion daria lugar a la liberacion de moléculas pro-apoptoticas,
tales como el Citocromo-C (presente en la membrana mitocondrial), hacia el
citoplasma, lo que activa la cascada de Caspasas, este paso es determinante en
la despolarizacion de membrana mitocondrial en células tratadas con NPs-ZnO
(Babele et al., 2018; Sharma et al., 2012).

La actividad catalitica de las caspasas aceleran el deterioro celular y es
responsable de muchos de los cambios morfologicos y bioquimicos que
experimentan las células en el proceso de apoptosis, en el que se incluye la
fragmentacion del ADN (Nagata, 2005), la exposicion de la Fosfatidilserina y la
formacion de cuerpos apoptéticos (Sebbagh et al., 2001). La caspasa 3 favorece
la fragmentacion del ADN al catalizar la inactivacion proteolitica de la subunidad
alfa del factor de fragmentacion del ADN (ICAD), como una consecuencia de la
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puesta en marcha de la via intrinseca de la apoptdsis. Existe evidencia
experimental reciente que demuestra que la CASP3 promueve la exposicion de la
Fosfatidiserina activando proteinas implicadas en la externalizacibn de esta
estructura celular (Suzuki et al., 2014).

La apoptosis inducida por NPs-ZnO activa las vias MAPK debido al aumento de
ROS causadas por el ingreso de la NPs al interior de la célula. Esta via de
sefalizacion dependiente de la Proteinquinasa, proteina quinasa activada por
mitégenos (MAPK), es una ruta altamente conservada que constituye una cascada
molecular importante en la regulacion de varias actividades importantes como la
funcionalidad, diferenciacion, proliferacion y migracién celular. Su activacion
transmite sefales desde distintos tipos de receptores de membrana hasta activar
factores de transcripcion nuclear (Zafon & Obiols, 2009).

Una pequefia proteina de union a Guanosintrifosfato (GTP), denominada RAS, es
la molécula que actia como transductor inicial y comun de la sefial iniciada tras la
activacion de los receptores de membrana. RAS se comporta como un interruptor
bimodal, con dos estados conformacionales, uno activo y otro inactivo. La
conformacion activa produce la activacion de la MAP-cinasa-cinasa-cinasa,
conocida también como RAF. A su vez, RAF activa, mediante fosforilacion, la
MAP-cinasa-cinasa o MEK. Finalmente, MEK activa la MAP-cinasa o ERK. Por lo
tanto, la estructura basica de MAPK esta formada por un modulo de tres cinasas
(RAF, MEK y ERK) dependiente de la proteinquinasa que se activan de manera
secuencial. Mientras que RAF y MEK son de localizacion citoplasmica, ERK tiene
la capacidad de traslocarse al nucleo, y ahi puede fosforilar directamente un gran
namero de factores de transcripcion como C-JUN o C-MYC.

Se ha encontrado que las NPs-ZnO ejercen su actividad tdxica en sistemas
biolégicos principalmente mediante la generacién de iones libres de Zn** y el dafio
mecanico causado directamente por las NPs a las células, eventos relacionados
con la produccion de ROS y con el aumento del estrés oxidativo (Singh, 2019). El
incremento de iones libres de Zn?*, podria ocasionar dafio mitocondrial y
alteracion de la homeostasis celular del zinc, provocando dafio celular. La
presencia de estos iones en el entorno celular demuestra un gran obstaculo del
transporte dinAmico de membrana, y causa dafio al ADN e interrupcion de la
actividad catalitica celular, evento importante en la nanotoxicidad de las NPs -ZnO
(Li et al., 2011; Song et al., 2010).

5.5 MECANISMO DE GENOTOXICIDAD DE LA NANOPARTICULAS DE OXIDO
DE ZINC

Las NPs -ZnO que entran a la célula pueden atravesar los poros de la membrana
nuclear e interactuar directamente con el ADN organizado en la cromatina o con
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los cromosomas dependiendo de la fase del ciclo celular. En la interfase, las NPs
pueden unirse a proteinas encargadas del proceso de replicacion del ADN vy la
transcripcion del ADN en ARN (Magdolenova et al., 2014). Estudios sugieren que,
durante la mitosis, las NPs interactian con los cromosomas provocando efectos
clastogénicos o aneugénicos generando roturas en los mismos.

Otro efecto aneugénico, causado por estos compuestos, es la alteracion del huso
mitético, centriolos 0 sus proteinas asociadas (Aula et al., 2014; Efthimiou et al.,
2020; GUmus et al.,, 2014). El dafio del Huso mitético, provoca la pérdida o
ganancia de cromosomas y/o fragmentos de cromosomas en células hijas (Huang
et al., 2009). Las NPs podrian interferir con componentes celulares como las
mitocondrias y causar dafios que afecten a sus funciones, tales como la
interrupcion de la cadena respiratoria mitocondrial e interrupcion de la sintesis de
Adenosin trifosfato (ATP) (Asharani et al., 2009; Hudecova et al., 2012).

Las NPs-ZnO pueden generar ROS en las células lo que podria ocasionar dafio
oxidativo indirecto al ADN a través de los radicales libres generados por la
disolucién y disociacion del nanomaterial en su ingreso al organismo (Singh,
2019). Las ROS puede atacar el ADN causando lesiones o modificacion
(oxidacién) de bases nitrogenadas, dando lugar al aumento de mutaciones por
apareamiento incorrecto en la replicacion, roturas de cadena sencilla o doble,
aductos de ADN voluminosos, enlaces cruzados o cambios estructurales del ADN
(Magdolenova et al., 2014). Una vez se supera el limite de proteccion antioxidante
de la célula, se genera una creacion de citoquinas incendiarias que provocan
inflamacion (Khanna et al., 2015). Esta inflamacion ocasiona una perturbacion
mitocondrial (Lai et al., 2015) debido al dafio en la membrana, a los componentes
celulares al ADN y al incremento de LDH proveniente de los procesos de necrosis
o apoptosis (Ghosh et al., 2016).

En la Figura 3 se resumen las diferentes formas de interaccion que presentan las
NPs con los sistemas biologicos donde se observa que las NPs, una vez entran en
contacto con la célula desencadenan una serie de eventos como el aumento de la
produccion de ROS, la cual conduce a la activacion de las vias de sefializaciéon
celular dependientes del estrés, el dafo directo de los organulos celulares como
mitocondrias e incluso puede generar la fragmentacion del ADN en el nucleo,
evento que resulta en la detencién del ciclo celular, desarrollo de la respuesta
inflamatoria y apoptosis.

De igual manera, es posible observar que las NPs pueden interactuar con
receptores celulares unidos a la membrana, por ejemplo, receptores del factor de
crecimiento e integrinas, que inducen la proliferacion, apoptosis, diferenciacion y
migracion. Después del ingreso de las NPs a través de vias endociticas, estas se
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transportan a lo largo de la red endolisosomal dentro de vesiculas con la ayuda de
proteinas motoras y estructuras del citoesqueleto. Para acceder a estructuras
especificas en el citoplasma o nucleo celular.
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Figura 3. Efectos citotoxicos de las NPs. La figura representa de manera resumida las posibles
interacciones de las NPs-ZnO con diferentes tipos de células. Tomado y modificado de Shang y
colaboradores 2014.

5.6 CELULAS MONONUCLEARES DE SANGRE PERIFERICA COMO MODELO
EXPERIMENTAL PARA EVALUACION DE LA TOXICIDAD

La seleccibn de modelos celulares apropiados para la deteccion de agentes
téxicos in vitro, es importante, puesto que permite explorar la posibilidad de
extrapolar los resultados a poblaciones humanas. Las células humanas tienen una
alta relevancia clinica (Dusinska et al., 2017) y en particular las células de la
sangre proporcionan informacion sobre la respuesta general del cuerpo a, por
ejemplo, nanomateriales, contaminantes industriales o ambientales (Dusinska &
Collins, 2008).
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Una de las ventajas de usar ceélulas sanguineas humanas como modelo
experimental en pruebas in vitro, radica en su facil acceso y evaluacion,
caracteristicas que comparada con lineas celulares continuas, tienen una
respuesta cualitativamente diferente y semejante a la respuesta del organismo in
vivo (Oostingh et al., 2011). En consecuencia, hay pruebas clinicas y preclinicas
sélidas de que los linfocitos son células clave en el desarrollo de alternativas
biomédicas, como la inmunoterapia, para el tratamiento de enfermedades como el
cancer (Lambin et al., 2020).

5.7 PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD

Los métodos de analisis de toxicidad y viabilidad celular son utilizados como una
medida para detectar los mecanismos celulares resultantes de la interaccion de
agentes toxicos con la célula. Los métodos mas comunes se basan en la
absorcion o exclusion de colorantes como el azul de tripan o la eosina, sin
embargo, estos métodos tienen varias desventajas, como la dificultad para
procesar grandes cantidades de muestras, y deficiencia en la cuantificacién y
diferenciacion entre las células apoptéticas de las células necraéticas.

En respuesta a las exigentes necesidades de investigacién en esta tematica se
han desarrollado varios métodos sensibles y confiables entre los que se destacan
los ensayos de citotoxicidad de LDH, Prueba de Rezasurina o la evaluacién de
apoptosis por Anexina V con 7AAD, los cuales son considerados ensayos
practicos, universalmente validados y accesibles tecnol6gicamente.

