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RESUMEN 

Introducción. Las nanopartículas de dióxido de titanio (NPs-TiO2) son usadas como 
pigmento blanco en la fabricación de colorantes, cosméticos, pinturas, papel, plásticos, 
pastas dentales y bloqueadores solares. Los trabajadores que sintetizan NPs-TiO2 son el 
sector de la población con mayor riesgo de exposición a ellas, al inhalarlas pueden ser 
captadas y almacenadas en los neumocitos tipo II. En este estudio se evaluó los cambios 
provocados por la exposición subtóxica a NPs-TiO2 en la expresión de moléculas pro-
inflamatorias y pro-angiogénicas en neumocitos tipo II.  

Materiales y métodos. Las neumocitos tipo II fueron expuestos a 1, 5 y 10 μg/cm2 de 
NPs-TiO2 durante 7 días. Las NPs-TiO2 fueron caracterizadas por microscopía electrónica 
de transmisión (TEM) y mediante citometría de flujo se evaluó su captación. Las 
concentraciones de interleucina 6 (IL-6) y óxido nítrico (NO˙) se detectaron después del 
cuarto y séptimo día de exposición a NPs-TiO2 por ensayo de inmunoabsorción ligado a 
enzimas (ELISA) y reacción de Griess, respectivamente. Los cambios en la expresión del  
factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) y factor inducible de hipoxia (HIF) en las 
células que fueron expuestas a NPs-TiO2 se determinaron por fluorescencia en citometría 
de flujo. 

Resultados. Los neumocitos tipo II internalizaron NPs-TiO2 de manera concentración 
dependiente a los tratamientos de 1, 5 y 10 μg/cm2 de NPs-TiO2 favoreciendo  un 

aumento en su granularidad. La producción de NO˙ aumentó significativamente al cuarto 
día de exposición a 10 μg/cm2 de NPs-TiO2, mientras que la exposición En cambio, al 

séptimo día de exposición a 10 μg/cm2 de NPs-TiO2 la producción de NO˙ y de IL-6 
disminuyó significativamente. La expresión de VEGF en las células aumentó 
significativamente ante la exposición durante siete días a 10 μg/cm2 de NPs-TiO2. La 
expresión de HIF no mostró cambios significativos. 

Conclusiones. Los neumocitos internalizan NPs-TiO2 de manera concentración 

dependiente. La exposición subtóxica de 10 μg/cm2 de NPs-TiO2 durante cuatro días 

aumenta la producción de NO˙, mientras que la exposición durante 7 días a 10 μg/cm2 

disminuye la producción de IL-6, NO˙ y favorece la expresión celular de VEGF. 

 

 

 

Print to PDF without this message by purchasing novaPDF (http://www.novapdf.com/)

http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/


Modulación en la expresión de VEGF mediada por la                               
  exposición a nanopartículas de dióxido de titanio   

 

2 

 

 

ÍNTRODUCCIÓN 

La nanotecnología 

El hombre siempre ha estado en busca de nuevos materiales y tecnologías que mejoren 

su estilo de vida. Como una respuesta a estas necesidades, la nanotecnología ha 

emergido como una estrategia prometedora para resolverlas. Durante las últimas 3 

décadas ha generado nuevas tecnologías e innovaciones en diversas ramas de la ciencia 
(Albanese et al., 2012).  

 

En Europa, la Iniciativa Nacional de Nanotecnología la define como el estudio y control de 

material con 1 o más dimensiones de 1 a 100 nm, donde su propósito es generar nuevas 
aplicaciones (Hubbs et al., 2011). La producción de nanomateriales tiene como objetivo 

mejorar y revolucionar  sectores de la industria y la tecnología como: informática, energía, 
ciencias ambientales, alimenticia, medicina, transporte, entre muchos otros (Stone et al., 

2010; National Nanotechnology Initiative, 2012). 

 

El rápido crecimiento de la nanotecnología y el uso de sus productos tienen un creciente 

impacto económico. En el 2015, se esperan ganancias económicas por el empleo de 

estos productos de poco más de 2 trillones de dólares (Hubbs et al., 2013). Según Nano-

werk existen 1282 marcas registradas a nivel mundial que generan productos derivados 

de la nanotecnología usados en alimentos, energía, cosméticos, medicina, industria 

automotriz e incluso industrias verdes. Sin embargo, ha provocado una problemática 

sobre los posibles efectos adversos que pudieran causar estos novedosos productos. 

 

Para generar productos nanotecnológicos que sean seguros, se ha sugerido la formación 

de equipos multidisciplinario con la finalidad de garantizar la seguridad en el diseño de los 
productos a nanoescala (Hubbs et al., 2011; Fenoglio et al., 2013), así como para evaluar 

y manejar los riesgos asociados con la exposición de cada tipo de estos nanoproductos 
(Fenoglio et al., 2013). 
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Nanomateriales y nanopartículas 
 

Los nanomateriales son definidos por la Unión Europea como cualquier material natural, 

incidental o manufacturado que contenga partículas, en forma dispersa o como agregados 

o aglomerados; donde el 50% o más de las partículas exhibidas posean dimensiones de 1 
a 100 nm de diámetro (Calzolai et al., 2012; Shi et al., 2013). Las nanopartículas (NPs) 

también son un producto de la nanotecnología, pero a diferencia de los nanomateriales, 

son definidas como un material con 2 o más dimensiones entre 1 a 100 nm que posean 

inusuales propiedades fisicoquímicas relacionadas con su tamaño, forma y composición 

química (Fadeel y Garcia-Bennett, 2010).  

 

Hay una gran diversidad y complejidad de nanomateriales que han entrado en el 

mercado, por lo que evaluar su seguridad representa un complicado reto debido a sus 
distintas propiedades  (Lai et al., 2012), las cuales las hacen atractivas para emplearlas 

en el mercado y en productos que están en contacto con el humano (Li et al., 2010; Truel 

et al., 2012; Hubbs et al., 2013; Shi et al., 2013). Distintos autores clasifican a los 

nanomateriales por su naturaleza química. Wang et al. (2012) las clasificaron en cuatro 

categorías mostradas en la tabla 1. 
 
Tabla 1. Clasificación general de los tipos de nanomateriales.   

Los productos con estas NPs son utilizados en la industria automovilística, electrónica, 

aeroespacial, electrónica, energética, alimenticia, construcción, farmacéutica y cosmética 
(Buzea et al., 2007; Wang et al., 2012).  Es importante considerar el riesgo de exposición 

 
Tipo de nanomaterial 

 
Ejemplo 

 
Nanomateriales a base de carbón Nanotubos de carbono (CNT) y fullerenos (C60) 

Nanomateriales a base de metal Dióxido de titanio (TiO2)  y óxido de zinc (ZnO) 

Dendrímeros Polímeros en nanoescala 

 
Compuestos de distintos nanomateriales NPs con centro de sílice-platino 
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a estos nanomateriales debido a que Las NPs pueden internalizarse en el cuerpo y 
distribuirse a otros órganos, causando efectos adversos a la salud (Li et al., 2010). 
 

En comparación con estructuras celulares como las mitocondrias que miden 1 a 3 μm, las 

NPs son más pequeñas (Buzea et al., 2007) (Fig.1), así que sus efectos tóxicos pueden 

ser atribuidos a su pequeño tamaño, a su reactividad química y a su capacidad de 

internalizarse en tejidos, células individuales y en organelos celulares (Fadeel y Garcia-
Bennett, 2010; Shukla et al., 2011; Hubbs et al., 2013; Shi et al., 2013).  

 

Entre las NPs con mayor preocupación por su volumen de producción y su mayor 

potencial de exposición, están las de plata (NPs-Ag), los nanotubos de carbono (NTC), 
fullerenos C60 (C60) y las NPs de dióxido titanio (NPs-TiO2) (Hendren et al., 2011). Esta 

última tiene el 70% de la producción mundial de pigmentos (Husain et al., 2013). 

 

 
Figura 1. Comparación del tamaño de NPs con estructuras celulares. Macrófago de rata 

comparado con partículas de 1000, 500, 400, 200  y nanopartículas de 100 nm (encerrada en el 

recuadro). Los macrófagos humanos son dos veces más grandes que los macrófagos de rata. 

