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Resumen

Introduccién. Las nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs de TiO,) son utilizadas en diversos
productos de uso humano y representan un riesgo para la salud, ya que pueden ingresar al
cuerpo por diferentes vias (oral, inhalatoria y dérmica) y ser endocitadas y acumuladas por las
células. En ambientes ocupacionales las NPs de TiO, son inhaladas y llegan hasta el tejido
pulmonar alterando varios procesos celulares. Por ejemplo, se ha observado que las NPs de
TiO, pueden acelerar la progresion de las fases del ciclo celular (G1, S y G2/M) y posteriormente
pueden llegar a inducir mutagénesis y tumorigénesis. A pesar de los dafios que provocan las
NPs de TiO; en el ciclo celular, existen pocos estudios que se enfoquen en estudiar este tipo de
alteraciones. Por lo tanto, para contribuir al conocimiento de la toxicidad de las NPs de TiO,, se
evaluaron los efectos que provocan en el ciclo celular de cultivos coordinados de neumocitos

humanos.

Materiales y método. En cajas petri de 24 cm? se cultivaron neumocitos tipo Il humanos de la
linea A549 que fueron expuestos a 0, 1, 5 y 10 pyg/cm® de NPs de TiO, durante 7 dias
consecutivos. Concluido el tiempo de exposiciéon se formaron 3 grupos: el grupo A formado por
cultivos no arrestados; el grupo B formado por cultivos arrestados en la fase G1/S; y el grupo C
correspondiente a cultivos arrestados en fase G1/S y posteriormente liberados para permitir la
progresion del ciclo celular durante 9 h. En el grupo A se observo la internalizacion de NPs de
TiO, y se analizé la distribucién del ciclo celular. En todos los grupos se determiné el porcentaje
de células en las fases G1, S y G2/M por citometria de flujo. Finalmente en los grupos By C se
determinaron los porcentajes de células mitéticas mediante microscopia contando las células de
5 campos aleatorios de 9 mm? de cada caja Petri y se cuantificé el ADN de 400 000 células por

espectrofotometria (260/280 nm).

Resultados. En cuanto a la evaluacion de la distribucion del ciclo celular realizada en el grup A
solamente se observé que la fase S incrementé con el tratamiento de 10 pg/cm?. Al evaluar el
arresto del ciclo celular comparando los grupos A y B se observé la disminucién del porcentaje
de células en fase G2/M del control y del tratamiento de 5 pg/cm? del grupo B, pero no se
observé cambio en los tratamientos de 1 y 10 pg/cm?. Al observar la progresion del ciclo celular
comparando los grupos B y C no se observaron diferencias significativas en los controles, sin
embargo en todos los tratamientos del grupo C disminuy6 el porcentaje de células en fase G1 e
incrementd el porcentaje de células en G2/M indicando mayor progresion del ciclo en estos

cultivos. La evaluacion del indice mitético mostré que solamente incremento el porcentaje de



células en fase M en los tratamientos de 5 pg/cm? de NPs de TiO, del grupo C. El anélisis de la
cantidad de ADN total de las células mostr6 que no hay diferencias entre la cantidad de ADN de

los grupos By C.

Conclusiones. Las NPs de TiO, son internalizadas por los neumocitos tipo Il de la linea A549 y
su localizacion intracelular se observa principalmente en la periferia del nacleo. La exposicion a
10 pg/cm? de NPs de TiO, incrementa el porcentaje de células en fase S, ademéas de inducir
junto con la exposicion a 1 pg/cm? de NPs de TiO,, resistencia al arresto en fase G1/S del ciclo
celular. La exposicién a 0, 1, 5 y 10 pg/cm? de NPs de TiO, provoca la aceleraciéon de la
progresion del ciclo celular de cultivos previamente arrestados y la exposicion a 5 pg/cm? de NPs
de TiO, induce el incremento en el porcentaje de células mitéticas. Estas alteraciones no se
deben a variaciones en la cantidad de ADN de las células.
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1. Introduccién

Las NPs de TiO, son altamente valoradas por su buena estabilidad térmica, alta resistencia a la
degradacion por luz UV y a los ataques quimicos, capacidad fotocatalitica, alta capacidad de
recubrimiento y brillo (Baan, 2007).

Con el fin de utilizarlas en diversos productos comerciales como alimentos, cosméticos,
blogueadores solares, pinturas y calentadores solares, las NPs de TiO, son fabricadas en dos
de sus formas cristalinas, rutilo y anatasa (Hext et al., 2005). La produccién anual de las NPs de
TiO, es la méas importante dentro de la ingenieria de nanomateriales (Fisichella et al., 2012) y no
existe una legislacion especifica que regule su tratamiento, lo cual incrementa la cantidad de

NPs de TiO, en el ambiente y el riesgo de exposicién a la poblacion (Wang et al., 2013).

La ruta de exposicion a las NPs de TiO, con mayor relevancia toxicolégica es la inhalatoria, a
través de esta via se exponen los trabajadores que sintetizan, empacan y transportan las NPs
de TiO, y también los trabajadores que las utilizan como material para la elaboracion de otros
productos. Sin embargo las NPs de TiO, también pueden ser ingeridas y entrar al tracto
gastrointestinal ya que es comun utilizarlas como aditivo alimenticio y pueden penetrar la piel a
través de productos como cosméticos y bloqueadores solares (Skocaj, 2011). Esto es importante
ya que se ha demostrado que células como fibroblastos, queratinocitos, hepatocitos y neumocitos,
entre otros, endocitan y acumulan NPs de TiO, (Cui et al., 2010; Allouni et al., 2012; Jaeger et al.,
2012; Tedja et al., 2012).

Una vez dentro de las células, las NPs de TiO, provocan alteraciones en diversos procesos
celulares. Un proceso importante que se ha visto alterado pero que ha recibido poca atencion es el
ciclo celular y los resultados de las evaluaciones de este proceso que han sido reportados hasta el
momento son contradictorios, ademas no existe un trabajo que se enfoque en el estudiar el efecto
de las NPs de TiO; en el ciclo celular de cultivos coordinados, (Knaapen et al. 2004; Wang et al.,
2007; Kang et al., 2008; Wang et al., 2011; Ramkumar, 2012), de tal manera que en este trabajo se
propuso demostrar el efecto de la exposicion a NPs de TiO, después de 7 dias en el arresto y

progresion del ciclo celular de neumaocitos tipo Il de la linea A549.
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2. Antecedentes
2.1. Nanomateriales

El término “nanomaterial” (NM) se refiere a cualquier material, ya sea natural, incidental o
sintetico que contenga al menos 50% de nanoparticulas en forma de aglomerados o en forma
libre. Por su parte las nanoparticulas (NPs) son definidas como particulas con estructuras
internas o dimensiones externas menores a 100 nm (Shi et al., 2013). Su tamafio ocasiona que
las NPs tengan una gran reactividad quimica y propiedades eléctricas, magnéticas, Opticas y

térmicas diferentes a los materiales de dimensiones mas grandes.

Los NMs incorporados en los productos comerciales pueden clasificarse dependiendo de su
forma quimica en: NMs a base de carbon como los fulerenos; NMs a base de metal donde se
incluyen NMs de metal como el oro y NMs de 6xidos metalicos como el oxido de zinc;
dendrimeros, con los cuales se forman algunos polimeros y NMs compuestos como las
particulas de platinum cubiertas de silica (Wang et al., 2013). Ademas podemos encontrar a las
NPs con distintas formas como son: nanotubos, nanocables, nanoesferas y estructuras

cristalinas como los quantum dots, entre otras (Hallock et al., 2008).

Los NMs tienen un alto rango de aplicaciones, por ejemplo, las nanoparticulas de metal pueden
formar cubiertas que tienen alta conductividad eléctrica, por lo que son utilizadas para fabricar
productos electréonicos. En el campo de la medicina, los NMs suelen ser utilizados como
vehiculos para administrar de manera precisa los tratamientos, aunque también se han
aprovechado sus caracteristicas fisicoquimicas para desarrollar terapias. Asi mismo se utilizan
NMs con el fin de mejorar las propiedades organolépticas de algunos alimentos (Guozhong,
2004).

En la actualidad los NMs forman parte de muchos productos, equipos y sistemas de uso comun
para la poblacién, aunque en muchas ocasiones esto no es tan evidente. Por ejemplo, las NPs
de plata se utilizan como bactericida en gasas para quemaduras serias o heridas crénicas; las
NPs de silicio se utilizan para formar un fuerte adhesivo entre el esmalte y las coronas en
trabajos de restauracion dental; las NPs de oro se utilizan para la deteccion de células
cancerigenas, las NPs de zinc son utilizadas cominmente como aditivos en los cereales y son
incorporadas en empaques de carne, pescado, maiz para evitar su deterioro y preservar los
colores (Guozhong, 2004; Xie et al., 2011)
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Por sus pequefias dimensiones los NMs pueden entrar mas facilmente en el cuerpo humano y
cruzar las barreras biolégicas del pulmén, intestino o cerebro. Ademdas suelen presentar
propiedades diferentes a los materiales mas grandes. Una propiedad destacada es que con la
misma cantidad de masa, los NMs tienen mayor area superficial que los materiales de la misma
naturaleza y mayor tamafio. Esta caracteristica es muy importante porque las reacciones
gquimicas de los materiales frecuentemente tienen lugar en su superficie, de tal manera que los

NMs suelen ser més reactivos (Lévestam et al., 2010).

