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RESUMEN

Entre las estrategias de la ingenieria de tejidos (IT), se busca mejorar la funcién biologica
de los diferentes procedimientos médico-quirargicos, ademas de la innovacion de nuevos
biomateriales, todo ello en pro de alternativas terapéuticas para las enfermedades
cardiovasculares. Uno de los campos de accion que aborda la IT es el desarrollo de
superficies nanoestructuradas, nanoparticulas y biocompuestos, en donde sus propiedades
superficiales y fisicoquimicas, pueden mejorar su comportamiento biocompatible.

Debido a que en los procesos de sintesis de los nanomateriales se emplean en su gran
mayoria agentes reductores y estabilizantes de origen quimico, estos pueden ocasionar
efectos genotéxicos, todo ello en relaciéon con las tendencias de aglomeracién fisica,
agregacién y el revestimiento de la superficie, las cuales, inciden en la captacién celular del
nanomaterial. Basado en lo anterior, el uso de nanomateriales aumenta los efectos
adversos causado por la internalizacion de nanoestructuras a nivel subcelular, generando
alteraciones en las vias de sefializacién bioquimica celular y ocasionando modificaciones y
dafios en el ADN.

En este contexto, se determiné el efecto genotdxico de nanoparticulas de oro obtenidas por
sintesis verde sobre nucleos de cardiomiocitos RL-14, donde se evalu6 la interaccion de
las AuNPs con los cardiomiocitos a diferentes concentraciones volumétricas desde 10 al
100 % v/v, con el objetivo de determinar su posible aplicaciéon en el campo de la ingenieria
de tejidos cardiaca como estrategia terapéutica para el uso de materiales bioactivos con
propiedades Opticas y bioeléctricas.

Para determinar el efecto genotdxico de las nanoparticulas de oro en interaccién con los
cardiomiocitos ventriculares humanos RL-14 se procedié a estandarizar un protocolo de
ensayo Cometa, en donde se obtuvieron los parametros necesarios para obtener imagenes
gue permitieron el andlisis éptimo de los cometas obtenidos. Bajo este mismo esquema, se
estableci6 el dafio morfolégico en los nucleos de cardiomiocitos RL-14 expuestos a
nanoparticulas de oro, donde se logré establecer una clasificacion de los diferentes tipos
de cometa segun el dafio que estos presentaban y asi poder establecer la morfologia de
cada cometa. Ademas, en los diferentes tratamientos, se encontré que los cometas tipo 1,
presentaron cabezas de cometa definidas con tamafios similares al control negativo, por lo
que de dicha interaccion se encontré que a medida que aumenta el dafio en el ADN se
exhiben polimorfismos del tamafio en la cola y cabeza del ADN.

Por otro lado, se analizaron los cometas obtenidos y se determiné el porcentaje de ADN en
cabeza y cola para cada uno de los tratamientos de AuNPs-ChHMW y los controles a
periodos de incubacion de 24 y 72 horas, encontrando que el porcentaje de ADN en cola
era menor en comparacion con el control positivo, por lo que el dafio genotdxico causado
por las AuNPs-ChHMW no present6 cambios estadisticamente significativos, y esto se debe
a que las nanoparticulas de oro obtenidas por sintesis verde, tienen un tamafio y una
estabilidad que favorece la funcionalidad biolégica de los cardiomiocitos. Dichos dafios, no
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solo estan relacionado con el hanomaterial sino con factores dentro del sistema como el
exceso del disolvente en las concentraciones mas bajas de estudio, donde se expresa un
porcentaje de cola mayor en comparacion con el control negativo.

En conclusién, las nanoparticulas de oro obtenidas por sintesis verde empleando quitosano
de alto peso molecular como agente reductor y estabilizante a diferentes concentraciones
y diferentes periodos de evaluacion, no presentaron un dafio genotoxico significativo en
comparacion con el control positivo, el cual expresé altos porcentaje de ADN en cola.

Palabras claves: Ensayo Cometa, Genotoxicidad, ADN, Cardiomiocitos,
nanoparticulas de oro.

11



CAPITULO 1. INTRODUCCIONLas enfermedades cardiovasculares (ECV) son la principal
causa de muerte en el mundo con una prevalencia de 17.9 millones en el 2016 y se prevé
que esta cifra aumentara a 23.6 millones para el afio 2030 [1], lo cual ha aumentado la
necesidad de proponer nuevas estrategias de prevencién, promocion y tratamiento para
mitigar los dafios ocasionados por las enfermedades cardiacas.

Entre las estrategias se empieza a potencializar la ingenieria de tejidos (IT), la cual busca
mejorar la funcién biolégica de los diferentes procedimientos médico-quirdrgicos actuales,
ademéas de la innovacién de nuevos biomateriales todo ello en pro de alternativas
terapéuticas para las ECV. Una de los campos de accidén que aborda la IT es el desarrollo
de superficies nanoestructuradas, nanoparticulas y biocompuestos, en donde sus
propiedades superficiales y fisicoquimicas Unicas, pueden mejorar el rendimiento biolégico
de los biomateriales convencionales usados para el tratamiento de las ECV, como por
ejemplo favorecer las caracteristicas biofuncionales de los parches cardiacos [2]. Sumado
a ello, diversos grupos investigativos se han enfocado en estudiar los diferentes
comportamientos tisulares y celulares involucrados en el desarrollo y progresion de las
enfermedades cardiacas.

Los nanomateriales son materiales de origen natural o sintético con alguna de sus escalas
a nivel nanométrico, que contienen particulas en un estado no unido, ya sea como
agregados o como aglomerados, dentro de estos se encuentran los nanotubos de carbono
(CNT), metales cataliticos, 6xidos metalicos, puntos cuanticos, dendrimeros, nhanopeliculas,
nanofibras, nanoparticulas compuestas y deméas materiales sintetizados generalmente por
técnicas de reduccion quimica, irradiacion, reaccién electroquimica, hidrotermia, reduccion
solvo-térmica y la reduccién fotoquimica [3]. Debido a que en los procesos de sintesis de
los nanomateriales se emplean en su gran mayoria agentes reductores y estabilizantes de
origen quimico, estos pueden ocasionar efectos genotdxicos, todo ello en relacién con las
tendencias de aglomeracion fisica, agregacion y el revestimiento de la superficie, las cuales,
inciden en la captacién celular del nanomaterial [4].

Basado en lo anterior, es importante tener en cuenta que el uso de nanomateriales para
aplicaciones clinicas, es susceptible a un aumento de efectos adversos causado por un
incremento en la captacion de nanoestructuras a nivel subcelular, ya que una vez que se
presente la interaccién célula-nanomaterial, es posible que esta sea internalizada y
ocasione alteraciones en las vias de sefializacion bioquimica celular e interactie con el
nucleo, lo cual ocasiona modificaciones y dafios en el ADN, para conocer como la
interaccion entre nanomaterial y célula el ensayo cometa se ha convertido en un método
establecido para el estudio del dafio de acido desoxirribonucleico (ADN) a causa de dichas
interacciones. Este ensayo se basa en la visualizacion microscépica de las imagenes del
ADN después que las células son embebidas en agarosa, lisadas y sometidas a una
electroforesis alcalina, la cual, por corrimiento de cargas en campo eléctrico, los bucles de
ADN generan una cola, dando una apariencia de cometa a células que han sufrido alguin
dafio en su material genético [5].
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En este contexto, la ingenieria de tejidos cardiovascular propone emplear materiales en los
que se potencialicen las propiedades fisicoquimicas y mejoren la interaccién célula-
nanomaterial, permitiendo mejorar la biocompatibilidad de este y manteniendo las
propiedades del mismo, dando lugar al desarrollo de una plataforma de estudio biol6gico
en el marco de las vias bioquimicas involucradas en los procesos celulares.

La presente investigacion se centr6 en la determinacion del efecto genotoxico de
nanoparticulas de oro sobre nucleos de cardiomiocitos RL-14, a diferentes concentraciones,
con el objetivo de establecer su posible aplicacion en el campo de la ingenieria de tejidos
cardiaca como estrategia terapéutica para el uso de materiales bioactivos con propiedades
Opticas y bioeléctricas. El uso de dichos nanomateriales en interaccion con el tejido podria
causar efectos genotoxicos alterando las propiedades genéticas y protedmicas de la célula,
debido a las caracteristicas intrinsecas del material, lo cual puede desencadenar eventos
adversos tales como inflamacion y dafios en el ADN derivado de la generacién excesiva de
especies reactivas de oxigeno (ROS).
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1.2 JUSTIFICACION

Actualmente, la ingenieria de tejidos se ha enfocado en el desarrollo de diferentes tipos de
biomateriales a escala micro y nanométrica. Dichos materiales pueden exhibir diversos
comportamientos derivados de sus propiedades fisico-quimicas en interaccion con modelos
biolégicos, lo cual puede promover respuestas inflamatorias, citotoxicas y genotéxicas
dependientes del proceso de fabricacion.

Los materiales nanoestructurados son foco de estudio para la IT debido a sus propiedades
intrinsecas, con las cuales se busca mejorar la funcionalidad biolégica. Estos materiales
incluyen caracteristicas como el area superficial, rugosidad, carga eléctrica, topografia,
morfologia y composicién quimica. Con base en lo anterior y en relacion al desarrollo de
nuevos materiales con posible aplicacion en el campo de la medicina cardiovascular, se
evidencia la necesidad de valorar mediante técnicas in vitro los efectos secundarios
ocasionados por la interaccion nanomaterial — célula.

Es por esto, que diversos grupos de investigacion han evaluado en modelos in vitro
empleando diferentes tipos celulares la interaccion con nanoparticulas para determinar el
efecto genotdxico asociado al diametro de las particulas, concentracién, morfologia y
potenciales de oxidacion. Lo que, para su uso en el campo de la medicina, mas en concreto
en campo cardiovascular, se busca evaluar el efecto genotoxico de las nanoparticulas de
oro obtenidos por sintesis verde con un modelo de cardiomiocitos ventriculares humanos
RL-14, para poder conocer esta interaccion que puede causar a nivel de roturas en ADN y
asi poder evaluar su posterior uso como terapias para las diferentes enfermedades
cardiovasculares.

Este proyecto aportdé conocimiento acerca de los efectos secundarios derivados de la
interaccion célula-nanomaterial, tematica de estudio que se involucra con las areas de
interés del Grupo de Dindmica Cardiovascular. Donde la linea de investigacion de ingenieria
de tejidos y protesica cardiovascular ha trabajado en el desarrollo de biomateriales a escala
nanomeétrica para la generacion de estructuras con propiedades mejoradas como posibles
tratamientos a enfermedades cardiovasculares, como el dafio tisular o recuperacion de la
motilidad parietal del miocardio, y es por esto que se hace necesario conocer dicha
interaccion bajo un protocolo estandarizado para las células cardiacas.

Pregunta de investigacion: ¢Cual es el efecto genotoxico de nanoparticulas de
oro obtenidas por sintesis verde evaluadas en un modelo in vitro de cardiomiocitos RL-147?
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1.3 MARCO TEORICO

1.3.1 Cardiomiocitos

El tejido muscular cardiaco esta conformado por los cardiomiocitos, los cuales son células
contractiles que poseen un tamafo aproximado de 20 um para las camaras auriculares y
140 uym para las camaras ventriculares. Dentro de las diferentes subestructuras celulares
que tienen los cardiomiocitos se encuentran las miofibrillas, las cuales ocupan
aproximadamente el 50 % del volumen celular y conforman los elementos contrictiles
(filamentos de miosina y actina) conformando asi los sarcémeros (estructura fundamental
de contraccioén) [6].