Imagen de microscopía electrónica de transmisión (TEM); teñido en rojo el núcleo, en azul las 

mitocondrias. Imagen tomada de Buzea et al., 2007. 
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Nanopartículas de dióxido de titanio (NPs-TiO2) 
 

En la naturaleza el TiO2 se presenta en 3 estructuras cristalinas: anatasa, rutilo y broquita 
(Fig. 2) (Skocaj et al., 2011; Fries y Simkó, 2012). La forma anatasa comparada con el 

rutilo, es la forma más empleada comercialmente además de ser la más reactiva. El rutilo 
presenta un arreglo más denso y estable de átomos (Iavicoli et al., 2011; Skocaj et al., 

2011; Shi et al., 2013). 

 
Figura 2. Tres formas cristalinas naturales del TiO2. A) Rutilo, B) Anatasa y C) Broquita. 

Tomado de Fries y Simiko, 2012. 

 

El TiO2 es también conocido como titania, titanio óxido (IV), ácido titánico anhídrido o 
titanio blanco (Shi et al., 2013). Durante muchas décadas fue considerado como un 

material seguro e inerte (Skocaj et al., 2011). Pero con el desarrollo de la nanotecnología 

se cambió el tamaño del TiO2 a escalas nanométricas  (<100 nm de diámetro) 
modificando sus propiedades fisicoquímicas iníciales (Shi et al., 2013). 

 

Las NPs-TiO2 tienen una buena resistencia al desgaste y a la corrosión, presentan 

excelente rendimiento óptico, maquinabilidad, biocompatibilidad, blancura, fotocatálisis y 

propiedades eléctricas. Las NPs- TiO2 son empleadas como un aditivo, pigmento blanco 

en las pinturas, colorante en alimentos, en bloqueadores solares, en cremas cosméticas, 

en la descontaminación del aire, agua y suelo, y año con año se ha incrementado su 
manufactura y su aplicación (Iavicoli et al., 2011; Skocaj et al., 2011). 
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La producción de las NPs-TiO2 incrementa año con año colocándolo entre las cinco NPs 
más empleadas en los productos de consumo (Shukla et al., 2011; Husain et al., 2013). 

Tan sólo en Estados Unidos en el 2006 se produjeron 40,000 toneladas de NPs-TiO2, 

pero, debido a su demanda en el mercado, se ha estimado que para el 2025 la producción 

de NPs-TiO2 será de 2.5 millones de toneladas (Zhang et al., 2012).  

 

Exposición a las NPs-TiO2 
 

El incremento en la manufacturación de NPs-TiO2, tendrá como consecuencia que parte 

de estos materiales sea liberado al ambiente, afectando a la biosfera y la cadena 
alimenticia (Robichaud et al., 2009). Conocer el ciclo de vida que tienen estos 

nanomateriales nos ayuda a entender el riesgo de exposición que existe (Fig. 3) 
(Robichaud et al., 2009; Zhang et al., 2012). 

 

La exposición a NPs-TiO2 ocurre por ingestión, inhalación, contacto dermal o por 

aplicaciones medicas. La exposición oral puede ocurrir a través del consumo de  

productos alimenticios que las contienen. La exposición inhalatoria la sufren 

principalmente los trabajadores que las sintetizan, también tiene lugar en el empleo de 

aerosoles que las contienen, como algunos bactericidas y bloqueadores solares. El 

contacto dermal puede ocurrir a través de la aplicación de cosméticos y bloqueadores 

solares. La exposición por aplicaciones médicas ocurre por el uso de implantes de TiO2 y 

por el uso de NPs-TiO2 como excipiente en fármacos durante el tratamiento médico (Teow 

et al., 2011; Shi et al., 2013). 

 

La constante exposición a NPs puede tener como consecuencia daños adversos a la 

salud. Durante su manufacturación los sitios con mayor riesgo de exposición son las 

zonas de empaque, limpieza y mantenimiento. En estas zonas se ha indicado que puede 

haber una concentración de15, 000 a 156, 000 partículas de TiO2/cm3, con un diámetro de 
20 y 30 nm y variaciones en su tamaño de 25 a 100 nm (Liao et al., 2008; Shi et al., 2013; 

Skocaj et al., 2013).  
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Figura 3. Ciclo de vida de las NPs-TiO2 en el ambiente. Potencial de liberación, exposición y 

acumulación de las NPs-TiO2 en el ecosistema. Imagen tomada de Zhang et al., 2012. 
 

 

Efectos tóxicos de las NPs-TiO2 

  
Las NPs-TiO2 son usadas en bloqueadores solares por  qué puede reflejar los rayos UV 

de la piel, pero es importante considerar que se usan las diferentes formas cristalinas en 

diversos productos. La exposición a las diferentes formas cristalinas de las NPs-TiO2 

tienes distintos efectos tóxicos. La toxicidad que poseen las NPs-TiO2 se debe a su 

pequeño tamaño, la forma cristalina, reactividad química, área superficial, estado de 

agregación cuando están resuspendidas facilidad por adentrarse en distintos tipos de 

células, capacidad por generar especies reactivas de oxigeno (ROS) y prolongada 
exposición a ellas (Pan et al., 2009; Shukla et al., 2011; Zang et al., 2012). Debido a los 

diversos factores que influyen en la toxicidad de las NPs-TiO2 es importante hacer una 

caracterización de las NPs usadas en los estudios toxicológicos (Werheit, 2013). 
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En 1986 Yamadori y colaboradores mostraron que en un trabajador de 53 años empleado 

como empacador de TiO2 durante 13 años desarrolló adenocarcinoma en el pulmón, 

además  de mostrar la presencia de titanio acumulado alrededor de los bronquiolos.  Lo 

anterior es un dato relevante pues en humanos existe poca evodencia de los efectos 

tóxicos que provoca tener una exposición a NPs-TiO2. Por el contrario en modelos 
animales hay evidencia de su toxicidad y efecto carcinógeno (Zhang et al., 2012; Shi et 

al., 2013).  

 

La exposición a NPs-TiO2 genera citotoxicidad, ROS, especies reactivas de nitrógeno 

(RNS), rompimiento en las cadenas del ADN, alteración en el ciclo celular, formación de 

micronúcleos, apoptosis en diversas tipos de células, incremento en la liberación de 

citocinas pro-inflamatorias,  sobreproducción de peróxido de hidrógeno y óxido nítrico  
(NO ̇ ), y una disminución en la generación de antioxidantes (Zhao et al., 2009; Hubbs et 

al., 2011; Shukla et al., 2011; Zhang et al., 2012; Husain et al., 2013; Shi et al., 2013).  

 

Esta información ha promovido que la Agencia Internacional de Investigación del Cáncer 

(IARC) clasifique a las NPs-TiO2 en el grupo 2B como posible carcinógeno en humanos 

(IARC, 2010). Es importante descubrir el potencial  tóxico que tienen las NPs-TIO2 en 

humanos, pues se ha convertido en una preocupación urgente debido a su creciente  
demanda en el mercado (Zhang et al., 2012).   

 

Efectos adversos en el pulmón por la exposición a NPs-TiO2 
 

Las NPs-TiO2 pueden ser inhaladas del medio ambiente y alojarse en el tracto respiratorio 
generando efectos tóxicos (Li et al., 2010; Muller et al., 2012; Truel et al., 2013). 

 

Las partículas después de entrar al sistema respiratorio pueden quedar atrapadas en 

mucosas o ser fagocitadas por macrófagos del sistema respiratorio. Las partículas que 

quedan libres pueden dirigirse a células epiteliales e internalizarse en ellas, iniciando la 

producción de citocinas pro-inflamatorias. También se ha observado que las partículas 

libres pueden cruzar la barrera alveolo-sangre, e incorporarse al torrente circulatorio y 
translocarse a cerebro, corazón, hígado, bazo y riñones (Fig. 4) (Skocaj et al., 2012).  
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En ratas se ha demostrado que la exposición por instilación intratraqueal durante 

prolongados tiempos a altas concentraciones de TiO2, provoca el desarrollo de cáncer de 
pulmón (Husain et al., 2013). En ratas expuestas a NPs-TiO2 durante 2 años por la vía 

inhalatoria, se observó que en el pulmón hay una acumulación dosis dependiente de NPs-

TiO2, hiperplasia en neumocitos, proteinosis alveolar y la aparición de adenomas bronquio 
alveolares (Park et al., 2009).   