El incremento en la produccion y uso de los NMs en los productos de uso comun ha generado
la necesidad de evaluar el riesgo que representan tanto para el ambiente como para la salud,
asi mismo se ha observado que las diferencias en las propiedades de cada tipo de NPs también
influyen en el efecto que causan en los organismos, de tal manera que cada tipo de NP, debe
ser tratado de manera individual (Fisichella et al., 2012).

13



2.2. Nanoparticulas de dioxido de titanio

Dentro de los diferentes NMs las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO,) juegan un papel
importante por su amplio uso en la industria y sus diferentes aplicaciones (Sekar et al., 2011).
Esto se debe a que el TiO, es altamente valorado por su buena estabilidad térmica, alto indice
de refraccion (anatasa=2.55, rutilo=2.73), capacidad fotocatalitica, blancura, brillo y alta
resistencia a la degradacién, ya sea por luz UV o por ataques quimicos. (Robichaud et al.,
2008).

El uso méas destacado del TiO, es la elaboraciéon de pigmento blanco, utilizado en productos
comerciales como alimentos, cosméticos, bloqueadores solares y pinturas. Para este fin el TiO,
es sintetizado en dos de sus formas cristalinas: rutilo y anatasa (Hext et al., 2005).

De acuerdo a Shi et al. (2013) el TiO, ocupa el 70% del total del volumen de pigmentos
producidos en el mundo y aproximadamente 4 millones de toneladas de TiO, son consumidas

mundialmente por afo.

Aungue el TiO, es sintetizado en forma de particulas mayores y menores a 100 nm, las NPs de
TiO,, incrementan su porcentaje afio con afio con respecto al total de TiO, producido
(Robichaud et al., 2008). Es decir, la proporcion de NPs de TiO, estimada en 2009 fue del 2.5%
y se estima que en 2015 incrementara al 10% (Skocaj et al., 2011). Las NPs de TiO, se

encuentran entre las NPs mas utilizadas en productos de consumo (Shukla et al., 2011).

Esto es de suma importancia, ya que las propiedades de las particulas de TiO, difieren
dependiendo de la forma cristalina y al tamafio de las particulas. Por ejemplo se ha observado
que la anatasa tiene un mayor potencial toxico que el rutilo y que las NPs de TiO, muestran

mayor toxicidad que las microparticulas de TiO, (Shi et al., 2013).
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2.3. Exposicion de la poblacion a las NPs de TiO,

Existen diversas rutas mediante las cuales el cuerpo humano intercambia sustancias con el
ambiente, las mas destacadas son el tracto gastrointestinal, la piel y el sistema respiratorio. Estas
rutas de intercambio son la principal entrada de NPs de TiO, al cuerpo humano, ya sea de forma

consciente o incidental (Shemetov et al., 2012).

Las NPs de TiO, son utilizadas con diversos fines, por ejemplo, por su capacidad fotocatalitica y
anticorrosiva se usan en tratamientos para la descontaminacién del agua y en la elaboracién de
celdas solares. En el campo médico el principal contacto con las NPs de TiO, es a través de
implantes ortopédicos o dentales de titanio, ya que con la friccién, principalmente de los
implantes moviles, se liberan particulas tanto micrométricas como nanométricas (Shemetov et
al., 2012).

En el &mbito alimenticio han sido bien aceptadas y son conocidas como el aditivo E171, el cual
se utiliza para mejorar la blancura y textura de varios productos alimenticios, como quesos
cottage y Mozarella, sustitutos de crema para café, goma de mascar, leche desnatada, helado,
chocolates confitados caramelos, productos con glaseado blanco o cubiertos de azlcar,

mayonesa y yogurth (Weir et al, 2012).

En los productos de cuidado personal, podemos encontrar NPs de TiO, son en bajas
concentraciones (<0.1 pg/mg) en productos como cremas faciales, desodorantes, cremas de afeitar
protectores solares, cosméticos, pastas dentales y shampoos de color blanco; ademas reporta que
productos como pastas dentales y protectores solares contienen mayores concentraciones de este

polvo (de 0.7 a 5.6 ug/mg y de 14 a 90 pug/mg respectivamente) (Skocaj, 2011; Weir et al, 2012).

La Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA) se encarga de regular el uso del TiO, como
aditivo, sin embargo en esta regulacién las particulas de TiO, de tamafio hanometrico no han sido
consideradas como nuevo aditivo, sino como una variacion en el tamafio de la particula del aditivo
ya existente, lo cual es un problema porque las NPs de TiO, ocasionan alteraciones en los seres

vivos en distinto grado que las microparticulas de TiO; (Skocaj, 2011).
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Para los protectores solares la Unica limitacién estipulada por la FDA es que la concentracion de
TiO, no rebase el 25% del total del producto (Weir et al., 2012). La mayoria de protectores solares
tienen entre 2 y 15% pero ya que las NPs de TiO, son mas eficaces e incoloras que las particulas
de tamafo micrométrico, los productos que las contienen son preferidas por los consumidores
(Nohynek y Schaefer, 2010).

El TiO, también esta incluido en la guia de ingredientes inactivos de la FDA para su uso en
capsulas orales, suspensiones, tabletas, preparaciones dermales y medicinas no parenterales. En
el 2012 Weir et al. reporté que en la mayoria de los farmacos de alto consumo el contenido de TiO,
oscila por debajo de 0.0001 pg/mg, sin embargo para el producto Aspirina® el contenido fue mayor
con 0.017 pug/mg y con 10 ug/mg para su producto genérico. En el campo de la nanomedicina, la
principal ruta de entrada de NPs de TiO, al cuerpo humano es deliberada y se da por inyeccién

cutanea o intravenosa (Shi et al., 2013).

También puede ocurrir una exposicion ambiental, ya que el incremento de la produccién de TiO, ha
provocado el aumento de la concentracion de NPs de TiO, en el agua y suelo, de manera que
también incrementa el riesgo de exposicion accidental de la poblacién (Scokaj et al., 2011).

A pesar de esto, la ruta de exposicion a NPs de TiO, que tiene mayor relevancia toxicologica es la
exposicion aérea. Esto se debe a que el sistema respiratorio es una de las formas mas comunes de
intercambio con el medio ambiente por lo que las particulas pueden entrar en el cuerpo facilmente
(Shi et al., 2013).

Generalmente las particulas mayores a 2.5 um de tamafio son removidas del tracto respiratorio por
la mucosa, mientras que las particulas mas pequefias alcanzan exitosamente a los tejidos (Chen et
al., 2008).

La entrada de NPs de TiO, por inhalacion se da de manera mas significativa en las areas
ocupacionales. En este ambito el contacto de los trabajadores con las NPs de TiO,, a través de
esta via se exponen los trabajadores que sintetizan, empacan y transportan las NPs de TiO, y
también los trabajadores que las utilizan como material para la elaboraciéon de otros productos
(Hext et al., 2005; Shi et al., 2013).
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Debido a este constante contacto con las NPs se han establecido limites de exposicion aérea. Para
México el limite de exposicién es de 10 mg/m? para una jornada laboral normal de 8 horas (Baan,
2007), sin embargo en el 2011 el Instituto Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional (NIOSH),
basado en los efectos toxicos del TiO, que se han reportado, recomendé un limite de exposicion
aérea de NPs de TiO, de 300 pg/m? en hasta 10 h al dia durante una semana laboral de 40 h.

A pesar de esto Koivisto et al. reportan que el promedio de la exposicion a particulas de TiO, de los
trabajadores en las fabricas en el 2012, fue de 225 a 700 pg/m® y que mas del 90% de las

particulas median menos de 100 nm, superando los limites recomendados por la NIOSH.
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2.4. Internalizacion de las NPs de TiO, en las células

Una vez que las NPs de TiO, han entrado en el cuerpo, éstas pueden ser captadas por las células y
acumularse dentro de ellas (Skocaj et al., 2011). Bajo condiciones fisioldgicas, las NPs pueden
entrar a las células por via pasiva y transporte activo pero la mayoria de las células entran por
endocitosis. La endocitosis sirve para absorber moléculas del espacio intracelular por invaginacion

de la membrana plasmatica y la formacion de vesiculas intracelulares (Frohlich, 2012).

Comunmente los tipos de endocitosis se clasifican en: endocitosis mediada por clatrina, endocitosis
mediada por caveolas, macropinocitosis y endocitosis independiente de clatrina y de caveola
(Figura 1). Todas las vias llevan su contenido a endosomas donde se transportan a, endosomas
tardios y posteriormente a lisosomas. El contenido de los caveolosomas también puede derivar en
el reticulo endoplasmico y el aparato de Golgi (Frohlich, 2012).

La captacion y localizacion intracelular de las NPs de TiO, depende tanto del tipo de célula como de
las propiedades de las particulas (Skocaj et al., 2011). Algunas de las propiedades de las NPs que
influyen en su captacion celular son el tamafio, el area superficial, la superficie quimica, carga,

cristalinidad, forma, solubilidad y estado de aglomeracion o agregacion (Skocaj et al., 2011).