Los cardiomiocitos, son células especializadas cuya funcion principal es generar la
contraccion de las paredes cardiacas. Este proceso se da a través de proteinas
membranales, las cuales poseen canales de apertura y cierre que actlan en respuesta a
cambios en el potencial de la membrana [7], por lo tanto, la conduccién eléctrica se origina
espontaneamente y se transmite célula a célula mediante las uniones gap. La propagacion
entre estas células a través de las vias de conduccion es sincronica y genera la activacion
ordenada de las distintas regiones del corazén; dando origen a la despolarizacion y
repolarizacion celular cardiaca [8].

1.3.2 Nucleo celular

El ndcleo celular es una estructura organizada compuesta de proteinas, nucleétidos,
carbohidratos y lipidos, la cual estd encargada de multiples funciones dentro de la célula
como la replicacién y transcripcién de acidos nucleicos, el almacenamiento de informacion
genética que se transmitird a las células hijas y la division celular [9-10].

En la célula el nucleo esta limitado por el citoplasma con una doble membrana denominada
envoltura nuclear, la cual se encuentra separada por la cisterna perinuclear. La membrana
externa del nucleo contiene ribosomas unidos al reticulo endoplasméatico y exhibe
permeabilidad asociada a los poros, los cuales son un complejo de proteinas encargadas
de permitir el paso y salida de sustancias [11]. En el interior del nlcleo se encuentra la
cromatina, que consiste en hebras de moléculas de ADN de doble hélice, al igual de
subunidades estructurales repetitivas denominadas nucleosomas [12].

El nucleo logra la sintesis de componentes y productos celulares mediante la transcripcion
del ADN al ARN y el procesamiento del ARNm, proceso que se lleva cabo mediante sefiales
externas o internas de la célula [13].

1.3.3 Nanoparticulas

Las nanoparticulas (NPs) son particulas a escala nanométrica, cuyas dimensiones van de
1 a 100 nm [3]. Estas, muestran propiedades fisicoquimicas y bioldgicas Unicas que mejoran
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la funcién bioldgica. En la naturaleza las NPs pueden ser encontradas en el ambiente,
resultantes tanto de procesos naturales como industriales. En estos ultimos, se producen
mediante diferentes métodos quimicos, denominados sintesis Top-down y sintesis Bottom-
up [14]. Segun la composicion de las NPs, estas se clasifican en tres grupos, el primero son
NPs inorgéanicas tales como NPs de 6xido entre las que se incluyen la NPs de SiO, TiO,,
Zn0O, NPs metalicas de oro (Au) o plata (Ag) y puntos cuanticos (QD). El segundo grupo
incluye NPs organicas, las cuales se sintetizan con compuestos organicos como las
nanoparticulas de quitosano, seda, ferritina, poli-e-lisina y N-alamina y finalmente, el tercer
grupo incluye NPs basadas en carbono, como las nanofibras y los nanotubos de carbono
[15].

1.3.4 Interaccion nanoparticula — célula

Las NPs segun su tamafio pueden atravesar la membrana celular por mecanismos de
endocitosis (receptores) o difusiébn (poros) y posteriormente anclarsen en el nucleo,
permitiendo la interaccion con subestructuras celulares, que tienen tamafios similares,
como proteinas y otras macromoléculas [2]. Una vez las NPs se encuentran en el interior
del citoplasma, estas pueden interactuar directamente con los poros nucleares y a su vez
con las moléculas o proteinas del ADN [3].

La interaccion NPs - células puede conllevar a respuestas fisiolégicas entre las que se
encuentran alteraciones en el ADN, estrés oxidativo, inflamacion y respuesta a sefializacion
aberrante [16]. Debido a esto, es importante destacar que las propiedades de las NPs como
tamanio, forma, pureza y carga superficial, pueden influir en la respuesta celular. Algunos
de los comportamientos que pueden conducir a dafios en el ADN derivado de las
propiedades especificas de cada tipo de NPS, son los contaminantes residuales, los cuales
generan alteraciones en el ADN. Asi mismo, la carga superficial de NPs también juega un
papel importante en el control de la absorcion celular, debido a que la membrana plasmatica
y el ambiente intracelular estdn cargados negativamente, por lo tanto, las NPs anidénicas
pueden ser endocitadas contrario a lo presentado con las NPs catidnicas [3].

1.3.5 Genotéxicidad

La genotéxicidad es la capacidad que ejercen agentes quimicos, fisicos y bioldgicos para
ocasionar alteraciones en el ADN, lo cual puede conllevar a mutaciones genéticas y
aberraciones cromosomicas, desencadenando efectos bioldgicos adversos [4].

En los dltimos afios se han identificado numerosos agentes genotdxicos en la mayoria de
las actividades relacionadas con el hombre: laboral, farmacéutica, alimenticia o estilo de
vida, lo que lleva a que el dafio en el ADN por agentes genotdxicos pueda ser derivados de
procesos de oxidacion, alquilacion e hidrdlisis de bases, como 7,8-dihidroxiguanina (8-oxo-
G), 7-metilguanina, la depurinacion y depirimidinacion. Los agentes genotdxicos pueden
generar la incorporacion de errores en el apareamiento de las bases nitrogenadas,
induciendo la produccién excesiva de radicales libres, las cuales son moléculas de oxigeno
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inestable, parcialmente reducidas y altamente reactivas, que causan estrés en la célula y
pueden ocasionar dafios directos en la cadena de ADN [17].

Entre los agentes quimicos, se encuentran las NPs, las cuales al estar en contacto con la
célula pueden interactuar con el material genético y causar efectos genotdxicos. Estos
efectos, pueden clasificarse como genotoxicidad primaria o secundaria, siendo la primaria
aquellos efectos que no causan inflamacién y la secundaria aquellos efectos causantes de
inflamacién. La inflamacion es un proceso fisiol6gico que se presenta en respuesta a una
lesion tisular, mediado por células inflamatorias que secretan factores solubles como las
citosinas, factores de inhibicién de la migracién, especies reactivas de nitrégeno y oxigeno
a nivel intracelular (ROS) [14]. Asi mismo, estos factores también promueven el dafio en el
ADN en forma de fragmentacion cromosémica, mutaciones y formacién de aductos de ADN
[18].

1.3.6 Ensayo Cometa

El ensayo de electroforesis alcalina de células individuales embebidas en gel, se conoce
como ensayo Cometa, el cual permite medir cualitativa y cuantitativamente las roturas de
cadena simple y doble de ADN a nivel celular de forma no invasiva. Este ensayo, es sensible
a bajos niveles de dafio a diferencia de otras pruebas de citogenéticas clasicas, lo que ha
permitido su amplio uso en modelos in vitro e in vivo para la evaluacion de diferentes
agentes genotoxicos [19].

En el ensayo Cometa, las células luego de ser expuestas a un agente genotdxico son
encapsuladas en una capa delgada de gel de agarosa dispuesta sobre portaobjetos para
su posterior lisis, para exponer el nicleo celular a procesos de electroforesis mediados por
corrimiento de cargas en un campo eléctrico. Posterior al proceso de electroforesis, se
espera observar la formacion de cometas derivados de la fragmentacion del ADN, en donde
se muestran cabezas con formacioén intacta o difusas y colas asociadas al material de ADN
afectado en los ndcleos celulares que presentan alteraciones, y en células sin dafio se
espera obtener solo cabezas o nucleos sin alteraciones y la inexistencia de colas [20].

La categorizacién del cometa se da en cinco clases (0-4), casi todos reportados segun el
ADN en cola y se reporta en unidades arbitrarias. Esto también puede ser interpretado
reportandose la proporcion de células con dafio (cola del cometa), midiéndose la extension
de la migracién del ADN como radio longitud /ancho con las células que no exhiben
migracion como grado 1 [5], por lo que dicho método es variable y segun sea el criterio en
los Ultimos afios se han disefiado softwares para el andlisis de las imagenes, generando
parametros como el momento Olive, el cual se define como el producto del porcentaje del
ADN en el cometa (intensidad) y la media de la distancia entre la cabeza y la posicion de la
cola, este pardmetro toma en cuanto el tamafio de los fragmentos (longitud de la cola) y el
namero de fragmentos (intensidad de la cola) [5].
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El ensayo Cometa presenta amplio uso en la evaluacion nanoestructuras metalicas o
agentes externos para multiples disciplinas cientificas como la toxicologia genética, el bio-
monitoreo ambiental, la investigacion clinica y la epidemiologia molecular [21]
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1.4 ESTADO DEL ARTE

En los Gltimos afos, en el area de la hanotecnologia el desarrollo de nanoparticulas (NPs)
para posibles aplicaciones en el area médica ha sido foco de estudio de diversos grupos
investigativos, conllevando a la valoracion del efecto genotdxico de estas en interaccion con
modelos in vitro e in vivo.

Pruskia y colaboradores evaluaron en erizos de mar los dafios estructurales y de la
cromatina nuclear ante exposicibn a radiacion ultravioleta (UV-B) vy diferentes
concentraciones de perdoxido de hidrégeno, empleando las técnicas de microscopia
electronica de transmision (TEM) y el ensayo de electroforesis de una sola célula para
visualizar cambios morfolégicos y alteraciones en el ADN. En este estudio se encontrd que
la morfologia de los espermatozoides se afectd significativamente ante la exposicion a
radiacion UV. Asi mismo, mediante el ensayo Cometa se evidenciaron alteraciones en el
ADN de la cola en un 23.7 % con un aumento significativo en la rotura de la cadena del
ADN, comportamiento que incrementd en funcién a las diferentes concentraciones del
peréxido de hidrégeno [22].

El grupo de Oliviero estudié los cambios presentados en el ADN en espermatozoides de
erizos de mar de la especie Paracentrotus lividus expuestos a nanoparticulas de 6xido de
Zinc de diferentes tamarfios (14 nm, 100 nm y mayores a 200 nm) empleando el ensayo
Cometa. En los resultados se observd que los espermatozoides expuestos a las
nanoparticulas presentaron alteraciones en sus nucleos y aumento en la longitud de la cola,
la cual increment6 en relacion a la concentracion de las nanoparticulas y el tamafio. Donde,
las NPs de 14 nm generaron mayor alteracion en los nucleos [23].

El grupo investigador de Sario evalud los efectos genotdxicos de nanoparticulas de diéxido
de titanio (TiO2> NPs) a concentraciones de 8, 40, 80 y 800 ug / ml en neuroblastos de mosca
Drosophila melanogaster mediante el ensayo Cometa. Como resultado de este estudio se
encontré que a concentraciones de 8 y 40 ug/mL de NPs TiO; se present6 aumento en el
dafio del ADN y una reduccion de este a concentraciones de 80 y 800 pg/mL en
comparacion con su control negativo [24].