 
La exposición a NPs-TiO2  puede iniciar respuestas inflamatorias en pulmones (Skocaj et 

al., 2012; Sun et al., 2012; Husain et al., 2013). Se ha demostrado que ratones expuestos 

a 2.5, 5 y 10 mg/kg de NPs-TiO2 por instilación intratraqueal durante 90 días provoca daño 

pulmonar asociado a procesos inflamatorios, liberación de citocinas inflamatorias, 

generación de estrés oxidante y  la activación del factor nuclear kappa beta (NF-κβ) (Sun 
et al., 2012). 

 

Proceso inflamatorio por exposición a NPs-TiO2 
 
Park et al. (2009) demostraron que en ratones expuestos por instilación intratraqueal a 5, 

20 y 50 mg/kg de NPs-TiO2 durante 14 días hay una inflamación crónica y la inducción de 

citocinas inflamatorias. Se observó que la inducción de IL-1, IL-6 y TNF-α  fue de manera 

dosis dependiente a la exposición de las NPs. En ratones expuestos a 5, 10, 50,100 y 150 

mg/kg a NPs-TiO2 durante 14 días, existe un aumento en la expresión de NF-κβ, TNF-α, 

IL-6, IL-1β e IL-4 (Shi et al., 2013).  

 

La exposición a NPs puede activar otros mecanismos que inicien el proceso inflamatorio. 
Ramos-Godínez et al. (2013) demostraron, que la exposición a NPs-TiO2 en células 

endoteliales provoca que la respuesta inflamatoria inicie con el reclutamiento de 

monocitos y macrófagos. Lo anterior provoca el incremento de ROS, la expresión de 

moléculas de adhesión como ICAM-1, VCAM-1, PECAM-1, E y P-selectinas y la 

sobreexpresión de moléculas pro-angiogénicas como el factor de crecimiento endotelial 

vascular (VEGF), angiotensina II (AII), y factor tisular (TF). Lo anterior es interesante pues 

no hay estudios suficientes que evidencien la asociación entre procesos inflamatorios y la 
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formación de nuevos vasos sanguíneos o también conocido como angiogénesis (Ono et 

al., 2008). 

 

 
Figura 4. Enfermedades asociadas a la exposición de NPs.  Esquema del cuerpo humano con 

las distintas vías de exposición a NPs y su distribución en el cuerpo. Órganos afectados y 

asociados a enfermedades en estudios “in vivo” por exposición a NPs. Imagen tomada de Buzea et 

al., 2007.  

 

 
Óxido nítrico (NO˙) 

 
El NO˙ es una molécula producida principalmente por células epiteliales del tracto 

respiratorio, células endoteliales y células inflamatorias (Gelb et al., 2012). El NO˙ es  
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formado a partir de isoenzimas de la óxido nítrico sintasa (NOS), las cuales tienen la 

función de convertir la L-arginina en L-citrulina y NO˙ (Fig. 5) (Ricciardolo et al., 2004).  

 

 
Figura 5. Síntesis del óxido nítrico. En presencia de nicotinamida adenina dinucleótido fosfato 

(NADPH), oxígeno y NOS, catalizan la transformación de L-arginina a citrulina y NO˙. La citrulina 

puede ser reciclada para formar L-arginina y el NO˙ puede tener efectos autocrinos como una 

retroalimentación negativa en la NOS.    

 

La NOS es un familia que se compone de la óxido nítrico sintasa endotelial (eNOS), la 

óxido nítrico sintasa neural (nNOS) y la óxido nítrico sintasa inducible (iNOS). La iNOS a 

diferencia de la eNOS y la nNOS no es constitutivamente expresada, pero puede ser 

inducida por distintos estímulos, esto provoca la sobreproducción de NO˙ lo cual implica 

efectos pro-inflamatorios (Ricciardolo et al., 2004). Por este motivo se ha evidenciado que 

la sobreproducción de NO˙ es un marcador de inflamación. 

 

La acumulación de NPs en el pulmón causa un aumento en los niveles de NO˙, 

reclutamiento de células inflamatorias y sobreproducción de citocinas inflamatorias 
(Manke et al., 2013). En  otros estudios se ha visto que en pulmones hay un incremento 

significativo en los niveles de NO˙ después de ser expuestos a nanopartículas de dióxido 

de sílice (NPs-SiO2)  y cuarzo (Carter y Driscoll et al., 2001). Esta molécula reacciona 

rápidamente con el O2, por este motivo se cuantifican sus metabolitos estables NO2 y NO3 
(Adarmes et al., 2009). Actualmente no hay estudios  demuestren que la exposición a 

NPs-TiO2, en células epiteliales de pulmón provoquen cambios en los niveles de NO˙. 
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El factor inducible de hipoxia (HIF 1-α) y el factor de crecimiento endotelial vascular 
(VEGF) 

 
La angiogénesis es un proceso fisiológico, que implica el crecimiento de nuevos vasos 

sanguíneos a partir de los vasos sanguíneos preexistentes.  Este proceso es regulado por 
señales pro y anti-angiogénicas en tejidos normales (Chetty et al., 2009).  

 

El VEGF es el principal inductor angiogénico en el desarrollo embrionario y en la 
angiogénesis tumoral (Shubbar et al., 2011). Sin embargo, se ha encontrado que los 

procesos inflamatorios y angiogénicos junto con la expresión de VEGF, están asociados 

en enfermedades como el cáncer, la enfermedad de Crohn, diabetes, artritis reumatoide u 
obesidad (Ono et al., 2008). Por otro lado se ha observado que la exposición a NPs-TiO2  

puede intervenir en la expresión de moléculas inflamatorias y angiogénicas.  

 
Montiel-Dávalos et al. (2012) demostraron que células endoteliales expuestas a 5 μg/cm² 

de NPs-TiO2 durante 48 h provocan el incremento de ROS, la activación de NF-κβ y un 

incremento en la expresión de VEGF.  

 

La producción de VEGF es controlada a través de respuestas celulares, sin embargo, en 

niveles bajos de oxígeno o hipoxia, se incrementa la formación de ROS y se activa la 

transcripción del factor inducible de hipoxia (HIF). Este es un factor de transcripción 
importante que puede regular la expresión de VEGF (Shubbar et al., 2011). Las NPs-TiO2 

generan ROS relacionadas con las señalizaciones que ocasionan hipoxia, lo cual 

provocaría un aumento en la transcripción de HIF y en la concentración citosólica de 
VEGF (Al-Melhdi et al., 2012; Park et al., 2012). Este aumento del HIF y el VEGF es de 

nuestro interés, debido a que pueden ser un importantes reguladores de la angiogénesis 
(Choi et al., 2011; Du et al., 2011; Shubbar et al., 2011). 

 

Las ROS han sido implicadas en diversas enfermedades vasculares asociadas con el 

funcionamiento de membranas endoteliales. La formación de ROS contribuyen a la 

estabilidad de HIF esto genera una vía de señalización ROS-HIF-VEGF (Irwin et al., 

2009). Por lo que evaluar si las NPs-TiO2 pueden actuar en la vía HIF-VEGF es de 

nuestro interés. 
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JUSTIFICACIÓN 
 
La creciente producción de NPs-TiO2 implica que puedan acumularse en  agua, suelo o 

suspendidas en el aire pero el sector de la población con mayor riesgo de exposición la 

enfrentan los trabajadores que las sintetizan. Las NPs-TiO2 que son inhaladas pueden 

llegar a los alvéolos y ser internalizadas por neumocitos tipo II. La citotoxicidad que tienen 

las NPs-TIO2 en neumocitos tipo II está siendo investigada, sin embargo, estos estudios 

no son representativos debido a que son a altas concentraciones y en tiempos muy cortos 

de exposición (48 h). Por lo que es representativo de la exposición ambiental investigar 

los efectos tóxicos que tienen a NPs-TiO2 en concentraciones bajas y a mayores tiempos 

de exposición. 