En cuanto al tamafio se sabe que las células no fagociticas captan NPs esféricas de entre 20 y 50
nm, mientras que los fagocitos captan preferentemente NPs con tamafios entre 300 nm y 5um
(Fréhlich, 2012).

La captacién de NPs de TiO, se ha observado en diferentes células, por ejemplo en: queratinocitos

humanos (Kocbek, et al., 2010), fibroblastos (Allouni et al., 2012), linfocitos (Kang et al., 2008),

células del epitelio bronquial de humano (Hussain et al., 2010) y neumaocitos tipo Il (Stearns, 2001).
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Figura 1. Clasificacién de los tipos de endocitosis (figura modificada de Fronhlich, 2012)
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2.5. Internalizacion de las NPs de TiO, en neumocitos tipo |l

Ya que el modelo de estudio en este trabajo son los heumocitos tipo Il de humano de la linea A549
es importante conocer acerca de las funciones que estas células llevan a cabo en el cuerpo y la

manera en la que sus caracteristicas influyen para la internalizacion.

El epitelio pulmonar estd compuesto principalmente por dos tipos de células, los heumocitos tipo | y
tipo Il. Los neumocitos tipo | cubren aproximadamente el 96% de la superficie del epitelio pulmonar
y son incapaces de dividirse y los neumocitos tipo Il, aunque cubren menor area superficial del

alveolo son mas numerosos (Foster et al., 1998).

Una de las funciones de los neumocitos tipo Il es la formacion del tensoactivo pulmonar, el cual
forma una capa entre el liquido que rodea las células y el espacio alveolar, reduciendo la tension
superficial del alveolo y facilitando la respiracion (Wang y Peterson, 2013).

Los componentes del tensoactivo pulmonar son sintetizados en los poliribosomas, reticulo
endoplasmico, aparato de Golgi y cuerpos multivesiculares. Posteriormente es almacenado en
organelos caracteristicos de los neumocitos tipo Il denominados cuerpos lamelares. Para formar la
cubierta alveolar, el tensoactivo es exocitado a la membrana, donde algunas de las proteinas que lo
componen son organizadas en una estructura parecida a un enrejado denominada mielina tubular
(Figura 2) (Schmitz y Mdller, 1991 y Saxena, 2005).

Una parte del tensoactivo extracelular (25% - 95%) es tomado por los neumocitos tipo Il, donde se
cataliza y transporta dentro de los cuerpos lamelares para su reciclaje. La otra parte es fagocitada
por los macréfagos para ser eliminado. La captacion del surfactante se da por dos vias endociticas,
una mediada por receptores dependientes de clatrina y una mediada por actina e independiente de
clatrina (Saxena, 2005; Bates, 2009Wang; Peterson, 2013).
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Figura 2. Ruta del tensoactivo pulmonar (figura modificada de Saxena, 2005).

Reciclaje

Cuerpos multivesic

Reticulo endoplasmico

La linea celular A549 utilizada en este trabajo, muestra rasgos caracteristicos de neumocitos tipo I,
incluyendo los cuerpos lamelares y las propiedades de metabolismo y transporte (Foster et al.,
1998). Stearns (2001) evalué la captacion de las NPs de TiO, por las células A549 y determiné que
la endocitosis es el mecanismo de internalizacion y que este proceso se da de manera continua
durante todo el experimento (24 h), ademas observé que la mayoria de las particulas endocitadas
se encontraba en forma de aglomerados (Figura 3).

Figura 3. Internalizacién de NPs de TiO, en neumaocitos tipo Il de la linea A549 (Stearns, 2001).
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2.6. Evidencias de los efectos toxicos de las NPs de TiO,

Existen varios estudios que reportan que las NPs de TiO, producen efectos téxicos. Entre los
trabajos in vivo, esta lo reportado por Bermudez et al. quienes en el 2004 después de exponer ratas
hembras a 10 mg/m® por 6 h al dia, 5 dias a la semana durante 13 semanas y posteriormente
esperar a su recuperacion por 4, 13, 26, 49 y 52 semanas, observaron que los organismos
presentaban inflamacién pulmonar y toxicidad, las cuales disminuyeron con el tiempo de
postexposicion. Ademas de esto observaron cambios en la proliferacion de células del epitelio
alveolar y fibrosis, las cuales se mostraron mas pronunciadas con el incremento en el tiempo de

postexposicion.

En el 2006 Chen et al. reportaron que la instilacion 0.5 mg de NPs de TiO, durante 1 semana
provoca en ratones la proliferacién de neumocitos tipo Il, ruptura alveolar, incremento en el grosor

del epitelio alveolar y acumulacion de particulas en macréfagos.

Li et al. en el 2010 reportaron que ratones CD-1 inyectados con 10, 50, 100 y 150 mg/kg NPs de
TiO, durante 14 dias muestran acumulacién de Ti en el higado e interaccion de las NPs de TiO, con
el ADN con las células del tejido hepatico. De acuerdo a los autores, esta interaccion ocasiona
fragmentacion y cambios en la conformacion del ADN. Por su parte Cui et al. (2012) reportan que la
administracién intragastrica de 10 mg/kg de NPs de TiO, por 90 dias genera respuesta inflamatoria

y apoptosis de hepatocitos.

También se han realizado diversos ensayos in vitro, que muestran el dafio que las NPs de TiO,
pueden causar; entre estos se encuentra el trabajo de Bhattacharya et al. (2009), quienes
reportaron el incremento de especies reactivas de oxigeno (ROS) en células derivadas de fluido

bronquio alveolar (BEAS-2B) después de ser expuestas 6 h a 5, 10 y 50 yg/cm? de NPs de TiO..

En células de embrién de hamster chino expuestas a 5 y 10 pug/cm? de NPs de TiO, de rutilo y
anatasa durante 24 h, Guichard et al. (2012) reportaron la produccion de ROS. En este trabajo
también se observé que al ser expuestas a 25 y 50 pg/cm? las células manifiestan dafio al ADN y

formacién de micronucleos.
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2.7. Efecto de las NPs de TiO, en el ciclo celular

Un importante proceso que se ha visto afectado por las NPs de TiO, es el ciclo celular. Tal es el
caso de lo reportado por Saquib et al. quienes en el 2012 observaron que células de epitelio
amniético humano tratadas con 2.5, 5y 10 pug/mL de NPs de TiO, presentan el incremento de
células en fase G2/M. Por su parte Wang et al. (2011) reportaron un efecto similar al tratar células
de ovario de hdmster chino con 40 pug/ mL de NPs de TiO, durante 60 dias.

Asi mismo Chen et al. (2006), observaron que tejido pulmonar de ratones tratados con 0.1y 0.5 /kg
de NPs de TiO, durante 7 dias muestran la sobreexpresion de genes correspondientes a la CDK1 y
a las ciclinas B1, E1 y D, los cuales estan involucrados en la regulacion del ciclo celular.

Por su parte Huang et al. en el 2009 observaron la progresion de fibroblastos a través del ciclo
celular después de ser arrestados en la fase G2/M con nocodazol y encontr6 que las células
tratadas con NPs de TiO, progresaban a través de la fase M pero posiblemente morian por
apoptosis al siguiente ciclo.

En el 2012, Ramkumar et al. reportaron la acumulacion de células en fase G2/M después ser
expuestas a 2, 5y 10 yg/mL de NPs de TiO, y sugieren que la induccién del arresto lleva a la

muerte celular por apoptosis.
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2.8. Ciclo celular

El crecimiento de las células es esencial para el desarrollo de los organismos multicelulares e
involucra el incremento tanto de la biomasa como del numero de células (Goranov et al., 2009). El
proceso encargado de la produccién coordinada de nuevas células es el ciclo celular, el cual es una
serie ordenada de eventos responsables del crecimiento y duplicacion de cada célula. En células
eucariotas este proceso esta dividido en cuatro fases: G1, S, G2 y M (Figura 4) (Johnson y Walker,
1999; Arellano y Moreno, 1997).

Durante la fase G1 la célula puede proliferar, mantenerse quiescente, entrar en arresto senescente
0 ir a apoptosis. Para poder continuar el ciclo celular y proliferar, se deben integrar sefiales
mitogénicas a la célula, la cual debe tener ademas la tasa de sintesis de proteinas y tamafio
adecuados. A progresar el ciclo celular la célula prepara su entrada a la fase S sintetizando RNAm
y proteinas necesarias para la replicacién y empaquetamiento del ADN (Neganova y Lako, 2008;
Goranov et al., 2009).

La sintesis de ADN es el principal evento de la fase S y en esta fase, la regulacién se da
principalmente para asegurar que solamente se lleve a cabo una ronda de replicacion de ADN por

ciclo celular (Johnson y Walker, 1999; Duursma y Agami, 2005).

Al terminar la replicacién, la célula atraviesa por otro intervalo conocido como G2 en el cual se
prepara para el proceso de divisién. Posteriormente la célula entra a la fase M, en la cual los
cromosomas replicados son segregados en nucleos separados y ocurre la citocinesis para formar

dos células hijas (Johnson y Walker, 1999).
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Figura 4. Esquema del ciclo celular. Se muestran las fases del ciclo celular

y sus principales eventos.
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2.9. Regulacion del ciclo celular

La progresion de las células eucaridticas a través del ciclo celular es mediada por la activacion e
inactivacion secuencial de enzimas encargadas de la fosforilacion de proteinas, las cuales son

denominadas cinasas dependientes de ciclinas (CDKs) (Collins y Garrett, 2005).