5.7.1 Prueba de citotoxicidad por Resazurina. La prueba de Resazurina con el
reactivo de Alamar Blue, ha sido uno de los bioensayos mas usados en estudios
de viabilidad celular y citotoxicidad, debido que permite monitorear la integridad de
las células (O'Brien et al., 2000), evaluar la funcion y control del ciclo celular (Yao
et al., 2012), y medir la respuesta biologica expresada en diferentes tipos de
células por exposicion a agentes toxicos. La Resazurina es un compuesto soluble
en agua, estable en medio de cultivo, no téxico, permeable a las membranas
celulares, de color azul no fluorescente, altamente dicromatico basado en el indice
de Dicromaticidad de Kreft (Kreft & Kreft, 2009).

La Resazurina actia como un aceptor de electrones intermedio en la cadena de
flujo de electrones de la mitocondria, sin generar interferencia en el flujo normal de
electrones. Adicionalmente, puede ser reducida tanto por Nicotinamida-Adenina-
Dinucledtido-Fosfato (NADPH), Flavina Adenina Dinucledtido (FADH), Flavin
Mononucleotido (FMNH), Nicotin Adenin dinucledtido (NADH), como por los
citocromos.
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Por tanto, el colorante funciona como un indicador de acepcién de electrones de
manera que es posible observar un cambio de estado oxidado, azul no
fluorescente a estado reducido, rosado fluorescente (Page et al., 1993). Ademas
de las reductasas mitocondriales hay otras enzimas como las Diasforasas,
Dihidrolipoamina, Deshidrogenasa, Quinona Oxidoreductasa (Belinsky & Jaiswal,
1993) y la Flavin Reductasa las cuales se encuentran en el citoplasma y que
pueden reducir la Resazurina, sin embargo, sélo la mitocondria tiene la capacidad
de metabolizar el reactivo.

La metabolizacion o reduccion de la Resazurina se interpreta como la presencia
de células viables, sin ningun tipo de alteracion del metabolismo celular (Trudeau
et al., 2005). Tal como lo indica la figura 3, en condiciones normales la célula tiene
la capacidad de llevar a cabo una reaccion de 6xido-reduccidén para convertir la
Resazurina a Resofurina como indicador de la actividad metabdlica normal de las

células.
Célula Viable

4 N
Capacidad A
Reductora J
N J/
Reactivo de Alamar Blue Reactivo de Alamar Blue
Oxidado Reducido

o o
oL WO,

Resazurina (Azul no fluorescente) Resofurina (Rosado Fluorescente)

Figura 4. Esquema representativo de la reduccion que experimenta la resazurina en presencia de
células viables. Los cambios de estado oxidado a estado reducido pueden ser medidos
flexiblemente de manera cuantitativa, colorimétrica y/o con lecturas fluorimétricas, o cualitativas
indicando un cambio de color visible en términos de presencia o ausencia de viabilidad celular.
Tomado y modificado del manual del reactivo para Ensayo de Viabilidad Alamar Blue™, Thermo
Scientific

5.7.2 Prueba de deteccion de citotoxicidad de Lactato Deshidrogenasa. La
determinacion de la actividad de la enzima citoplasmatica Lactato Deshidrogenasa
tiene gran variedad de aplicaciones, entre ellas la identificacion de procesos de
dafio celular en un medio de cultivo tras la interaccion de las células con un agente
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toxico de tipo quimico, fisico o bioldgico. La actividad de la LDH, es utilizada como
un indicador de la integridad de la membrana celular y como una medida sensible
de medicion de la citotoxicidad celular (Fu et al., 2017).

La Prueba de deteccion de Citotoxicidad de LDH es una reaccion enzimatica la
cual permite obtener informacion sobre la integridad y el funcionamiento de las
mitocondrias como una unidad funcional clave en el proceso de generacion de
energia celular. En condiciones normales, las mitocondrias metabolizan una
molécula de glucosa hasta 32 unidades de ATP; sin embargo, si las condiciones
mitocondriales son alteradas o hay baja presencia de oxigeno, la célula omite el
metabolismo mitocondrial y lleva a cabo la transformacion de piruvato a lactato en
el citoplasma celular por accién de la enzima LDH y obtiene 2 unidades de ATP.

Por lo tanto, si un agente téxico altera la capacidad metabdlica mitocondrial de la
célula, la ruta bioquimica dominante es la catalizada por la enzima LDH y se
incrementa su concentracion citoplasmatica; este comportamiento es un indicador
de muerte celular ya que LDH al ser soluble se libera al medio extracelular a
través de la membrana celular dafiada (Shah et al., 2014).

El Kit de deteccibn de LDH, proporciona en sus reactivos, las moléculas
necesarias para llevar a cabo una reaccidon quimica inversa. Es asi como, al
adicionar Acido LActico al cultivo de células expuestas a algiin agente agresor,
donde ha ocurrido liberaciéon de LDH, las moléculas de NAD" pasan de un estado
reducido a oxidado NADH + H”, en presencia del colorante Tretazolium, quien su
vez es catalizado por la enzima Diasforasa.

En este proceso ocurre la transformacion de Acido Lactico a Piruvato, dejando
como testigo de la reaccién quimica, el viraje de color amarillo (Tretazolium) a un
color rojo, producto de la generacion del Formazan (Figura 4). Dicho cambio es la
evidencia del mecanismo de accién de cualquier agente que entre en contacto con
la célula causando alteracion de la permeabilidad de la membrana, falta de
oxigeno, fallas en el metabolismo mitocondrial o dafios en la mitocondria.

Acido Lactico /,,u-L-DH—ﬂ-..\ — Acido Piravico
NAD" NADH+ H'
Formazan \ . Tetrazolium
(Rojo) Diasforasa (Amarillo)
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Figura 5. Esquema representativo del principio biolégico de la Prueba de Deteccion de
Citotoxicidad de LDH. La conversion del acido lactico catalizado por la enzima de LDH es una
reaccién enzimatica de 6xido-reduccién que es revelada cualitativamente por el cambio de color de
amarillo a rojo. Modificada del manual de uso TaKaRa LDH Cytotoxity Detection Kit.

5.7.3 Prueba de detecciéon de apoptosis. El mantenimiento de la viabilidad y el
funcionamiento normal de las células se debe a una serie de sefiales bioquimicas
que les permite responder a los cambios en el entorno. La pérdida de estas
sefales o la induccién de las mismas por condiciones ambientales especificas,
generalmente culmina en apoptosis o muerte celular, un fenémeno normal en el
mantenimiento de la estabilidad gendmica. Esta respuesta apoptoética empieza con
una fase inicial donde estan involucrados los receptores especificos de la
superficie celular que propician cascadas de transduccion de sefales (Ashkenazi
& Dixit, 1998; Sebbagh et al., 2001; Suzuki et al., 2014).

Dependiendo del tipo de célula, es posible evidenciar todos o solo un subconjunto
de estos cambios. Especificamente, la Anexina V pertenece a una familia de
proteinas que se unen tanto al calcio como a los fosfolipidos, asi como a
fosfolipidos cargados negativamente en niveles fisiol6gicos de Calcio, con una alta
afinidad por la Fosfatidilserina (Meers & Mealy, 1993). En las células normales, la
Fosfatidilserina se encuentra predominantemente en la capa interna de la
membrana plasmatica. Las células apoptéticas pierden esta asimetria de
fosfolipidos, lo que lleva a la exposicion de Fosfatidilserina en su superficie. Dicha
exposicion facilita el reconocimiento y fagocitosis por macrofagos (Koopman et al.,
1994).

Este evento relativamente temprano en células que han sido inducidas a sufrir
apoptosis y que muestran condensacion nuclear antes de exhibir dafio de la
membrana, es posible identificarlo mediante el marcaje con un fluorocromo con
Anexina V (Figura 6). Esta proteina utilizada en Citometria de flujo para identificar
de la translocacion de la Fosfatidilserina en la superficie externa de las
membranas celulares de células apoptéticas.

Teniendo en cuenta que el proceso apoptético una vez que inicia se encuentra en
constante cambio, existen otros indicadores como la 7-Amino-Actinomicina D (7-
AAD), un colorante fluorescente no permeable, considerado como un agente de
unién al ADN. Este se intercala entre las bases nitrogenadas de citosina (C) y
guanina (G) produciendo aductos altamente fluorescentes que identifican las
células como "no viables"; en efecto, una intensidad alta de fluorescencia puede
identificar células apoptéticas tardias o necréticas y muertas (Figura 6) (Philpott et
al., 1996; Zembruski et al., 2012).

31



Adicionalmente, este método permite inferir el estado avanzado de apoptosis de
las células puesto que demuestra que las membranas plasmaticas estan dafiadas
o altamente permeables, por lo tanto, permiten el ingreso del colorante al nucleo;
ademas, evidencia la alteracion del metabolismo celular y la activacion de la
respuesta enzimatica de apoptosis.

Célula Viva Célula Apoptética Temprana  Célula Apoptética Tardia

‘ ,-..‘ Xy 20 Al '.‘ b - )
¢ ¢ , - 0

Membrana Celular \ | 7/
N\ o /
Nucleo Nucleo — @Nucleo ~
/ ) SN
) \
/)

(Fosfatidilserina () Agente toxico

@ 7/AAD " AnexinaV FITC

Figura 6. Mecanismo de deteccion de Apoptosis por Citometria de flujo Anexina V FITC con 7AAD.
Una célula en condiciones normales es altamente selectiva, pero agentes toxicos puede alterar la
permeabilidad y polaridad de la membrana celular como evidencia de un proceso celular apoptético
temprano el cual se evidencia con la exposicién de la Fosfatidilserina a la cual se adhiere la
Anexina V. El deterioro de la membrana celular como parte del proceso de apoptosis tardia permite
el ingreso de moléculas como 7AAD las cuales se intercalan en la cadena de ADN, como indicador
de este evento. Tomado y modificado del catdlogo Novus Biologicals a Biotechne Brand (Brand,
2020).