 

Se ha propuesto que la inflamación y la angiogénesis están asociadas, se ha estudiado la 

la exposición a NPs-TiO2 en el pulmón pero las alteraciones en la  expresión de moléculas 
proinflmatarias (IL-6 y NO˙) y proangiogenicas (HIF 1-α y VEGF) que pudiera tener  la 

exposición subtóxica a 1, 5 y 10 μg/cm2 durante siete días en neumocitos tipo II no ha 

sido observado. Por lo que, esta tesis tiene como finalidad demostrar los cambios en la 
expresión de  IL-6, NO˙, HIF 1-α y VEGF por la exposición subtóxica a NPs-TiO2 durante 

siete días. 
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HIPÓTESIS 
 

La exposición subtóxica a 1, 5 y 10 μg/cm2 NPs-TiO2 durante siete días en neumocitos 

tipo II será capaz de provocar cambios en la expresión de moléculas proinflamatorias (IL-6 

y NO˙) y proangiogénicas (HIF 1-α y VEGF). 

 
 OBJETIVOS  
 

Objetivo general 
 

 Evaluar la expresión de factores pro-inflamatorios y pro-angiogénicos en 

neumocitos tipo II expuestos a concentraciones sub-tóxicas de NPs-TiO2 durante 

cuatro y siete días. 

Objetivos particulares 
 

 Caracterizar el potencial Z y el tamaño de las NPs-TiO2 resuspendidas en medio 

de cultivo F12K + FBS. 

 

 Evaluar la captación de NPs-TiO2 por citometría de flujo en neumocitos tipo II 

expuestos a 1, 5 y 10 μg/cm2 NPs-TiO2 durante siete días. 

 

 Determinar la producción de NO˙ por reacción de Griess en neumocitos tipo II 

expuestos a 1, 5 y 10 μg/cm2 NPs-TiO2 durante cuatro y siete días. 

 

 Determinar la expresión de IL-6 por ELISA en neumocitos tipo II expuestos a 1, 5 y 

10 μg/cm2 NPs-TiO2 durante cuatro y siete días.  

 

 Determinar la expresión de HIF 1-α y de VEGF por citometría de flujo en 

neumocitos tipo II expuestos a 1, 5 y 10 μg/cm2 NPs-TiO2 durante siete días. 
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MATERIAL Y MÉTODO 
Materiales 

 
Medio F12K (IX) modificado por Kaight con L-glutamina y bicarbonato de sodio (In vitro 

S.A.), tripsina-EDTA-4Na al 0.05% y EDTA-4Na al 0.02% (In vitro S.A.), suero fetal bovino  

(Biowest US1520), NPs-TiO2 titanio (IV), anatasa de < 25 nm de diámetro, purificado 

99.7% de base metálica (Sigma Aldrich), anticuerpo contra HIF1-α (H-206) 200 µg/ml sc-

10790 (Santa Cruz Biotechnology), anticuerpo contra VEGF (VG-1) sc-53462 200 µg/ml 

(Santa Cruz Biotechnology), cajas  estériles para cultivo celular adherente (STARTED). 

Citómetro FACScalibur (Beckson Dickinson, San Jose CA). 
 

Caracterización de las NPs-TiO2 

 

Tamaño 

Sin importar el tamaño de las nanopartículas primarias reportadas por el  distribuidor 

(25nm), cuando las partículas primarias entran en contacto con el medio de cultivo, 

forman interacciones que  permiten la formación de  aglomerados con diferente tamaño, 

forma, Potencial Z, entre otras características fisicoquímicas. Por ello fue necesario 

conocer las características de los aglomerados  formados en el medio de cultivo. El 

tamaño, se determinó utilizando dos métodos: 1) Diámetro hidrodinámico (mediante 

dispersión dinámica de luz,  DLS; utilizando el NS-Zeta nanosizer, Malvern, USA) y 2) Por 

microscopía electrónica de transmisión TEM (JEOL-JEM-1010,JEOL Japón). 

 

Potencial Z 

Se determinó utilizando el analizador de Potencial Z (Zeta Plus Analyser, 

Brookehaven, USA). Para ello se utilizaron 3.43x10-3 µg TiO2 NP/µl Medio de 

cultivo. 
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Cultivo celular de neumocitos tipo II 
 

Se usaron neumocitos tipo II, conocidos como la línea celular A549 y que fueron 

obtenidas de la Colección de Cultivo Tipo Americano (ATCC). Su origen data de 1972 

cuando el Dr. Giard D.J. realizó una extracción de células de tejido pulmonar con 

carcinoma de un hombre caucásico de 58 años. Estas células son adherentes y son 

responsables de la difusión de sustancias, como agua y electrolitos. 

 

Los neumocitos tipo II fueron sembrados en cajas de 75 cm2 diámetro para cultivo celular 

adherente. Los cultivos se mantuvieron en una confluencia de 2x103 a 1x104 de células 

por cm2, se suplementaron con medio de cultivo F12K al 90% y suero fetal bovino (FBS) 

al 10%, en una ambientación de 37° C y 5 % de dióxido de carbono (CO2).  

 

Se realizaron subcultivos de 250, 000 neumocitos con la finalidad de mantenerlos en 

crecimiento. Para despegar a las células se usó tripsina 0.05% y EDTA al 0.02 %. Las 

células despegadas se centrifugaron a 1, 300 revoluciones por minuto (RPM) durante 6 

min, la pastilla se resuspendió en 1 ml de medio F12K y FBS.  

 

El conteo celular se realizó tomando 20 μl de las células resuspendidas en el medio de 

cultivo, los cuales se mezclaron con 60 μl de azul tripano. El homogenizado quedó en una 

disolución 1:4, de la cual posteriormente se tomó 10 μl y se colocó en una cámara de 

Neubauer. La cuantificación se realizó en los cuadrantes de las esquinas de la cámara 

(Fig. 6). 
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Figura 6. Cuadrante de la cámara de Neubauer. Se señala en rojo los cuadrantes donde se llevó 

a cabo la cuantificación de células. 

 

 

La fórmula empleada para determinar el número de células es la siguiente: 

 
 (Sumatoria total de las células) (Volumen final) (Factor de dilución) (10 000) 

4 
 
 
 
 

Tratamiento con NPs-TiO2 
 

Los neumocitos tipo II se expusieron a distintas concentraciones de NPs-TiO2 durante 4 y 

7 días dependiendo del experimento. Se hicieron cuatro grupos experimentales. El grupo 

1 se conformó de células control, el grupo 2 de células expuestas a 1 μg/cm2 de NPs-

TiO2, el grupo 3 de células expuestas a 5 μg/cm2 de NPs-TiO2 y el grupo 4 de células 

expuestas a 10 μg/cm2 de NPs-TiO2.  
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Se pesó 1 mg de NPs-TiO2 y se resuspendió en 1 ml de medio de cultivo, quedando a una 

concentración 1 μg/1μl. Posteriormente las NPs-TiO2 fueron sonicadas a 60 Hertz durante 

30 min, esto con la finalidad de disgregarlas. Para cada cultivo se usaron 250, 000 células 

en cajas de 24 cm2 por lo que para exponer a los neumocitos se agregó para el grupo 1, 

24 μl, al grupo 2, 120 μl y para el grupo 3, 240 μl de las NPs-TiO2 resuspendidas.  
 

Tinción de hematoxilina y eosina 
 
Se colocaron cubreobjetos estériles en el interior de las cajas de cultivo celular. 

Posteriormente en cada caja se sembraron 100, 000 células con sus respectivas 

concentraciones de NPs-TiO2. Luego de 7 días de exposición a NPs-TiO2 se recupero el 

cubreobjetos, el cual tenía adheridas las células a evaluar. 

 

Las células en el cubreobjetos fueron fijadas con paraformaldehído al 4% durante 1 hora, 

después se tiñeron con hematoxilina por 10 min y enjuagadas con PBS. Posteriormente 

se tiñeron con eosina por 10 min y se enjuagaron con PBS. Las células se montaron en 

portaobjetos y se observaron en microscopio de campo claro, se enfocaron a 63 

aumentos y se  tomaron fotografías. 

 

Esta tinción además de facilitar la observación de morfología celular también permitió 

visualizar a las NPs-TiO2 que fueron internalizadas, debido al contraste generado por la 

hematoxilina que tiñe el núcleo de morado y la eosina que tiñe el citoplasma de rosa. 