Mientras que en las levaduras el ciclo celular esta regulado por una sola CDK, en las células
humanas hay al menos 13 CDKs, de las cuales solamente las CDK1, 2, 4 y 6 se encargan de

regular el ciclo celular (Figura 5) (Arellano y Moreno, 1997 y Malumbre y Barbacia, 2009).

La fosforilacion de las subunidades CDK puede regular positiva o hegativamente su actividad. En
la regulacién positiva se sabe que las CDKS monomeéricas tienen muy baja actividad cinasa, por lo
que requieren la unién de subunidades denominadas ciclinas como un paso inicial a su proceso de
activacion. Se ha observado que la actividad enzimatica de una CDK unida a una ciclina es 40 000
veces mas alta que la actividad de la CDK monomérica (Arellano y Moreno, 1997; Johnson y
Walker, 1999). Estructuralmente la unién de una ciclina ocasiona un rearreglo de los residuos
cataliticos en el sitio de unién de la CDK al ATP, provocando asi su activacion (Arellano y Moreno,
1997). En la regulacidon negativa la protedlisis mediada por ubiquitina tiene un papel importante, ya

gue la destruccién de CDKs puede ser activada por ciertas ciclinas.

Aunque las transiciones de la célula a través de su ciclo de division celular, asi como su entrada a
reposo (GO0), son procesos dependientes de complejos CDK/ciclina especificos se ha observado
que diferentes ciclinas pueden unirse a la misma CDK. Esta especificidad depende en gran parte de
una region conservada en las CDKs de 16 residuos aminoacidos denominada PSTAIRE que

determina cual ciclina se une a cada CDK (Arellano y Moreno, 1997; Collins y Garrett, 2005).

Las ciclinas son proteinas sintetizadas y destruidas a tiempos especificos durante el ciclo celular.
Hasta el momento se han reportado 25 ciclinas, de las cuales las que participan en la regulacion del

ciclo celular son las ciclinas de tipo A, B, D y E (Malumbre y Barbacia, 2009).

Ademas de la regulacion por ciclinas, existen otras proteinas que controlan la actividad de las CDKs
durante el ciclo celular denominadas inhibidores de cinasas dependientes de ciclinas (CKIs).

Existen dos familias de CKIs, la familia Cip/Kip y la familia INK4 En mamiferos, los miembros de la
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familia Cip/Kip son las proteinas p21°"*, p27¥P* y p57¥"? y pueden actuar en la mayoria de los
complejos CDK/ciclina e incluso en algunas cinasas no relacionadas con las CDKs. A la familia
INK4 pertenecen las proteinas p15™ *®, p16™** p18™<“c y p19'™*P  Estas proteinas interactian
solamente con la CDK4 y CDK6 y previenen su asociacion con las ciclinas tipo D (Johnson y
Walker, 1999; Heuvel et al., 2005).

Figura 5. Mecanismo de regulacion de los complejos CDK/ciclinas

en la progresién del ciclo celular.
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2.10. Puntos de restriccion del ciclo celular

La apropiada progresion a través del ciclo celular es monitoreada por puntos de chequeo que
detectan posibles defectos y mantienen la estabilidad gendmica antes, durante y después de la
replicacion del ADN (Malumbre y Barbacia, 2009) (Figura 6). Para inducir la progresién del ciclo
celular las ciclinas tipo D estimulan a las células en la fase G1. A diferencia de otras ciclinas, las
ciclinas tipo D no oscilan durante el ciclo celular, si no que sus niveles son controlados por la

presencia o ausencia de factores de crecimiento (Johnson y Walker, 1999).

El principal sustrato para los complejos CDK 4,6/ciclina tipo D es la proteina supresora del
retinoblastoma (pRb). Esta proteina funciona como un inhibidor de la progresién del ciclo celular ya
que esta unida a factores de crecimiento que regulan la expresién de genes que codifican algunas
proteinas de fase S como la ciclina E, ciclina A, CDK1, B-myb, dihidrofolato reductasa, timidina
cinasa y DNA polimerasa a, Cdc25A entre otras. Entre los factores de crecimiento unidos a la pRb
mas conocidos estan los miembros de la familia E2F (Johnson y Walker, 1999).

La union de Rb a estos factores de crecimiento inhibe la capacidad activacion transcripcional de los
factores y en algunos casos convierte factores de activacion transcripcional de la familia E2F en
represores transcripcionales. Sin embargo, bajo condiciones que favorecen la proliferacion, las
CDKs inactivan por fosforilacién a Rb, dando como resultado la liberacién de E2F y otros factores
de crecimiento unidos a Rb que activan la transcripcidon de genes de fase S. Este punto en el ciclo

celular es conocido como punto de restriccion G1/S (Neganova y Lako 2008).

INK4B INK4A INK4C INK4D cip
5 6 8 9 1-",

En esta fase del ciclo celular las proteinas inhibitorias pl , pl , pl , pl , p2
p27Pt y p57"P? acttian en contra de la actividad mitogénica de las CDKs. Se piensa que los
complejos CDK4, 6/ciclina D, juegan un segundo papel no catalitico en la progresion de G1

secuestrando proteinas de la familia Cip/Kip, incluyendo p21°" y p27X** (Neganova y Lako 2008).

La ciclina E es la siguiente ciclina en ser inducida durante la progresion de las células a través de la
fase G1. Esta ciclina se asocia con la CDK2 para promover la transicion de la fase G1 a S. El
complejo CDK2/ciclina E participa manteniendo a Rb en estado hiperfosforilado, lo cual funciona
como retroalimentacion para la acumulaciéon de E2F (Johnson y Walker, 1999). Por su parte
Cdc25A defosforila y activa a los complejos CDK2/ciclina E y CDK2/ ciclina A (Neganova y Lako,
2008).
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La actividad de la ciclina A también es regulada en parte por E2F. Esta ciclina es acumulada en la
transicion G1/S y persiste a través de la fase S. Durante la transicion G1/S, la ciclina A se
encuentra asociada con la CDK2 para entrar en fase S y comenzar la replicacion del ADN,
posteriormente, en la fase S tardia se asocia con CDK1 para completar la fase S y entrar a la fase
M. Se ha observado que la ciclina A se colocaliza en sitios de replicacion de ADN, sugiriendo que la
ciclina A puede participar activamente en la sintesis de ADN o tener un papel importante en la

prevencién del exceso de replicacion de ADN (Johnson y Walker, 1999; Duursma y Agami, 2005)

La fase G2 también contiene puntos de restriccion que responden al dafio en el ADN y provoca el
retraso en el ciclo celular que permite la reparacién del ADN antes de que la célula entre en mitosis,
Los transductores principales de esas sefiales son las cinasas de punto de control del ciclo celular
CHK1 y CHK2 los cuales actuan indirectamente en las CDKs a través de su capacidad de inhibir a
los miembros de la familia CDC25 de especificidad dual que defosforilan y activan a las CDKs
(Johnson y Walker, 1999; Collins y Garrett, 2005).

La mitosis es regulada por la CDK1 asociada a las ciclinas A, B1 y B2. La actividad del complejo
CDKl1/ciclina A esta asociada a proteinas que fosforilan los complejos CDK1/ciclina estan
proteinas del citoesqueleto, laminas, histona H1 y posiblemente componentes del eje mitético. Para
salir de la mitosis la CDK1/ciclina B participa en la destruccion de las ciclinas A y B para salir de la
mitosis. Después de la mitosis, las células vuelven a entrar a la fase G1, donde deciden si procede

la entrada a otro ciclo celular (Johnson y Walker, 1999).
Dada la importancia de las ciclinas en la regulacion de la progresion del ciclo celular, es evidente

que la sobreexpresién o desregulacion de las ciclinas puede acelerar, retardar o arrestar el ciclo

celular, influyendo de manera directa en la proliferacion (Xu et al., 2011).
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3. Justificacién

Aunqgue existen diversos trabajos que muestran el dafio que las NPs de TiO, provocan en el ciclo
celular, los resultados que se muestran son contradictorios. Asi mismo es importante realizar
estudios en cultivos de células con el ciclo celular coordinado, sin embargo no existen trabajos de
este tipo con NPs de TiO,.

Por otra parte, aunque la ruta de exposicion con mas relevancia toxicolégica es la aérea, no hay
suficientes trabajos que se enfoquen en investigar de qué manera las NPs de TiO, afectan el ciclo
celular de las células de pulmén. Por este motivo es indispensable realizar estudios que retnan las
caracteristicas necesarias para comprender el efecto de las NPs de TiO, en la regulacion del ciclo

celular.
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4. Hipotesis

Cultivos de neumocitos tipo Il humanos expuestos durante 7 dias a 0, 1, 5y 10 pg/cm? de NPs de TiO,

mostraran resistencia al arresto celular, asi como aceleracion en la progresion del ciclo celular.

5. Objetivos

5.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de la exposicién a 0, 1, 5y 10 pg/cm? de NPs de TiO, durante 7 dias en el ciclo celular de

cultivos de neumocitos tipo Il.