5.8 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

La genotoxicidad hace referencia a todos los dafios que pueden causar agentes
de tipo fisico, quimico y biologico, al ADN de células expuestas. Existen varias
alternativas que pueden ser empleadas para identificar el efecto genotdxico
producido en CMSP, por ejemplo, el biomarcador de Micronucleos el cual es
clasificado como un biomarcador de efecto debido a que refleja alteraciones en un
organismo de tipo fisiolégico o bioquimico y que permite medir y predecir los
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posibles problemas de salud por exposicion a agentes genotéxicos (Au et al.,
1991; Manno et al., 2010).

5.8.1 Prueba de Micronucleos. El biomarcador de microndcleos (Mn), en las
células humanas, se ha convertido en una de las pruebas citogenéticas estandar
para la evaluacion genotoxica de diferentes compuestos in vitro (Kirsch-Volders et
al.,, 2014). Los Mn permiten evaluar la rotura cromosémica, la pérdida
cromosomica, la no disyuncion, la necrosis, la apoptosis y la citostasis (Fenech,
2000, 2006). En combinacién con el uso de sondas centroméricas o0 anticuerpos
de cinetocoro, también es posible distinguir entre la rotura y pérdida de
cromosomas, como el mecanismo de formacion de Mn y medir la mala distribucién
de cromosomas entre los dos ndcleos en células binucleadas (Fenech et al., 2016;
Kirsch-Volders et al., 2018).

Los mecanismos que dan lugar a la de formacion de Mn son la hipometilacion de
satélites centroméricos y secuencias paracentroméricas, defectos de cinetocoro,
huso disfuncional y mutaciones en genes del punto de control de anafase. La
hipometilaciéon de las regiones centroméricas y paracentroméricas: repeticiones de
satélites y la pérdida de metilacion alarga las regiones repetidas disminuyendo la
tensidbn en los cinetocoros y creando asi conexiones incorrectas entre los
microtubulos del huso mitético y los cromosomas (Bonassi et al., 2011; Luzhna et
al., 2013).

El biomarcador de Mn en CMSP, es un biomarcador citogenético validado como
predictor de riesgo de cancer (Bonassi et al., 2011; Kirsch-Volders et al., 2018).
Los Mn se forman durante la anafase y corresponden a cuerpos de cromatina, con
un diametro que oscila entre 1/3 y 1/16 en relacion al nucleo principal, que quedan
rezagados en el citoplasma de las células hijas, convirtiéndose en uno o varios
nucleos secundarios (Holland et al., 2008; Schmid, 1975). El registro de Mn en
células humanas y / o de mamiferos cultivadas, esta restringida a las células que
han pasado por un ciclo de division celular. Estas células se reconocen por su
apariencia binucleada (BN) después de la inhibicion de la citocinesis. Esta prueba
es una alternativa eficaz, sencilla y econémica para detectar la perdida de material
geneético.

6. ANTEDECENTES

Las NPs-ZnO han demostrado su gran potencial de aplicabilidad, siendo de interés
su caracterizacion toxicoldgica considerando su potencial de uso como una
herramienta biotecnolégica en diferentes campos. En coherencia con lo
mencionado, las NPs-ZnO sintetizadas por el Grupo de investigacion CYTEMAC
han sido evaluadas previamente usando como modelo biolégico ratones Mus
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musculus, hongos patdgenos del café (Coffea arabica) como M. citricolor y en la
bacteria Escherichia coli, para evaluar la actividad biologica de la misma.

De esta manera, los ratones Mus musculus fueron expuestos a una dosis de 50
mg de NPs-ZnO por Kg de peso corporal, mediante suspensiones de las NPs
esferoidales caracterizadas por tener un tamafio promedio ~ 50 nm en agua
ingerida por los animales cada dos dias durante un periodo de 14 dias. En este
periodo de tiempo los ratones expuestos a las NPs-ZnO bajaron de peso
gradualmente, presentando un alto porcentaje de variacion de peso corporal de
21,4% comparado con el control que fue solamente de 0,141%.

Asi mismo, se encontrd que las NPs-ZnO se acumularon en rifiones en 17,05 ppm
de Zinc (Zn) proveniente de la disociacion de las NPs, correspondiente a 7 veces
mas que el grupo control, no obstante, las biopsias realizadas a este 6rgano no
mostraron cambios patologicos en la estructura de las nefronas (unidades basicas
de la fisiologia renal). Por otro lado, reportan que la acumulacion de Zn iénico en
el higado fue menor que en los riflones con un valor de 16,68 ppm, causando
esteatosis, patologia caracterizada por la acumulacibn de grasa en los
hepatocitos, aspecto que demuestra la toxicidad de las NPs-ZnO (Medina et al.,
2018).

Como parte de la evaluacion de perfil toxicolégico de las NPs-ZnO, anteriormente
mencionadas, se demostr6 su capacidad antifungica con una inhibicién del
crecimiento de las estructuras vegetativas y reproductivas del hongo M. citricolor a
una concentracion de 9 mmol-L-1 del 92,3%. Se evidencié que la inhibicion del
crecimiento de los hongos y las afectaciones micro y ultraestructurales se
relacionan con la alta relacion de atomos superficiales/atomos en el volumen de
las NPs (relacionada con el alto valor de la superficie especifica) y las
caracteristicas fisicoquimicas de superficie que podrian producir directa o
indirectamente especies ROS, que afectan las proteinas de la pared celular
causando disfuncion celular observada (Arciniegas-Grijalba et al., 2019).

El dltimo estudio realizado, para evaluar el efecto antifiungico de esta
nanoparticula, reporta que el area de crecimiento del hongo expuesta a la accién
de concentraciones de 15 mmol/L, 12 mmol/L y 9 mmol/L NPs-ZnO, un porcentaje
de inhibicién del crecimiento de hongos; este porcentaje de inhibicion fungica fue
significativamente alta, aproximadamente el 96% para la concentracion de 15
mmol/L, la cual pasado un tiempo de 6 dias, provoco pérdida en la continuidad de
algunas hifas, favoreciendo la formacion de estructuras de apariencia compacta
(similar a las vacuolas) dentro de la hifa, ademas de disminuir el espacio
citoplasmatico (Mosquera-Sanchez et al., 2020).

El estudio mas reciente realizado con las NPs-ZnO objeto de estudio, consistid en
la evaluacion de la capacidad antimicrobiana de las NPs utilizando la bacteria
Escherichia coli, una enterobacteria gram negativa, presente en aguas
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contaminadas y que afecta la salud humana al ser ingerida. 4x10° UFC/mL de la
cepa de E. coli fueron tratadas con concentraciones de 500 pg/mL en dilucion
seriada hasta 2 pg/mL, durante 24 horas a 37°C. Los resultados evidencian una
respuesta concentracion-dependiente, tal que la concentracion minima inhibitoria
(CMI) fue 62,5 pug/mL de NPs-ZnO. Por otro lado, en las bajas concentraciones no
se observé ningun tipo de inhibicion importante del crecimiento (Benitez-Salazar et
al., 2021).

Estudios realizados sobre la evaluacion biologica de otros tipos de NPs-ZnO
realizadas por varios investigadores ha demostrado el potencial toxico de estas
NPs en CMSP expuestos. Estos reportes indican la disminucion significativa de
viabilidad celular de las CMSP humanos tratados con una concentracion igual o
superior de 0.5 pM de NPs-ZnO producidas comercialmente, con forma hexagonal
y un tamafio medio de particula de 40nm (CAS No. 1314-13-2) (Sliwinska et al.,
2015). Adicionalmente, otro estudio reporta que existe un efecto tdxico significativo
inducido por NPs-ZnO esféricas, con un tamafio de 30 £ 10 nm, en CMSP en fase
proliferativa expuestos a una concentracion mayor a 40 ug/mL (Bhattacharya et
al., 2014).

Autores como Shalini y colaboradores (2018), muestran mediante el ensayo de
reduccion metabdlica del Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol
que se presentd una disminucion en la viabilidad celular dependiente de las
concentraciones de NPs-ZnO usadas para tratar los CMSP (1000, 500, 200, 100,
50 pg/mL). Estas NPs presentaron una forma esférica y tamafio de 187nm
obtenidas mediante procesos de filtracion, Sin embargo, en este estudio la prueba
de deteccion de citotoxicidad de LDH no mostré una liberacion significativa de esta
enzima citoplasmética a concentraciones de 50 y 25 pg/mL, en comparacién con
las células no tratadas. No obstante, se encontr6 que los niveles de ROS en
CMSP tratados con concentraciones de 50 y 100 pg/mL de NPs-ZnO aumentaron
significativamente p<0.01 con relacion a las células tratadas.

Un estudio realizado en la India en el afio 2009, sobre el dafio que inducen las
NPs-ZnO a CMSP, reveld que, al utilizar Citometria de flujo con Rodamina, las
CMSP tratadas con 100 y 50 pg/mL de NPs-ZnO, con un tamafio de 19,82 nm,
presentaban una disminucién significativa en los valores de potencial de la
membrana mitocondrial con un valor de 17% a 41%, respectivamente, comparado
con el control no tratado. La interrupcién del potencial de membrana de la
mitocondria a menudo precede a la degradacion del ADN nuclear. Estos
resultados sugieren que una baja concentracion de NPs-ZnO puede conducir a la
disfuncion mitocondrial como consecuencia de esta alteracion (Musarrat et al.,
2009).

