IKiamee

Universidad Publica

UNIVERSIDAD REGIONAL AMAZONICA IKIAM

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA VIDA

CARRERA EN BIOTECNOLOGIA

VIABILIDAD DEL USO DE MICROESFERAS DE OXIYODURO
DE BISMUTO (BIOI) PARA LA REMEDIACION DE AGUA: UN
ANALISIS CITOTOXICO

Proyecto de titulacidén previo a la obtencion del Titulo de:

INGENIERA EN BIOTECNOLOGIA

AUTOR: MARJORIE LIZBETH BONILLA MEJIA
TUTOR: PhD. MIGUEL HERRERA ROBLEDO
CO-TUTORES: Mgs. MARCO VITERI- PhD. FABIAN AGUILAR

Napo - Ecuador

2023



DECLARACION DE DERECHO DE AUTOR, AUTENTICIDAD Y
RESPONSABILIDAD

Yo, Marjorie Lizbeth Bonilla Mejia con documento de identidad N° 1804242251,
declaro que los resultados obtenidos en la investigacion que presento en este
documento final, previo a la obtencién del titulo de ingeniero en Biotecnologia son

absolutamente inéditos, originales, auténticos y personales.

En virtud de lo cual, el contenido, criterios, opiniones, resultados, andlisis,
interpretaciones, conclusiones, recomendaciones y todos los demas aspectos
vertidos en la presente investigacion son de mi autoria y de mi absoluta

responsabilidad.

Tena, 18 de septiembre de 2023

Marjorie Lizbeth Bonilla Mejia

N° 1804242251



AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Yo, Marjorie Lizbeth Bonilla Mejia, con documento de identidad N°1804242251, en
calidad de autor/a y titular de los derechos morales y patrimoniales del trabajo de
titulacion: “Viabilidad del uso de microesferas de oxiyoduro de bismuto (BiOl)
en laremediacién de agua: un analisis citotéxico” de conformidad con el Art. 114
del CODIGO ORGANICO DE LA ECONOMIA SOCIAL DE LOS CONOCIMIENTOS,
CREATIVIDAD E INNOVACION, reconozco a favor de la Universidad Regional
Amazonica Ikiam una licencia gratuita, intransferible y no exclusiva para el uso no

comercial de la obra, con fines estrictamente académicos.

Asi mismo autorizo a la Universidad Regional Amazdnica Ikiam para que realice la
publicacién de este trabajo de titulacion en el Repositorio Institucional de conformidad

a lo dispuesto en el Art. 144 de la Ley Organica de Educacion superior.

Tena, 18 de septiembre de 2023

Marjorie Lizbeth Bonilla Mejia

N° 1804242251



CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR

Certifico que el trabajo de integracion curricular titulado: “Viabilidad del uso de
microesferas de oxiyoduro de bismuto (BiOl) para la remediacion de agua: un
andlisis citotoxico”, en la modalidad de: proyecto de investigacién en formato

articulo, fue realizado por: Marjorie Lizbeth Bonilla Mejia bajo mi direccion.

El mismo ha sido revisado en su totalidad y analizado por la herramienta de
verificacién de similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos teéricos,
cientificos, técnicos, metodoldgicos y legales establecidos por la Universidad

Regional Amazédnica |Ikiam, para su entrega y defensa.

Tena, 18 de septiembre de 2023

a
— [ PhD. Miguel Herrera Robledo
) C.l: G39738569
PhD. Fabian Aguilar Mora Mgs. Marco Viteri Yanez
C.l: 1717348088 C.I: 1718163759



AGRADECIMIENTOS

A mi equipo de trabajo, profesores Miguel Herrera Robledo y Miguel Quishpe quienes
confiaron en mi y me dieron todo su apoyo para realizar mi proyecto de tesis. Al Ing. Michael

Zuarez que fue testigo de cada versidn de este trabajo.

Al centro de investigacion para la Salud en América Latina (CISeAL)- Pontificia Universidad
Catolica del Ecuador (PUCE) por haberme permitido realizar mi trabajo de titulacién en sus

instalaciones

Al proyecto NB-LAB financiado por la cooperacion alemana DAAD, que financié la realizacion

de este trabajo.

\



DEDICATORIA

A mis padres: Rubén que siempre ha estado conmigo, quien ademas de padre es el mejor
amigo que tengo y me incit6 a dar el primer paso para lograr todo lo que he logrado hasta el
momento y a mi Nancy por todos los consejos, carifio y sabiduria que me ha otorgado en mi
vida. A los dos, por ser mi pilar fundamental en todos los caminos que tomo, por motivarme,

por su apoyo, esfuerzo y por siempre creer en mi.

A toda mi familia Mejia que siempre me han brindado amor y han estado para mi. A mis
mejores amigos, quienes fueron participes de cada ocurrencia y muchas veces fueron un

gran faro de luz.

VI






TABLA DE CONTENIDO

CARATULA

DECLARACION DE DERECHO DE AUTOR, AUTENTICIDAD Y
RESPONSABILIDAD.........ocuiuiuieieieieiecceeetee e sesssnanas I
AUTORIZACION DE PUBLICACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL ............ vV
CERTIFICADO DE DIRECCION DE TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR...... V
AGRADECIMIENTOS ..ottt ettt VI
D] (07 @] = - NPT VII
TABLA DE CONTENIDO........oviiiieeeeeeeteeeteee et IX
INDICE DE TABLAS ..ottt ettt s e b e X
INDICE DE FIGURAS ...ttt X
RESUMEN oottt en e e s s e e s s en s e e s s en s XIl
ABSTRACT oottt Xl
1. INTRODUGCCION ..ottt et se s e s etenn e 1
2. MATERIALES Y METODOS .....ooviieieieieee et 3

2.1 OBTENCION DE MICROESFERAS BIOI Y NANOCINTURONES Bi12017CL> 3
2.2 CULTIVO CELULAR 3
2.3 ENSAYOS DE TOXICIDAD 4
2.3.1 Ensayo hemolitico 4
2.3.2 Pruebade citotoxicidad mediante el ensayo de resazurina 5
2.4 ANALISIS MORFOLOGICO CELULAR POR TINCION GIEMSA 7
2.5 ANALISIS ESTADISTICO 8

3. RESULTADOS YDISCUSION ...ttt ettt ettt ettt eee e eeeeee e e e 9
3.1 OBTENCION DE MICROESFERAS BIOI Y NANOCINTURONES BI12017CL2 9
3.2 ENSAYO HEMOLITICO 9
3.3 PRUEBA DE CITOTOXICIDAD MEDIANTE EL ENSAYO CON RESAZURINA 12
3.4 ANALISIS MORFOLOGICO CELULAR POR TINCION DE GIEMSA 23
4. CONCLUSIONES ..ot e e e et e e e s e e e s a e raaaas 29
5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ... oottt eea e eeeeeneaeee e, 30



Tabla 1.

Tabla 2.

Tabla 3.