5.2. Objetivos particulares

5.2.1. Observar la internalizacion de las NPs de TiO, en los neumocitos

5.2.2. Determinar el efecto de las NPs de TiO, en el arresto celular en fase G1

5.2.3. Evaluar la distribucion del ciclo celular de neumocitos tratados con NPs de TiO,
5.2.4. Analizar el efecto en la progresion del ciclo celular de células previamente arrestadas
5.2.5. Determinar si existen cambios en el porcentaje de mitosis

5.2.6. Evaluar el efecto en la cantidad de ADN
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6. Materiales y método

6.1. Estrategia experimental

Se cultivaron neumocitos tipo Il humanos, los cuales fueron tratados con 0, 1, 5y 10 ug/cm?® de NPs

de TiO, durante 7 dias. Posteriormente se organizaron en tres grupos (Figura 7):

Grupo A Cultivos tratados 7 dias con NPs de TiO,
Grupo B Cultivos tratados 7 dias con NPs de TiO, y arrestados en fase G1/S
Grupo C Cultivos tratados 7 dias con NPs de TiO,, arrestados en fase G1/S y liberados del

arresto para permitir la progresién coordinada del ciclo durante 9 h.

Los andlisis realizados a cada grupo fueron:

Grupo A: analisis de la distribucion del porcentaje de células en el ciclo celular mediante citometria

de flujo y tincién con eosina y hematoxilina para observar la internalizacién de las NPs de TiO; en

las células.

Grupo By C: analisis de la distribucién del porcentaje de células en el ciclo celular mediante

citometria de flujo, obtencion de indice mit6tico y cuantificacion de ADN total de 400 000 células.
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Estrategia experimental
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Figura 7. Diagrama de flujo de la estrategia experimental sequida en este trabajo.




6.2. Cultivo celular

Células del epitelio pulmonar humano de la linea A549 fueron cultivadas en cajas Petri (10 500
células/cm? de la caja Petri) con medio F12-K (In vitro s.a., ME-038) y suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS) (Biowest, US1520). Los cultivos se mantuvieron a 37°C, con 80% de
humedad y 5% de CO.,.

Para realizar los subcultivos se decant6 el medio y se agreg6 Tripsina al 0.05% con EDTA-4Na al
0.02 % (In vitro s.a., EN-008) con el fin de despegar las células. Posteriormente las células fueron
centrifugadas a 1500 rpm durante 5 minutos para eliminar la tripsina. Las células fueron
resuspendidas en 1 mL de medio preparado.

Para contar las células, se tomé una muestra de medio con células (10 pL), la cual fue contrastada
con 10 pL de azul tripano (In vitro s.a., SR-15) al 0.08% en buffer fosfato salino (PBS).
Posteriormente se colocaron 10 uL de la muestra contrastada en una camara de Neubauer. El
conteo se realizé a 100 aumentos en un microscopio invertido, donde se contaron las células de los

cuadrantes de 1 mm de las esquinas (Figura 8).

0.05mm = : : —.:

0.25mm

Figura 8. Camara de Neubauer vista a 100 aumentos (10x).

El nimero total de células suspendidas en el medio se determiné con la siguiente formula:

[~ células/cuadrante ] [ Volumen de medio (mL)] [factor de dilucién x 10 000]
4

Finalmente se sembraron 250 000 células por caja Petri para su posterior tratamiento.
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6.3. Exposicion a NPs de TiO,

Cada cultivo celular se expuso a NPs de TiO,. Para esto se utilizaron NPs de TiO,-anatasa de 25
nm de didmetro (Sigma-Aldrich, no cat. 637254-50G) las cuales fueron suspendidas en medio
preparado (1 mg/mL) y sonicadas por ciclos de 3 minutos durante media hora con el fin de lograr su
dispersion (Figura 9).

Ya que las cajas de cultivo celular utilizadas miden 24 cm? de &rea, se agregaron 24, 120 y 240 mL
de la suspension sonicada de NPs de TiO, para lograr las concentraciones de 1, 5y 10 ug/cm? de
NPs de TiO? respectivamente.

Después de 3 dias de exposicion, se realizd un subcultivo de cada tratamiento. Cada subcultivo fue
expuesto nuevamente a sus respectivas concentraciones de NPs de TiO, Siete dias después de la
primera exposicion a NPs de TiO,, las células fueron procesadas para los andlisis

correspondientes.

Figura 9. Agregados de NPs de TiO, suspenidos en medio preparado y sonicado durante 30 minutos
(Imagen proporcionada por la M. B. Verdnica Freyre Fonseca, 2012, en el Posgrado de Ciencias Bioldgicas
del Instituto Politécnico Nacional).
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6.4. Arresto de cultivos en fase G1/S

Ya que la progresion coordinada de los cultivos a través de las fases del ciclo celular, es
considerado uno de los mejores determinantes del crecimiento de las células, los cultivos fueron

arrestados en fase G1/S para sincronizar su estadio en el ciclo celular (Nayab et al., 2006).

Los cultivos fueron inicialmente arrestados en la fase GO/G1 mediante privacion de suero durante
48 h (Medio F12-K con 0.1% de FBS), posteriormente se indujo su arresto reversible en interfase
G1/S mediante la exposicion de los cultivos a medio preparado con 0.8 mM de hidroxiurea (Sigma,
H8627-1G) durante 24 h.

La hidroxiurea (Figura 10) es un anélogo de la urea que inhibe a la enzima ribonucle6tido reductasa
(RNR). La RNR es responsable de la produccion de los desoxirribonucledtidos (dNTPs) necesarios
para la sintesis de ADN, de tal manera que la inhibicién de esta enzima impide la sintesis de ADN
(Loriy Lisziewicz, 2000).

Figura 10. Férmula condensada y estructura bidimensional de la hidroxiurea.

Para liberar los cultivos del arresto, se retir6 el medio con hidroxiurea del cultivo, se enjuago la caja
3 veces con PBS y se afiadié medio preparado. En este trabajo los cultivos correspondientes fueron

liberados durante 9 h antes de procesarlos para su analisis.
6.5. Extraccion y cuantificacion de ADN

Se extrajo el ADN de 4x10° células de los cultivos 0 h y 9 h utilizando el Kit de extraccion KAPA
Express Extract DNA Extraction Kit with PCR ReadyMix™ (Kapa Biosystems®, KK7151) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Posteriormente se cuantific6 el ADN en un

espectrofotometro.
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6.6. Analisis de ciclo celular por citometria de flujo

Para determinar la cantidad de células que se encuentran en cada fase del ciclo celular, se puede
hacer un ensayo de ciclo celular por citometria de flujo. El ensayo se basa en clasificar las células
dependiendo de la cantidad de ADN que poseen. Esto es posible porque el yoduro de propidio se
intercala en el ADN, de tal manera que en un citobmetro de flujo se pueden agrupar las células
dependiendo de la cantidad de ADN que contengan. Las células diploides son clasificadas como
células en fase G1; las células tetraploides se clasifican como células en fase G2 o M; y las células
gque se encuentran en el intervalo entre estos dos grupos se clasifican como células en fase S
(Figura 11).

Para realizar este analisis se despegaron las células de cada grupo con PBS-EDTA (0.5 mM), se
lavaron 3 veces con PBS por centrifugacion (1500 rpm, 5 min a 4°C) y se resuspendieron en PBS (1
mL por 2x 10° células). Finalmente se fijaron y permeabilizaron afiadiendo la suspension celular en

un tubo Falcon de 15 mL con 8 mL de etanol al 70%.

Para tefiir el ADN, se lavaron las células por centrifugacion en PBS frio y se resuspendieron en 500
pL de una solucién con 0.1 mg de RNAsa A (Sigma-Aldrich, 9001-99-4) y 400 uL de solucién de
ioduro de propidio (0.5 mg/mL) (Sigma-Aldrich, 25535-16-4) y se incubaron a 37 °C durante 15 min.
Finalmente las células se analizaron en un citometro de flujo (FACScalibur™).

2600 A Gl a

2000
1600 '

1200 S G2

800 A

Numero de células

400 -

0 200 400 600 800 1000
Cantidad de ADN
Figura 11. Analisis de ciclo celular. Se observa la clasificacion de las

células de un cultivo por su cantidad de ADN.
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6.7. Tinciébn hematoxilina & eosina

En este ensayo se sembraron las células en cajas Petri de 10 cm? con cubreobjetos para su
exposicion a NPs de TiO,. Al terminar el tiempo de exposicion los cultivos se lavaron con PBS y se

fijaron con formaldehido al 3% durante dos horas.

Una vez fijadas las células, se agregd hematoxilina a los cultivos durante 10 min y se lavaron con
agua corriente. Para virar el color se bafaron los cultivos con alcohol acido (70%) durante 2

segundos e inmediatamente se lavaron de nuevo con agua corriente.

Posteriormente se agregd eosina a los cultivos durante 2 minutos, se lavaron y se deshidrataron

con alcohol absoluto.

Una vez que las células fueron tefiidas, se montaron en portaobjetos para su posterior observacion

un microscopio optico.

6.8. Obtencion del indice mitético

Ya que en el andlisis de ciclo celular por citometria de flujo no es posible diferenciar entre las fases

G2y M, se obtuvo el indice mitético de los cultivos de cada uno de los grupos.

Para esto se contaron un total de 250 células en 10 campos separados, diferenciando las células
mitdticas y no mitéticas con ayuda de un microscopio de campo claro. Con este fin, las células

fueron tefiidas con hematoxilina y eosina para distinguir las células en mitosis.