Estos resultados coinciden con los encontrados por Andersson-Willman vy
colaboradores (2012) quienes para comprobar el efecto de las NPs-ZnO
fabricadas comercialmente, con un tamafio de 10 + 2 nm sobre la viabilidad de las
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CMSP, realizaron un ensayo de Pl / Anexina V que no mostré se encontré una
diferencia estadisticamente significativa en el aumento de células apoptéticas a
100 y 50 pg/mL; ademas, hubo un aumento significativo en la cantidad de células
necroticas, a las mismas después de 24 horas de exposicion de las CMSP.

Branica y colaboradores (2016) reportan el efecto de NPs-ZnO en CMSP, los
resultados permitieron determinar que hubo un aumento significativo del nimero
de células apoptoéticas después de tratar estas células, durante 14 dias, con
concentraciones de 7,5 y 5 pg/mL de NPs-ZnO de tamafo <35 nm de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EE. UU.) Estudios que tenian como objetivo caracterizar el
perfil toxico de estas NPs mostraron, mediante la evaluacion simultanea de la
prueba de LDH y MTT, que la citotoxicidad era concentracion-dependiente en
CMSP que fueron tratados con 50, 20 y 10 pg/mL, sefialando que el porcentaje de
supervivencia de las células fue de 33%, 54% y 78%, respectivamente.

Las NPs-ZnO evaluadas en este estudio fueron nanoesferas que presentaban un
tamafio de 48nm. El porcentaje de liberacion de LDH fue estadisticamente
significativo a las mismas concentraciones, al comparar el control no tratado
(p<0.005). En contraste con las pruebas realizadas, también se valoré la
morfologia celular de las CMSP, a las 48 horas de tratamiento y se encontré que
estaban hinchados y que su morfologia se modificé ligeramente en comparacién
con el control (Aula et al., 2014).

Mediante la implementacion del Ensayo Cometa, para identificar el dafio primario
al ADN causado por las NPs-ZnO, varios autores reportan que al exponer CMSP a
concentraciones de 5 y 7,5 pug/mL tanto el tamafio del cometa, 39.4+26.3;
38.4+21.9, como la intensidad del cometa, 17.7+27.4; 10.7+16.4 aumentaron
significativamente (Branica et al., 2016). Recientemente, Shalini y colaboradores
(2018) mostraron que las NPs-ZnO inducian dafios en el ADN de una manera
dependiente de la concentracion, para esta evaluacion se utilizaron
concentraciones de 100 y 50 pg/mL) (p<0.01); los valores medios del porcentaje
de ADN en la cola del cometa aumentaron linealmente con la dosis y
especificamente a 100 ug/mL (p<0.01); el porcentaje de ADN en la cola fue igual
al del control positivo (células tratadas con H,0,).

Otros resultados del ensayo cometa en CMSP expuestos a NPs-ZnO con
concentraciones crecientes (1,000, 800, 400, 200, 100, 10 pg/mL), durante 3 horas
a 37 ° C, evidenciaron la formacion de roturas de cadena sencilla en el ADN, lo
gue indicaba un aumento de dafio genotéxico dependiente de la dosis de las NPs
en la longitud de la cola del cometa, en comparacion con el control no tratado
(p<0.05). El porcentaje del dafio del ADN notado a 1,000 pug/mL se encontré que
era similar (63.14 £ 2.08) al dafio causado por Metilmetano sulfonato (MMS/65
uM) (63.62 + 1.48) usado como control positivo en el experimento. El dafio
identificado en el ADN sugiere el posible papel de ROS inducidos por la presencia
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de las NPs-ZnO, ya que se sabe que la presencia de las NPs produce radicales
libres, los cuales son causantes de varios dafios celulares (Musarrat et al., 2009).

Los biomarcadores validados como predictores del riesgo a desarrollar problemas
de salud a corto o largo plazo también han sido usados por varios autores para
evaluar el efecto de las NPs-ZnO sobre sistemas biologicos. Estos estudios
reportan que la formacion de Mn aumenta significativamente en CMSP tratados
con 22 pg/mL NPs (p=0.003), lo cual podria estar relacionado con la intensidad de
la fragmentaciéon de ADN en estas células, a una concentracion de 20 pg/mL
(p<0.05) (Aula et al., 2014). Otra investigacion indica un aumento en la frecuencia
de células binucleadas con Mn en todos los grupos de tratamiento (20, 15, 10, 5,
2, 1 pg/mL) en comparacion con el control no tratado. Sin embargo, este
incremento fue significativo solo para las concentraciones de 10 pg/mL (p<0.001) y
15 pg/mL (p<0.05), aumento dependiente de la dosis (Gumds et al., 2014).

Otro trabajo realizado indica que la frecuencia de Mn en CMSP expuestos a las
concentraciones de 20, 10, 5, 0,5 pg/mL de NPs-ZnO, no aumentd
significativamente, pero se observé que, a concentraciones mas altas, como 20
pug/mL, se evidenciaba un incremento la misma. Mientras que las células
expuestas a concentraciones de 20 y 10 pg/mL de NPs-ZnO con un tamafio 18,3
nm y forma hexagonal, presentaron un efecto citotoxico alterando la proliferacion
celular normal de las células objeto de estudio (Efthimiou et al., 2020).

Otros tipos de metodologias utilizadas para analizar Alteraciones Cromosémicas
(AC) y el indice Mitético (IM) mostraron que NPs-ZnO con morfologia hexagonal y
tamafio de 50 nm inducen un aumento significativo en la frecuencia de células
anormales en las concentraciones (20, 15, 10, 5, 2, 1 pg/mL). Especificamente, 2 'y
15 pg/mL en 24 horas de exposicidn, se presenté un aumento significativo de las
AC para todas las concentraciones de trabajo definidas en el estudio excepto para
las concentraciones de 2 y 15 pug/mL, en comparacion con el control negativo.

Para el periodo de tratamiento de 48 h, las NPs-ZnO indujeron un incremento no
significativo en la frecuencia de células anormales, efecto que no se evidencio en
las CMSP expuestas a la concentraciéon de 10 pug/mL. Ademas, se observo un
aumento no significativo de AC en las concentraciones de trabajo a excepcion de
las concentraciones de 10 y 5 pug/mL. Mientras el aumento en la frecuencia de
células anormales fue ligeramente dependiente de la concentracion, no hubo
dependencia del biomarcador de AC a las 24 y 48 horas de tratamiento respecto a
la concentracion.

Los resultados anteriores indican que a diferencia de otros estudios, que la

exposicion a altas concentraciones de las NPs-ZnO propiciaron menos
anormalidades celulares en un tiempo de 48 horas de tratamiento, lo cual podria
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indicar que no siempre el aumento de concentraciones incrementaria los efectos
genotoxicos de este nanomaterial (Gumdus et al., 2014).

7. METODOLOGIA
7.1 DISENO EXPERIMENTAL

Se realiz6 un estudio experimental in vitro, en donde se evalué la toxicidad de las
NPs-ZnO en CMSP, provenientes de 3 donantes masculinos sanos. Se determiné
este numero de participantes para la realizacion de cada prueba de citotoxicidad y
genotoxicidad conforme a las recomendaciones para evaluacién y caracterizacion
de agentes con potencial toxico de la OECD (OECD, 2014, 2018).

Todas las pruebas in vitro fueron realizadas mediante 3 experimentos
independientes cada uno por triplicado.

7.2 OBTENCION DE NANOPARTICULAS DE OXIDO DE ZINC

Las nanoparticulas de 6xido de zinc fueron donadas por el Grupo de Investigacion
Ciencia y Tecnologia de Materiales Ceramicos (CYTEMAC), quienes las
sintetizaron mediante el método de Pechini o método del precursor polimérico
(Guerrero et al., 2013; Salas et al., 2016) y las caracterizaron fisicoquimicamente
utilizando diferentes técnicas convencionales. Los resultados indicaron que las
caracteristicas mas relevantes eran: un tamafio de cristalito del ZnO sintetizado
inferior a 100 nm, aproximadamente 33,20 nm, morfologia esferoidal y estructura
cristalina tipo wurtzita (Benitez-Salazar et al., 2021).

7.3 OBTENCION DE LA MUESTRA SANGUINEA

La sangre fue extraida, por puncion intravenosa en vacutainers heparinizados, de
tres donantes varones saludables, con edades entre 18 y 30 afos quienes
accedieron libremente a donar sangre, durante todo el proyecto y firmaron el
consentimiento informado y confidencialidad de los datos. Al momento de la
recoleccion de la muestra de sangre los donantes de sangre manifestaron no estar
expuestos a radiaciones o productos quimicos, ni presentar antecedentes clinicos
de malignidad, malformaciones genéticas, enfermedades cronicas y enfermedades
infecciosas. La sangre obtenida se usé como fuente de CMSP para el
establecimiento de las pruebas de deteccion de citotoxicidad (LDH, Resazurina y
Apoptosis por Citometria de Flujo y genotoxicidad (Micronucleos)).

38



7.4 AISLAMIENTO Y TRATAMIENTO DE CMSP

El aislamiento de CMSP fue realizada mediante el protocolo de extraccion por
gradiente de densidad con Ficoll-histopaque (Lonza 17-829E). Para ello, se diluy6
la muestra de sangre extraida con Buffer fosfato salino (PBS) (GIBCO 70011), en
relacion 1:1, dilucion que fue vertida en Ficoll-histopaque (Lonza 17-829E), en
relacion 1:3, para posteriormente centrifugarlas (2250rpm durante 30 minutos a T°
ambiente). Se retird la capa leucocitaria, la cual fue trasferida a un tubo falcén de
15 mL diferente y se procedio a realizar dos lavados con PBS 1X (GIBCO 7001).
Las CMSP obtenidos en el proceso fueron resuspendidos en Medio RPMI 1640
(Lonza, 12-702F) suplementado para realizar el conteo y viabilidad celular por el
método de exclusion de azul de Tripan.