INDICE DE TABLAS

Resultados del test de suma de rangos de Kruskal-Wallis
para la exposicion de BiOl y Bl12017CL2 a la linea celular HFF
bajo condiciones de 0SCUNAAd Y UZ.....vecceerereverenereeinerseineseseesnssssssesssessssesens 17

Resultados del test de suma de rangos de Kruskal-Wallis
para la exposicion de BiOl y Bl12017CL2 a células LIcMk2
y RAW 264.7 bajo condiciones de 0SCUridad.........cooveveeneneneneesnsnsnssssssssessacnes 18

Resultados del test de suma de rangos de Kruskal-Wallis

para la exposicion de BiOl Y Bl12017CL: a las células RAW 264.7 bajo
condiciones de oscuridad entre la media de la fluorescencia

y l0s subgrupos de [a CONCENLIACION ......cceereievererrreeneneseeseseseesesesesesesesseseseenes 21



Figura 1.

Figura 2.

Figura 3.

Figura 4.

Figura 5.

Figura 6.

Figura 7.

Figura 8.

Figura 9.

Figura 10.

INDICE DE FIGURAS

Imagenes SEM de a: microesferas BIOI y b: nanocinturones Bl12017CLo.....................

Efecto hemolitico de la exposicion de eritrocitos humanos a microesferas
BIOI en: a) condiciones de oscuridad y b) luz visible blanca ..............cccoovvveeenneennnnnn.

Efecto hemolitico de la exposicidn de eritrocitos humanos a
nanocinturones Bl12017CL; en: a) condiciones de oscuridad y
D) TUZ ViSIDIE DIANCA....ccii i

Viabilidad celular relativa medida como intensidad de fluorescencia
en HFF expuestas a: a) BIOIl y b) Bl12017CLa. en oscuridad. .....c..cooeveevieeneenienieenneennen,

Viabilidad celular relativa medida de HFF expuestas A: A) BIOI
Y B) Bl12017CLo. durante 24, 48, 72 y 192 horas en condiciones de luz.......................

Viabilidad celular relativa medida como intensidad de fluorescencia
en LLCMK2 expuestas a diferentes concentraciones de: BIOI
Y B: Bl12017CL2 €N OSCUIIAA. cevvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeera s e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeees

Viabilidad celular relativa medida como intensidad de fluorescencia
en RAW 264.7 a diferentes concentraciones de a) BIOl y
b) Bl12017CL2 €N OSCUITA. ... .uiiieiiiiiiee ettt ere e s s sbae e e e eaes

Tincién giemsa de HFF sin exposicion a BIOX en oscuridad (CONTROL-O
y luz (CONTROL-L) y bajo 1000 pg/ml de BIOI y Bl12017CL>
en 0ScUridad (-O) Y IUZ (<L) .eeeeeeeeieeeeee e e e e e e e e e e e nnnees

Tincidn giemsa LLCMK2 sin exposicion a BIOX en oscuridad (CONTROL-O)
y luz (CONTROL-L) y bajo 1000 pg/ml de BIOI y Bl12017CL; en oscuridad
[0 ) RV [ 2 IS URR

Tincion giemsa RAW 264.7 sin BIOX en oscuridad (CONTROL-0O) y
luz (CONTROL-L) y bajo 1000 pg/ml de BIOI y Bl12017CL> en oscuridad
0 ) RV A I USRS

xi



RESUMEN

En este estudio, se evalu6 la toxicidad de dos tipos de oxihaluros de bismuto (BiOX):
microesferas de BiOl y nanocinturones de Bi12017Cl; en tres lineas celulares diferentes:
fibroblastos de piel humana (HFF), macréfagos de ratén (RAW 264.7) y células renales
de mono de Macaca mulatta (LIcMk2). Se investigaron varios parametros, como la
exposicion a la luz, diferentes concentraciones, tiempo de exposicion y el tipo de BiOX
(X= 1, CI). Se utilizé la viabilidad celular relativa medida como la intensidad de
fluorescencia (IF) mediante la conversion de resazurina a resofurina. Los resultados
revelaron que la citotoxicidad de los BiOX dependia de la linea celular estudiada. Se
observaron efectos en la proliferacion celular y cambios morfolégicos en las células
expuestas a una concentracion de 1,000 pg/mL de BiOX. Sin embargo, no se
encontraron efectos dependientes de la concentracion en todas las lineas celulares.
Solo se encontraron diferencias significativas entre la viabilidad celular y la
concentracion en las células de macrofagos. Ademas, se observd una buena
compatibilidad de los BiOX incluso a altas concentraciones con los eritrocitos humanos.
Estos hallazgos proporcionan informacién inicial sobre la toxicidad de los BiOX en
diferentes lineas celulares y respaldan la necesidad de realizar mas investigaciones
para comprender mejor los efectos toxicolégicos y la seguridad de estos nanomateriales
en aplicaciones futuras. En resumen, este trabajo contribuye al conocimiento actual
sobre la toxicidad de las BiOl y Bi12017Cl; en células in vitro, destacando la importancia
de investigaciones adicionales en este campo.

Palabras clave: BiOl, Bi12017Cly, citotoxicidad, fotocatalisis, resazurina, hemalisis.
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ABSTRACT

In this study, the toxicity of two types of bismuth oxyhalides (BiOX), namely BiOl
microspheres and Bi1201;Cl, nanobelts, was evaluated in three different cell lines: human
skin fibroblasts (HFF), mouse macrophages (RAW 264.7), and Macaca mulatta monkey
kidney cells (LIcMk2). Various parameters including light exposure, different
concentrations, exposure time, and the type of BiIOX (X = I, Cl) were investigated. Cell
viability was assessed by measuring the relative fluorescence intensity (IF) through the
conversion of resazurin to resorufin. The results revealed that the cytotoxicity of BiIOX
depended on the specific cell line. Effects on cell proliferation and morphological
changes were observed in cells exposed to a concentration of 1,000 pg/mL of BiOX.
However, concentration-dependent effects were not found in all cell lines. Significant
differences in cell viability were only observed in macrophages. Additionally, BiOX
demonstrated good compatibility with human erythrocytes even at high concentrations.
These findings provide preliminary insights into the toxicity of BiOX in different cell lines
and emphasize the need for further research to better understand the toxicological
effects and safety of these nanomaterials in future applications. In summary, this study
contributes to the current knowledge of the in vitro cytotoxicity of BiOl and Bi12017Cl,
highlighting the importance of additional investigations in this field.

Keywords: BiOl, Bi12017Cl,, cytotoxicity, photocatalysis, resazurin, hemolysis.
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1. INTRODUCCION

Actualmente hay una alta presencia de contaminantes organicos emergentes (COE) en
diferentes cuerpos de agua, como el bisfenol-A (BPA) [1]. La mayoria de estos COE
generados por la industria son vertidos en los efluentes de agua mas cercanos [2]. En
consecuencia, estudios de calidad del agua han confirmado la presencia de COE en
aguas superficiales, subterraneas y residuales [2]. Por lo tanto, ha sido necesario el
empleo de diversas técnicas para la eliminacion completa de COE del agua [3]. En este
contexto, la fotocatalisis con semiconductores (SC) ha destacado debido a su
accesibilidad econémica, no toxicidad, rapidez y eficacia en la degradacion completa de
estos contaminantes [4,5]. Entre los SC, los oxihaluros de bismuto (BiOX, X= ClI, Br, 1)
al funcionar en la region visible del espectro representan una alternativa prometedora
en términos de eficacia y costo [6]. Recientemente, Zuarez et al. (2022) y Tuba et al.
(2022) informaron que microesferas de BiIOl y nanocinturones de Bii2017Cly,
respectivamente, tienen una alta actividad fotocatalitica en la degradacion de BPA. Sin
embargo, la exposicion no controlada de nanomateriales (NMs) podria causar efectos

negativos en la salud [9].