6.9. Andlisis estadistico

Para comprobar si existen diferencias significativas entre los tratamientos, los andlisis utilizados en
todos los ensayos fueron Anova de una via para determinar si existen diferencias entre los grupos e
indice de Dunnett para determinar cudles son los tratamientos que tienen diferencias con respecto al

control. Ambos andlisis se realizaron con el programa GraphPad Prism 5.
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7. Resultados

7.1. Internalizacion de las NPs de TiO,

El contraste de los neumocitos dado por la tincibn con eosina y hematoxilina, permite apreciar la
acumulacion de NPs de TiO, dentro de las células. El cuadro A de la Figura 12 muestra la imagen
de un neumocito de la linea A549 libre de NPs de TiO,, el cuadro B muestra un neumocito después
de ser expuesto a 1 pg/cm? de NPs de TiO, durante 7 dias, donde se observan los aglomerados de
NPs de TiO, en el interior de la célula. En los cuadros C y D se observan células tratadas con 5 y
10 pg/cm? de NPs de TiO,, y se puede observar que hay mayor cantidad de NPs de TiO,, se
localizan principalmente en la periferia del nicleo. Aparentemente la internalizacién de NPs de TiO,

es proporcional a la concentracién a la que se expusieron los cultivos (Figura 12).

Figura 12. Imagen de neumocitos humanos expuestos 7 diasa 0, 1, 5y 10 pg/cm2 de NPs de TiO,. (A, B, Cy
D respectivamente). Las flechas amarillas sefialan el nicleo, las flechas verdes indican el borde de la célula 'y

las flechas rojas sefialan los aglomerados de NPs de TiO,. Vista al microscopio con el objetivo 100X.
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7.2. Andlisis de la distribucion del ciclo celular

En el presente trabajo la distribucion del ciclo celular del cultivo de células A549 sin tratar fue de

71.27% de células en fase G1, 12.28% de células en fase S y 16.45% de células en fase G2/M. No

se observaron diferencias significativas en la distribuciéon del ciclo celular de los cultivos tratados

con 1y 5 ug/cm? siendo sus porcentajes respectivos de 72.65% y 68% para la fase G1, 13.67% y

15.3% para la fase Sy 13.68% y 16.7% para para la fase G2/M. En el caso de los cultivos tratados
con 10 ug/cm? la distribucién fue de 66.7% en fase G1, 18.1% en fase S y 15.2% en fase G2,

mostrando diferencias significativas solamente en la fase S (Figura 13).

Analisis de ciclo celular
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Figura 13. Andlisis del ciclo celular de neumocitos expuestos 7 dias a 0, 1, 5y 10 pg/cm2 de NPs de TiO,

correspondientes al grupo A, cultivos no arrestados. Se observa el porcentaje de células en las fases G1, Sy

G2. * indica p < 0.05 vs control, n = 7-9.
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7.3. Evaluacion del arresto con hidroxiurea

Las Figuras 14, 15 y 16 muestran el efecto de la exposicién a 0.8 mM de hidroxiurea para el arresto
de los cultivos tratados con NPs de TiO,, para lo cual se compararon los cultivos no arrestados
pertenecientes al grupo Ay los cultivos expuestos a 0.8 mM de hidroxiurea pertenecientes al grupo
B. El porcentaje de células en fase G1 (Figura 14) fue de 71.27% y 77.63% en los controles de los

cultivos de los grupos A 'y B respectivamente.
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Figura 14. Efecto de la exposicion a NPs de TiO, en el porcentaje de células en fase G1 después del arresto
en fase G1/S con hidroxiurea. La grafica muestra el porcentaje de células en fase G1 de los cultivos control y
los cultivos tratados con 1, 5y 10 ug/cm2 tanto del grupo A de cultivos no arrestados, como del grupo B de
cultivos arrestados y liberados por 0 h. # indica p < 0.05 vs 5 pug/cm? del grupo A. n = 11 para el grupo Ay 4

para el grupo B.

En los cultivos tratados NPs de TiO, el porcentaje de células en fase G1 en los grupos Ay B
respectivamente fue de: 72.65% y 78.48% en los cultivos expuestos a 1 ug/cm? 68% y 80.95% en
los cultivos expuestos a 5 pg/cm? y 66.72% y 71.12% para los cultivos tratados con 10 ug/cm?®. No

se observaron diferencias entre los cultivos pertenecientes al mismo grupo ni entre los controles de
los diferentes grupos, sin embargo se observé mayor diferencia entre el porcentaje de los cultivos

del grupo Ay B tratados con 5 pg/cm?.
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El porcentaje de células en fase S (Figura 15) de los cultivos control del grupo no arrestado (grupo
A) fue de 12.28%. Para esta fase solamente los cultivos del grupo A tratados con 10 pg/cm?
mostraron incremento en el porcentaje de células, siendo este de 18%. En los cultivos tratados con

1y 5 ug/cm? los porcentajes de células en fase S fueron de 13.67% y 15.3% respectivamente y no

se encontraron diferencias significativas.
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Figura 15. Efecto de la exposiciéon a NPs de TiO, en el porcentaje de células en fase S después del arresto en
fase G1/S con hidroxiurea La grafica muestra el porcentaje de células en la fase S de los cultivos control y los

cultivos tratados con 1, 5y 10 ug/cm2 tanto del grupo A de cultivos no arrestados, como del grupo B de
cultivos arrestados vy liberados por 0 h. * indica p < 0.05 vs control del grupo A. n = 11 para el grupo Ay 4

para el grupo B.
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En el grupo de cultivos arrestados por la exposicion a 0.8 mM de hidroxiurea (grupo B) se obtuvo
un porcentaje de células del 16.35% para el control; 13.38% en el grupo tratado con 1 pg/cm?;
12.97% en los cultivos tratados con 5 pg/cm?; y 17.4% en los cultivos expuestos a 10 pg/cm?. No se
observaron diferencias en los tratamientos de este grupo y tampoco hubo diferencia entre los

cultivos tratados con la misma concentracién de NPs de TiO, de los diferentes grupos.
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Figura 16. Efecto de la exposicion a NPs de TiO, en el porcentaje de células en G2/M después del arresto en
fase G1/S con hidroxiurea. La grafica muestra el porcentaje de células en la fase G2/M de los cultivos control

y los cultivos tratados con 1, 5y 10 ug/cm2 tanto del grupo A de cultivos no arrestados, como del grupo B de
cultivos arrestados v liberados por 0 h. * indica p < 0.05 vs control del grupo B. # indicap <0.05vs 5

ug/cm?del grupo A. n =11 para el grupo A y 4 para el grupo B.
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En cuanto a los porcentajes de células en fase G2 (Figura 16) se observa que no existen
diferencias significativas en los tratamientos del grupo A, los datos obtenidos fueron 16.45% para el

control y 13.67%, 16.69% y 15.21% para los tratamientos de 1, 5y 10 ug/cm? respectivamente.

En el grupo de los cultivos arrestados (grupo B) se observa el incremento del porcentaje de células
en fase G2 de los cultivos tratados con 10 pg/cm? con 12.4% en comparacion al 5.7% que se
present6 en el control. En los tratamientos de 1y 5 ug/cm? se encontraron porcentajes de 8.2% y

5.8% respectivamente, los cuales no mostraron diferencias significativas.

Es en esta fase donde se puede observar el efecto de la exposicion a 0.8 mM de hidroxiurea del
grupo B ya que disminuye radicalmente el porcentaje de células en fase G2 del grupo control. De tal
manera que el control del grupo A (no arrestado) muestra un 16.44% de células en fase G2,

mientras que el grupo B tiene 5.6% de células en la misma fase.

En los cultivos tratados con 5 pg/cm? se observa el mismo efecto, ya que en los cultivos del grupo
A se encontraron 16.7% de células en fase G2, mientras que en el grupo B se encontraron solo
5.8% de células en dicha fase. Al comparar cultivos tratados con 1y 10 pug/cm? de los grupos Ay B

no se encontraron diferencias significativas.
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7.4. Evaluacion de la progresion del ciclo celular

Para medir la progresion del ciclo celular se comparé el porcentaje de células de cada tratamiento
de los cultivos arrestados en fase G1/S con 0.8mM de hidroxiurea y liberados por 0 h del arresto
(grupo B) y cultivos arrestados en fase G1/S con 0.8 mM de hidroxiurea pero liberados por 9 h del
arresto (grupo C). De tal manera que los cultivos control del grupo B mostraron 77.6% de células en

fase G1, mientras que el grupo C mostré 68.7%, el analisis estadistico no encontrd diferencias

significativas (Figura 17).
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Figura 17. Progresién de la fase G1 del ciclo celular después de 9 h de la liberacion del arresto en fase G1/S.
Se observa el porcentaje de células en fase G1 de los cultivos control y cultivos tratados con 1, 5y 10 ug/cm2
pertenecientes al grupo B de cultivos arrestados en fase G1/S y liberados por 0 y del grupo C de cultivos
arrestados en fase G1/S vy liberados por 9 h. * indica p < 0.05 vs control grupo C. & indica p < 0.05 vs 1

pg/cm2 del grupo B # indica p < 0.05 vs 5 ug/cm2 del grupo B. % indica < 0.05 vs 10 ug/cm2 del grupoB.n=4

- 5 en cada grupo.
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Todos los cultivos expuestos a NPs de TiO, mostraron disminucién significativa en el porcentaje de
células en fase G1 del grupo C comparados con el porcentaje de células de los cultivos del grupo B
expuestos a la misma concentracion de TiO,. Es decir, se encontraron diferencias significativas
entre los porcentajes de células en fase G1 de los cultivos tratados con 1 ug/cm? del grupo B'y C
siendo de 78.48% y 52.65% respectivamente, asi como de los porcentajes de células en fase G1 de
los cultivos tratados con 5 pg/cm? que corresponden a 80.95% para el grupo B y 60.32% para el
grupo C y de los cultivos expuestos a 10 ug/cm?® correspondientes a 71.13% y 47.92% de células

para los grupos B y C respectivamente.
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Figura 18. Progresion de la fase S del ciclo celular después de 9 h de la liberacion del arresto en fase G1/S.
Se observa el porcentaje de células en fase S de los cultivos control y cultivos tratados con 1, 5y 10 ug/cm2
pertenecientes al grupo B de cultivos arrestados en fase G1/S vy liberados por 0 y del grupo C de cultivos

arrestados en fase G1/S y liberados por 9 h. * indica p < 0.05 vs control grupo B. n=4 -5 en cada grupo.