Para evaluar la citotoxicidad y genotoxicidad de las CMSP expuestas a las NPs-
ZnO, fueron tomados como referentes otros trabajos realizados con NPs, se
realiz6 un proceso de estandarizacion para determinar la cantidad de células
necesarias para el establecimiento de los cultivos, asi como las concentraciones
de trabajo de las NPs, puesto que de acuerdo a la caracterizacion del
nanomaterial mediante microscopia electronica de barrido (MEB), estas particulas
se aglomeran conformando barras o laminas de tamafio micrométrico.

Teniendo en cuenta lo anterior, y que los equipos usados (espectrofotometro,
citometro de flujo) para realizar la lectura de los resultados son disefiados para el
analisis de absorbancias y fluorescencias, estos aglomerados podrian interferir en
la lectura de los resultados generando falsos positivos; se procedio a realizar una
dilucion seriada partiendo de una solucion de NPs-ZnO con concentracion de 1
mg/mL hasta 1 pg/mL, con el objetivo de evaluar tanto la dispersion de la NPs,
como la posible aglomeracion de las mismas en el medio de cultivo.

De igual manera, se desarroll6 el protocolo de dispersion de las NPs-ZnO para
dilucion y establecimiento de las concentraciones de las soluciones de trabajo. Las
NPs-ZnO fueron diluidas en Medio RPMI 1640 (Lonza, 12-702F), para establecer
una solucidon Stock, la cual se sonico durante 30 minutos a 37°C. A patrtir de la
solucion Stock, se establecieron concentraciones de trabajo las cuales fueron
sonicadas durante 10 minutos a 37°C, vorterizadas y aplicadas a las CMSP.

Una vez fue realizado el protocolo de dispersion de las NPs, se definieron como
soluciones optimas de trabajo las concentraciones de 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5
pg/mL; 31,2 pg/mL; 15,6 pg/mL; 7,8 pg/mL; 3,9 pg/mL; 2 pg/mL y 1 pg/mL.
Posteriormente, se procedio a establecer la Concentracién Citotdxica 50 (CC50)
por medio de la prueba de citotoxicidad por Resazurina, con el objetivo de
establecer las concentraciones de tratamiento para la totalidad de pruebas objeto
de estudio.
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7.5 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD POR RESAZURINA

Una vez realizado el aislamiento de CMSP, se establecieron cultivos de 150.000
células en 100 pL de medio RPMI-1640 (Lonza, 12-702F) suplementado al 10% de
SBF (Gibco 16000-044), los cuéles se trataron con 100 pL de tratamiento
(concentracion: 250 pg/mL; 125 pg/mL ; 62,5 pg/mL ; 31,2 pg/mL; 15,6 pg/mL; 7,8
pg/mL; 3,9 pg/mL; 2 pug/mL y 1 pg/mL), como controles se utilizara Triton® X-100
(CAS 9036-19-5 Merck) a una concentracion de 1X (control positivo), Medio RPMI-
1640 (Lonza, 12-702F) suplementado con el 10% de suero bovino fetal (SBF)
(Gibco 16000-044) (control negativo) y Medio RPMI-1640 (Lonza, 12-702F)
suplementado con el 10% de SBF (Gibco 16000-044) (control Background). Todas
las condiciones fueron establecidas para su evaluacion por triplicado. Una vez se
trataron los cultivos se adiciono el reactivo Alamar Blue (Thermo Scientific 88952)
en relacion 1:10. Después de 24 horas de incubacion, en condiciones de 37°C y
5% de CO,, se realizd la lectura de la absorbancia en el Espectrofotometro de
microplacas (Multiskan Sky; Thermo Scientific, USA), a las longitudes de onda de
570 y 630 nanémetros.

La interpretacion de los resultados se realiz6 mediante el uso de la formula que se
detalla a continuacion:

(02 x A1) — (01 x A2)

100
(02xP1) — (01xP2)”~

Porcentaje Reduccion Tto y Control =

Donde:

O1= Coeficiente de extincion molar oxidado a 570nm

O2= Coeficiente de extincion molar de alamar Blue oxidado a 630nm
Al= Absorbancias prueba a 570nm

A2= Absorbancias prueba a 630nm

P1= Absorbancias Control positivo a 570nm

P2= Absorbancias Control positivo a 630nm

7.6 PRUEBA DE DETECCION DE CITOTOXICIDAD DE LDH

La prueba de LDH se realizé una vez se ejecutd el protocolo de aislamiento de
CMSP con gradiente de densidad de Ficoll-histopaque (Lonza, 17-829E). Las
células extraidas fueron depositadas en un microplato de 96 pozos, fondo plano,
para establecer los cultivos celulares que contenian 100.000 células en 100 uL de
Medio RPMI-1640 (Lonza, 12-702F) completo, suplementado con el 1% de Suero
bovino fetal (SBF) (Gibco 16000-044), a los que se le adicionaron 100 pL de las
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soluciones de trabajo (concentraciones: 250 pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,2
pg/mL; 15,6 pg/mL; 7,8 pg/mL; 3,9 pg/mL; 2 pg/mL y 1 pg/mL ), por lo que cada
pozo tuvo una concentracion reducida a la mitad de NPs-ZnO. Por otro lado, se
tom6 como control positivo: Triton® X-100 (CAS 9036-19-5 Merck) a una
concentracion de 1X y como control negativo: Medio RPMI-1640 (Lonza, 12-702F)
suplementado con el 1% de SBF (Gibco 16000-044) para un volumen final de 200
ML por pozo.

Cada tratamiento se realizo por triplicado. Los cultivos fueron incubados a 37°C y
5% de CO,. Luego de 24 horas, estos se centrifugaron y se removieron 100 uL de
sobrenadante, el cual fue transferido a un microplato de 96 pozos fondo plano. La
deteccién de citotoxicidad de LDH se realiz6 utilizando el kit (TaKaRa BIO INC),
que, de acuerdo a las indicaciones del fabricante, se debe combinar la solucién A
que contiene el Catalizador (diaforasa/NAD+, liofilizado) con la solucién B del kit,
un colorante que contiene cloruro de yodotetrazolio (INT) y lactato de sodio. La
cuantificacion de la LDH liberada se realizé en un espectrofotometro tipo ELISA
(STAT FAX 3200; Teheran, Iran) a una longitud de onda de 490 nanémetros.

Para determinar el porcentaje de citotoxicidad como resultado de la actividad
toxica de las NPs-ZnO sobre las CMSP, se evalud la proporcién de liberacién de la
enzima citoplasmatica con relacién al control no tratado.

7.8 PRUEBA DE APOPTOSIS

Las CMSP fueron aislados por el método de separacion de Ficoll-histopaque
(Lonza 17-829E) y se establecieron cultivos con 1.500.000 células en 1 mL de
medio RPMI- 1640 (Lonza 12-702F) suplementado al 10% de SBF, los cuales
fueron tratados con 1 mL de tratamiento (concentraciones de NPs-ZnO de 250
pg/mL; 125 pg/mL; 62,5 pg/mL; 31,2 pg/mL; 15,6 pg/mL; 7,8 pug/mL; 3,9 ug/mL; 2
pg/mL y 1 pg/mL , control positivo: peroxido de Hidrogeno (H.O2) y control
negativo Medio RPMI-1640 (Lonza, 12-702F) suplementado con 10% de SBF
(Gibco 16000-044).Los cultivos fueron incubados durante 24 horas a 37°C al 5%
de CO.,.

Pasadas las 24 horas de establecimiento de los cultivos, se realiz el protocolo de
marcacion con el Kit de detecciébn de apoptosis de Anexina V FITC y 7AAD
(Biolegend Pharmingen™, Cat. No. 640922) de acuerdo las recomendaciones del
fabricante, el cual consistia en el lavado de las células con PBS (GIBCO 7001)
constituido con el 1% de SBF (Gibco 16000-044) y la adicibn a temperatura
ambiente y en condiciones de oscuridad por 15 minutos de Anexina V FITC y
7AAD (Biolegend Pharmingen™, Cat. No. 640922). Se establecieron controles de
corrida (células no tefidas, células tefiidas solamente con Anexina V FITC y
células tefidas solamente con 7AAD) para la configuracion de la compensacion
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del equipo y el establecimiento de los cuadrantes donde el eje de la X (FL-1) fue
Anexina V y el eje de la Y (FL-3) correspondié a 7AAD, estos parametros fueron
establecidos en el Citbmetro de Flujo (BD ACCURI C6, USA).

Se adquirieron 30.000 células o eventos por cada réplica de la concentracion
establecida en el experimento. La poblacién no tratada se utiliz6 para definir el
nivel basal de células apoptoéticas y necroticas, las cuales fueron usadas como un
valor de referencia para el resto de concentraciones evaluadas. Las células en
apoptosis temprana fueron identificadas como (Anexina® V/ 7AAD), la poblacion
de células apoptoticas tardias como doble positivas (Anexina® V/ 7AAD+) vy las
células necrdticas como (Anexina” V/ 7AAD").

7.9 PRUEBA DE MICRONUCLEOS EN CMSP

Se establecié la Prueba de Micronucleos (Mn) con bloqueo de la citocinesis con
Cyt-B, (Fenech, 2006) con cultivos celulares con sangre total, por duplicado, los
cuales fueron estimulados con Fitohemaglutinina (PHA, Sigma L-8754), utilizando
una concentracion final en cultivo de 10 pg/mL, en un volumen final de 2 mL. Las
células fueron incubadas durante 24 horas a 37°C con una atmosfera de 5% de
CO..