Carmona y colaboradores estudiaron la actividad genotéxica en hemocitos de mosca
Drosophila melanogaster expuestos a nanoparticulas de anatasa de TiO, a
concentraciones de 0.08, 0.4, 0.8 y 1.6 mg/mL para detectar posibles alteraciones en el
ADN. Se evalué mediante el ensayo Cometa la interaccion de los hemocitos con micro y
nanoparticulas de TiO,. En este estudio se encontré dafios en el ADN de los hemocitos
expuestos a las NPs, contrario al comportamiento presentado con las microparticulas;
concluyendo que las caracteristicas fisicas de las NPs pueden inducir dafio en el ADN [25].

Turna y su grupo investigador analizaron los efectos genotoxicos generados por
nanoparticulas de SAS (estructura del diéxido de titanio - SO;) de 6, 15, 30 y 55 nm a
concentraciones de 0.1, 1, 5 y 10 mM en moscas Drosophila melanogaster. Para este
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estudio se realiz6 el ensayo Cometa en hemocitos, encontrando que con todos los tamarfios
de NPs de SAS se presentd aumento en los niveles de rotura del ADN. Sin embargo, este
dafio fue mas notorio a concentraciones de 5 y 10 mM, debido al estrés oxidativo causado
por las NPs al estar en interaccion con el ADN [26].

Haza y colaboradores estudiaron los efectos genotéxicos de nanoparticulas de oro (AuNPSs)
en células tumorales de leucemia humana (HL-60) y células de hepatoma humano (HepG2).
En esta investigacién se emple6 el ensayo Cometa para evaluar las alteraciones en el ADN,
encontrando que las AuNPs de 30, 50, y 90 nm generaron en ambas lineas celulares un
aumento significativo en el dafio del ADN después de 24 horas de interaccién, presentando
para la linea celular HepG2 un aumento del 32 % y para la linea HL-60 un aumento del
27 % [27].

Navoni y su grupo investigador evaluaron en células HepG2 mediante el ensayo Cometa
los efectos genotéxicos de la diosgenina, materia prima para la sintesis quimica de
hormonas esteroidales. En este estudio se evidencié que a concentraciones de 40 y 60 uM
de diosgenina, la células HepG2 presentaron un aumento significativo en el dafio del ADN
dada la presencia de cometas con cabeza difusas y colas alargadas, comportamiento
relacionado a la interaccién con la diosgenina, la cual presenta estructura similar a las
hormonas esteroideas del cuerpo debido su composicion lipidica, facilitando la entrada al
interior de la célula y su interaccion con el ndcleo celular, conllevando a cambios
estructurales en el ADN [28].

El grupo de Wang evalué el rol de la proteina NrF2, proteina mediadora de la respuesta
antioxidante, para disminuir el dafio del ADN en células HepG2 expuestas a nanoparticulas
de diéxido de titanio (TiO2 NPs) a concentraciones de 0.1, 1 y 10 yg/mL durante periodos
de 0 a 24 horas. Para la evaluacién de las alteraciones en el ADN se emple6 el ensayo
Cometa analizado el momento Olive (OTM). Se observé que los niveles de OTM en las
células tratadas a una concentraciéon de 10 ug/mL de TiO, NPs mostraron aumento en el
dafio del ADN después de 12 horas de tratamiento, y la proteina NrF2 redujo la
susceptibilidad al dafio en el ADN inducido por las TiO2, NPs [29].

Cirillo y colaboradores estudiaron las alteraciones presentadas en las cadenas de ADN de
linfocitos de sangre periférica humana (PBL) y macr6fagos murinos (Raw264.7), ante la
interaccion con AuNPs de 5 nm y 15 nm a concentraciones de 0.1, 1, 10 y 100 ug/mL
empleando el ensayo Cometa. Como resultado se observé que las PBL fueron mas
sensibles a las NPs de 5 nm y 15 nm en comparacién con las Raw264.7. Asi mismo,
mediante el analisis del momento Olive se encontrd que a concentraciones de 100 ug/mL
se present6 un aumento en el dafio del ADN de 3.6 veces para las PBL y de 2.7 veces para
las Raw 264.7 en comparacién con su control, comportamiento evidenciado después de 24
h de exposicidon de las células a las AuNPs , lo que sugiere que caracteristicas como el
tamafio, la concentracion y la forma de las NPs influyen en la interaccion particula-célula
[30].
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Martinez y su grupo investigador analizaron la genotoxicidad generada por nanoparticulas
de oro (AuNPs) estabilizadas con dendrimeros de poliamidoaminas (PAMAM) o citrato de
sodio en células HEPG2 y células humanas monucleares de sangre periférica (PBMC), a
concentraciones de AuNPs de 1 y 50 pM empleando el ensayo Cometa para evaluar el
dafio en el ADN causado por las AuNPs. Los resultados mostraron que las células HepG2
tratadas tanto con PAMAM como con citrato de sodio a una concentracion de 50 uM
presentaron un aumento significativo en el dafio del ADN aproximadamente del 67 %,
mientras que a concentraciones 1 UM se evidencié un mayor dafo en las tratadas con
PAMAM comparado con las tratadas con citrato. Del mismo modo, las células de PBMC
tratadas con PAMAM no presentaron un dafio significativo en el ADN a ningunas de las
concentraciones a diferencia de las tratadas con citrato en las cuales se present6 un dafio
aproximado del 65 % [31].

George y colaboradores estudiaron la genotoxicidad de nanoparticulas de oro (AuNP) de
14 nm a concentraciones de 6.2, 12.5, 25 y 50 ug/mL en la linea celular de ovario de
hamster chino (CHO), empleando el ensayo Cometa. Se encontré6 que las AuNPs
ocasionaron dafio en el ADN, el cual fue dependiente de la concentracién y expresado
segun el tamafio de las colas generadas ante la interaccion con las NPs [32].

Kumar y colaboradores investigaron el dafo oxidativo en el ADN de la linea celular HepG2
generado por la exposicion a nanoparticulas de TiO,. Se evaluaron concentraciones de 1,
10, 20, 40 y 80 ug/mL de las NPs TiO, durante un periodo de interaccién de 24 h. El dafio
en el ADN se evalu6é mediante el ensayo Cometa, evidenciando en este que las NPs TiO;
indujeron dafio oxidativo en el ADN, el cual se increment6 conforme aumenté la
concentracion de las NPs [33].

Demir y su grupo investigador evaluaron las respuestas genotéxicas de las nanoparticulas
de TiO,, ZrO, y Al,O3 a concentraciones de 1, 10 y 100 yg/mL en linfocitos de sangre
periférica humana (PBM) y células renales embrionarias (HEK 293) mediante el ensayo
Cometa. Los resultados mostraron que las nanoparticulas de ZrO, y Al203 no generaron
genotoxicidad significativa en las células HEK 293 y en las PBM. Sin embargo, las células
tratadas con NPs TiO, a concentracion de 100 upg/mL presentaron dafio genotoxico,
mientras que las tratadas con concentraciones de 1 y 10 yg/mL no mostraron dafios
significativos en el ADN. Estos resultados se relacionaron con la naturaleza de las NPs
entre estas la electronegatividad del tipo de ion [33].

Xia y colaboradores estudiaron el efecto genotdxico de nanoparticulas de oro comerciales
con tamafios de 5, 20 y 50 nm a concentraciones de 12.5, 5 y 1.67 yg/mL en un modelo
células de carcinoma hepatocelular (HepG2) y células de fibroblastos de pulmén de hamster
chino (CHL), utilizando el ensayo Cometa. El grupo investigador determind que AuNP de
20 y 50 nm no indujeron un dafio evidente en el ADN en las células HepG2 a las
concentraciones estudiadas, mientras que las NPs de 5 nm indujeron un incremento
dependiente de la dosis en el dafio del ADN después de 24 h de exposicion [34].
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Schulz y su grupo de investigacion evaluaron la genotoxicidad de diferentes tamarfios de
nanoparticulas de oro (2, 20 and 200 nm) administradas por sonda hasta los pulmones con
una dosis Unica de 18 g a ratas Wistar machos adultos, donde encontraron que para
tamarnios de 20 y 200 nm no se observaron dafios relevantes en el ADN, mientras que, para
las NPs de 2 nm el dafio fue mayor y se aumentd el numero de células muertas después
del tratamiento [35].

Kim e investigadores realizaron una evaluacion in vitro e in vivo de los efectos genotdxicos
del nitrato de amonio cérico (CAN) y 1,3-propano sultona (1,3-PS) en hdmster chino (CH) y
en un modelo in vitro de células de pulmon de hamster chino se evaluaron concentraciones
de 17.5, 35, 75 pug/mL en periodos de 2 horas y 24 horas de exposicion. Los resultados
mostraron que el CAN presentd respuestas negativas en todos los ensayos de
genotoxicidad in vitro y en la combinacién in vivo con los ensayos microntcleos. Mientras
tanto, 1,3-PS se obtuvo resultados positivos en todos los ensayos de genotoxicidad in vitro
e in vivo [36].

Arrebola y colaboradores evaluaron la respuesta genotoxica de ciclofosfamida y bleomicina
en ratones Balb/c mediante el ensayo Cometa alcalino en de linfocitos de sangre periférica
derivados del modelo animal a periodos de evaluacion de 24 y 48 horas antes de la
eutanasia del animal. Dichos resultados mostraron que el mayor valor de induccién de dafio
en el ADN se obtuvo con el uso de la ciclofosfamida y bleomicina, ambas en el disefio de
administracion de 48 y 24 horas antes de la eutanasia [37].

La valoracion de los efectos genotéxicos de nanoparticulas metélicas en interaccién con
modelos in vitro, contribuird a la compresion de como las propiedades fisicoquimicas de las
NPs tales como el tamafio, el area superficial, la composicion, forma y concentracién
podrian afectar el nacleo celular de los cardiomiocitos RL-14.

1.5 OBJETIVOS

1.5.2 Objetivo General

Determinar el efecto genotéxico de nanoparticulas de oro sobre nucleos de cardiomiocitos
RL-14.

1.5.3 Objetivos Especificos

+ Estandarizar un protocolo de ensayo Cometa para cardiomiocitos ventriculares
humanos RL-14 en interaccidn con nanoparticulas de oro.

+ Establecer el dafio morfolégico en los nucleos de cardiomiocitos RL-14 expuestos a
nanoparticulas de oro.

+ Evaluar la genotoxicidad de nanoparticulas de oro en nucleos de cardiomiocitos RL-
14.
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CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos utilizados

Para el desarrollo de este proyecto se manejaron los siguientes reactivos Tris (hidroximetil)
aminometano ((CH>OH)3CNHy), Triton X100 BioChemica (Cs4Hs2011) Y agarosa de bajo
punto de fusién grado Biologia Molecular de Fisher Chemical, cloruro de sodio grado
farmacéutico (NacCl) y dimetilsulfoxido puro (DMSO) (C,HsOS) de PanReac, agarosa de
punto de fusion normal tipo II-A, hidroxido de Sodio en lentejas (NaOH), Acido
etilendiaminotetraaceético (EDTA) (C10H1sN20sg) en puro en polvo, Bromuro de Etidio al 95%,
Sal N-Lauroil Sarcosinato sodio(CisH2sNNaO:s), tripsina EDTA al 0.25 % de Sigma-Aldrich,
Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) y tampdn fosfato salino (PBS) de Lonza y azul
de tripano de Loba Chemie.