Por otra parte, al realizar el analisis estadistico entre los tratamientos se observé que solamente los
cultivos tratados con 10 ug/cm? de NPs de TiO, pertenecientes al grupo C mostraron diferencias

significativas.

En cuanto a la progresion de células en fase S (Figura 18) se observé el incremento del porcentaje
de células en fase S en todos los cultivos tratados con NPs de TiO, del grupo C, en cuanto a los

cultivos del grupo B, no se encontraron diferencias significativas en ninguno de los tratamientos.
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Figura 19. Progresion de la fase G2/M del ciclo celular después de 9 h de la liberacion del arresto en fase
G1/S. Se observa el porcentaje de células en fase G2/M de los cultivos control y cultivos tratados con 1, 5y
10 ug/cm2 pertenecientes al grupo B de cultivos arrestados en fase G1/S y liberados por 0 y del grupo C de
cultivos arrestados en fase G1/S y liberados por 9 h. * indica p < 0.05 vs control del grupo B, + indica p < 0.05
vs control del grupo C, & indicap <0.05vs 1 ug/cm2 del grupo B, # indica p <0.05vs 5 ug/cm2 del grupo B,
% indica p < 0.05 10 ug/cm2 del grupo B. n =4 -5 en cada grupo.

Al realizar la comparacion del porcentaje de células de los tratamientos entre los grupos B y C no

se encontraron diferencias significativas.

En los porcentajes de células en fase G2/M del grupo B, solamente se observaron diferencias
significativas en los cultivos tratados con 10 pg/cm?® teniendo 12.41%. De igual manera solo los
cultivos tratados con 10 ug/cm? mostraron diferencias significativas en el grupo C, con 29.118%. Al
comparar los grupos se observé que hay diferencias entre todos los tratamientos, no siendo asi

para los controles (Figura 19).
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7.5. Porcentaje de células mitéticas

En cuanto al porcentaje de mitosis (Figura 20), se observd que no existen diferencias en los
tratamientos del grupo B. Los porcentajes correspondientes para los cultivos de este grupo son
0.016% para el control, 0.02% para 1 pg/cm? 0.016% para 5 pug/cm?y 0.04% para 10 pg/cm?. En
los cultivos del grupo C solamente se observé incremento en las células tratadas con 5 pg/cm? de
NPs de TiO, grupo C, en este grupo los porcentajes obtenidos fueron 3.15% para el control, 3.9%
para los cultivos tratados con 1 pg/cm?, 7.97% para las células tratadas con 5 ug/cm?y 4.9% para

los cultivos tratados con 10 pg/cm?.
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Figura 20. Porcentaje de células en mitosis de cultivos arrestados con hidroxiurea en fase G1/S (Grupo B) y

cultivos liberados 9 h después del arresto en fase G1/S (Grupo C). * indica p < 0.05 vs control grupo C.
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7.6. Efecto en la cantidad de ADN

Finalmente la cuantificacion de ADN muestra (Figura 21) que no existen diferencias en la
concentracion de ADN de los neumocitos tratados con NPs de TiO,, demostrando que las
alteraciones encontradas en el ciclo celular de los neumocitos tratados no son provocadas por

variaciones en la cantidad de ADN.
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Figura 21. Cuantificacién de ADN total de 400 000 neumocitos expuestos 7 diasa 0, 1,5y 10 ug/cm2 de NPs
de TiO,. Se muestra la concentracién de ADN de cultivos arrestados con hidroxiurea en fase G1/S (Grupo B)

y cultivos liberados 9 h después del arresto en fase G1/S (Grupo C).
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8. Discusion

En el presente trabajo se observd que la acumulacion de NPs de TiO, dentro de las células es
aparentemente proporcional a la concentracion a la que fueron expuestos los cultivos. Una
explicacién a esto es que el proceso de captacion de NPs de TiO, se dio de manera continua
durante el tiempo de exposicion, lo cual es semejante a la endocitosis normal de las células A549,
la cual ocurre de manera constante (Foster et al., 1998). Sustentando esta explicacion Stearns
(2001) reporta que al exponer células de la linea A549 a NPs de TiO, durante 24 h, estas fueron

endocitadas incesantemente.

Por otra parte, aunque no existen suficientes estudios sobre la exocitosis de NPs de TiO, en células
A549, se ha observado que en células neuronales de raton de la linea C17.2 la tasa de exocitosis
de las NPs de TiO, decrece con el tiempo (Wang et al., 2013b). Ya que la exocitosis es un proceso
comun en esta linea celular, es probable que tenga un comportamiento similar a lo reportado en

células neuronales.

Otro punto importante es que las células A549 distribuyen las NPs internalizadas durante la division
celular, de manera que ambas células hijas conservan la mitad de NPs (Kim et al., 2011). Aunado a
esto, Wang et al. (2013b) reportaron que no hay internalizaciéon de NPs de TiO, durante la divisién

celular.

En cuanto a la localizacion intracelular de las NPs de TiO, éstas se observaron principalmente en el
citoplasma. Una explicacién a esto es que, para el caso de los neumocitos tipo Il de la linea A549,
las NPs de TiO, internalizadas se encuentran principalmente en el citoplasma, unidas a la
membrana de las vacuolas o a los cuerpos lamelares (Stearns, 2001). Esto es consistente con que
el hecho de que la funcién principal de la endocitosis de los neumaocitos tipo Il es el reciclaje de las
estructuras del tensoactivo pulmonar, el cual es almacenado en las vacuolas membranales y

transportado a los cuerpos lamelares para su reciclaje (Wissel et al., 2001).

Se ha demostrado en otro tipo de células, como es el caso de las células epidermales de la linea
A431, que las NPs de TiO, internalizadas se distribuyen tanto en el nicleo como en el citoplasma
(Shukla et al., 2010), sin embargo en el presente trabajo se observé que la mayoria de las NPs
rodearon al ndcleo sin lograr internalizarse en él. Esta localizacion intracelular también ha sido

observada por Bhattacharya et al. (2008) quienes reportaron que en células del epitelio bronquial
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(BEAS-2B) expuestas 48 h a NPs de TiO, tanto los aglomerados como las particulas libres son

encontradas en estructuras vacuolares principalmente cerca del nlcleo.

De igual forma se ha observado esta distribucion en células A549 expuestas a otro tipo de
nanoparticulas; en el 2013 Wang y Petersen (2013), expusieron neumocitos tipo Il de la linea A549
a nanoparticulas de oro cubiertas con sal sodica y observaron que éstas no ingresan al nucleo y

gue estan localizadas en compartimentos que aparentemente son los cuerpos lamelares.

Esto permite plantear que la distribucion de las NPs de TiO, se debe al tipo celular, ya que
aparentemente los neumocitos de la linea A549 solamente internalizan aglomerados de NPs de
TiO, (Stearns, 2001), las cuales, al ser mas grandes que las particulas libres no pueden ingresar

directamente al nucleo.

Ademaés se sabe que las NPs tienen una alta afinidad a las macromoléculas, particularmente a las
proteinas y ya que el comportamiento de los agregados es diferente a las particulas libres, la
interaccion con las proteinas tampoco se da de la misma forma. Esta diferencia en la interaccion de
las proteinas puede afectar la manera en la que las células son internalizadas y distribuidas dentro
de la célula (Frohlich, 2012).

En cuanto al efecto de las NPs de TiO, en la distribucion de las fases del ciclo celular, solamente la
fase S fue afectada por las NPs de TiO,. Esto puede deberse a la reduccién en la tasa de sintesis
de ADN ocasionada por los puntos de restriccion de fase S, probablemente en respuesta a la
induccién de rompimientos de doble cadena ocasionados por las NPs de TiO, (Msiska et al., 2010).
Cuando ocurre un dafio durante la fase S, la proteina ATM activa dos vias paralelas, una via
involucra a CHK2, CDC25A y CDK2, en este proceso es probable que el principal regulador es
CDK2, el cual es inactivado a través de una ruta que es independiente de p53 y p21 para ocasionar
un rapido pero trascendente decremento de la tasa de sintesis de ADN. La ruta paralela esta
relacionada con el complejo trimérico de proteinas MRE11-NBS1-RAD50 y el mecanismo de

reparacion promueve la recombinacién homéloga (Woo y Poon, 2003).