Se ha informado que ciertos NMs causan trombosis, infarto de miocardio e inflamacién
en las vias respiratorias superiores e inferiores [10]. No obstante, los efectos tdxicos
reales de los BiOX aun siguen siendo un enigma [11]. Es probable que dentro un entorno
bioldgico los BiOX generen especies reactivas de oxigeno (ROS) al actuar como
donantes o aceptores de electrones [12]. Lo que podria conducir a efectos tdxicos en
las células e incluso inducir a la muerte celular [13]. De hecho, se ha observado que las
nanoparticulas a base de bismuto (BiNPs) reducen la viabilidad celular en células de

cancer de mama al generar dafios en la membrana celular [14].

Estudios afirman que la toxicidad esta influenciada por diversos factores, tales como el
tipo de NM, tamafo, concentracion, frecuencia y duracion de exposicion [15-17]. El
tamarfo nanométrico (2100 nm) aumenta la probabilidad de que entren a las células y
causen dafos [15,18]. Aunque este no es el Unico factor que podria influir en la entrada
de los nanomateriales a través de barreras bioldgicas de tejidos y membranas celulares
[19].



Las propiedades como la forma, composicion y pureza de los constituyentes los cuales
los vuelven extremadamente diferentes uno de otros, también son factores que influyen
en el efecto toxicolégico de los NMs en las células [20]. Estas propiedades provocan
gue existan respuestas bioldgicas distintas, por lo que no se puede inferir la toxicidad
causada para cada tipo de NM [21]. Por ejemplo, Rashmizal et al. (2017) demostraron
gue nanoestructuras de Bi,O3 con diferentes formas exhiben distintos efectos citotéxicos

en células hepaticas.

Los principales mecanismos de citotoxicidad resultantes de la exposicion a
nanomateriales incluyen estrés oxidativo, dafio en la membrana celular, genotoxicidad,
entre otros [22]. Abudayyak et al. (2016) ratificaron la toxicidad de nanoestructuras de
Bi.O3 en diferentes lineas celulares de cancer. En este estudio a pesar del tamafio de
las Bi>O3 (149,1 nm) se demostro que todas las células engulleron facilmente los NMs
y mostraron efectos citotoxicos y genotoxicos. De la misma manera, la posible
acumulacién, translocacion y los sitios de penetracion; asi como la forma en que los
NMs ingresan al cuerpo humano, pueden determinar ciertos efectos toxicol6gicos [9].
Liu et al. (2021) sugieren que ciertos nanomateriales pueden incluso cruzar la barrera
hematoencefalica, la barrera hematotesticular y la barrera placentaria hasta llegar al
sistema nervioso central. En este sentido la evaluacion toxicologica del nanomaterial es
crucial para saber los efectos secundarios desencadenados en los sistemas bioldgicos
[25].

Los ensayos de toxicidad de nanomateriales dependen de una gran variedad de criterios
de valoracién toxicolégicos como la citotoxicidad, estrés oxidativo y apoptosis, aunque
el primer paso para comprender como reaccionara un nanomaterial en el cuerpo implica
estudios de cultivo celular [11,21]. Por tales razones las lineas celulares han demostrado
ser buenos modelos in vitro [11]. Ademas de reducir el uso de animales en las pruebas
toxicolégicas [11]. Por consiguiente, el objetivo de este estudio fue investigar los efectos
citotoxicoldgicos desencadenados por la exposicion a microesferas de BIiOl y
nanocinturones Bi12017Cl; en tres diferentes lineas celulares: fibroblastos de piel
humana (HFF), macréfagos de raton (RAW 264.7) y células renales de mono de Macaca
mulatta (LIcMk2).



Ademas, se analizé la influencia de diferentes parametros como el efecto de la luz,
diferentes concentraciones, tiempo de exposicion e influencia del tipo de micro/nano
estructuras BiOX (X= I, Cl) en las respuestas toxicoldgicas. Adicionalmente se realiz6
un ensayo hemolitico, debido a que los NMs tienen que viajar por el cuerpo dentro de la

sangre antes de llegar a los érganos blanco [26,27].

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Obtencién de microesferas BiOl y nanocinturones Bi12017Cl2

Los BiOX: microesferas BiOl y nanocinturones Bi1»017Cl, fueron sintetizados por un
método solvotermal e hidrotermal, respectivamente [7,8]. La morfologia de ambas
estructuras fue analizada por microscopia electrénica de barrido usando un microscopio
electrénico de barrido Tescan Mira 3 con un emisor de campo Schottky [7,8]. Las
propiedades fisico-quimicas de las nano/micro estructuras BiOl y Bi;2017Cl> fueron

reportadas por Zuarez et al. (2022) y Tuba et al. (2022) respectivamente.

Las concentraciones para Bi12017Cl; y BiOl utilizadas para el ensayo hemolitico y de
citotoxicidad se basaron en otros estudios con BiNPs [23,26,27]. Se preparé una reserva
de cada BiOX en Solucién Salina Tamponada con Fosfato (PBS) 1x a una concentracion
de 2 000 pg/mL. La solucibn madre para ambos ensayos de toxicidad (hemolitico y
citotoxicidad) se diluyé en serie hasta lograr un rango logaritmico de diez
concentraciones de 2 000, 1 000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25, 15.62, 8.81 y 3.90 pg/mL.
Este enfoque se utilizé para obtener informacion sobre la dosis-respuesta y determinar

cuan sensibles son las células a las diferentes concentraciones de BiOX.

2.2 Cultivo celular

Las lineas celulares RAW 264.7, HFF y LIlcMk2 se adquirieron del centro de
investigacion para la Salud en América Latina (CISeAL)-Pontificia Universidad Catdlica
del Ecuador (PUCE). Las células se cultivaron en frascos de cultivo de 25 cm?, en medio
de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 10% de suero bovino
fetal (FBS) y 1% de penicilina-estreptomicina en un incubador humidificado a 37 °C en
aire con 5% de CO; y 98% de humedad relativa [23,28].
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La densidad celular para ambos ensayos (microscopia y citotoxicidad) fue de 2x10*
células/mL [29]. Los ensayos para cada linea celular por triplicado con al menos tres
pseudoréplicas cada uno. Todos los reactivos utilizados en los procedimientos fueron

precalentados en bafio maria a 37 °C [19].