 

 

 

Captación de NPs-TiO2 por citometría de flujo 

 
Los neumocitos después de estar expuestos siete días a NPs-TiO2 se despegaron con 

PBS-EDTA a 1 mM y fueron fijados en alcohol al 70% durante 12 h. Después fueron 

centrifugados 2 veces a 1, 200 rpm durante 7 min,  la pastilla resultante se resuspendió en 

300 µl de FacsFlow hasta ser leídas en el citómetro de flujo.  
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Se evaluó la captación de NPs-TiO2 en 10,000 células de cada grupo experimental. Se 

usó el software Cells Quest-Pro para ajustar en cada lectura los parámetros de side 

scatter (350-SSC) y de forward scatter (E001-FSC). Las intensidades obtenidas por 350-

SSC y E001-FSC son respectivamente proporcionales a la complejidad intracelular y al 

tamaño celular. 

 

Los datos obtenidos por el citómetro de flujo fueron analizados con el programa WinMDI 

2.9 y por medio del mismo se marcó en un panel “dot plot” cuatro cuadrantes en los que 

se observó los cambios en la granularidad de los neumocitos que fueron expuestos a 

diferentes concentraciones de NPs-TiO2 (Fig. 7). 

 
Figura 7. Gráfica de “dot plot”. En la gráfica de “dot plot”,  el eje de las “X” refleja la intensidad de 

FSC en escala lineal. El eje de las “Y” corresponde al SSC que es el la granularidad celular en 

escala lineal. Para determinar la captación de NPs-TiO2 se comparó el incremento de la densidad 

intracelular (SSC) de los neumocitos tipo II controles, con los neumocitos tipo II que fueron 

expuestos a 1, 5 y 10 µg/cm2 de NPs-TiO2. 

 

Después de evaluar las poblaciones celulares, se seleccionó el cuadrante 4 como la 

población de los neumocitos tipo II que no fueron expuestos a NPs-TiO2. Los neumocitos 

tipo II son capaces de internalizar NPs-TiO2 en su citoplasma, esto provoca que la 

población celular del cuadrante 4 se desplace a los cuadrantes 1 y 2. En el cuadrante 3 se 

indica la presencia de detritos y restos celulares. En las gráficas se tomó en cuenta el 
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porcentaje de células que se localizaron en el cuadrante 2 debido a que aumentaron su 

granularidad. 
 

 

Producción de IL-6 en ensayo por inmunoabsorción ligado a enzimas (ELISA) 
 
 

Los medios de cultivo de cada grupo experimental se analizaron después de estar 

expuestos a NPs-TiO2 durante 4 y 7 días. Se tomó una alícuota 1.5 ml de los medios de 

cultivo, posteriormente fueron almacenadas a -20 °C hasta su análisis. Se evaluó la 

concentración de IL-6 por ml mediante una prueba de ELISA. 

 

La ELISA se preparó diluyendo el anticuerpo de captura para IL-6 a una concentración de 

2 µg/µl, en 10 ml de PBS. Posteriormente se agregó el anticuerpo de captura en una caja 

de 96 pozos, distribuyendo 100 µl de la dilución en cada pozo. Al finalizar la placa fue 

cubierta con aluminio para prevenir la evaporación y se incubó toda la noche a 4 °C. 

 

El exceso del anticuerpo de captura se eliminó mediante 4 lavados con PBS/Tween 20 al 

0.1% a temperatura ambiente. Después se dejó secar y se bloqueo la inespecificidad del 

anticuerpo de captura al agregar 200 µl de PBS/FBS al 1%. La placa se cubrió con papel 

aluminio y se incubó a temperatura ambiente durante 2 h. Posteriormente se lavó la placa 

3 veces con PBS /Tween 20 al 0.1%. 

 

Finalmente se realizó la curva estándar (Fig. 8) y se agregaron las muestras a analizar, a 

cada pozo se agregó 100 µl de la muestra. La placa fue cubierta con aluminio y se incubó 

toda la noche a 4°C. 
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Figura 8. Curva patrón del ensayo ELISA para cuantificar la liberación IL-6 de neumocitos tipo 

II expuestos a NPs-TiO2. 

 

Producción de NO˙ por reacción de Griess 
 
La determinación de la concentración de NO˙ por reacción de Griess (Fig. 9) se realizó 

tomando 1.5 ml del medio de cultivo durante el cuarto y séptimo día de exposición a NPs-

TiO2 de cada grupo experimental. El sobrenadante fue almacenado a -20 °C hasta su 

análisis. 

 

 
 
Figura 9. Reacción de Griess.  El ácido sufanílico (1 % de sulfanilamida en 5% de H2PO4,) 

reacciona con los NO2
- de la muestra, dando lugar a la formación de la sal diazonio. La reacción de 

la naftilenodiamina con la sal  diazonio forma un color rosado. 
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Para la detección de NO˙ se prepararon 2 reactivos, la solución A y la solución B. La 

primera contenía 0.1 % de naftilenodiamina en agua destilada, la segunda contenía 1 % 

de sulfanilamida en 5% de H2PO4,  al mezclar soluciones en una dilución 1:1 se obtuvo el 

reactivo de Griess. 

 

En una placa de 96 se adicionaron 100 μl de los sobrenadantes colectados de cada grupo 

experimental. A cada muestra problema se le agregaron 70 μl del reactivo de Griess y se 

incubó 15 min. Se observó que la reacción dio una tonalidad rosa.  

 

La concentración de NO2 en los sobrenadantes se determinó mediante una curva patrón 

(Fig. 10) adicionando 312, 156, 78, 39, 19.5  y 0 µM de NaNO2 en un volumen de 100 µl a 

los cuales se les agregaron 70 µl del reactivo de Griess. Finalmente se analizaron las 

muestras por espectrofotometría a una longitud de onda de 540 nm.  

 

 

 
 
Figura 10. Curva patrón de NO2

-. Curva estándar para cuantificar la liberación nitritos y nitratos de 

neumocitos tipo II expuestos a NPs-TiO2. 
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Marcaje intracelular de HIF 1-α y VEGF por citometría de flujo 
 
La expresión de HIF y VEGF de los cuatro grupos experimentales se evaluó por citometría 

de flujo. Las células se despegaron con 2 ml de PBS-EDTA a 1 mM. Después fueron 

centrifugadas a 1, 300 rpm durante 7 min y  lavadas con PBS tres veces. La pastilla fue 

fijada con alcohol al 70% durante 12 horas a -20 °C.  

 

Posteriormente se quito el alcohol y para poder realizar la tinción intracelular las células 

fueron permeabilizadas con 1ml de PBS-Tween al 0.2% durante 15 min a 37 °C. Después 

se retiró el PBS-Tween 20 al 0.2% de las células y se incubaron con los anticuerpos de 

HIF o VEGF en una proporción de 1:50 diluido en PBS/albúmina (BSA) al 1% durante 45 

min a temperatura ambiente. A continuación las células fueron centrifugadas a 1, 300 rpm 

durante 10 min. La pastilla resultante se lavó 3 veces con PBS y se centrifugo a 1, 300 

rpm durante 10 min. Las células restantes se incubaron con el anticuerpo secundario 

FITC en una proporción 1:50 diluído en PBS/BSA al 1% durante 30 min a 4 °C. 

Posteriormente las células fueron centrifugadas y resuspendidas en 300 μl de Facs flow 

hasta ser leídas por citometría de flujo. 

 

Se formaron cinco grupos experimentales para analizar los datos obtenidos. El primer 

grupo fueron células que no fueron marcadas con anticuerpos, por lo que no emitían 

fluorescencia (neumocitos blanco). Los cuatro grupos restantes fueron marcados con los 

anticuerpos y la fluorescencia detectada fue determinada en histogramas. En los 

histogramas se marcó la zona que cuantificó el porcentaje y la intensidad de fluorescencia 

emitida por VEGF o HIF1-α. 
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Panorama general de experimentación
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RESULTADOS 
 

Caracterización de las NPs–TiO2 

 
Las NPs-TiO2 (3.43 x1o-3 µg TiO2/µl) fueron resuspendidas en medio F12K+FBS y se 

observó que los aglomerados tienen formas irregulares con  un diámetro hidrodinámico de 

588 ± 4.3 nm en promedio, mientras que al medir el diámetro de los aglomerados en las 

imágenes obtenidas por TEM, se observó que tienen un diámetro de 17.62 nm (Fig. 11). 