2.2 Condiciones del ensayo

Para el desarrollo y analisis de resultados en este estudio experimental se impusieron las
siguientes condiciones para discriminar entre casos y controles. Para los cultivos celulares
de los cardiomiocitos RL-14 se defini6 como controles negativos aquellos cultivos que se
mantuvieron en condiciones de viabilidad superiores al 90 % y morfologia adecuada, y a
los cuales no se les realizé ninguna intervencion. Como control positivo se emplearon
cultivos de cardiomiocitos RL-14 tratados con un agente genotéxico conocido que permitié
obtener viabilidades superiores al 70% con variaciones en su morfologia. Y se determin6
como casos: aquellos cultivos que se sometieron a intervencién mediante la interaccién
directa con nanoparticulas de oro.

2.3 Sintesis nanoparticulas

Las nanoparticulas de oro (AuNPs-ChHMW) fueron obtenidas a través de sintesis verde,
empleando 2.5 mM de acido cloraurico (HAuCl4) como agente precursor y 6.92 mg/mL de
guitosano de alto peso molecular como agente reductor y estabilizante. Las soluciones
fueron almacenadas en recipientes de vidrio color &mbar y llevadas a refrigeracion a
temperaturas entre 4 — 7 °C. Dicha sintesis fue realizada por los investigadores del Grupo
de Dinamica Cardiovascular.

2.4 Modelo in vitro: linea celular de cardiomiocitos ventriculares fetales humanos RL-
14

El modelo in vitro que se empled durante los experimentos consistié en un cultivo de células
de la linea de cardiomiocitos ventriculares fetales humanos RL-14. Linea celular
inmortalizada de cardiomiocitos humanos derivados de un cultivo primario post- mitético.

Los cultivos de cardiomiocitos RL-14 fueron mantenidos a 37 °C en medio de cultivo
Dulbecco's Modificado Eagle (DMEM) al 10 % (vol/vol) de suero bovino fetal (SBF),

23



suplementado con penicilina y estreptomicina e incubados al 5 % de CO», 95 % de Oz y
humedad relativa de 95 %. El medio de cultivo fue cambiado cada 3 dias.

2.5 Interaccién célula-nanoparticulas

Se sembré una densidad celular de cardiomiocitos de 15 x 10% por pozo en placas de 24
pozos, luego de 24 horas se trataron con diferentes concentraciones de las nanoparticulas
de oro (AuNPs-ChHMW), tal como se observa en la tabla 1. Los cultivos celulares tratados
fueron evaluados a periodos de incubacion de 24 y 72 horas bajo condiciones controladas
de 37 °C, 5 % de CO3, 95 % de O, y humedad relativa de 95 %. Se emplearon como control
positivo (C+), células tratadas con 50 uM de peroxido de hidrégeno (H202) y como control
negativo (C-), células con medio de cultivo sin tratamiento con las AUNPs-ChHMW.

Tabla 1. Concentraciones volumétricas de AuNPs-ChHMW utilizadas durante el ensayo y su respectiva

abreviatura.

Tratamiento Concentracion
AuNPs-ChHMW volumétrica (%v/v)
D1 10
D2 20
D3 30
D4 40
D5 50
D6 60
D7 70
D8 80
D9 90
D10 100

2.6 Densidad y viabilidad celular

Para conocer la densidad y viabilidad celular de cada muestra, se procedi6 con el retiro del
medio de cultivo con o sin tratamiento y se realizé un lavado con cloruro de sodio (NaCl) al
0.9 %vl/v, luego se descart6 y se adiciond tripsina EDTA al 0.01 % v/v durante tres minutos.
Seguidamente, las células fueron desprendidas mecéanicamente y se agregaron en una
relacion 1:1 con medio de cultivo en un tubo Eppendorf. Finalmente, los cardiomiocitos
fueron centrifugados a 1200 rpm durante cuatro minutos, luego se descart6 el sobrenadante
y se resuspendio el botén celular.

Mediante la tincion con azul de tripano (AT) se identificé las células viables de las no viables
(muertas), empleando una relaciéon de 1:1 de suspension celular y AT, luego se tomd 10 L
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de la mezcla y se deposité en un hemocitdmetro y se procedié a contar dentro de los cuatro
cuadrantes de la camara las células vivas (traslucidas) y muertas (tefiidas con azul). Con
los datos obtenidos, se calcul6 el porcentaje de viabilidad celular, de acuerdo a la siguiente
ecuacion[38]:

No.Células Vivas

%Viabilidad = * 100 % Ecuacion 1

No.Células Vivas+No.Células Muertas

Para conocer la densidad celular del pozo, se tomé el niumero total de células contadas y
se calculé empleando la ecuacion 2[38]:

No.células __ Total de Células

— " * 105 (factor de dilucién) Ecuacion 2

2.7 Evaluacién genotoxica: Ensayo Cometa

Se empled el ensayo Cometa siguiendo el protocolo de Collins [19] bajo modificaciones
para la evaluacidn genotoéxica de las hanoparticulas de oro (AuNPs-ChHMW) en interaccién
con los cardiomiocitos RL-14 y establecimiento del dafio morfoldgico en los nucleos de las
células.

A los cultivos celulares expuestos a los diferentes tratamientos de las AUNPs-ChHMW luego
de conocer su viabilidad y densidad celular, se les calculd los yL de la suspensién celular
necesarios para contar con 3 x 10° cardiomiocitos por cada tipo de caso o control.

Para realizar el ensayo Cometa, se pretrataron portaobjetos con agarosa de punto de fusion
normal (NMA) al 0.1 % w/v para generar una capa delgada, la cual brindo soporte a las
células. Luego, los portaobjetos fueron almacenados a 4° C. Posteriormente, se prepard
agarosa de bajo punto de fusiéon (LMA) a una concentracion de 0.5 % w/v en PBS al 1Xy
se llevd a una temperatura de 60° C durante 30 segundos. Después, se realizé una mezcla
de los pL de la suspensién celular con LMA obteniendo una solucion final de 100 yL y se
deposité en forma de gotas sobre los portaobjetos pretratados, finalmente, las muestras
fueron llevadas a 4 °C en oscuridad durante 10 minutos.

Las muestras fueron depositadas en un buffer de lisis a 4 °C en oscuridad durante 17 horas
(25 M NaCl, 0.1 M EDTA, 10 nM Tris, 1 % Triton X-100 a un pH 10), para lisar las
membranas celulares y permitir la migracion de los fragmentos del ADN. Luego, se
sumergieron en la camara de electroforesis en un buffer alcalino (10 M NaOH, 200 nM
EDTA aun pH 13) a 4 °C durante 30 minutos, para procesos de desnaturalizacion del ADN.
Seguidamente, se realizé la electroforesis a condiciones de 25 voltios, 300 miliamperios, 30
minutos y a una temperatura entre 4 —6°C. Después del corrimiento de cargas, los
portaobjetos se lavaron con solucion neutralizante (0.4 M Tris a un pH 7.5) y se fijaron con
metanol al 10 % v/v. Para la lectura, los portaobjetos fueron tefiidos con bromuro de etidio
a una concentracion 0.02 mg/mL para la identificacion de cadenas de ADN. Finalmente,
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fueron registrados en un microscopio con modulo de fluorescencia a una magnificacion de
20X.

2.8 Procesamiento de imagenes

Las imagenes obtenidas mediante microscopia de fluorescencia de los nucleos de
cardiomiocitos RL-14 en interacciébn con las AuNPs-ChHMW, fueron procesadas y
analizadas empleando los softwares de CometScore® (open source), el cual es una
herramienta que permite calcular pardmetros biol6gicos de forma semiautomatica y
OpenComet® (open source), el cual es un sistema de validacion automatico para modelos
biolégicos. Mediante los softwares usados se analizaron parametros como el porcentaje de
ADN en cabeza y cola, es decir la cantidad de ADN fragmentado que migr6 en el proceso
de electroforesis, el momento Olive (OTM), basado en el tamafio de la cola del cometa mas
la fraccion de ADN total desde el centro de la cabeza hasta el final de la cola, y el momento
de la cola (TM), el cual es la longitud de la migracién del ADN fuera del nicleo conformado
por la cola del cometa.

Para determinar los dafios morfolégicos en los nicleos de los cardiomiocitos RL-14 se
emplearon los softwares mencionados, los cuales permitieron obtener datos relacionados
con la longitud de cabeza y de cola de cada cometa. Luego, con estos datos se relacion6
la unidad de pixeles con micrometros, en donde a una magnificacion de 20X, 100 pixeles
equivalen a 480,0042 ym. Para conocer la magnitud del dafio en el nucleo los cometas
fueron clasificados por niveles [39] como se observa en la tabla 2, en donde el criterio de
seleccidén fue el porcentaje de ADN en cola, siendo cometas tipo 1, nlcleos con el menor
porcentaje dafio y cometas tipo 5, nlcleos con mayor porcentaje de dafio.

Tabla 2. Clasificacién de los diferentes tipos de cometa segun su porcentaje de ADN en cola.

Clasificacion tipo de Cometa

Tipo 1 Menor a 5 % ADN en cola
Tipo 2 Entre 6 — 25 % ADN en cola
Tipo 3 Entre 26 — 60 % ADN en cola
Tipo 4 Entre 61 — 94 % ADN en cola
Tipo 5 Mayor a 95 % ADN en cola

2.9 Andlisis estadistico

Se empled el software Statgraphics Centurion XVIII®, para realizar un analisis ANOVA
simple, el cual permiti6 determinar la desviacion estandar, medias poblacionales, prueba
de mudltiples rangos, diferencias minimas significativas y significancias estadisticas con
valores P< 0.05 %. Para este estudio se considerd un n poblacional de 3, el cual se llevo a
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cabo por triplicado en momentos independientes. Los resultados fueron comparados con
relacion a sus controles.

2.10 Consideraciones éticas

El presente trabajo apunté a una investigacion con riesgo minimo debido a su naturaleza
experimental, en la cual el objeto de estudio se dirigié a la implementacion del ensayo
Cometa en un modelo in vitro de cardiomiocitos en interaccién con nanoparticulas metdlicas
de oro. Se declara que durante la ejecucion de este proyecto no se realizaron pruebas en
humanos ni en animales y en ninguna etapa del proyecto se contempld la interaccion con
pacientes. Las muestras derivadas del estudio fueron imagenes de fluorescencia, de las
cuales se obtuvo el porcentaje de ADN fragmentado como resultado del proceso de
electroforesis, momento Olive (OTM) y momento de la cola (TM), y no se aplicaron a un
sujeto humano de estudio o paciente. No se realizdé ninguna intervencién o modificacion
intencionada de las variables biolégicas, fisiolégicas, psicoldgicas o sociales de individuos.
Se pone de manifiesto que para el desarrollo de la investigacion estos procedimientos
fueron regidos por las directrices establecidas en la Resolucién 008430 del 4 de octubre de
1993 del Ministerio de Salud de la Republica de Colombia.