2.3 Ensayos de toxicidad

2.3.1 Ensayo hemolitico

Se utilizé 2 mL de sangre de un donador sano para obtener una suspension de 50 mL
de PBS 1x con 4% de eritrocitos (RBC) [30]. Para ello, la suspensién se lavé con PBS
2x durante 3 veces seguidas. Luego, se centrifugé a 1000 rpm durante 5 min y se
descarto el sobrenadante [30]. Después se etiquetaron diez microtubos de 1,5 mL por
cada concentracion de BiOX (2 000-3.90 pg/mL). Seguido, se colocod 200 uL de la
solucién de 4% de RBC en cada microtubo y se homogeniz6 con 200 uL de la dilucién
seriada de BiOX (2 000-3.90 ug/mL) en solucién estéril de PBS 2x. Ademas, se prepard
un microtubo de 1,5 mL por cada control; control positivo (100% de hemdlisis) microtubo
con 200 pL de la solucion de 4% de RBC + 195 pL de PBS + 5 pL de tritdbn X-100 y
control negativo (0% de hemoalisis) microtubo con 200 pL de la solucion de 4% de RBC
+ 200 uL de PBS [31]. Posteriormente, los 12 microtubos (incluyendo los controles) se
colocaron en la incubadora a 37 °C durante 4 horas en oscuridad [32]. Para eliminar la

variabilidad, se mantuvieron tres réplicas por cada concentracion de BiOX.

Ademds, se consideré que la luz activa al SC el cual a su vez genera singletes de
oxigeno que provocan citotoxicidad [32]. Por tal razén se realiz6 un ensayo bajo
condicién de luz, donde se colocaron diez microtubos de 1,5 mL con 200 uL de la
dilucion seriada de BiOX (2 000-3.90 pg/mL) en solucién estéril de PBS 2x junto a 200
UL de la solucion de 4% de RBC. Luego, los doce microtubos (incluidos los controles)
se colocaron dentro una caja de vidrio (40.5 x 30.0 x 35.2) cm bajo exposicion a una
lampara LED de luz blanca (LEDEX B4665, 50 W, 5000 Lm, 6000 K luz dia, 100-200V),

durante cuatro horas.

Una vez finalizadas las cuatro horas de cada tratamiento, los 24 microtubos se
centrifugaron a 1000 rpm durante 5 minutos [30]. En esta etapa, los sobrenadantes se

transfirieron a una microplaca de 96 pocillos [27].



Finalmente, se determiné el grado de hemodlisis midiendo la absorbancia del
sobrenadante a OD570 nm en un lector de microplacas de luminiscecnai GloMax
Discover [30]. Para el calculo del porcentaje de hemdlisis en términos de viabilidad se

utilizo la siguiente formula [30].

(A—Ao0)
(Ax—Ao)

% Hemodlisis = 100

Donde A es la lectura de la solucién de BiOX, Ao es la lectura del control negativo y Ax
es la lectura del control positivo. Por ultimo, se considerd que el extracto probado no fue
citotoxico si el porcentaje de hemdlisis calculado por cada concentracién no mostraba

diferencias significativas respecto al control.

2.3.2 Prueba de citotoxicidad mediante el ensayo de resazurina

En este trabajo se evaluod la citotoxicidad inducida por la exposicion a las micro/nano
estructuras BiOX en tres diferentes lineas celulares de mamiferos: HFF, RAW 264.7 y
LicMk2. El ensayo con sal sédica de resazurina (RZN) permite evaluar la viabilidad
celular por la actividad metabdlica de las células vivas [33]. La actividad metabdlica es
evaluada a través de una respuesta colorimétrica resultado de la conversién de la forma
oxidada de la resazurina (azul no fluorescente) a la forma reducida denominada

resorufina (rosa altamente fluorescente) [34].

Para evitar errores que puedan alterar los resultados se incluyeron tres pasos
adicionales en la prueba con resazurina. En primer lugar, para evitar la aglomeracion y
la sedimentacion las soluciones de las micro/nano estructuras BiOX fueron sonicadas
durante 15 minutos hasta obtener una mezcla homogénea [19]. Todos los reactivos
utilizados fueron precalentados en bafio maria a 37 °C [23]. El dltimo paso fue una
comparacion de la respuesta toxicolégica desencadenada por la exposicion a BiOX
fotoactivadas (fototoxicidad) respecto a las micro/nano estructuras sin fotoactivar en
células HFF [32].

Durante el proceso de subcultivo, las tres lineas celulares fueron separadas por
tripsinizaciébn una vez que alcanzaron un nivel de confluencia del 80% [35].
Posteriormente, se sembraron 2x10* células/pocillo en placas de 96 pocillos para cada

linea celular y se utilizé un volumen de 200 ul de DMEM por pocillo [36].



Para los ensayos citotdxicos las células se dejaron asentar y crecer a una temperatura
de 37 °C con un 5% de CO,durante 24 horas [23]. Al dia siguiente, se sustituy6 el medio
del primer pocillo de la primera columna por 200 pL de la suspension de BiOX. Luego
con una pipeta multicanal se preparé una dilucion seriada de cada BiOX (2 000-3.90

pug/mL) en tres filas de la placa P96.

Una vez preparadas las placas (3 placas, una por cada linea celular) se colocaron dentro
una caja de vidrio aséptica bajo condiciones de oscuridad durante 4 horas [32].
Inmediatamente concluido el tiempo se afiadieron 20 uL de 3mM de RZN en PBS por
pocillo [34]. Después las placas se colocaron en una incubadora a una temperatura de
37 °C con un 5% de CO- durante 24 horas [23].

Para estudiar el efecto citotoxicoldgico de las micro/nano estructuras BiOX fotoactivadas
en células de fibroblastos de piel humana. Se preparé una placa de 96 pocillos con 2x10*
células HFF/pocillo con un volumen de 200 ul de DMEM por pocillo. Se incubaron y se
dejaron crecer a una temperatura de 37 °C con un 5% de CO.durante 24 horas [23,32].
Finalizadas las 24 horas se coloc6 la dilucion seriada de cada BiOX (2 000-3.90 pg/mL)
en tres filas de la placa P96. Sin embargo, antes de agregar la RZN las placas se
colocaron en una caja de vidrio aséptica bajo irradiacion de luz visible a una distancia

de 30 cm utilizando una lampara LED (100-200 V) durante cuatro horas [32].

Finalizadas las cuatro horas de incubacién bajo parametros de oscuridad y luz, las
placas se colocaron en la incubadora a una temperatura de 37 °C durante 24 horas con
5% de CO[23]. Un dia después, el espectro de fluorescencia (excitacion: 530-560 nm;
emision 590 nm) fue evaluado utilizando un lector de microplacas multimodal Glomax
[33]. Se realiz6 lecturas de la viabilidad celular relativa medida en términos de intensidad
de fluorescencia (IF) durante cuatro periodos de tiempo (24h, 48h, 72h y 192h). El
tiempo de exposicion para Bi1»017Cl.y BiOl utilizadas para el ensayo de citotoxicidad se

basaron en otros estudios con BiNPs [23,26,27].



Finalmente, segun la siguiente formula, se calcul6 la actividad metabdlica y se estimé el

crecimiento celular y la toxicidad celular [37].

% Viabilidad celular = 4242« 100
(Ax—Ao)

Donde A es la lectura de la solucion de BiOX, Ao es la lectura del control negativo y Ax

es la lectura del control positivo.