Asimismo se observó un Potencial Z de -20.9 ± 0.7. 

 

 
 

 
Figura 11. Micrografía electrónica de transmisión de NPs-TiO2  , 75000X,  60kV.  
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Morfología de neumocitos tipo II expuestos a NPs-TiO2 

 

La evaluación en la morfología de los neumocitos no mostró cambios estructurales en 

ningún tratamiento con NPs-TiO2. Sin embargo, debido al contraste generado por la H y E 

se pudo observar a las NPs–TiO2 en la periferia del núcleo como puntos negros (Fig.12). 

 

 
 
Figura 12. Fotografía de neumocitos tipo II expuestos a NPs-TiO2. Tinción de hematoxilina y 

eosina que evidencia la internalización en neumocitos tipo II expuestos durante siete días a 

diferentes concentraciones de NPs-TiO2. En la periferia de los núcleos aparecen NPs.TIO2 

internalizadas. 
 

Captación de NPs-TiO2 

 
Los neumocitos expuestos a NPs-TiO2 mostraron un incremento en su granularidad de 

manera concentración dependiente (Fig. 13). En las células control, el 8.5% de la 

población celular se localizó en el cuadrante 2. Las células que fueron tratadas con 1, 5 y 
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10 µg/cm2 de NPs-TiO2 mostraron que el 10, 36 y 57% respectivamente cayeron en el 

cuadrante 2 (Fig. 14). 

 
Figura 13. Captación de NPs-TiO2 en neumocitos tipo II. Captación de NPs-TiO2 por citometría 

de flujo. Se observa en los paneles B (16.7 %), C (45.2 %) y D (54.7 %) un mayor porcentaje con 

respecto al panel A de células en el cuadrante 2. Las células localizadas en el cuadrante 2 

mostraron un aumento en su granularidad. 
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Figura 14.  Porcentaje de neumocitos tipo II que mostraron un aumento en su granularidad. 
El incremento de la granularidad de las células es debido a la captación de NPs-TiO2. Las células 

fueron expuestas durante 7 días a distintas concentraciones de NPs-TiO2. La información fue 

representada con media ± D.E. (n=3). * Estadísticamente diferente con respecto al control p < 0.05. 

 

 

Determinación en la producción de NO˙  

La concentración de NO˙ producido (Fig. 15) mostró un aumento significativo al cuarto día 

y una disminución significativa al séptimo día de exposición a NPs-TiO2. Se normalizaron 

las concentraciones de NO˙ con los controles con la finalidad de analizar con mayor 

facilidad las tasas de cambio.  

 

Durante el cuarto día de exposición el tratamiento de 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 tuvo una 

tasa de cambio a 1.41 de NO˙, lo cual mostró ser significativo respecto al control. Los 

tratamientos de 1 y 5 µg de NPs-TiO2 tuvieron una tasa de cambio  a 1.04 y 1.06 de NO˙ 

respectivamente, esto no fue significativo.  
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Figura 15. Tasa de cambio en la producción del NO˙ en neumocitos tipo II. Las células fueron 

expuestas a distintas concentraciones de NPs-TiO2 durante cuatro y siete días. La información fue 

representada con media ± D.E. (n=6). * Estadísticamente diferente con respecto al control p < 0.05.  

Durante el séptimo día de exposición observamos que el tratamiento de 10 µg/cm2 de 

NPs-TiO2 tuvo una tasa de cambio a 0.69, lo cual mostró tener diferencia significativa con 

respecto al control. Con los tratamientos de  1 y 5 µg/cm2 de NPs-TiO2 tuvieron una tasa 
de cambio a 0.97 y 1.07 de NO2, por lo que no fue estadísticamente significativo. 

 

Determinación en la producción de IL-6 

 

Las células expuestas cuatro días a 1, 5 y 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 tuvieron una producción 

de IL-6 de 1.29, 1.28 y 1.25 ng/ml respectivamente, lo cual no mostró diferencia 

significativa contra el control que produjo 1.45 ng/ml (Fig. 16). 

 

Durante el séptimo día de exposición, los tratamientos de 1 y 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 

mostraron diferencias significativas contra el control que produjo 1.52 ng/ml. Las células 

expuestas 7 días a 1, 5 y 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 produjeron 1.20, 1.25  y 1.22 ng/ml de 

IL-6 respectivamente. 
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Figura 16.  Concentración de IL-6 producido en neumocitos tipo II. Las células fueron 

expuestas durante cuatro y siete días a NPs-TiO2. La información fue representada con media ± 

D.E. (n=5). * Estadísticamente diferente con respecto al control p < 0.05. 

 

Expresión de HIF 1-α por citometría de flujo 

 

El número de células y la intensidad de fluorescencia en la expresión de HIF1-α no 

mostraron diferencias significativas, como se muestra en los histogramas de citometría de 

flujo (Fig. 17).  

 

Se realizaron histogramas y se marcaron las zonas que representan el porcentaje de 

células que expresan HIF1-α, estos porcentajes fueron graficados (Fig. 18). El tratamiento 

control mostró que el 26% de las células expresaban HIF1-α. Los neumocitos tratados con 

1, 5 y 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 mostraron que el 37, 28 y 42% de las células expresaban 

HIF1-α respectivamente.  

 

En cuanto a la intensidad de fluorescencia de HIF1-α en neumocitos tratados con 1, 5 y 

10 µg/cm2 de NPs-TiO2 tuvieron una intensidad de 22, 23 y 23 respectivamente (Fig. 19), 

lo cual no fue estadísticamente significativo con respecto al control 22. 
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Figura 17. Expresión de HIF1-α en neumocitos tipo II expuestos a NPs-TiO2. La curva 

representa la fluorescencia emitida en neumocitos tipo II sin ser expuestos a NPs-TiO2. La curva en 

rojo representa la fluorescencia emitida en neumocitos expuestos a NPs-TiO2. En el panel A en 

rojo se muestra la curva de fluorescencia de neumocitos tipo II blanco (sin fluorescencia). En los 

paneles B, C y D se observa la curva de fluorescencia en los neumocitos expuestos a diferentes 

concentraciones de NPs-TiO2. El área de fluorescencia se representado por la barra (  ) esta 

barra representa la expresión de HIF 1-α (% celular e intensidad de fluorescencia). 

  
 

A B 

C D 
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Figura 18. Expresión de HIF1-α en porcentaje celular de neumocitos tipo II. La información 

fue representada con media ± D.E.  (n=3). * Estadísticamente diferente con respecto al control p < 

0.05. 

 
Figura 19. Expresión de HIF1-α en intensidad de fluorescencia en neumocitos tipo II. La 

información fue representada con media ± D.E.  (n=3). * Estadísticamente diferente con respecto al 

control p < 0.05. 
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Expresión de VEGF por citometría de flujo 

 
En los histogramas de citometría de flujo (Fig. 20) se observó que  el tratamiento de 10 

µg/cm2 de NPs-TiO2 mostró un aumento significativo en el porcentaje de células que 

expresaron VEGF.  

 
En las células que no fueron expuestas a NPs-TiO2 se observó que el 33% de células 

expresaban VEGF (Fig. 21). En cambio, los neumocitos que fueron tratados con 1, 5 y 10 

µg/cm2 de NPs-TiO2 el 62, 52 y 87% respectivamente expresaron VEGF. El tratamiento de 

10 µg/cm2 de NPs-TiO2 fue el único que tuvo un aumento significativo en la expresión de 

VEGF. 