Insumos biolégicos, radiaciones u otros factores de riesgo:

Los investigadores no manejaron elementos bioldgicos peligrosos y no fueron sometidos a
radiaciones ionizantes u otras emisiones nocivas. El personal de investigacién asociado
guardd estricto cumplimiento de las normas de bioseguridad para la manipulacién de
material biolégico y quimico. Asi mismo, se dispuso de los residuos de riesgo segun las
normas Nacionales e Internacionales establecidas para tal fin. Todo el equipo de
investigacion tiene capacitacion para la manipulacion de este material y del uso de los
eguipos asociados a la investigacion.

Ademas, se implementaron cultivos celulares de la linea celular de cardiomiocitos RL-14
comercializado por American Type Culture Collection (ATCC®) para determinar las
alteraciones y cambios morfoldgicos ante exposicién a nanoparticulas metalicas de oro.

27



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacién de las nanoparticulas de oro

Después de realizada la sintesis de las AUNPs-ChHMW por los investigadores del Grupo
de Dinadmica Cardiovascular, estas fueron caracterizadas y analizadas. Los resultados
obtenidos se pueden observar en la Figura 1, en donde se muestra el espectro de absorcién
correspondiente a la resonancia del plasmoén de superficie caracteristico del ion metalico
de oro, donde la resonancia generada por el incremento en el movimiento electrénico de
los electrones libres en la banda de conduccion, permitio evidenciar la presencia o ausencia
de dichas nanoestructuras. Ademas, se muestra la micrografia de las nanoparticulas de oro
sintetizas con quitosano de alto peso molecular, donde se encontré que el didmetro de
particula promedio es 17 + 5 nm (ver Fig. 1 b).
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Figura 1. Espectros de absorcion UV-Visible (A) y micrografias (B) de AuUNPs-ChHMW obtenidas mediante
sintesis verde.

3.2 Estandarizacion de protocolo de ensayo Cometa para cardiomiocitos RL-14 ante
interaccion con AuNPs-ChHMW

El ensayo de electroforesis alcalina de células individuales embebidas en gel, conocido
como ensayo Cometa, se utiliza ampliamente como herramienta de biomonitoreo para
evaluar el dafio del ADN, como lo son las roturas de cadena simple y doble del ADN. Este
ensayo se basa en la capacidad de las roturas del ADN para relajar el super enrollamiento,
lo que permite que los bucles de ADN se extiendan bajo un campo eléctrico para formar
una cola similar a un cometa [40]. Dicho ensayo esta disefiado para ser utilizado con
cualquier modelo celular animal, pero el modelo cominmente utilizado es el de linfocitos de
sangre periférica, por lo que muchos de los protocolos disefiados se basan en esta tipologia
celular para determinar el efecto genotéxico de agentes externos.
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Por ello, dependiendo del modelo celular a utilizar y el agente genotéxico a valorar, a
continuacioén, se presentan las modificaciones en el protocolo para el ensayo Cometa de
cardiomiocitos ventriculares humanos RL-14. La versién convencional del ensayo Cometa
alcalino incluye una serie de fases de las cuales es necesario mantener todas las variables
bajo control, ya que de esto depende la reproducibilidad y sensibilidad del ensayo. Después
de obtener la suspension celular, las fases basicas del ensayo incluyen la preparacion de
los portaobjetos, la lisis celular, la desnaturalizacion, la electroforesis, la fijacion y por Gltimo
la tincion de las muestras [41].

3.2.1 Preparacién de los portaobjetos

En esta fase del ensayo Cometa se realizd pretratamiento de los portaobjetos con un
recubrimiento de agarosa de punto de fusién normal (NMA), puesto que, si se embeben las
gotas (agarosa+células) directamente sobre la superficie del vidrio se generan pérdidas de
las mismas durante las fases posteriores del ensayo, mientras que los portaobjetos
pretratados disminuyen las pérdidas de la muestra de estudio y garantizan reproducibilidad
a lo largo del disefio experimental.

Para esta estandarizacion se emple6 agarosa NMA al 1 % wi/v, segun las recomendaciones
de los diferentes protocolos del estado del arte [40]. Como variacion se modificé el tipo de
solvente, empleando PBS al 1X y agua destilada, donde se encontré que la solucién de
agarosa disuelta en agua disminuye la tension superficial con el portaobjetos inhibiendo la
capacidad de adhesién de las gotas de estudio. Mientras que, la agarosa NMA en PBS
aumenta la capacidad de adhesion del pretratamiento generando pocas pérdidas durante
el ensayo.

Para el proceso de recubrimiento, existen varias técnicas, como lo es el arrastre de la
agarosa a lo largo del portaobjetos [21], en esta técnica se utiliza una cantidad especifica
de agarosa y se lleva a lo largo del portaobjetos, tratando de generar una capa uniforme, la
cual fue descartada, puesto que se obtuvieron capas heterogéneas, gruesas y granuladas
que generaron poca adherencia y ocasionaron perdida de las gotas de estudio durante el
ensayo. Otra técnica reportada por Collins, sugiere sumergir los portaobjetos en la agarosa,
la cual fue la empleada en este estudio puesto que permitié6 obtener capas uniformes y
delgadas, lo que mejoré la adherencia de la agarosa al portaobjetos.

Tres caracteristicas a tener en cuenta para llevar a cabo un pretratamiento exitoso son i)
los portaobjetos de vidrio deben estar libres de grasa y polvo, con el fin de que al momento
de sumergirlos en la agarosa, no exhiban incrementos en la tension superficial que generen
pérdida de capas finas del pretratamiento, ii) la temperatura de almacenamiento de los
portaobjetos previo al pretratamiento deben conservarse a temperatura ambiente entre
19-20°C, lo cual mejora la generaciébn de una capa uniforme de agarosa vy iii) la
temperatura de la agarosa debe estar por encima de los 42 °C, debido a que a temperaturas
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inferiores se obtienen capas gruesas, no uniformes e inicio del proceso de gelificacién de
la NMA.

Al finalizar el proceso de pretratamiento de los portaobjetos, estos deben ser secados a una
temperatura de 60 °C entre 15 — 20 minutos para favorecer la deshidratacién y fijacién de
la capa fina de la agarosa que actuara como soporte de adhesion para las muestras de
estudio.

3.2.2 Incorporacion de cardiomiocitos RL-14 en agarosa

Como un proceso tradicional de electroforesis, el gel de agarosa proporciona un medio para
el movimiento del ADN desde un punto fijo, para esto las células son embebidas en agarosa
de bajo punto de fusién (LMA) con concentraciones entre 0.5y 0.7 % w/v para un sesenta
por ciento de los ensayos cometas reportados [40], dichas concentraciones son ideales
para permitir el movimiento libre de los nulcleos durante el proceso de electroforesis. En
este ensayo se utiliz6 una concentracién de agarosa LMA al 0.5 % wlv, la cual se preparé
en PBS para favorecer una mayor capacidad de adhesion entre las capas de agarosa del
pretratamiento del portaobjeto y la agarosa que contiene la suspension celular de
cardiomiocitos sin o con tratamiento.

Para determinar la densidad celular 6ptima de los cardiomiocitos se llevé a cabo un analisis
de la poblaciéon de células entre 3 - 3.5 x 10® células/mL, donde se encontr6 que a una
densidad de 3 x10° se presentd una distribucion de nulcleos sin solapamiento del
desplazamiento del ADN (ver Fig. 2a). Mientras que, a densidades superiores a 3 x 103, se
redujo el libre movimiento del contenido genético durante la electroforesis y aumenté la
probabilidad de encontrar cometas superpuestos afectando el correcto procesamiento de
los datos (ver Fig. 2b).
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Figura 2.Cometas de nucleos de cardiomiocitos RL-14 a densidades problaciones de (A) 3 x 103 células/mL y
(B) 3.5 x 103 células/mL. Tomado a 20X.

3.2.3 Lisis

El proceso de lisis buscé degradar las membranas plasmaticas y nucleares, para esto se
utilizé altas concentraciones de sales y detergentes, por lo que se emple6 una solucion
madre de NaCl, EDTA, Tris y Lauryl (ver especificaciones en anexo 1: protocolo detallado),
la cual una vez preparada se almacen6 a una temperatura a 4 °C, hasta su uso. La solucion
de trabajo de lisis, estuvo compuesta por solucion madre, Triton X100 y DMSO (ver
especificaciones en anexo 1: protocolo detallado), con el fin de degradar las membranas
plasmaticas, esta solucion se llevd a valores de pH 10, caracteristica que favorecio la
deteccidn de rupturas de cadena doble y la formacién de sitios alcali Iabiles. Se resalta, que
la solucién de trabajo de lisis, se preparé 60 minutos antes y se almacené a 4 °C hasta su
uso, dicho procedimiento se realizd para asegurar la integridad de las gotas que contenian
los cardiomiocitos sin o con tratamiento. De otro lado, se destaca que el tiempo de lisis en
este estudio fue una variable fija de 17 horas en oscuridad a una temperatura de 4 °C,
dichos parametros favorecieron la degradacién completa de las membranas plasméticas y
nucleares, evitaron dafios adicionales al ADN y contribuyeron a la conservacion fisica de la
integridad de la muestra.

3.2.4 Desnaturalizaciéon

Para el ensayo Cometa se utilizan soluciones alcalinas con valores de pH > 13, ya que
permiten detectar roturas y sitios labiles alcali de las cadenas del ADN. De otro lado, se
considera que el tiempo de incubacién alcalina se encuentra entre 20 y 40 minutos [42], el
cual promueve una desnaturalizacion del ADN sin exhibir cambios externos que no sean
generados por el agente genotdxico. Mientras que, un tiempo superior al indicado no solo
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promueve la desnaturalizacion del ADN, sino que genera dafios adicionales por la
desnaturalizacion descontrolada de las cadenas del ADN exhibiendo nubes difusas
derivadas de la fragmentacién del contenido genético (ver Fig. 3a) y contornos poco
definidos o partes de ADN dispersos en la muestra (ver Fig. 3b). Por ello, para este estudio
se determiné que el tiempo de incubacién de la solucién alcalina fue de 30 minutos, tiempo
gue garantizé la desnaturalizacién del ADN de los nucleos cardiomiocitos RL-14 sin o con
tratamiento.

A)

Figura 3. Cometas de nucleos de cardiomiocitos RL-14 con tiempo mayores de desnaturalizacién donde (A)
nubes difusas y (B) contornos poco definidos. Tomado a 20X. Las flechas amarillas indican el comportamiento
descrito.

3.2.5 Electroforesis

La electroforesis es una técnica que permite la separacion de biomoléculas segun la
movilidad de estas mediante la induccién de un campo eléctrico a través de una matriz
porosa (agarosa), lo cual favorece el desplazamiento de cargas (positivas y negativas) de
la muestra contenida en la agarosa [41]. Dentro de los parametros que pueden generar
cambios en la respuesta de la cinética del cometa, se encuentra la variacion en el voltaje
de corrida. En el estudio que realiz6 Azqueta y colaborados [42], se encontré que durante
el corrimiento del ensayo Cometa voltajes inferiores a 10 V, no presentaron la formacion de
cometas, mientras que, a voltajes mayores a 30 V, se observé que no solo los tratamientos
sino también los controles negativos exhibieron cometas con colas pronunciadas, pero
entre voltajes mayores a 20 V y menores a 30 V, se evidencié aumento en la intensidad de
las imé&genes de los cometas, lo cual favoreci6 la medicion y procesamiento de la
informacion. Por otro lado, el tiempo de corrida fue un factor influyente durante el proceso
de generacion de cometas efectivos, en este estudio se determind que un tiempo entre 20
y 40 minutos no genero variaciones en el porcentaje de ADN en cola [42].