2.4  Anélisis morfologico celular por tincion Giemsa

La tincion Giemsa se utilizod para identificar los cambios morfolégicos inducidos por las
micro/nano estructuras BiOX en las células HFF, LIcMk2 y RAW 264.7. Los ensayos se
realizaron por triplicado en placas de 6 pocillos (p6), por cada linea celular [38]. Se
introdujeron asépticamente 3 cubreobjetos circulares en cada pocillo y se sembraron las
células a una densidad de 2x10* células/pocillo [39]. Las placas se colocaron
inmediatamente en la incubadora y se permitié que las células se asentaran y crecieran
a una temperatura de 37°C con un 5% de CO., durante toda la noche. Al dia siguiente,
se sustituyd el medio de dos pocillos por 0.02 mL de la suspension de BiOl
[1 000 ug/mL]. También se reemplazé otros dos pocillos por 0.02 mL de la suspension
de Bii12017Cl; [1 000 pg/mL]. Los dos pocillos restantes se los utilizd como control
(células sin exposicién a BiOX). Después, se colocaron las tres placas p6 en una caja

de vidrio aséptica durante cuatro horas de oscuridad.

Asimismo, para el ensayo bajo condiciones de luz se utilizé una placa p6 por cada linea
celular [38]. Se sigui6 el mismo protocolo con ciertas modificaciones, una vez sustituido
el medio de las células por las soluciones de BiOX las tres placas p6 se colocaron en
una caja de material inorganico (vidrio) bajo exposicion de luz visible blanca (100-200
V). Una vez finalizadas las cuatro horas en ambos ensayos (oscuridad y luz), las seis
placas se dejaron asentary crecer en una incubadora a 37 °C con un 5% de CO; durante
24 horas.

Al dia siguiente, se extrajo un cubreobjetos circular de cada pocillo y se lavé con PBS 3
veces y 2 veces en solucion Wx (25 mL acido acético, 75 mL de etanol, 1.25 mL de
formaldehido al 37%) [35].



Posteriormente los cubreobjetos se secaron y se trataron con soluciéon Giemsa (5.2 mL
de Giemsa en 200 mL de agua destilada) durante 30 minutos [40]. Luego se dejaron
secar a temperatura ambiente los cubreobjetos correspondientes a las primeras 24
horas de exposicion a BiOX. A continuacién, se retiré un cubreobjetos de cada pocillo
correspondiente a las 48 horas. Luego de 72 horas de exposicién se retir6 el Gltimo
cubreobjetos de cada pocillo. Todos los cubreobjetos se fijaron con glutaraldehido para
luego tedirlos con Giemsa [38]. Finalmente, los cambios morfolégicos se observaron

bajo un microscopio invertido [40].

2.5 Analisis estadistico

En cada experimento independiente, se determiné el valor promedio de las submuestras
para cada grupo, y estos valores se utilizaron para realizar comparaciones estadisticas
(N=3). Se eligieron métodos paramétricos (ANOVA y prueba de Tukey) y no
paramétricos (Kruskal-Wallis y prueba de comparacién-multiple de Dunn) segun la
normalidad de los datos. Por lo cual primero se requirié verificar en cada ensayo si los
datos cumplian con las suposiciones de normalidad (Prueba de Shapiro-Wilk) y la
varianza homogénea (Brown-Forsythe) [41]. En el caso del ensayo de citotoxicidad, los
datos fueron sometidos a un analisis utilizando la prueba de Kruskal-Wallis, seguida por
la prueba de comparacion multiple de Dunn, ambos métodos son no paramétricos. Esta
evaluacion comparé los grupos expuestos con el grupo de control. Por otro lado, para
el ensayo hemolitico, se empled el andlisis de varianza (ANOVA), que es un método

paramétrico, seguido por la prueba de Tukey.

En ambos ensayos, se establecié un nivel de confianza de 95% y se consideré un valor
de p=<0.05 como indicativo de significancia estadistica [19,23]. Todo el analisis y la

generacion de gréficas se llevaron a cabo utilizando R v.3.4.1 y RStudio v.1.1.456.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Obtencién de microesferas BiOl y nanocinturones Bii12017Cl2

Un aspecto importante en las pruebas de toxicidad de los nanomateriales es su tamafio
y morfologia. La imagen SEM representada en la Figura 1a revela que la muestra de
BiOl se compone de microesferas en forma de flor con didmetros que varian entre 1,215
y 2,864 pm (diametro medio = 1,912 + 0,436 pm). Mientras, en la Figura 1b las
estructuras de Bi12017Cl; presentan una morfologia en forma de cinturén con una
anchura promedio de 93,82 + 42,08 nm, un grosor promedio de 16,58 + 0,78 nm y
longitudes que varian entre 90 nm y 2,5 um [7,8]. La diferencia de tamafios descrita

puede deberse al hecho de los diferentes métodos de sintesis utilizados [18,42].

Figura 1. Imagenes SEM de a: microesferas BiOl y b: nanocinturones Bi12017Cl>.
Realizado por: Bonilla, Marjorie, 2023.

3.2 Ensayo hemolitico

Un estudio de toxicidad realizado entre BiOBr y TiO2 corroboré que las nanoparticulas
de titanio al tener menor tamafio muestran mayor dafio celular [11]. No obstante, en el
presente estudio se observé que la diferencia del tamafo, forma y composicion entre
ambas BiOX no influyé significativamente en la toxicidad presentada en el ensayo

hemolitico (Figura 2).



Las micro/nanoestructuras BiOX no mostraron capacidad para lisar la membrana de los
glébulos rojos después de cuatro horas de incubacion en condiciones de oscuridad y
cuando fueron expuestas a irradiacion de luz visible. Ademas, el porcentaje de hemalisis
entre BiOI (Figura 2) y Bi12017Cl, (Figura 3) no difiri6 significativamente con el aumento
de la concentracién. Estudios in vitro clasifican el porcentaje de hemdlisis como “sin
preocupacion” cuando varia del 5 al 25% [31]. En este estudio se consider6 como
maxima respuesta (100%) de actividad hemolitica al grupo de control positivo expuesto
al detergente anidnico (Tritén X-100). Se calculé un porcentaje de hemdlisis del 2,49%

en 2 000 pg/mL de BiOl respecto al control en condiciones de oscuridad.

De la misma manera, se obtuvo un porcentaje de hemdlisis de 3,22% para Bi;2017;Cl; a
2 000 pg/mL respecto al control. Estos bajos porcentajes de hemdlisis se deben a que
los SC estan inactivos en condiciones de oscuridad [32]. Es decir, que estos NMS al no
estar expuestos a la luz no generan especies reactivas de oxigeno [32]. Por el contrario,
el estudio de citotoxicidad con BiOX fotoactivadas con luz blanca visible presento mayor

capacidad hemoaolitica.