Para el establecimiento de las concentraciones a evaluar en la prueba de
genotoxicidad se tuvieron en cuenta estudios previos realizados para evaluar la
genotoxicidad inducida en CMSP como parte de la caracterizacion biolégica de las
NPs-ZnO objeto de estudio (Fernandez-Valenzuela et al., 2020).

Pasadas las 24 horas del establecimiento del cultivo, se trataron las células con
NPs-ZnO, previo protocolo de sonicacion, con las concentraciones de 31,2 pg/mL,
7,8 ug/mL; 2 ug/mL; y 0,5 pg/mL, las cuales fueron establecidas conforme al valor
mas cercano a la CC50 obtenida en la prueba de citotoxicidad por Resazurina.
Adicionalmente, los controles se establecieron como: control positivo Mitomicina C
(Sigma M-0503) a una concentraciéon de 0,13 pg/mL y control negativo células sin
tratamiento; las células tratadas fueron incubadas durante 24 horas.
Posteriormente, a las 44 horas de estimulacién con PHA y de tratamiento de cada
concentracion de NPs a las células se les adicion6 6 pg/mL de Cyt- B (Sigma C-
6762) sin previo lavado, para bloquear la citocinesis y obtener células con
apariencia binucleada.

La cosecha de las células se realizé a las 72 horas, donde fueron centrifugadas a
1200 rpm durante 8 minutos e hipotonizadas con KC| a una concentracion de
0,075M. Luego las células fueron fijadas con Carnoy (metanol/acido acético, 3:1) y
centrifugadas a 1200 rpm durante 5 minutos, este proceso de fijacion se realiz6
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tres veces para proceder a extender las células fijadas sobre portaobjetos
previamente limpios y humidificados (Fenech, 2007).

Las placas fueron tefiidas utilizando el método de Giemsa (Sigma G-5637), al
10%, vy fijadas permanentemente con Entelan (Sigma-Aldrich 107961).
Posteriormente se analizaron a doble ciego en un microscopio optico de luz (Nikon
E100) un total de 2000 células binucleadas por concentracién con un aumento de
40X y las células binucleadas con Micronucleos se confirmaron a 100X. Para el
registro de las preparaciones citogenéticas se tuvieron en cuenta las siguientes
condiciones establecidas por el Comité Internacional de Micronucleos Humanos
(Fenech, 2007; Fenech et al., 2003):

Criterios de registro

Dos nucleos principales dentro de una sola célula.

Los nucleos son de tamafio similar e igual intensidad de la
Células Binucleadas tincion.

Los nucleos pueden ser separados o0 en contacto entre si.

Son de forma redonda u ovalada.

El diametro del Mn oscila entre 1/3 y 1/16 de los nlcleos
Micronucleos principales.

Igual textura e intensidad de tincién que los nlcleos
principales.

7.10 ANALISIS ESTADISTICO

Todos los experimentos con CMSP se realizaron por triplicado. Los datos fueron
analizados por la prueba de comparaciones mdultiples de analisis de varianza
(ANOVA) y la comparaciéon entre tratamientos se realizé con la Prueba post-hoc
de Dunnett que compara los tratamientos con el control. Las diferencias se
consideraron significativas cuando p < 0.05. Los analisis estadisticos se realizaron
en el programa de GraphPad Prism Software 8 (software GraphPad, San Diego,
CA, EE.UU).
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8. RESULTADOS
8.1 PRUEBAS DE CITOTOXICIDAD

8.1.1 Efecto citotéxico de NPs-ZnO sobre CMSP

La evaluacion del efecto citotoxico de las NPs-ZnO sobre CMSP, mostré que las
concentraciones de 250, 125 y 62,5 pg/mL redujeron la viabilidad celular
significativamente comparado con el control p< 0,05 (Ver figura 7 A 'y B). Los
resultados obtenidos para cada individuo fueron similares en cuanto a la respuesta
celular frente a cada concentracion de NPs-ZnO, sin diferencia estadisticamente
significativa entre individuos (Figura 7B).
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Figura 7. Prueba de citotoxicidad por Rezasurina en CMSP tratadas con NPs-ZnO. A. Los datos
obtenidos se representan en grafico de barras en términos de media + Error estandar por cada
triplicada de cada donante; la significancia estadistica se representa en p < 0.01* y p <
0.001***con respecto al control negativo, células no tratadas mediante la prueba de analisis de
varianza (ANOVA) y la Prueba post-hoc de Dunnett. B. Placa de 96 pozos, que representa el
cultivo de CMSP de dos individuos lineas A, B, C y lineas D, E, F respectivamente y las lineas H 1,
2y 3yHI10, 11 y 12 representan los CP (controles positivos de cada individuo); las columnas
representan las diferentes condiciones experimentales: CB (blanco), CN (control negativo) y las 10
diferentes concentraciones de NPs-ZnO; el color rosado: evidencia de CMSP viables y
metabdlicamente activas; el color Azul: evidencia de CMSP no viables, la capacidad metabdlica
mitocondrial de las CMSP expuestas disminuye significativamente a concentraciones altas como lo
evidencia el cambio de color.

En el célculo de la CC50 para cada individuo, los resultados mostraron que estos
valores de CC50 no representaban una variabilidad mediante la prueba de analisis
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de varianza (ANOVA) (figura 8). Dado a que no se encontrd ninguna diferencia
estadisticamente significativa se establecié la CC50 promedio de 34 pg/mL.

1001 -~ CC50: 36.86 pug/ml R?0.91

- CC50: 37.77 pug/ml R%0.96
- CC50: 27.39 ug/ml R?0.90

501

%Respuesta normalizada

0.0 0.5 1.0 15 2.0 25
Log NPs-ZnO

Figura 8. Gréfica de la Concentracién Citotoxica 50 (CC50). Los datos obtenidos se expresan en
términos de media £ DE (n = 3), se sugiere 34 pg/mL de NPs-ZnO como la concentracibn CC50
experimental representativa de 3 experimentos independientes, la cual corresponde
aproximadamente el 50% de las CMSP viables después de 24 horas de exposicién con las NPs.

8.1.2 Liberacion de Lactato deshidrogenasa como medida de la integridad de
la membrana celular

La evaluacion del dafio citotéxico por exposicion a NPs-ZnO de las CMSP se
desarroll6 por medido de la prueba de citotoxicidad de LDH, prueba que no solo
mide la viabilidad celular sino que, ademas, proporciona informacién sobre la
integridad de la membrana celular mediante la liberacién extracelular de la LDH.
Como se muestra en la figura 9, el porcentaje de LDH liberada al medio
extracelular utilizando las concentraciones 250 pug/mL, 125 pg/mL y 62,5 pug/mL,
de ZnO-NPs, fue apreciable con una significancia estadistica respecto al
porcentaje del control (células no tratadas) P < 0.05. En el tratamiento con NPs-
ZnO en el rango de las concentraciones de 15,6 pg/mL a 1 pg/mL, gener6é una
liberacion de LDH pero no hubo diferencia estadistica respecto al valor del
porcentaje en el control.

Para identificar diferencias en la respuesta biolégica de las CMSP frente a la
exposicion de las concentraciones evaluadas de NPs-ZnO en cuanto al porcentaje
de LDH liberada entre los 3 individuos, se realizé un andlisis de varianza con
ANOVA de una via. Los resultados no mostraron una diferencia estadisticamente
significativa en el porcentaje de liberacién de LDH entre cada individuo.
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Figura 9. Liberacion de LDH de CMSP expuestas a NPs-ZnO. Grafica representativa de 3
experimentos independientes del porcentaje de liberacién de LDH de CMSP expuestas durante 24
horas a diferentes concentraciones de NPs-ZnO. Los datos corresponden al porcentaje de
liberacién de LDH respecto al control negativo de las diferentes condiciones experimentales, como
una medida para evaluar la integridad de la membrana celular. Los datos son representados en
graficos de barras se expresan en términos de media + Error estandar (n = 3), las diferentes
condiciones experimentales fueron comparadas con el control negativo mediante la prueba de
andlisis de varianza (ANOVA) y la Prueba post-hoc de Dunnett. p < 0.05*, p < 0.01**, p < 0.001***,

8.1.3 Induccién de muerte celular en CMSP por NPs-ZnO.

Los procesos de muerte celular de las CMSP, por exposicién a NPs-ZnO, fueron
evaluados por citometria de flujo (Figura 10). Los datos obtenidos muestran un
aumento de CMSP en apoptosis tardias luego de ser tratadas con las
concentraciones de 250; 125; 62,5y 31,2 pg/mL de NPs-ZnO, comparado con el
control de células no tratadas. El analisis de las diferentes subpoblaciones de
células apoptoticas, en respuesta a las diferentes concentraciones de NPs-ZnO,
demostro que el porcentaje de células en apoptosis temprana (Anexina® V/ 7AAD)
no tubo diferencia estadistica significativa respecto al control (Figura 11 A).
Mientras que el porcentaje de células en apoptdsis tardia (Anexina® V/ 7AAD")
mostro una diferencia con significancia estadistica, respecto al control, entre las
concentraciones de 250 a 15,6 ug/mL (Figura 11 B). Por dltimo, el porcentaje de
células necréticas (Anexina” V/ 7AAD") fue mayor en la concentracion de 250
png/mL con diferencia estadisticamente significativa comparado con el control
(Figura 11 C).
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Figura 10. Grafica representativos de citometria de flujo de la cuantificacion de las diferentes
subpoblaciones celulares conforme a la marcacion con Anexina V-FITC y 7AAD. El grafico
izquierdo representa a células del control negativo (sin tratamiento) y el grafico derecho representa
a las células tratadas con 62,5 pg/mL NPs-ZnO; las células vivas (Anexina V/ 7AAD’) se muestran
en el cuadrante inferior izquierdo que el corresponden al 7,9% y 38,9% respectivamente; las
células apoptéticas tempranas (Anexina® V/ 7AAD’) se muestran en el cuadrante inferior derecho
poblacién representada por el 23,8% y 49,0% respectivamente; las células apoptéticas tardias
(Anexina® V/ 7AAD") se observan en el cuadrante superior derecho con el 4,1% y el 11,5%
respectivamente; las células necréticas (Anexina” V/ 7AAD") se encuentra en el cuadrante superior
izquierdo.