Basado en lo anterior, el voltaje empleado en este estudio fue de 25V, el cual permitio
obtener cometas con migracion en el ADN sin afectar los controles negativos, asi mismo,
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se encontr6 que, a un tiempo de 30 minutos de electroforesis, se observé la formacion de
cometas sin afectar la cinética del ensayo. Dichos parametros se encuentran dentro del
rango de obtencion de cometas sin alteraciones externas propias de las fases del ensayo
Cometa, los cuales en cambio exhiben el comportamiento generado por el agente
genotoxico de estudio.

Finalmente, el volumen de la solucion de corrida en la camara de electroforesis tiene un
impacto en la corriente que pasa a través de la agarosa, por lo que es importante mantener
un nivel constante entre cada experimento, garantizando que la corriente se desplace entre
los poros de la agarosa que contienen la muestra de estudio y no sobre el perfil de la
superficie de la gota, comportamiento que no ocasiona movimientos de cargas positivas y
negativas a través de la cadena del ADN lo que inhibe la formacién de cometas.

3.2.6 Neutralizacion, fijado y tincién.

Esta etapa se lleva a cabo para neutralizar los alcalis presentes en los geles de agarosa,
con el fin de obtener cometas con cabezas y/o colas definidas, por lo que generalmente se
realizan tres lavados con buffer Tris con valores de pH 7.5 y una duracién entre lavados de
5 minutos [21]. Dicha fase posibilita la obtencion de cometas definidos y disminuye la
presencia de halos alrededor de la muestra, si no se controla este ultimo efecto se dificultara
en la fase de procesamiento la identificacién del porcentaje de ADN en cabeza y cola.

El fijado, es un paso necesario para permitir la deshidratacién de la muestra garantizando
la impregnacién del colorante (bromuro de etidio) en ella, para dicho proceso de emple6
como agente fijador metanol al 10 % v/v y Tritdn al 1X, para mejorar el ruido de fondo al
momento de excitar la muestra a la longitud de onda del fluor6foro. Por ultimo, para la fase
de tincién, se utiliza un colorante fluorescente especifico para el ADN, es decir sus
fluoréforos se adhieren a las cadenas de ADN de la muestra [43], dentro de estos se
encuentra el bromuro de etidio, el cual es un agente intercalante que se inserta entre los
pares de bases nitrogenadas adyacentes en la doble cadena [5].

3.2.7 Protocolo final

El protocolo final que se obtuvo como resultado del proceso de estandarizacion permitio
establecer lo multiples pardmetro para llevar a cabo el ensayo Cometa para cardiomiocitos
RL-14 ante exposicion directa con nanoestructuras esféricas de oro. En la Figura 4, se
presenta el protocolo de forma detallada de cada una de las fases y condiciones que se
llevaron a cabo para la obtencion de cometas que exhiban el efecto de AUNPs-ChHMW (ver
Anexo 1).
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3.3 Alteraciones morfologicas de los nudcleos cardiomiocitos RL-14 expuestos a
AuNPs-ChHMW

Para establecer la alteracibn morfolégica en los nucleos de los cardiomiocitos RL-14
expuestos a nanoparticulas de oro, se realizé una clasificacion de la tipologia de los
cometas segun el porcentaje de ADN en cola, lo cual esta relacionado con dafios en el
material genético ocasionado por la interaccion directa con las AUNPs-ChHMW a diferentes
periodos de incubacion. Dicha clasificacién es similar a la reportada por Collins [39] y
Augusto [44] donde a partir de la fragmentacion del ADN se obtuvo clases de cometas en
funcién al dafio genotéxico del agente externo.

En las Figuras 5, 6, 7 y 8 se muestran los diferentes tipos de cometas obtenidos para cada
tratamiento a periodos de incubacion de 24 y 72 horas, donde se observa diferentes
morfologias segun el tipo de cometa.

A un periodo de incubacién de 24 horas los cardiomiocitos RL-14 sin y con tratamiento
exhibieron diferentes tipos de cometas, encontrdndose cometas tipo 1, los cuales
presentaron nicleos integros con tendencia a la esfericidad; cometas tipo 2, donde se
observo una cabeza definida e inicio de formacion de colas de ADN; cometas tipo 3 con
presencia de cabezas elipticas y aumento en la longitud de la cola con respecto a la
tipologia anterior; cometas tipo 4 donde se denotd una disminucién en el tamafio de la
cabeza exhibiendo alteraciones morfoldgicas con pérdida de la informacion genética lo que
ocasion6 un alargamiento de las colas superior al 60 % y cometas tipo 5 que presentaron
cabezas pequefias y difusas con colas pronunciadas, lo cual esta relacionado con
fragmentacion de ADN superior al 95 %. Se resalta que a este periodo de incubacion el
control negativo y los tratamientos D9 y D10 no presentaron cometas en tipologia 5.

Por otro lado, se evidencié que la morfologia de los cometas obtenidos para un periodo de
incubacién de 72 horas presenté similitudes con el periodo de 24 horas, en donde para los
cometas tipo 1 se observaron nicleos integros y a medida que aumenté el dafio en el ADN
se denotd cabezas difusas y de menor tamafio y colas alargadas con incremento del
material genético. Ademas, se destaca que en los cometas tipo 4, a diferencia de los
exhibidos en el periodo de 24 horas, estos presentaron colas con mayor longitud y reduccién
en el tamafo de las cabezas a diferencia de los cometas tipo 3. Es asi que, para ambos
rangos de tiempo de incubacién de los tratamientos se obtuvo morfologias similares segun
el tipo de cometa como las reportadas en las investigaciones de Augusto [44] y Collins [43].
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Figura 5. Tipos de morfologias presentadas durante el ensayo Cometa de cardiomiocitos RL-14 expuestos a.
a tratamientos de D1 a D5 de AuNPs-ChHMW durante 24 horas y sus respectivos controles negativo y
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Figura 6.Tipos de morfologias presentadas durante el ensayo Cometa de cardiomiocitos RL-14 expuestos a.
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Figura 7. Tipos de morfologias presentadas durante el ensayo Cometa de cardiomiocitos RL-14 expuestos a.
a tratamientos de D1 a D5 de AuNPs-ChHMW durante 72 horas y sus respectivos controles negativo y
positivo (H202). Tomado a 20X.
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Es de destacar que los cardiomiocitos son células mononucleadas derivadas de tejido
muscular esquelético y poseen nicleos que se encuentran en posicion central como se
observa en la Figura 9. Segun el estadio fisiolégico o fisiopatologico el tamafio de los
cardiomiocitos pueden variar exhibiendo aumento o disminucion de la longitud entre 80 a
100 pum y un didmetro promedio de 15 um [45].

Figura 9. Morfologia de los cardiomiocitos RL-14

A partir de la clasificacién por tipos de cometas, se establecié el dafio morfolégico de los
ndcleos de cardiomiocitos RL-14 expuestos a las AuNPs-ChHMW, lo cual permitié
identificar el tamafio de las cabezas y la longitud de las colas de cada uno de los cometas
obtenidos.

Para cada uno de los tratamientos se obtuvieron cometas con diferentes morfologias, en
donde se presenta una tendencia que, a medida que el dafio aumenta el tamafio de la
cabeza disminuye y por ende el tamafio de la cola aumenta, siendo estadisticamente
significativo la longitud de la cola de los cometas tipo 5 con respecto a los cometas tipo 1,
indicando que los cometas tipo 5 exhiben colas alargadas que representan la alta
fragmentacion del ADN consecuencia de las roturas de cadenas.

Como se puede observar en la Figura 10a el control negativo carecié de cometas tipo 5, lo
cual indica que el dafio en estas células fue insuficiente para exhibir este tipo de cometas,
ademas la morfologia del nucleo promedio para el tipo 1 fue de 37 um, tamafio similar al
reportado por Orozco y colaborados [46] de nucleos de cardiomiocitos RL-14 con ADN
compactado sin interaccion con agentes externos. Mientras que, en el control positivo, se
obtuvo todos los niveles de dafio y el promedio de tamafio del ndcleo fue de 60 um,
comportamiento relacionado con alteraciones genotdxicas derivadas de la interaccién con
del tratamiento con H2O,, lo cual podria generar cambios en el tamafio en respuesta a
especies reactivas del oxigeno ocasionado por estrés celular inducido por el agente
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genotoxico que ocasionaria una sobreactivaciéon de la funcién nuclear de los cardiomiocitos
RL-14 [47].

En la Figura 10a se observa que para los tratamientos D1 a D4 a un periodo de incubacion
de 24 horas, el promedio de tamafio de la cabeza varié entre 35 y 40 um para los cometas
tipo 1, lo cual es similar al tamafio promedio del control negativo el cual fue de 37 um.
Ademas, se observd que la longitud de las colas de los diferentes tratamientos aumenté
segun el tipo de cometa, siendo el tipo 5 los cometas que presentaron mayor longitud,
comportamiento que esté relacionado con la interaccion directa de AUNPs-ChHMW con los
cardiomiocitos RL-14, el cual ocasiona alteraciones en la morfologia del nucleo
asociandose al tipo de dafio y fragmentacién del ADN [48]. Por otro lado, en el tratamiento
D4 se encontr6 que los cometas tipo 4 presentaron longitudes mayores en la cola
comparado con los cometas tipo 5, esto se debe a que en este tratamiento se identificaron
cometas con un mayor porcentaje de ADN en la cola, sin embargo, en los cometas tipo 5
se presentaron cabezas de menor tamafio y colas que formaron una circunferencia de
fragmentacion del ADN menor a la longitud de las colas exhibidas en los cometas tipo 4
pero con mayor diametro (ver Fig. 5).

Como se muestra en la Figura 10b, los tratamientos D5 a D10 evidenciaron una similitud
con los tratamientos de D1 a D4, en donde los cometas tipo 1 presentaron tamafios de
cabeza similares al control negativo, encontrando tamafios promedio entre 35y 43 um y
aumentos en la longitud de la cola a medida que el dafio en el ADN se incrementa. Se
resalta que los tratamientos D9 y D10 presentaron ausencia de cometas tipo 5, indicando
un menor dafio en el ADN para estos tratamientos, similares al comportamiento exhibido
en el control negativo.
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En la Figura 1la, para el periodo de incubaciéon de 72 horas los controles positivos y
negativos presentaron un comportamiento similar al evidenciado en el periodo de 24 horas.
Ademads, para el tratamiento D1 el tamafio promedio del nicleo para los cometas tipo 1 fue
de 51 pum, lo que indica que a concentraciones bajas de las AUNPs-ChHMW, las cuales se
encuentran en una solucion acuosa, puede presentarse aumentos en el tamafio del nacleo
por el exceso de agua en el espacio extracelular a lo largo de un periodo mayor de
incubacion, pero en los demas tratamientos el tamafio de los nicleos se encuentra cercano
al control negativo, es decir, los tratamientos de D2 a D4 mostraron tamafos promedios de
40 y 44 um y el control negativo un tamafio promedio de 38 um. Se destaca que, en los
tratamientos D3 y D4 no se exhiben cometas tipo 4 y 5, lo que podria estar relacionado con
un menor dafio en el ADN.