Este resultado también puede estar relacionado con la generacién de especies reactivas de
oxigeno que las NPs de TiO, causan dentro de las células (Shukla, 2011), ya que de acuerdo a
Burhans y Heintz (2009), se ha observado que los oxidantes pueden provocar el arresto del ciclo

celular en fase S a través de mecanismos independientes a la respuesta clasica de dafio al ADN
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dependiente de ATM, pero involucrados con la defosforilacion de pRB. Aunque no se conoce el
mecanismo exacto se sabe que esta respuesta no es dependiente de p21 o p53 y no es
consecuencia de la actividad reducida de las CDKs, sino mas bien esta relacionada con la
inactivacion de la proteinas fosfatasa 2A. Para poder corroborar esta hipétesis es necesario realizar

estudios que comprueben gue las NPs de TiO, afectan la actividad de la proteina fosfatasa 2 A.

Este resultado fue diferente en comparacion con otros estudios, por ejemplo Kocbek, et al. (2010),
encontraron gue no existen diferencias en la distribucion del ciclo celular de queratinocitos tratados
con 0.5 ug/mL de NPs de TiO, Como posible explicacién se ha observado que hay diferencias en la
aglomeracion de las NPs de TiO, dependiendo del medio en el que suspenden y esta reportado que
estas diferencias intervienen en el efecto de las NPs de TiO, sobre el ciclo celular (Prasad et al.,
2013). Otra posible explicacién es el cambio en las condiciones del ensayo, como pueden ser el
modelo de estudio o el tiempo de exposicion (3 meses en el trabajo de Kocbeck, et al., 2010).

Los resultados del efecto en el arresto del ciclo celular mostraron en el control del grupo B, la
disminucion del porcentaje células en fase G2/M, lo cual indica el arresto del ciclo celular. Sin
embargo en los cultivos tratados con NPs de TiO, no disminuyé el porcentaje de células en esta

fase, indicando resistencia al arresto.

El mecanismo del arresto por hidroxiurea es la inhibicién de la enzima ribonucleétido reductasa,
que cataliza la sintesis de desoxirribonucle6tidos a partir de ribonucleétidos. El incremento en la
actividad de la enzima resulta en una gran expansion de las reservas de dNTPs confiriendo
resistencia a la inhibicién de la replicacion de ADN por hidroxiurea, de tal manera que estos
resultados pueden deberse a la sobreexpresion de la enzima provocada directamente por las NPs
de TiO, o a la sobreproducciéon de dNTPs por la enzima, causada por dafio en el ADN (Saban vy
Bujak, 2009; Davidson et al., 2012).

Sustentando la segunda explicacion, se sabe que esta enzima se sobre activa cuando existe dafio
al ADN a través de un mecanismo dependiente p53 y las NPs de TiO, son capaces de causar
rompimientos de doble cadena del ADN en células A549 (Toyooka et al., 2012). Las células
eucariotas utilizan dos principales caminos para la reparaciéon de este tipo de dafio: la reparacion
homologa y la reparacion no homologa. La reparacion homodloga es preferentemente utilizada por
las células, sin embargo este tipo de reparacion es mucho mas dependiente de

desoxirribonucleétidos y por tanto requieren del incremento de la actividad de la ribonucle6tido
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reductasa (Burkhalter, 2009), de tal manera que el incremento de la actividad de esta enzima pudo

provocar la resistencia al arresto en fase G1/S con hidroxiurea.

Se observd que en el porcentaje de células en fase S hay incremento de los cultivos del grupo C
tratados con 10 pg/cm? (Figura 18), esto puede indicar el atraso en la progresion de las células
dentro de esta fase. De acuerdo con Woo y Poon (2003) este efecto puede deberse a la reparacion
del ADN por medio de un punto de reparacion de dafo intra-S ya que se ha observado que las
células responden al rompimiento de doble cadena durante la fase S, disminuyendo la tasa de
sintesis de ADN.

Si esta idea es correcta, esto significaria que el dafio en el ADN de las células expuestas
previamente a hidroxiurea es mayor al de las células que no fueron expuestas. Esto es importante
porque se ha observado que la delecion parcial de desoxirribonucleétidos por inhibicion de la
enzima ribonucle6tido reductasa con hidroxiurea incrementa el niumero activo de origenes de
replicacién, de manera que la interrupcion y posterior activacion de la replicacion del ADN, ademas
de las perturbaciones en el metabolismo, pueden causar la detencion de las horquillas de
replicaciéon y ocasionar estrés en la replicacionu, desencadenando asi respuestas de dafio al ADN
en la fase S (Burhans y Heintz, 2009).

En los tratamientos de 1 y 10 pg/cm? de NPs de TiO, del grupo C también se observo incremento
en el porcentaje de fase G2/M, indicando que puede activarse el punto de control de esta fase del
ciclo celular por dafio al ADN, el cual en conjunto a la resistencia al arresto observada en fase

G1/S, pueden explicar el incremento de células en esta fase.

En cuanto al porcentaje de mitosis, se observd que no existen diferencias en los tratamientos del
grupo B, sin embargo hay incremento en los cultivos tratados con 5 pg/cm? de NPs de TiO, grupo C
(Figura 20). Este comportamiento puede deberse a la sobreexpresion de las ciclinas que inducen
salida a la mitosis. Se sabe que el proceso que da salida a la mitosis es la disociacién del complejo
CDK1/ciclina A, de manera que la sobreexpresion de esta proteina puede ocasionar el incremento
de células mitéticas. Esto concuerda con lo reportado por Chen et al. 2006, quienes observaron el
incremento en la expresion de las ciclinas B1, D1y E1 y CDK1 en tejido pulmonar tratado con NPs
de TiO,.

Finalmente la cuantificacion de ADN muestra que no existen diferencias en la concentracion de

ADN de los neumocitos tratados con NPs de TiO,, demostrando que las alteraciones encontradas
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en el ciclo celular no son provocadas por variaciones en la cantidad de ADN de las células
utilizadas en cada ensayo y entre tratamientos. Ademas de esto, se sabe que ciertos agentes
pueden provocar variacion en el numero de copias genémicas (Falola et al., 2013), de manera que
también se demuestra que las concentraciones utilizadas de NPs de TiO, no producen alteraciones

significativas de este tipo en las células A549.

55



9. Conclusiones

Las NPs de TiO, son internalizadas por los neumocitos tipo Il e intracelularmente se

localizan principalmente en la periferia del ndcleo.

Los neumocitos expuestos a 10 pg/cm? de NPs de TiO, incrementan el porcentaje de células
en fase S.

Los neumocitos expuestos a 1y 10 pg/cm? exhiben resistencia al arresto en fase G1/S del

ciclo celular.

Los neumocitos tratados con NPs de TiO, muestran aceleracion en la progresion del ciclo
celular después de su arresto.

La exposicion a 5 pg/cm? a NPs de TiO, inducen el incremento en el porcentaje de células

mitoéticas.

Las alteraciones provocadas por las NPs de TiO,, en el ciclo celular de neumocitos

humanos, no se deben a variaciones en la cantidad de ADN de las células.
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10.Recomendaciones

Es importante establecer una legislacion que integre a las NPs de TiO, tomando en cuenta los
riesgos que esta representa. Esta legislacion debe estar enfocada en regular tanto a los productos
que contienen NPs de TiO, como en controlar los limites de exposicion dermal e inhalatoria en

areas ocupacionales.

Otro punto importante es dar a conocer a la poblacion informacion precisa y cientifica acerca de los
productos que contienen NPs de TiO,, asi como los riesgos que éstas representan para la salud.

Dado que en México las NPs de TiO, son utilizadas en una gran cantidad de productos tanto
alimenticios como de contacto dermal, es importante que la poblacibn que los consume esté

informada acerca qué productos contienen TiO, y en qué cantidad.
Finalmente, es indispensable promover un nuevo reglamento que ayude a evitar la interaccién entre

las NPs de TiO, y el ambiente con el fin de proteger al ambiente y evitar rutas de exposicion no

deseadas.
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11.Perspectivas

Los resultados que se presentan en este trabajo sugieren la alteracion de las proteinas que regulan
la progresién del ciclo celular provocada por las NPs de TiO, de manera que es importante realizar
los siguientes ensayos en células expuestas a NPs de TiO:

1.- Determinacion de la sintesis de ADN.
2.- Evaluacion del arresto celular con mayores concentraciones de hidroxiurea.

3.- Determinacién de la expresion de los genes que expresan las proteinas relacionadas con la
regulacion del ciclo celular, tales como CDK1, 2,4y 6 y ciclinas A, B, Dy E.

4.- Determinacion de la expresién de las proteinas mencionadas en el punto anterior.

5.- Evaluacién de la expresion y actividad de la enzima ribonucleétido reductasa, para explicar la
resistencia al arresto.

6.- Comprobacion de dafio en el material genético utilizando H2AX como marcador de dafio, el cual
determina la presencia de rompimientos de doble cadena en el ADN vy relacién con las alteraciones
provocadas en el ciclo celular.
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