47



1 +

A go- a 25-

T 80 < 25 Fdek

2 <

- 20-

> 60- ; e dede

+g 1T +g 15+

= 404 = 2 H 2 N E

e B 1 il N £ 10- s

< 1 / nmn [ #74 \

= 7 H E N <

8 204 = TR E N @

S = 7 H F § = 5-

E | | 7 H AN 3

= 0 2 " '

o & & & &S S S & & & & & & &
GRS, R R R s s, B+ RS L > O © O O ©
OIS OSSO N & PP P P &
O W T PTANT BT AT e @t\ 2 KV 97 N oY AT
& &
P c®
Tratamientos 24 horas Tratamientos 24 horas
C
1.51

-
o
1

>
'
=
>
-]
c
<
S—
+
(m]
=4
<
I~
w
&
=
@
Q
E'E

Tratamientos 24 horas

Figura 11. Procesos de muerte celular de CMSP expuestas a las NPs-ZnO. Los datos obtenidos
se expresan en términos de media = DE (n = 3) y las diferentes condiciones experimentales fueron
comparadas con el control negativo mediante la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) y la
Prueba post-hoc de Dunnett. p < 0.05**, p < 0.01**, p < 0.001***. A. Las CMSP tratados con las
diferentes concentraciones de NPs-ZnO, evidencian una disminucion en la viabilidad celular,
evento acompafiado de la presencia de células apoptéticas tempranas (Anexina® V/ 7AAD). B.
subpoblacion de células apoptoticas tardias Anexina+ V/ 7AAD+. C. subpoblaciéon de células
necroticas Anexina” V/ 7AAD™
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8.2 PRUEBA DE GENOTOXICIDAD

8.2.1 Efecto genotdéxico de CMSP tratadas con NPs-ZnO.

La evaluacion del dafio genotoxico ocasionado por las NPs-ZnO sobre CMSP
tratados durante 24 horas, fue determinado mediante la prueba de micronucleos.
Como se muestra en la Figura 10, no hubo diferencia con significancia estadistica
en la frecuencia de micronucleos en las células tratadas con las concentraciones
de 31,2; 7,8; 2 y 0,5 pg/mL de NPs-ZnO, considerando la comparacion con el
control negativo de células no tratadas. Solamente se observaron microndcleos en
el control positivo células tratadas con Mitomicina C.
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Figura 12. Efecto genotoxico de CMSP tratadas con NPs-ZnO. A. Gréfica representativa del dafio
genotoxico evaluado mediante la frecuencia de microndcleos. Los datos obtenidos se expresan en
términos de media £+ E (n = 3), fueron analizados estadisticamente a través de la prueba de
ANOVA de una via con comparacion multiple de Dunnet. B. Células con apariencia binucleadas
por efecto de la citocalasina-B. C. Célula binucleada con un microntcleo.
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9. DISCUSION

Existe gran variedad de reportes que han demostrado la utilidad y amplia
potencialidad de aplicaciones de diferentes tipos de NPs, con diversos tamafios y
formas, asi como los efectos negativos que pueden ocasionar al entrar en
contacto con varios tipos de células. En general, teniendo en cuenta este
comportamiento, se ha propuesto que las NPs pueden ser encapsuladas en
vesiculas e ingresadas ya sea por mecanismos de transporte activo o pasivo hacia
el interior celular. Sin embargo, considerando los diferentes mecanismos a través
de los cuales las NPs inducen un efecto al interior de la célula, es necesario tener
en cuenta, ademas, la interaccion de éstas con diferentes receptores de
membrana puede desencadenar muy diferentes y variadas vias de sefalizacion
intracelular (Shang et al., 2014).

Actualmente se han realizado varios estudios sobre la interaccion bioldgica de las
NPs-ZnO con distintos tipos de células entre ellos las CMSP, los cuales describen
gue estos nanomateriales tienen la capacidad de disminuir la viabilidad celular,
dado que NPs con tamafio menor a 100nm tienen la capacidad de ingresar a la
célula generando citotoxicidad (Sukhanova et al.,, 2018). El presente estudio
encontré que las NPs-ZnO, con morfologia esferoidal y tamafio de 33,20 nm,
ejercen su actividad téxica sobre CMSP, demostrando una disminucién
estadisticamente significativa en la viabilidad celular a concentraciones de 250,
125y 62,5 pg/mL después de 24 horas de tratamiento.

De igual manera, el estudio de Sliwinska y colaboradores (2015), reportan que
NPs-ZnO con un tamafio medio de particula de 40nm a concentraciones de 10, 1y
0.5, uM de NPs-ZnO disminuye significativamente la viabilidad de CMSP después
de 24 horas de tratamiento. Adicionalmente, el estudio de Bhattacharya y
colaboradores (2014), realizado con NPs-ZnO esféricas con un tamafio de 30 + 10
nm mostraron una disminucion significativa de viabilidad celular de las CMSP
expuestas a una concentracion mayor a 40 pg/mL. Estos resultados se pueden
explicar debido a que las NPs mas pequefias pueden ser mas toxicas que las de
mayor tamafo, debido a que poseen un area de superficie alta en relacién con su
masa total, lo que aumenta la posibilidad de interactuar con biomoléculas
circundantes y, como consecuencia, desencadenar respuestas adversas a nivel
celular (Rodriguez-Hernandez et al., 2018).

De acuerdo a lo reportado en la caracterizacién fisicoquimica de la nanoparticula
usada para el presente estudio, hecha por Benitez-Salazar y colaboradores
(2021), el efecto citotoxico ejercido por las nanoparticulas sobre las CMSP, se
podria explicar considerando las caracteristicas propias del material, tales como
defectos, desorden reticular y areas ricas en oxigeno en la superficie de estas
NPs. Estas caracteristicas y condiciones de la superficie de las NPs podrian ser
responsables de la toxicidad reportada, debido a que, el oxigeno presente en el
medio ambiente podria reaccionar con los electrones atrapados en los defectos en
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la superficie del ZnO, principalmente vacancias de oxigeno, que propiciaria la
formacion del radical superoxigeno (O,+e'—'0O7’), que en presencia de protones
y/o agua, promoveria la formacion de radicales hidroperoxilo (O, + H" — 'HO, vy
‘O +H,0—'HO,+0OH"), los que a su vez a través de diversas reacciones ((HO,
+H'+ e -H,0, y 'HO,+'HO, —H,0,), conducirian a la formacién de peroxido de
hidrégeno (H.0,) y esto podria reaccionar con el radical superoxigeno para formar
radicales e iones (H,0,+ 0, —0,+*OH+OH").

Por otro lado, los huecos de los electrones, portadores de carga positiva atrapados
por los grupos hidroxilo presentes en la superficie de las NPs-ZnO, podrian
favorecer el desarrollo de reacciones que, podrian favorecer la produccion de
ROS, como lo indican las siguientes reacciones: H,O+h*—+OH+H"; 2 H,O+2
h*—H,0,+2 H' y <OH+:OH—H,0, generando, principalmente, perdxido de
hidrogeno (H,0,) y radicales hidroxilos (*OH) a través de la oxidacion del agua
presente en el ambiente del ZnO. Adicionalmente, considerando la existencia de
grupos hidroxilo (OH’) y el H,O, generados por el desarrollo de reacciones
guimicas, como las expresadas anteriormente, es posible que también se den las
siguientes reacciones:

H202+OH_—>'H02_+H20 Yy H202+20H_+h+—>.02_+2 Hzo

Dado que los radicales hidroxilo (*OH) y el superdxigeno (¢O2°) estdn cargados
negativamente, no podrian penetrar la membrana celular (esta posee una carga
negativa), por lo que permanecerian en contacto directo con la superficie externa
de las bacterias, y los compuestos toxicos que penetraria la membrana seria el
H.O,, que seria el principal responsable de la muerte de las bacterias reportada
(Benitez-Salazar et al., 2021).

Por otro lado, en el estudio de Benitez-Salazar y colaboradores (2021)
encontraron que Concentracion inhibitoria 50 (IC50) era de 30 pg/mL en la cepa
de bacterias de E. coli. De manera interesante, el presente estudio encontré que la
CC50 de estas NPs en CMSP fue de 34 pg/mL. Dado que los dos estudios
evaluaron la capacidad toxica de estas NPs y que la sintesis, asi como, sus
caracteristicas son de un mismo origen, plantea la posibilidad del uso de estas
NPs como un agente antibacterial en modelos bioldgicos. Puesto que las CMSP
son un tipo de células inmunes, que exhiben un gran rango de tolerancia a la
toxicidad generada por las NPs-ZnO y/o cualquier agente toxico, siempre y cuando
estos no generen ningun tipo de afectacion que comprometa su funcionamiento
normal e integridad celular (Hanley et al., 2008; Reddy et al., 2007; Song et al.,
2010).