En cuanto a la Figura 11b se denot6 que todos los tratamientos presentaron cometas tipo
1 con morfologias similares al control negativo, asi mismo, los tratamientos de D5 a D10
mostraron tamafnos de las cabezas de los nlcleos con promedios entre 38 y 43 um mientras
que en los demas tipos de cometas se encontr6é que las longitudes de las colas mostraron
un comportamiento directamente proporcional donde la longitud de la cola aumenta a
medida que incrementa el dafio en el ADN.

Dentro del comportamiento presentado por los nlcleos de las cardiomiocitos, se resalta que
el tratamiento D5 mostrdé cometas tipo 1, 2, 4, 5 y ausencia de tipo 3, mientras que el
tratamiento D7 en el tipo 3 evidencié tamafios en cola y cabeza con diferencias minimas
entre ellas, es decir para este tipo de tratamientos las cabezas fueron elipticas y achatadas
con colas de longitud similar a las cabezas. Por otro parte, los tratamientos D6, D7 y D10,
carecieron de cometas tipo 5, lo cual indica que el dafio en el ADN fue bajo.

Segun lo reportado por Wang [49] se indica que el tratamiento con AuNPs inducen aumento
significativo en las roturas de la cadena y dafo oxidativo del ADN dependiente de la
duracion de la exposicion, el tamafio e identidad biol6gica de las nanoparticulas y el tipo de
linea celular. Resultados que son consistentes con los obtenidos en esta investigacion, los
cuales indicaron que las AuNPs-ChHMW generan un menor dafio comparado con el agente
genotoéxico (H202) empleado como control positivo.
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3.4 Evaluacion de la genotoxicidad de nanoparticulas de oro en nuacleos de
cardiomiocitos RL-14

Para evaluar la genotoxicidad de nanoparticulas de oro en interaccién con cardiomiocitos
RL-14, se evalué el porcentaje de ADN en cola y cabeza, el momento Olive y momento de
cola, a periodos de incubacion de 24 y 72 horas expuestos a 10 concentraciones de AUNPs-
ChHMW.

Como se observa en la Figura 12a existe una diferencia significativa entre el control positivo
con los diferentes tratamientos en el porcentaje de ADN en cola, donde este exhibe un 74 %
mientras que, en los tratamientos fue entre 8 y 16 %, lo cual indica que las nanoparticulas
de oro ocasionan bajas migraciones en el ADN de los cardiomiocitos. Por otro lado, todos
los tratamientos a un periodo de incubacion de 24 horas presentaron un porcentaje de ADN
en cabeza entre el 84 y 92 %, comparado con el control negativo que exhibe un porcentaje
del 96 %, indicando que las diferencias entre los tratamientos con el control estan entre 4y
12 %, lo cual relaciona que las NPs generaron migracion del ADN correspondiendo con
roturas y sitios labiles alcali generados a partir de la interaccidén con las nanoestructuras.

Para un periodo de incubacién de 72horas (ver Fig. 12b), el control positivo exhibié un
porcentaje de ADN en cola del 54 %, lo cual podria estar relacionado con los procesos de
reparacion intrinsecos de las células luego de interactuar largos periodos con agentes
téxicos como lo es el peréxido de hidrégeno [50]. Mientras que, los tratamientos de AuNPs-
ChHMW presentaron un porcentaje entre el 5y 20 %, comportamiento que indica que las
nanoparticulas de oro generan un dafio gradual en el nacleo de los cardiomiocitos a medida
que aumenta el periodo de incubacion, lo cual podria estar relacionado con el tipo de agente
reductor empleado en la sintesis, donde este le confiere identidad biol6gica y por ende
disminucion de generacién de dafio a nivel nuclear [51].

Se destaca que a concentraciones mas bajas de las AuNPs-ChHMW es donde se obtiene
los mayores porcentajes de ADN en cola, esto puede deberse al disolvente usado (agua),
el cual estaba a una mayor relacién volumétrica en comparaciéon con el porcentaje de
nanoparticulas, y esto podria causar procesos hipotdnicos en las células ocasionados por
la alteracion de la osmolaridad del espacio intracelular por el exceso del disolvente en
interaccion con los cardiomiocitos, afectando el proceso de funcionamiento normal, lo que
podria ocasionar roturas de ADN a lo largo de la cadena [52].

Las AuNPs-ChHMW obtenidas mediante procesos de sintesis verde en interaccion con los
cardiomiocitos presentaron un comportamiento favorable, ya que muestran porcentajes de
ADN en cabeza mayor que en la cola, a diferencia de las AuNPs cubiertas con citrato de
sodio o dendrimeros de poliamidoamina (PAMAM) quienes indujeron dafio en el ADN, como
indicativo de genotoxicidad [31], comportamiento que podria deberse a la diferencia en el
proceso de sintesis en comparacion con el empleado en esta investigacion (reduccion y
estabilizacion de las nanoestructuras mediante quitosano de alto peso molecular). Asi
mismo, Martinez y colaboradores [31] indicaron que la carga o el tamafio de la superficie
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de la nanoparticula son un factor determinante que afectan los procesos celulares, 1o cual
arroja como hipétesis que la estabilidad dada por el agente reductor y estabilizante,
quitosano de alto peso molecular, a las AuNPs-ChHMW, proporcionaria una identidad
biol6gica que obraria como una interfaz de comunicacion entre la dualidad particula-célula,
lo que indicaria una interaccion indirecta entre las nanoparticulas y los cardiomiocitos.
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En la Figura 13a, se puede observar que el tratamiento D1 presenté una diferencia
estadisticamente significativa con respecto al control negativo (células sin tratamiento), es
decir, generd un menor porcentaje de ADN en cabeza y un mayor porcentaje de ADN en
cola, lo cual podria relacionarse con un mayor contenido de solvente (H.Odd) que podria
generar un proceso hipotonico a nivel celular, lo cual conduciria a alteraciones en los
nacleos de los cardiomiocitos. Asi mismo, se encontré que los tratamientos de AuNPs-
ChHMW comparados con el control positivo (H2.O, al 50 uM) exhibieron diferencia
estadisticamente significativa, relaciondndose con que las nanoparticulas generaron un
menor dafio en el ndcleo de los cardiomiocitos. Pero al comparar el comportamiento de los
tratamientos entre si, se denotd una variacion estadisticamente no significativa.

Basado en lo anterior, el tamafio de las AuNPs podrian influir en la interaccién con las
células, esto se puede denotar en el trabajo de Xia y colaboradores [34] , donde el dafio en
el ADN es dependiente del tamafio de nanoparticulas de oro después de 24 h de exposicion,
las cuales a tamafios menores a 5 nm indujeron un aumento significativo en el dafo del
ADN de manera dependiente de la concentracion, mientras que, las AuNPs con tamafios
entre 20 y 50 nm no exhibieron este comportamiento [34]. Ademas, en esta investigacion
reportaron que las AuNPs de 5 nm tenian una internalizacién celular mayor que las AuNPs
de 20 y 50 nm, lo que podria estar asociado con los efectos genotdxicos generados por las
AuUNPs de 5 nm.

En este contexto, las AUNPs-ChHMW con tamafios promedios de 17 nm, podrian presentar
una baja internalizacion al momento de interactuar con los cardiomiocitos lo que
demostraria los bajos porcentajes de ADN en cola, indicando bajas roturas en la cadena de
ADN. Los resultados de este estudio fueron congruentes con los reportados por Schulz y
Su grupo, los cuales encontraron que diferencias en el tamafio de AUNPs (2 nm) evaluadas
en células de pulmén, dan como resultado aumentos en la respuesta fagocitética y mayor
dafio en el ADN comparados con nanoparticulas mayores de 2 nm [35].
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de 24y 72h.

Por otro lado, en la Figura 13b se evidencia que, al aumentar el periodo de incubacion este
no influye en la respuesta genotdxica de los cardiomiocitos ante interaccion con las AUNPs-
ChHMW. Comportamiento que esta relacionado con la concentracion volumétrica de los
tratamientos evaluados. Aunque, se observé un aumento del porcentaje de ADN en cabeza
a las 72 horas, lo cual podria estar asociado con que las nanoparticulas no generaron un
efecto toxico y permitieron que los cardiomiocitos continuaran su proceso de division
celular.

Gracias a que las AuNPs-ChHMW presentaron tamafios superiores a 10 nm, estas
generaron una baja respuesta adversa al interactuar de forma directa con los cardiomiocitos
RL-14. Sin embargo, se evidenciaron respuestas genotdxicas derivadas de interacciones
indirectas o secundarias entre la nanoparticula y la célula, lo que ocasiona produccion de
las ROS, responsables de afectar las biomoléculas como el ADN, los lipidos y las proteinas
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[34]. Por lo cual, el dafio indirecto causado por las AuNPs-ChHMW condujo a bajas roturas
de la cadena del ADN expresadas en migracion de la fragmentacidn del contenido genético.

Para corroborar los resultados anteriores, se evalué el momento de cola (MC), el cual esta
relacionado con la longitud de migracién del ADN fuera del nucleo conformado por la cola
del cometa, y el momento Olive (MO), asociado con el tamafio de la cola del cometa méas
la fraccion de ADN total desde el centro de la cabeza hasta el final de la cola [40].Tanto MC
como MO presentan relacion entre el ADN en cabeza y en cola del cometa, donde se tiene
un comportamiento inversamente proporcional en que a mayores valores de ADN en cola,
el valor de estas medidas aumenta y pasara lo contario si el ADN en cabeza es incrementa.

Dicho comportamiento es mostrado en las tablas 3 y 4, donde el control positivo, fue quien
exhibié mayor porcentaje de ADN en cola, presentando mayores valores de momento Olive
y cola a ambos periodos de incubacion. Mientras que, el control negativo evidencié menores
valores de MC y MO. Por otro lado, los tratamientos de AUNPs-ChHMW en ambos periodos
evaluados, presentaron valores de MC y MO cercanos a los mostrados en el control
negativo. Lo cual comprueba que las nanoparticulas generan bajo dafio genotéxico.

Tabla 3. Momento Olive y momento de cola para cada uno de los tratamientos de AUNPs-ChHMW a 24h de
evaluacion

Tratamiento

AUNPS-ChHMW Momento de Cola (u.a)  Momento Olive (u.a)

C- 10.35+0.4 11.83+4.17
C+ 253.15+4.7 150.58 £ 5.6
D1 28.55+ 3.6 13.36 £ 1.0
D2 43.82+4.6 28.19+23
D3 36.12+4.0 2354+16
D4 46.98 + 5.6 28.14+5.0
D5 27.11+1.0 17.27+0.2
D6 39.43+8.9 27.64+4.38
D7 30.14+54 19.88+3.5
D8 36.32+15 24.86+0.4
D9 27.84+0.0 1717+ 0.9
D10 17.70+ 1.3 11.80+1.3
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Tabla 4. Momento Olive y momento de cola para cada uno de los tratamientos de AUNPs-ChHMW a 72h de
evaluacion

Tratamiento

AUNPS-ChHMW Momento de Cola (u.a)  Momento Olive (u.a)

C- 7.83+3.0 13.42+3.9
C+ 204.16 + 8.1 11740+ 1.6
D1 40.22 + 6.1 2258+ 4.3
D2 40.92 +4.2 2344 +2.7
D3 13.86 + 6.6 3.70+0.3

D4 1552 +6.8 6.99+1.6

D5 28.88 +4.3 1473+ 3.2
D6 43.92+7.3 1291+4.0
D7 19.18+2.8 19.30 + 3.7
D8 24.20+8.1 30.77+4.3
D9 32.02+6.8 23.75+54
D10 30.63+4.1 19.62 +2.8
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4. CONCLUSIONES

Se logré estandarizar un protocolo de ensayo Cometa alcalino para cardiomiocitos
ventriculares humanos RL-14 en interaccion con nanoparticulas metdlicas para determinar
el efecto genotdxico del nanomaterial, donde se evaluaron diferentes parametros como
solvente de la agarosa, tipo de pretratamiento del portaobjetos y tiempo de electroforesis.