 

 La intensidad de fluorescencia de VEGF (Fig. 22) en las células control fue de 16, en las 

células tratadas con 1, 5 y 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 tuvieron una intensidad de 16, 17 y 25 

respectivamente, lo cual no fue estadísticamente significativo. 
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Figura 20. Expresión de VEGF en neumocitos tipo II expuestos a NPs-TiO2. La curva 

representa la fluorescencia emitida en neumocitos tipo II sin ser expuestos a NPs-TiO2. La curva en  

rojo representa la fluorescencia emitida en neumocitos expuestos a NPs-TiO2. En el panel A en 

rojo se muestra la curva de fluorescencia de neumocitos tipo II blanco (sin fluorescencia). En los 

paneles B, C y D se observa la curva de fluorescencia en los neumocitos expuestos a diferentes 

concentraciones de NPs-TiO2. El área de fluorescencia se representado por la barra ( ) esta 

barra  representa la expresión de VEGF (% celular e intensidad de fluorescencia). 
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Figura 21. Expresión de VEGF en porcentaje de celular de neumocitos tipo II.  La información 

fue representada con media ± D.E.  (n=3). * Estadísticamente diferente con respecto al control p < 

0.05. 

 
Figura 22. Expresión de VEGF en intensidad de fluorescencia en neumocitos tipo II. La 

información fue representada con media ± D.E.  (n=3). * Estadísticamente diferente con respecto al 

control p < 0.05. 
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DISCUSIÓN 
 

Caracterización de NPs-TiO2 

 
Antes de realizar estudios toxicológicos de NPs, es necesario que se evalúen algunas de 

sus propiedades fisicoquímicas como su  estructura,  pureza, tamaño y distribución en el 

medio que se esté utilizando. En un estudio donde se expusieron ratas por vía 

intratraqueal durante 24 h, 1 semana, 1 mes y 3 meses a 1 y 5 mg/kg a dos tipos de NPs-

TiO2  rutilo y anatasa/rutilo 80/20, se observó que la forma combinada de anatasa/rutilo 

tuvo un mayor efecto inflamatorio y citotóxico que la forma rutilo. Las distintas formas del 

TiO2 pueden provocar cambios en los efectos tóxicos (Werheit, 2013), por lo que la falta 

en la caracterización de las NPs limitaría la significancia de los estudios toxicológicos y a 

su vez no son comparables o complementarios a otros estudios con similares o idénticos 

tipos de NPs (Werheit, 2013). 

 

Las NPs-TiO2 utilizadas en este estudio tenían la forma anatasa, esta forma es la más 

usada en el mercado, particularmente en aplicaciones catalíticas debido a que es mucho 

más reactivo que la forma rutilo (Werheit, 2013). Por otro lado, en estudios citotóxicos se 

ha encontrado que las NPs-TiO2 en la forma anatasa son 100 veces más tóxicas que su 
forma equivalente rutilo debido a que estas NPs producen más ROS (Sayes et al., 2006). 

 

En la caracterización de las NPs-TiO2 usadas en este estudio observamos la formación de 

agregados. En la literatura se ha reportado que la formación agregados ocurre una vez 

que las NPs-TiO2 se han introducido en un medio biológico, lo cual incrementa el tamaño 
de las NPs usadas en un principio (Bruno et al., 2013). Los efectos que tienen las NPs 

pueden depender del tamaño de sus agregados, los cuales están  influenciados por la 
fuerza iónica de la solución donde son resuspendidos (Zhang et al., 2012).    

 

Las NPs-TiO2 con un diámetro de 100 nm pueden formar agregados de > 1,000 nm en 
soluciones con gran fuerza iónica (PBS) (Zhang et al., 2012). El motivo por el que se 

forman agregados tan grandes es porque estas soluciones reducen las cargas eléctricas y 

electrostáticas de repulsión entre las NPs. Se ha visto que las NPs-TiO2 Degussa 25 

resuspendidas en agua destilada pueden formar agregados de 542 nm, en cambio si son 
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resuspendidas en medio Medio Eagle Modificado de Dulbecco (DMEM) presentan 
agregados de 3,500 nm (Zhang et al., 2012). 

 

Captación de NPs-TiO2 

 

La captación de NPs-TiO2 se ha observado en distintos tipos de células. Vranic et al. 

(2012) expusieron células de pulmón HCI-H292 a  20 y 40 µg de NPs-TiO2 y por 

citometría de flujo observaron que las células incrementaron su granularidad acorde a la 

concentración de los tratamientos. En células gliales C6 y U373 expuestas a 5 y 20 µg de 

NPs-TiO2 aumentaron su granularidad de manera concentración dependiente (Márquez-
Ramírez et al., 2013). Estos estudios concuerdan con nuestros resultados, mostrando que 

las NPs de TiO2 pueden internalizarse en distintos tipos de células de manera 

concentración dependiente. 

 

La endocitosis es uno de los procesos que permite el ingreso de material extracelular al 

interior de las células (Doherty y McMahon, 2008). Se ha visto que la mayoría de las 

células pueden captar NPs por cuatro mecanismos; macropinocitosis, endocitosis 

mediada por clatrina, endocitosis mediada por caveolina y endocitosis independiente de 
clatrina y caveolina (Treuel et al., 2013). Para activar estos mecanismos de 

internalización, las NPs interactúan con biomoléculas. Esta interacción se ha observado 
que es dependiente del medio en que se encuentren (Shemetov et al., 2012). 

 

Las NPs son capaces de interactuar con proteínas, carbohidratos y lípidos, estas 

biomoléculas forman una capa alrededor de la NP llamada proteína corona.  Esta corona 

se forma antes de que la NP tenga contacto con las membranas celulares. En 

consecuencia, los receptores de la superficie celular que activan mecanismos de 

endocitosis, se activan al encontrarse con las biomoléculas que recubren a las NPs 
provocando su captación (Treuel et al., 2013). 

 

El tipo de interacción que pueda tener una NP con biomoléculas es modulada por sus 
propiedades fisicoquímicas incluyendo tamaño, forma y área superficial (Shemetov et al., 

2012; Treuel et al., 2013). Se ha comparado la afinidad de NPs-TiO2, Fe2O3, SiO2 y de 

carbón con  albúmina, fibrinógeno e inmunoglobulinas. Se observó que las NPs de carbón 
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tienen mayor afinidad a las proteínas evaluadas que las NPs óxido metálicas. Sin 

embargo, entre las proteínas estudiadas, el fibrinógeno mostró tener la mayor afinidad a 
las NPs-TiO2, Fe2O3, SiO2 y de carbón (Ruh et al., 2012). 

 

La internalización de NPs-TiO2 en neumocitos tipo II aún no es clara. Sin embargo, 

mediante el uso de inhibidores específicos de los mecanismos de endocitosis se ha visto 

que la principal ruta de captación de NPs-TiO2 es la endocitosis mediada por clatrina 
seguido de la endocitosis mediada por caveolina (Cai et al., 2012). 

  
Producción de NO˙ 

 

Los neumocitos expuestos durante 4 días a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2  tuvieron un 

incremento significativo en la producción de NO˙, este incremento se ha visto en otros 

tipos de células expuestas a NPs. Xue et al. (2012) expusieron células gliales a cuatro 

distintos tipos de NPs (NPs-SiO2, NPs-TiO2, NPs-HAP y NPs-Fe3O4) y demostraron que 

las NPs-TiO2 y NPs-hidroxiapatita (HAP) por concentración dependencia afectan 

significativamente a la expresión en las vías de señalización asociadas con la producción 

de NO˙.  

 

En neumocitos se ha demostrado que la exposición a NPs-TiO2, provoca un incremento 

significativo de ROS de manera concentración dependiente y una disminución en los 
niveles de glutatión (GSH) y catalasa (CAT) (Srivastava et al., 2012).  También se ha 

observado que en células alveolares y en neumocitos tipo I que el estrés oxidante 
incrementa la  expresión de la iNOS (Ricciardolo et al., 2004). En otro estudio Manke et al. 

(2013) observaron que las ROS generadas por las NPs pueden promover la 

sobreexpresión de MAPK, NFƙβ , iNOS y un incremento en la formación de NO˙. 

 

El incremento en las ROS podría explicar porqué los neumocitos tratados con 10 µg/cm2 

de NPs-TiO2 durante cuatro días tuvieron un incremento significativo en la liberación de 

NO-. Otra explicación es que las ROS pueden activar distintas vías de señalización, las 

cuales pueden causar una activación de JNK y ERK e inducir la sobreactivación de iNOS 
(Biswas et al., 2012).  
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Los neumocitos expuestos durante 7 días a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 tuvieron una 

disminución significativa en la producción de NO˙. Actualmente, no hay estudio que 

evidencie que las NPs-TiO2 puedan provocar esta disminución. Sin embargo, 

encontramos que en distintos estudios se demuestra que la exposición a NPs-TiO2 puede 

ocasionar una respuesta celular adaptativa para contrarrestar las ROS generadas. 