Hasta el momento, con los resultados obtenidos en este trabajo muestran que las
NPs-ZnO interactia con las CMSP. Asi como, se muestra en los ensayos de
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Rezasurina, método utilizado para determinar la viabilidad y capacidad metabdlica
mitocondrial de las CMSP tratados con las concentraciones 250; 125y 62,5 pug/mL
de NPs. Esto puede ser explicado, debido a que, las NPs a esas concentraciones
puede alterar la fosforilacion oxidativa, un proceso en la que una cascada de
reacciones redox organizadas en complejos proteicos (I, II, I, IV y V) incrustados
en la membrana mitocondrial interna, causan cambios conformacionales en los
complejos respiratorios que les permiten bombear protones desde la matriz al
espacio intermembrana, generando un gradiente electroquimico conocido como
potencial transmembrana mitocondrial (Ay m).

En consecuencia, si el potencial transmembrana se afecta por cualquier tipo de
dafio llevado a cabo en la mitocondria, este activa la via intrinseca de la apoptosis
gue repercute directamente en la integridad de la membrana celular, lo que afecta
la restructuracion de los filamentos del citoesqueleto (Hussain et al., 2005;
Reichert & Neupert, 2004; Vakifahmetoglu-Norberg et al., 2017).

Adicionalmente, el presente trabajo encontré6 que las NPs-ZnO a las
concentraciones de 250; 125y 62,5 ug/mL afectaba significativamente (p< 0,05) la
permeabilidad celular, demostrada mediante el porcentaje de liberacion LDH al
medio extracelular, el cual corresponde a 83%, 71% y 70% respectivamente. En
este sentido Aula y colaboradores (2014) encontraron que las nanoesferas de ZnO
con un tamafo de 48nm presentaron una liberacion significativa (p<0.005) de LDH
a las concentraciones de 50, 20 y 10 pg/mL. Por otro lado, el estudio de Shalini y
colaboradores (2018), reportaron una disminucion de la viabilidad celular de
CMSP tratadas con NPs-ZnO esféricas con tamafio de 187nm a las
concentraciones de 1000, 500, 200, 100, 50 pg/mL, sin embargo, no se reportd
una la liberacion significativa de LDH.

En conclusién, es posible que en el presente trabajo las NPs-ZnO tamafio menor a
100 nm, interactian con la célula promoviendo una alteracion de la membrana
celular la cual esta relacionada con mecanismos de dafio mitocondrial, como lo fue
demostrado en el ensayo de Resazurina.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores donde se evidencia una alteracion
en la funcionalidad de la mitocondria y alteracién de la membrana nos plantea la
pregunta: ¢es posible que las CMSP expuestos a las diferentes concentraciones
de las NPS-ZnO, estén presentado procesos de muerte celular? Para esto se
desarrollo la prueba de deteccion de apoptosis utilizando la citometria de flujo con
tincion de FITC Anexina V y 7AAD, con el propésito de identificar la pérdida de
sefales bioquimicas o la induccion de las mismas como causa de la muerte
celular por el efecto de la NPs evaluadas (Ashkenazi & Dixit, 1998; Sebbagh et al.,
2001; Suzuki et al., 2014).
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El presente estudio demostré la NPs-ZnO indujeron eventos tempranos de muerte
celular en CMSP en todas las concentraciones evaluadas. Asi mismo, se observo
un incremento significativo (p<0,0001) del porcentaje de células apoptoticas
tardias, en las concentraciones de 250; 125; 62,5; 31,2 y 15,6 pug/mL, y un
incremento significativo de células necroticas a la concentracion de 250 pg/mL.
Este resultado coincide con lo reportado en la literatura, ya que las NPs de menor
tamario tienen la capacidad de interactuar con diferentes organelos como los
lisosomas, las mitocondrias, el nucleo celular entre otras, alterando vias
metabdlicas que pueden desencadenar apoptosis (Medina et al., 2018; B. Wang et
al., 2008).

Los resultados en mencion, no coinciden con el reportado en el estudio realizado
con NPs-ZnO fabricadas comercialmente con un tamafio de 10 £ 2 nm que reporta
que se encontrdé una diferencia estadisticamente significativa en el aumento de
CMSP apoptéticas a 100 y 50 pug/mL, sin embargo, si fue encontrado un aumento
significativo en la cantidad de células necréticas a las mismas concentraciones
después de 24 horas de exposicion de las CMSP (Andersson-Willman et al.,
2012).

Por ultimo, los resultados obtenidos del ensayo de genotoxicidad a través del
biomarcador de Mn en CMSP, se corrobord que aunque las NPs-ZnO son capaces
de causar dafio citotoxico en células expuestas; estas no llegarian a ocasionar
dafio de quiebres de cadena sencilla o doble, o problemas en el cinetocoro y el
uso mitético lo que impediria que se realizara correctamente la reparticion de
cromosomas a los polos opuestos de la célula, ya que se evidencié que los Mn
reportados no difirieron estadisticamente de los Mn hallados en las células de
control negativo.

Aunque los resultados del presente estudio no muestran genotoxicidad por parte
de las NPs-ZnO, otros estudios muestran que este tipo de NPs puede generar Mn.
Por ejemplo, el estudio de Guimus y colaboradores (2014), quienes reportan que la
formacion de Mn aumentaba significativamente en CMSP tratadas durante un
periodo de 48 horas con las concentraciones de 15 pg/mL (p<0.05) y de 10 pg/mL
(p<0.001) de NPs-ZnO (tamafio de particula 450nm), mostrando incremento del
biomarcador dependiente de la concentracion. Adicionalmente, en el estudio de
otro estudio se indica que las CMSP tratadas con una concentracion de 22 pug/mL
(p=0.003) de NPs-ZnO de tamafio de 48nm, mostraron un incremento en la
frecuencia de Mn (Aula et al., 2014).

Conforme lo consultado en la literatura y a los resultados obtenidos en el presente
estudio es posible inferir que las NPs-ZnO a las concentraciones 250, 125, 62,5y
31,2 ug/mL, interactian con la célula afectando procesos metabolicos a nivel de
mitocondria, alteracion de la permeabilidad celular e inducen apoptosis mostrando
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su capacidad citotoxica. Es posible que esta NPs pueda ingresar a la célula ya sea
por via endocitica o en forma de iones libres, y debido a las caracteristicas del
nanomaterial tales como defectos, desorden reticular y areas ricas en oxigeno en
la superficie de estas NPs, asi como, la presencia de vacancias favorece el
desarrollo de reacciones que permite la generacion de ROS (Benitez-Salazar et
al., 2021), lo cual podria explicar el efecto citotoxico encontrado en el presente
estudio.

Por otro lado, esta NPs no presenta efecto genotéxico, lo que podria sugerir que
este tipo de NPs no tienen una interaccion directa con el ndcleo, por lo tanto, no se
altera la estabilidad genomica.

10.CONCLUSIONES

Se identifico que la CC50 mediante la cual el 50% de las CMSP tratados con las
NPs-ZnO permanece viable es de 34 pg/mL a las 24 horas de exposicién.

Las NPs-ZnO obtenidas por el método polimérico de Pechini con morfologia
esferoidal, tamafio de 33,20 nm son capaces de inducir dafio citotoxico a CMSP
tratadas durante 24 horas, disminuyendo significativamente la viabilidad celular y
la capacidad metabdlica mitocondrial de las células expuestas a concentraciones
de 250, 125y 62,5 pg/mL.

Los resultados demostraron una alteracién en la permeabilidad de la membrana
plasmatica, liberando el contenido celular al exterior medido evidenciado mediante
el incremento significativo del porcentaje de liberacibn de esta enzima
citoplasmatica LDH en un 83%, 71% y 70% en CMSP expuestas a
concentraciones de 250; 125y 62,5 pg/mL de NPS-ZnO respectivamente.

De acuerdo con los resultados obtenidos, el proceso de muerte celular
predominante en CMSP expuestos a concentraciones de 250; 125; 62,5; 31,2 y
15,6 pg/mL de las NPs-ZnO evaluadas, corresponde a la poblacion de células
doble positivas (Anexina +/ 7AAD +) o células apoptoticas tardias, por tanto, se
puede inferir que la via por medio de la cual estas NPs en particular causan dafio
citotoxico a células mononucleares humanas es la via intrinseca de la apoptosis.

El dafio genotoxico cuantificado en las CMSP tratados con las NPs-ZnO
sintetizadas, evaluado mediante la presencia de Mn no es significativo, lo que
demuestra que no existe una alteracion en la estabilidad gendmica.
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11.RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un ensayo de deteccion de ROS con el fin de determinar si
las causantes del dafio mitocondrial y aumento en la permeabilidad de la
membrana registrado en el presente estudio, puede atribuirse a la generacion de
especies reactivas de oxigeno generadas como parte del contacto de las NPs-ZnO
e ingreso de las mismas a la célula.

Realizar un ensayo de deteccion de la actividad de la Caspasa-3 mediante el uso
de kit PhiPhiLux G1D2 por citometria de flujo, un sustrato que puede penetrar la
membrana plasmatica se convierte en su forma fluorescente dejando en evidencia
el inicio del proceso de muerte celular causada por la disolucién de las NPs-ZnO 'y
la acumulacién mitocondrial de iones Zn*?.

Realizar un analisis de cuantificacion de NPs-ZnO intracelular mediante
granulometria y microscopia electrénica.

Analizar el efecto modulador de los genes del metabolismo Glutation S-
Transferasa, como genes importantes en el proceso de captacion y detoxificacion
de metabolitos toxicos del organismo, sobre la expresion del efecto téxico inducido
por las NPs-ZnO sobre CMSP.
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