A partir de los resultados, se obtuvo una clasificacion satisfactoria de los diferentes tipos de
dafnos generados durante la realizacion del ensayo Cometa, donde a medida que se genero
un aumento en el dafio del ADN se evidenciaron colas alargadas y cabezas pequefas,
dichas caracteristicas permitieron establecer el tipo de cometa y el dafio morfologico en los
ndcleos de cardiomiocitos RL-14 expuestos a hanoparticulas de oro, donde a
concentraciones de 10%v/v se presenté un aumento en el tamafio de los nucleos
comparados con su respectivo control negativo, mientras que, a concentraciones superiores
a 50% v/v de AuNPs-ChHMW el tamafio en el nucleo fue similar al control negativo.

El resultado de las diferentes interacciones directas de las nanoparticulas de oro con los
nucleos de cardiomiocitos RL-14 permitié evaluar la genotoxicidad de nanoparticulas de
oro, donde se encontré que a concentraciones entre 10% y 30% v/v de nanopatrticulas se
presentd un mayor dafio de ADN comparado con el control negativo a diferencia de las
concentraciones entre 40% a 100% v/vs, quienes presentaron menores porcentajes de
ADN en cola. Aungque se present6 dafio del ADN en los diferentes tratamientos, se puede
inferir que el tipo de nanoparticulas obtenidas por sintesis verde permite la estabilidad del
sistema biolégico, lo que proporciona interacciones indirectas entre las NPs y las células,
lo cual genera la ausencia de interacciones primarias con el ADN y ocasiona porcentajes
inferiores al 20% de ADN en cola lo que indica bajo nivel de roturas y sitios labiles alcali.
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5. APORTE DE LA INVESTIGACION

Por medio de este trabajo de grado se logré establecer un protocolo detallado para
implementar un ensayo Cometa que permita la evaluacion del efecto genotoxico de
nanoparticulas metalicas en interaccion con cardiomiocitos ventriculares fetales humanos
RL-14.

Asi mismo, esta estandarizacion permitié establecer parametros de valoracion funcional de
nanoestructuras para posibles aplicaciones en la ingenieria de tejidos cardiovasculares, a
través del mejoramiento del ensayo Cometa y cada una de sus fases como lo son: el pre-
tratamiento de portaobjetos, la lisis, la desnaturalizacion, la electroforesis, neutralizacion,
fijacion y tincion. Dichas caracteristicas garantizan la reproducibilidad y repetitividad de la
interaccion nanomaterial-célula.
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7. ANEXO 1 METODOLOGIA Y PRODUCCION CIENTIFICA

7.1 Protocolo de ensayo Cometa para la evaluacion de genotoxicidad de
nanoparticulas metélicas en interaccién con cardiomiocitos RL-14

7.1.1 Pretratamiento de portaobjetos con agarosa NMA

Nota: para recubrir los portaobjetos es necesario tener en un recipiente en donde se logre
cubrir con totalidad los portaobjetos con la agarosa, ademas ir calentando poco a poco en
el microondas, en tiempos de 30 segundos hasta que se encuentre totalmente transparente
y se observe una mezcla homogénea.

10.

Lavar portaobjetos en un recipiente con Terganzyme durante un minimo de 12
horas.

Dejar en agua destilada durante un minimo de 12 horas. EL agua destilada se debe
cambiar cada cuatro horas.

Se realiza un ultimo lavado con agua destilada y se deja durante una hora en etanol
frio al 70%.

Se llevan las placas a secar al horno a 60°C en bandeja, la cual debe estar libre de
suciedades.

Retirar las placas del horno y dejara temperar a temperatura ambiente durante un
minimo de una hora.

Calentar la agarosa NMA en microondas en intervalos de 30segundos evitando que
esta genere demasiadas burbujas, para no tener pérdidas, una vez esté totalmente
transparente, llevar a bafio maria a 37°C durante 5 minutos o hasta que la
temperatura de la agarosa este entre 50 y 42°C aproximadamente.

En una plancha caliente, entre 60°C y 100°C, colocar la agarosa y sumergir las
placas limpias en la agarosa.

Retira de la placa de la solucibn de NMA de manera horizontal, dejar en esta
posicién por un tiempo y con una gasa con alcohol limpiar la parte interior de los
portaobjetos y colocar en bandeja cubierta con aluminio.

Llevar laminas a secado a 60°C durante 20 minutos, revisando cada 10 minutos,
tomando en cuenta que una vez estén secas se deben sacar del horno

Dejar temperar placas a temperatura ambiente en recipiente cerrado y guardar a
4°C hasta su uso.
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10.

7.1.2Dial

Sacar placas recubiertas de NMA a temperatura ambiente.

Realizar la separacion por medio de tripsina a 3 minutos y después centrifugar a 4
minutos, retirar sobrenadante sin tocar el botén, homogenizar y realizar los calculos
de viabilidad y densidad celular, una vez terminado dejar tubo a 37°C en oscuridad
hasta su uso, es con el fin de generar mas dafio a las células.

Calentar la agarosa LMA en microondas, verificando que no se generen burbujas y
calentar hasta observar un solucibn homogénea y transparente. Tener lista una
plancha a 90°C.

Sacar la agarosa del microondas y poner en plancha tapada con aluminio para
mantener caliente y en estado liquido.

Poner el portaobjetos en sitio limpio, este debe estar temperatura ambiente.

Tomar la suspension celular, la cual se debe resuspender antes de tomar el
volumen, un volumen de células segun lo calculado, con el fin de obtener una
densidad celular entre 3000 y 3500 células/mililitro

Tomar el volumen de agarosa restante para completar un volumen final de 100pL,
lentamente hasta observar que en la punta no se observen burbujas y adicionar al
tubo de microcentrifuga suavemente, adicionar la suspensién celular, de modo que
la punta quede dentro de agarosa y resuspender tres veces.

Cambiando la punta con la que se afiadio la agarosa al tubo y con una punta nueva,
resuspender dos veces la mezcla y suavemente tomar del tubo, de tal manera que
no se generen burbujas y depositar las gotas en el portaobjetos pretratado.

Nota: es importante no generar burbujas por que pueden quedar en las gotas y estas
afectan en la lectura del ensayo. El proceso debe hacerse forma agil ya que se debe
evitar que la agarosa se gelifique en las puntas o antes de depositar el volumen
total.

Llevar placas con gotas a 4°c durante 10 minutos

Adicionar solucion de lisis al recipiente coplin y antes de depositar las placas verificar
que las gotas estén solidificadas, una vez se verifica depositar las placas en la
solucion de lisis y dejar a 4°C protegidas de la luz durante 17 horas cronometradas.

7.1.3 Dia 2

Preparar buffer de electroforesis

Nota: este buffer se prepara con minimo media hora de anticipacion antes de que
salgan las células del tratamiento de lisis.

Pasadas las 17 horas, sacar las placas de la solucion de lisis y lavar suavemente
dos veces con PBS al 1X
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3. Introducir las placas a la camara de electroforesis, la cual debe estar previamente
limpia con etanol y agua desionizada, y adicionar suavemente por los lados de la
camara el buffer de electroforesis.

4. Llevar la camara sin los electrodos, con las placas a 4°C durante media hora
cronometrada.

5. Pasada la media hora sacar la camara de 4°C y posicionar la camara en la nevera
o bandeja en frio en donde se correra la electroforesis de tal manera que esta se
encuentre entre 4°C a 6°C y alistar los parametros de corrimiento (25 V, 300 mA, 30
min).

Nota: Si el buffer de electroforesis no genera burbujas después del corrimiento
significa que no hubo un movimiento de cargas.

6. Lavar suavemente con PBS las muestras y lavar con neutralizante 3 veces durante
5 minutos

7. Lavar con PBS dos veces las placas y dejar 5 minutos a temperatura ambiente y en
oscuridad para secado.

8. Fijar con metanol al 10% durante 10 minutos

9. lavar dos veces con PBS las muestras y dejar secar en oscuridad durante 5 minutos.

10. Lavar con triton al 1X durante un minuto y medio y lavar dos veces con PBS y dejar
cinco minutos en oscuridad para secado.

11. Teiiir placas con bromuro al 0.02 mg/mL durante 5 minutos

12. Lavar las placas dos veces con PBS y dejar cinco minutos en oscuridad para secado

13.

Por dltimo, en un recipiente cerrado y protegido de la luz dejar las placas en
refrigeracion a 4°C como minimo una hora antes de proceder a leer, ya que con esto
se mejora la calidad de la imagen tomada.

7.2 Soluciones para el desarrollo del ensayo Cometa

7.2.1 Solucién de lisis

Solucién stock:

Cloruro de sodio (NaCl) (2.5 M)

Acido etilendiaminotetraacético (EDTA) (100 mM)
Tris (10 mM)

Lauryl Sarcosinato de Sodio (10 %w/v)

Nota: la solucién debe estar en un pH entre 10y 10.5 y se ajusta con NaOHal10No 1 N

oHClall1ONo0 1N
Solucion de trabajo

e Solucién stock
e DMSO (10 % v/v)
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e Triton X100 (1 % v/v)

Nota: la solucién debe estar en valor de pH 10 y se ajusta con NaOH al 10 No 1 N o HCl al

IONo 1N

7.2.2 Buffer neutralizante
Tris hidroximetil aminometano (10mM)

Nota: la solucion debe estar en valor de pH 7.5 y se ajusta con NaOH al 10 N o 1 N o HCI

all1ONo 1N

7.2.3 Buffer de electroforesis

e NaOH (10 N)
e EDTA (200 mM)

Nota: la solucién debe estar en valor de pH 13 y se ajusta con NaOH al 10 No 1 N o HCl al

IONo 1N

7.2.4 Tintes

Solucién stock
e Bromuro de etidio (0.2 mg/mL)
Solucion de trabajo

e Bromuro de etidio (0.02 mg/mL)

7.2.5 Agarosas

e Agarosa de punto de fusién normal (1 % w/v)
e Agarosa de Bajo punto de fusion (0.5 % w/v)

Nota: las agarosas se deben preparar con PBS al 1X
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7.3 Produccion cientifica

En el evento Il Workshop de Bioingenieria se presenté el trabajo titulado “Evaluacion
genotdxica de nanoparticulas de oro en un modelo in vitro de cardiomiocitos RL- 14
implementando ensayo cometa” en categoria de poster (se anexa certificado de
participacion).
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