El porcentaje de hemdlisis luego de exponer los eritrocitos a 2 000 pug/mL de BiOI
fotoactivadas durante 4 horas bajo exposicion de luz visible blanca fue del 4,09%.
Mientras que la exposicién de eritrocitos a Bii2017Cl; bajo las mismas concentraciones
que BiOl, resulté un porcentaje de hemolisis de 3, 57%. Estos resultados indican que las
soluciones de BIiOIl y Bi12017Cl; no son tdxicas para los eritrocitos incluso en altas
concentraciones y bajo condiciones de luz y oscuridad. El resultado fue validado con la
prueba estadistica de Tukey, la cual evidencié diferencia estadisticamente significante
entre todas las concentraciones BiOX (2 000-3.90 pg/mL) respecto al control positivo.
Sin embargo, no se hall6 significancia estadistica entre las diez concentraciones

probadas para cada BiOX sin contar el control.
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3.3 Prueba de citotoxicidad mediante el ensayo con resazurina

Comprender el perfil toxicolégico de las micro/nano estructuras BiOX en células HFF,
LicMk2 y RAW 264.7 puede ayudar a obtener respuestas de como se comportan estos
materiales en distintos entornos bioldgicos. Existe evidencia de que las respuestas

toxicoldgicas también se deben a la interaccién celular con la superficie de las

nanoparticulas [23,36,43].
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Por lo tanto, la eleccion correcta de lineas celulares para realizar toxicidad in vitro e in
vivo es fundamental [19]. Por ejemplo, las lineas celulares de carcinoma normalmente
usadas para las pruebas in vitro en ensayos de nanotoxicidad pueden presentar

resultados diferentes con los de las células normales debido a su fisiopatologia [44].

En la Figura 4a se muestra la viabilidad celular de células HFF expuestas a diferentes
concentraciones de BIOl y por diferentes tiempos en condiciones de oscuridad. Como
se observa, tras 48 y 72 horas de exposicién existe una reduccion del 97,69% al 86,70%
en la viabilidad de las células HFF expuestas a 2000 ug/mL de BiOl respecto al control.
Por otro lado, luego de 24, 48 y 192 horas de exposicion a 2000 pg/mL de Bii2017Cl; se
evidencidé un porcentaje de viabilidad celular del 100%. Sin embargo, tras 72 h de
exposicion a nanocinturones la viabilidad celular disminuyé hasta 98,28% respecto al
control (Figura 4b). No obstante, la viabilidad celular calculada para ambas BiOX se
encuentra en el rango de 70-90% que se considera un rango de viabilidad moderada
[45]. Por consiguiente, estos resultados sugieren que la exposicion no afecta
drasticamente la viabilidad, pero si limita el crecimiento celular incluso a altas
concentraciones de ambas BiOx. Esto se corrobor6 mediante el analisis estadistico de
Kruskal-Wallis, pues no se encontraron diferencias significativas en la IF respecto a los

grupos de concentracion (2 000-3.90 pg/mL).

Por otro lado, si se encontraron diferencias significativas en la IF en relacién con los
diferentes periodos de tiempo de exposicion a BiOl (p=1.48x10°) y Bi12017Cl,
(p=1.48x107%). Estos resultados indican que los efectos de diferentes dosis de BiOX
varian a lo largo del tiempo de manera significativa. De hecho, se calcul6 un porcentaje
de viabilidad celular del 100% a las 192 horas de exposicién para ambas BiOX incluso
a altas concentraciones. Esto puede deberse a que, durante el tiempo de incubacién el
numero de células vivas se multiplico debido a la division celular cuyo periodo es entre

24-48 h aproximadamente [39].
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Por otro lado, como se observa en la Figura 5a y 5b el porcentaje de viabilidad celular
de células HFF expuestas a BiOl y Bi12017Cl, a 2 000 pg/mL por 72 horas bajo irradiacion
de luz visible fue del 95,76 y 97,2 %, respectivamente. Estos resultados indican que la
viabilidad de células HFF no es afectada incluso cuando ambas BiOX son fotoactivadas.
La prueba estadistica de Kruskal-Wallis para el ensayo con células HFF expuestas a
BiOX irradiadas con luz visible durante cuatro horas, no mostro diferencias significativas
en la media de fluorescencia entre los grupos de concentraciéon. Esto podria indicar que
los efectos de los BiOX son consistentes en todo el conjunto de concentraciones o que

no existe un efecto sustancial en la variable evaluada (IF) [19].

Por otro parte, si se encontraron diferencias significativas en la relacién entre la media
de IF y el tiempo tanto para Bi;2017Cl; (p=4.20x10) como para BiOl (p=7.89x10°). Por
lo tanto, se realiz6 un andlisis estadistico de Dunn para identificar los grupos con

diferencias significativas de cada ensayo (luz y oscuridad) (Tabla 1).
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Tabla 1. Resultados del Test de Suma de Rangos de Kruskal-Wallis para la exposicion
de BiOl y Bi12017Clz a la linea celular HFF bajo condiciones de oscuridad y luz.

Tiempo Nanomaterial Luz (L)/Oscuridad (O) P. value
192-24 Bi12017Cl2 o) 0.0123*
192-48 BiOl o) 0.0007*
192-48 Bi12017Cl2 o) 0.0018*
192-72 BiOI o) 0.0000*
192-72 Bi12017Cl2 o) 0.0000*
24-72 Bi12017Cl2 @] 0.0318*
192-24 BiOI L 0.0001*
192-48 Bi12017Cl2 L 0.0136*
24-72 BiOI L 0.0008*
24-72 Bi12017Cl2 L 0.0011*

Nota: * indica diferencias estadisticamente significativas a un nivel de a = 0.05.
Realizado por: Bonilla, Marjorie, 2023.

La Figura 6 muestra los resultados de la IF en células LIcMK2 expuestas a BiOX sin
fotoactivar en comparacion con las células control sin exposicion a BiOX. El porcentaje
de viabilidad celular tras 24 horas de exposicion a 2000-1000 ug/mL de BIiOIl a altas
concentraciones disminuy6 de 98,76% a 85,07%, respectivamente. Mientras que para
Bi10O17Cl> el porcentaje de viabilidad celular calculado para ambas concentraciones
(2000-1000 pg/mL) fue del 88,0 y 100%. Estudios sugieren que la dosis nominal (area
de superficie, masa y niumero de NMs) es proporcional al grado de citotoxicidad y
absorcion celular [46]. Sin embargo, el analisis estadistico de Kruskal-Wallis para
LIcMk2 expuestas a BiOX en condiciones de oscuridad permitié verificar qgue no existe
una correlacion dosis-respuesta. Estos resultados sugieren que no existe una
correlacion consistente entre la cantidad de BiOX (dosis) y la magnitud de IF. Aunque
el mecanismo de accién no se ha podido elucidar en este estudio, esto puede deberse
al efecto Plateau el cual explica es posible que una vez alcanzada cierta dosis no importa

cuanto se aumente la viabilidad celular no cambia [46].
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Por otro lado, se verificd la presencia de diferencias estadisticamente significativas en
el andlisis estadistico de Kruskal-Wallis entre la media de fluorescencia y el tiempo para
ambas BiOX: BiOl (p=0) y Bi12017Cl, (p= 1.90x107%). De hecho, estudios in vivo con
BiNPs (nanoparticulas de bismuto) demostraron que el nivel de bismuto acumulado
disminuye a medida que transcurre el tiempo [47]. Para validar estas diferencias, se
utilizé la prueba estadistica de Dunn, la cual indicé que algunos grupos no presentaban

diferencias significativas (Tabla 2).