 

La inducción de Nrf2 genera antioxidantes como una respuesta adaptativa y protectora en 

respuesta al estrés oxidante de las NPs durante cierto tiempo de exposición. En ratones 

expuestos intratraquealmente a NPs-TiO2 se ha observado una gran inducción del factor 

de transcripción Nrf2. Hemoxigenasa 1 (HO-1) es una enzima antioxidante inducida por 
Nrf2 y además es un marcador de estrés oxidativo (Sun et al., 2012). También en células 

de ovario SK-OV3 expuestas a 10 µg/ml de NPs-Ag se observó que después de seis 

horas hay una sobreexpresión de Nrf2 y subsecuentemente de HO-1 (Kang et al., 2012), 

por lo que la inducción de Nrf2 podría disminuir los efectos de las ROS generadas por las 

NPs-TiO2, esto explicaría por qué hubo una disminución en la producción de NO˙ al 

séptimo día de exposición a NPs. 

 

Producción de IL-6 
 
La exposición a NPs tiene distintos efectos citotóxicos, por ejemplo, en modelos in vivo  

se ha demostrado que la neurotoxicidad que provoca la exposición a NPs se pude evaluar 

mediante la determinación en la expresión de citocinas proinflamatorias en el cerebro 
(Xue et al., 2012). Se ha observado en ratas que la exposición por inhalación a 50 mg/m3 

de NPs-TiO2 tiene como consecuencia incremento de neutrófilos y aumento de 
mediadores proinflamatorios (Shi et al., 2013). 

 

Durante este estudio se observó que no hay cambios significativos en la producción de IL-

6 en la neumocitos tipo II expuestos durante cuatro días a 1, 5 y 10 μg/cm2 de NPs-TiO2. 

Este resultado es interesante porque no hay estudios que demuestren que a este tiempo y 

a estas concentraciones haya cambios en la producción de IL-6. Sin embargo, en otros 

estudios se demostrado que la exposición a NPs-TiO2 provoca en macrófagos THP-1 un 
incremento en la producción de interleucinas (Morishige et al., 2010).  
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En ratones administrados por instilación intratraqueal con solo una dosis de 20 y 50 mg/kg 

de NPs-TiO2, se encontró en lavados broqueoalveolares un aumento significativo de 

manera dosis-dependiente en la producción de las citocinas proinflamatorias de IL-1, IL-6 
y del TNF-α. Morishige et al. (2010) demostraron que la exposición a NPs-TiO2 en 

monocitos induce la producción de IL-1β.  Gui et al. (2011) observaron inflamación 

nefrítica y un incremento en la expresión de IL-2, IL-4, IL-6, IL-10 e IL-18, causado por la 
exposición a 10 mg/kg de NPs-TiO2 durante 90 días por vía intragástrica. Nogueira et al. 

(2012) encontraron en el intestino delgado un incremento significativo en los niveles de IL-

12, IL-14, IL-23, TNF-α, IFN-γ y TGF-β, en ratones BI 57/6 expuestos a NPs-TiO2 durante 

10 días por vía intragástrica. 

 
Las ROS inducen inflamación y cambios en la producción de interleucinas (Sun et al., 

2012). En neumocitos tipo II se ha visto que las ROS inducen la producción de 
mediadores inflamatorios y citocinas como IL-1β, IL-6, IL-8 y TNF-α (Lee et al., 2012). Sin 

embargo, observamos que neumocitos tipo II expuestos a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 durante 

siete días tienen una disminución significativa en la producción de IL-6.  La 

sobreexpresión de Nrf2 podría explicar esta disminución debido al posible efecto 
adaptativo de los neumocitos ante las ROS generadas por las NPs-TiO2. Sun  et al. (2012) 

observaron que en el día 15 de 90 días de exposición en ratones a 10 mg/kg a NPs-TiO2 

hay una sobreexpresión de Nrf2 y la ausencia de inflamación pulmonar. 

 

Expresión de HIF 1α - VEGF 

 
El VEGF actúa principalmente en células endoteliales y tiene un alto impacto en las 

funciones celulares de las mismas. Sin embargo, se ha descubierto que particularmente 

en el pulmón la expresión de VEGF participa en el desarrollo embrionario y  en el 

mantenimiento estructural del pulmón en adultos. En neumocitos tipo II se ha visto que 

interviene en las vías de señalización de proliferación, diferenciación y supervivencia 
celular  (Voelkel et al., 2006). Sin embargo, se ha encontrado que la exposición a NPsTiO2 

puede provocar cambios en la expresión de VEGF. En células endoteliales  se ha visto 

que la exposición durante 48 h a 5 y 20 μg de NPs-TiO2 provoca un aumento significativo 
en la expresión de VEGF (Móntiel-Dávalos et al., 2012). 
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 En neumocitos tipo II expuestos durante 7 días a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 se registro un 

aumento significativo en el número de células que expresaron de VEGF. Para explicar 

este resultado, las ROS producidas por las NPs pueden activar distintos mecanismos de 
señalización como los factores de transcripción NFƙβ y HIF (Yao et al., 2007; Shi et al., 

2013). HIF 1-α es capaz de activarse frente al estrés oxidante (Lee et al., 2012), las ROS 

generadas por las NPs-TiO2 pueden activarlo. HIF 1-α es responsable de transcribir 
proteínas necesarias para responder al estrés como eritropoyetina y VEGF (Irwin et al., 

2009).  

 

No se registraron cambios en la expresión de HIF 1-α en neumocitos expuestos a NPs-

TiO2, con estos resultados inferimos que la modulación en la expresión de VEGF en 

neumocitos tipo II expuestos durante 7 días a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 no es regulada por 

HIF 1-α. Sin embargo, las vías de señalización que activan las ROS están relacionadas 

con la transcripción de VEGF como el caso de la fosfatifidilinositol 3-cinasa (PI3K), 

serina/treonina proteína quinasa  (AKT), mitogeno-activador proteína quinasa (MAPK), 

señal activadora y activadores de transcripción-3 (STAT3), receptor controlador de 

proteína G (GPCR), factor inhibidor de leucemia (LIF). Esta información explicaría que el 

aumento en el porcentaje de células que expresan, fue debido a que las ROS generadas 

por las NPs-TiO2 activaron vías de señalización que no involucran la activación de HIF, 

pero si otras que directamente activan la transcripción de VEGF. Estos resultados 

sugieren que es necesario investigar que vías de señalización activan las NPs-TiO2 y 

cuáles están relacionadas con la expresión de factores pro-angiogénicos y pro-

inflamatorios. 
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CONCLUSIÓN 
 

Conclusión general 
 
La concentración subtóxica de 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 es capaz de inducir cambios 

funcionales en los neumocitos tipo II: aumenta la producción de NO˙, disminuye la 

producción de IL-6 y favorece la expresión celular de VEGF. 
 
 

Conclusiones particulares 
 

 Las NPs-TiO2 fueron captadas de manera concentración dependiente por los 

neumocitos tipo II. 

 

 Los neumocitos tipo II que fueron expuestos durante 4 días a 10 µg/cm2 de NPs-

TiO2 tuvieron un aumento significativo en la producción de NO˙, sin embargo, al 

estar expuestos durante 7 días a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2, tuvieron una disminución 

significativa en su producción. 

 

 Los neumocitos tipo II expuestos durante 4 días a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2, no 

tuvieron un cambio significativo en la producción de IL-6, sin embargo, durante 7 

días de exposición a 10 µg/cm2 de NPs-TiO2 tuvieron una disminución significativa 

en la producción de IL-6. 

 

 Los neumocitos tipo II no mostraron cambios significativos en el porcentaje y 

expresión de HIF después de estar expuestos 7 días a 1, 5 y 10 µg/cm2 de NPs-

TiO2. 
 

 Los neumocitos tipo II tuvieron un aumento significativo en el porcentaje de células 

que expresan VEGF tratadas con 10 µg/cm2 de NPs-TiO2. 
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