Tabla 2. Resultados del Test de Kruskal-Wallis para la exposicion de BiOl y Bi12017Cl»
a células LIcMk2 y RAW 264.7 bajo condiciones de oscuridad

Tiempo Linea celular Nanomaterial Luz (L)/Oscuridad P.
(O) value

192-24 LlcMk2 Bi12017Cl2 O 0.0000*
192-24 LicMk2 BiOl (0] 0.0003*
192-48 LicMk2 Bi12017Cl2 o 0.0000*
192-48 LlcMk2 BiOlI ) 0.0000*
192-72 LicMk2 Bi12017Cl2 (0] 0.0195*
192-72 LicMk2 BiOI ] 0.0061*
192-24 RAW 264.7 BiOl (0] 0.0003*
192-48 RAW 264.7 Bi12017Cl2 (0] 0.0000*
192-48 RAW 264.7 BiOl 0] 0.0006*
192-48 RAW 264.7 BiOl (0] 0.0061*

Nota: * indica diferencias estadisticamente significativas a un nivel de a = 0.05.
Realizado por: Bonilla, Marjorie, 2023
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Los macréfagos juegan un papel importante en la determinacioén de la biopersistencia
de particulas extrafias y el inicio de respuestas inflamatorias [48]. En este sentido, en la
Figura 7 se muestra la IF emitida por las células RAW 264.7 expuestas a diferentes
concentraciones de BiOX durante 24,48,72 y 192h, en comparacién con las células de
control en condiciones de oscuridad. La evaluacién citotoxicolégica mostré una
disminucion en la viabilidad celular de manera dependiente de la concentracion y el
tiempo. Ademas, a pesar de la diferencia del tamafio y compasicion entre ambas BiOX

el perfil de toxicidad se diferencia Gnicamente en un 3%.

Tras 24 horas de exposicion a 2000 pg/mL de BiOl y Bi12017Cl; la viabilidad celular fue
del 53,1 y 56,5%; respectivamente. Asimismo, la viabilidad celular tras 72 horas de
exposicion de BIOIl fue del 20%. Estos resultados confirman que las micro/nano
estructuras tienen una alta citotoxicidad en las células RAW 264.7 y por tanto afectan
significativamente la supervivencia celular incluso a concentraciones bajas [48]. Por
ejemplo, se obtuvo una viabilidad celular de 70,04 % tras 48 horas de exposicién a 125
ug/mL de BIiOI. Estos hallazgos fueron respaldados mediante la prueba estadistica de
Kruskal-Wallis (no paramétrica), la media de fluorescenciay las concentraciones de BiOl
en condiciones de oscuridad indica la existencia de diferencias estadisticamente
significativas (p=0.01) entre algunos subgrupos. Adicionalmente, mediante una prueba
post hoc de Dunn se observaron las diferencias significativas en mudultiples
comparaciones (Tabla 3). También se confirmd la presencia de diferencias significativas
entre la media de fluorescencia y el tiempo (p=0.002) (Tabla 2).

Estudios han corroborado la reduccion de la viabilidad celular dependiente a la
concentracion de los NMs [45]. El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis en las células
RAW 264.7 bajo exposicion a Bi;2017Cl; en condiciones de oscuridad mostro diferencias
significativas (p=0.001) entre las concentraciones evaluadas (Tabla 2). El andlisis
mostro significancia tnicamente entre 1 000-7.81ug/mL y 2 000- 7.81ug/mL para BiOl y
Bi12017Cly, respectivamente (Tabla. 3). Los resultados de la intensidad de fluorescencia
revelaron que las RAW 264.7 son mas sensibles que HFF y LIcMk2, esta sensibilidad
guarda correlacion entre dosis-tiempo-efecto. De hecho, un estudio del peffil
toxicolégico de NP de silice en dos lineas celulares: K17 (queratinocitos humanos) y
HDF (fibroblastos dérmicos humanos) verificaron que la toxicidad dependia del tipo

celular y del modo de internalizacion [49].
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Asimismo, estudios in vivo con BiNPs demostraron que el nivel de bismuto acumulado
disminuia a medida que aumentaba el tiempo hasta los 90 dias, lo que indica efectos
de eliminacion dependientes del tiempo [47]. De hecho, las tres lineas celulares
mostraron diferencias significativas en el andlisis estadistico entre la IF y los grupos de

tiempo.

En general, se observ6 con mas frecuencia diferencias significativas en la fluorescencia
celular a las 192 horas de exposicion. Estas diferencias sugieren que a medida que
aumento el tiempo de exposicion, se observaron cambios medibles y consistentes en la
variable de interés (fluorescencia), lo que resultdé en diferencias estadisticamente
significativas entre los grupos comparados. El fenédmeno de la toxicidad dosis-tiempo
puede explicarse mediante: a) reduccion de la difusividad de la solucién de BIOX; b)

alteracion en la expresion génica; d) crecimiento celular [37].

Tabla 3. Resultados del Test de Kruskal-Wallis para la exposicién de BiOl y Bi12017Cl2 a
las células RAW bajo condiciones de oscuridad entre la fluorescencia y la

concentracién
Concentracién Nanomaterial Luz (L)/Oscuridad (O) P. value
1000-7.8125 BiOIl @] 0.0006*
1000-Cr BiOIl @] 0.2530*
2000-7.8125 Bi12017Cl2 o] 0.0238*
1000-Cr Bi12017Cl2 O 0.0195*

Nota: * indica diferencias estadisticamente significativas a un nivel de a = 0.05.
Realizado por: Bonilla, Marjorie, 2023.
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3.4  Andlisis morfoldgico celular por tincién de Giemsa

Las imagenes de microscopia (40x) muestran los efectos de los BiOX sobre la
morfologia celular. El grupo control de células HFF sin BiOX en condiciones de
oscuridad (Control-O) y expuestas a luz (Control-L) mostraron células alargadas y con
forma de estrella, ambas morfologias comunes en fibroblastos (Figura 8). De la misma
manera, se verificd que luego de 24 horas de exposiciébn a 1000 pg/mL de BiOI-O
(oscuridad) las células aun mantienen la morfologia celular alargada [50]. Asimismo,
tras 24h se observa que las células tratadas con 1000 pg/mL de BiOIl-L fotoactivadas
pierden su morfologia celular por completo. Esto puede deberse a que los BiOX no
producen singletes de oxigeno cuando se incuban en oscuridad [32] De hecho, se ha
reportado que tras el tratamiento de NMs en las células bajo condiciones de oscuridad,
se produce una sobreproduccion intracelular de especies reactivas de oxigeno (ROS)
[37]. Este estrés oxidativo puede conducir a la muerte celular, ya sea mediante vias de

sefalizacién de apoptosis o de necrosis [45].

Ademas, obsérvese en la Figura 8 que tras 72h de exposicién a 1000 pg/mL de
Bi12017Cl>-O en condiciones de oscuridad las células HFF muestran ain una morfologia
celular alargada. Por el contrario, tras 72 horas de exposicion a 1000 pg/mL de BiOIl-L
fotoactivadas bajo luz visible las células presentan desintegracién celular completa
(Figura 8). En general, las células tratadas con ambas BiOX tras 72 horas de exposicién
muestran engrosamiento de la membrana celular, contracciéon del cuerpo celular y
desintegracion. Este resultado es consistente con un estudio publicado de
Hashemzadeh et al. (2022) donde se ha reportado que las células pueden tolerar una
dosis baja de NMs en el tiempo de exposicidn inicial, pero después de un tiempo mas

prolongado existen respuestas citotoxicoldgicas [37].
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Figura 8. Tincién Giemsa de HFF sin exposicion a BiOX en oscuridad (Control-O) y
luz (Control-L) y bajo 1000 pg/mL de BiOl y Bi12017Cl2 en oscuridad (-O) y
luz (-L).

Realizado por: Bonilla, Marjorie, 2023.
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Los cambios morfol6gicos observados en las células LicMk2 se muestran en la Figura
9. Las células tefiidas con Giemsa muestran una coloraciéon de azul o azul violeta,
mientras que el citoplasma se tifie de rosa [51]. En el presente estudio, los ndcleos
normales se tifieron de azul purpura y exhibieron un color uniforme después de la tincién
con Giemsa (Figura 9). De hecho, las células sin exposicién a BiOX en condiciones de
oscuridad (Control-O) y bajo exposicién de luz blanca visible (Control-L) mantuvieron su

forma celular en forma de estrella y crecimiento continuo a lo largo del tiempo.

El ensayo morfolégico muestra que ambas BiOX indujeron a diferentes cambios
estructurales. Ademas, en este estudio se observd aglomeracion de ambas BiOX
alrededor de las células LicMk2 expuestas a 1,000 ug/mL de BiOI-O y Bi;20:7Cl>-O.
Tuba et al. (2022) sugiere que la aglomeracion de BiOX ocurre por la gran area
superficial. Una mayor area superficial conlleva a un incremento en la produccion de
ROS y por tanto a una mayor respuesta citotoxicolégica [8]. Esto se verificé a través de
los cambios en la morfologia celular de una forma estrellada a una forma redondeada
bajo exposicion de ambas BiOX (Figura 9). De hecho, luego de 72 horas de exposicion

a Bi1»O17Cl>-L en condiciones de luz no se observé células viables.
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Figura 9. Tincién Giemsa LlcMk2 sin exposicion a BiOX en oscuridad (Control-O

luz (Control-L) y bajo 1000 pg/mL de BiOl y Bi12O17Cl2 en oscuridad (-O
luz (-L)

Realizado por: Bonilla, Marjorie, 2023.
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El analisis morfolégico mediante tincidbn Giemsa de las células RAW 264.7 incubadas
en condiciones de oscuridad (Control-O) y expuestas a cuatro horas de luz blanca visible
(Control-L) sin exposiciéon a BiOX, tenian predominante margenes celulares redondos
regulares y nacleos grandes, usual en macréfagos (Figura 10). Asimismo, luego de 24
horas de exposicion a BiOI-O las células aun mantuvieron su forma celular. Por el
contrario, tras 24 horas de exposicion a Bi12017Cl>-O no se observaron células viables.
Por otro lado, en condiciones de luz las células expuestas a BiOIl-L perdieron su
morfologia celular a partir de las primeras 24 horas de exposicion. Mientras que después
de 24h bajo exposicion a Bii12017Cl>-L se observaron células con su morfologia celular
redondeada usual en RAW 264.7. Sin embargo, con el transcurso del tiempo no se
observaron células viables (Figura 10). En resumen, se observaron crecientes cambios

morfoldgicos en presencia de BiOX respecto a los diferentes tiempos de exposicion.

Los resultados de tincion Giemsa en células RAW 264.7 muestran que el tamafio y
composicion entre ambas BiOX no infirié en la toxicidad celular. Esto se correlaciona
con los ensayos de viabilidad celular con resazurina muestran solo un 3% de diferencia
entre ambas BiOX (Figura 7). El perfil de toxicidad de ambas BiOX es similar, los
resultados de la Figura 10 muestran que tras 48 y 72 horas de exposicién a 1000 pg/mL
de BiOl y Bi12017Cl> no se observan células viables. La disminucion en la tasa de
supervivencia celular puede deberse a la inhibicion de la proliferacién y/o muerte celular
[43,52] Nuestros resultados muestran que la toxicidad entre HFF, LIcMk2 y RAW 264.7
bajo la exposicién de BiOX: BiOl y Bi12017Cl, difieren respecto a la linea celular [50].
Otros estudios también informaron los mismos resultados [23,42]. Ademas, ensayos de
toxicidad en diferentes NMs afirmaron que la variabilidad de la nanotoxicidad entre tipos
de células contribuye a la funcidn fisiolégica, que es diferente y esta relacionada con los
tipos de células [42,52].
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Figura 10. Tincion Giemsa RAW 264.7 sin BiOX en oscuridad (Control-O) y luz

(Control-L) y bajo 1000 pg/mL de BiOl y Bi12017Cl2—0 en oscuridad (-O) y
luz (-L).

Realizado por: Bonilla, Marjorie, 2023.

28



4. CONCLUSIONES

En conclusion, este trabajo evalla la toxicidad de dos tipos de micro/nano estructuras
BiOX de diferentes formas, tamafio y composicion. En este estudio se calculé un grado
de hemdlisis por debajo del 5% por lo que se concluye que ambas BiOX incluso a altas
concentraciones no son téxicas para los eritrocitos. Ademas, se comprobd que el perfil
de citotoxicidad entre BiOX era similar, pues no variaba mas del 10% frente a los tres
tipos de lineas celulares utilizadas. Los resultados de citotoxicidad demostraron que las
microesferas de BiOl y los nanocinturones de Bi12017Cl; no son téxicas para las células
HFF y LicmK2. Sin embargo, los ensayos de resazurina y Giemsa mostraron que ambas
BiOX tienen efectos citotdxicos en células RAW 264.7. Por lo tanto, estos resultados
sefialan que la citotoxicidad de los BiOX depende en gran medida de la linea celular

expuesta y no Unicamente de la forma y tamafio de la micro/nano estructura.

Asimismo, se verificd una relacién tiempo-respuesta. El tiempo de exposiciéon a BiOl y
Bi1»017Cl> juega un papel fundamental en la citotoxicidad. Estos resultados se
corroboraron mediante diferentes andlisis estadisticos que comprobaron la existencia
de diferencias significativas entre las medias de la intensidad de fluorescencia y el

tiempo, para cada linea celular.

Las pruebas nanotoxicolégicas dependen de una gran variedad de analisis in vitro e in
vivo. Ademas, varios estudios mencionan la importancia de la caracterizacion fisico-
quimica del nanomaterial antes de las pruebas toxicoldgicas. Por consiguiente, es
indispensable realizar mas investigaciones de citotoxicidad celular y moleculares bajo
diferentes parametros como: tiempo de exposicidn, linea celular, concentracién,
composicion, tamafo, forma, para mejorar la comprension de los mecanismos
involucrados en la toxicidad de estos nanomateriales y asi asegurar su aplicacion

practica como materiales Utiles para resolver problemas de contaminacion.
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