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RESUMEN

Las nanoparticulas de dioxido de titanio (NPs-TiO2) son usadas comunmente
en la industria quimica, eléctrica, electronica y alimentaria. Las NPs-TiO;
pueden entrar directamente al cerebro a través del bulbo olfatorio y
depositarse en el hipocampo; por ello, se determinaron los efectos toxicos de
las NPs-TiO, en células gliales de rata y de humano, C6 y U373,
respectivamente. Se evaluaron los siguentes eventos relacionados con el
estrés oxidativo: 1.- los mecanismos de sefalizacion redox por oxidacién del
diacetato de 2',7'-diclorodihidrofluoresceina (DFC-DA); 2.- la liberacion del

anion superéxido (O,7) por medio de la reduccion del MTT; 3.- la

peroxidacién de lipidos usando el acido cis-parinarico; 4.- la expresion de
enzimas antioxidantes mediante PCR en tiempo real; y 5.- el dafio
mitocondrial por medio de la tincién con rodamina 123 (Rh123). Las NPs-
TiO, indujeron un fuerte estrés oxidativo en ambas lineas celulares
observandose cambios en el estado redox de las células y la peroxidacion
lipidica asociada a un incremento en la expresion de la glutation peroxidasa
(GPx), la catalasa y la superdoxido dismutasa 2 (SOD2). Las NPs-TiO;
también produjeron cambios morfolégicos y dafo en la mitocondria, y un
incremento en el potencial de membrana de la misma, indicativo de
toxicidad. En conclusion, las NPs-TiO; tuvieron un efecto téxico en las

células gliales.




ABSTRACT

Titanium dioxide nanoparticles (TiO2-NPs) are widely used in the chemical,
electrical, electronic and food industries. TiO>-NPs can enter directly into the
brain through the olfactory bulb and be deposited in the hippocampus;
therefore, we determined the toxic effect of TiO»-NPs on rat and human glial
cells, C6 and U373, respectively. We evaluated some events related to
oxidative stress: 1.- redox-signaling mechanisms by oxidation of 2'7'-
dichlorodihydrofluorescein diacetate (DCF-DA); 2.- the release of superoxide
anion (O2") by MTT reduction; 3.- peroxidation of lipids by cis-parinaric acid;
4.- antioxidant enzyme expression by PCR in real time; and 5.- mitochondrial
damage by rhodamine 123 (Rh123) staining. TiO,-NPs induced a strong
oxidative stress in both cell lines by mediating changes in the cellular redox
state and lipid peroxidation associated with a rise in the expression of
glutathione peroxidase (GPx), catalase, and superoxide dismutase 2 (SOD2).
TiO2-NPs also produced morphological changes, damage of mitochondria,
and an increase in mitochondrial membrane potential. In conclusion, TiO,-

NPs had a toxic effect in glial cells.
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1.- INTRODUCCION

1.1.- Nanoparticulas (NPs)

Se definen como nanoparticulas (NPs) a aquellas particulas cuyo tamafo
esta por debajo de los 100 nanémetros, aunque pueden formar agregados
que sobrepasan dicha medida (Borm et al., 2006). Estos compuestos son
utilizados en muchas ramas industriales como son la elaboracion de
alimentos (Peters et al., 2014), pinturas, y la industria cosmética. Las NPs de
oxido de zinc (Zn0O) y de dioxido de titanio (TiO3), son unos de los principales
componentes de los bloqueadores solares. En otras disciplinas como la
medicina, se utilizan las NPs de plata en la elaboracion de diversos

biomateriales por su gran capacidad antimicrobiana (Corréa et al., 2015).

Todo esto debido a las caracteristicas que les confiere este tamafo en
comparacion al mismo compuesto en tamafos por encima de esta medida,
ya que al ser tan diminutas pueden llegar con mas facilidad a los distintos
blancos para los que son sintetizadas pero lo mas importante, es el hecho de
que al disminuir tanto su tamafo en comparacién con la misma particula de
mayor tamafo, las NPs se rigen por leyes fisicas y de interaccion con otros
compuestos distintas generando reacciones diferentes y pudiendo funcionar
como catalizadores de dichas reacciones. Las NPs también pueden ser
recubiertas con otros materiales distintos y se pueden modificar variando su

forma y dimensiones; ademas de poseer un area de superficie mayor a la de




la particula. Por todas estas caracteristicas, las NPs son muy utilizadas en

la biotecnologia y la biomedicina.

1.1.2.- Nanoparticulas de diéxido de titanio (NPs-TiO5)

Las NPs-TiO2 son de las NPs mas utilizadas en la industria. La formacion del
TiO, es un proceso de oxidacion del elemento titanio, también conocido
como titania, que se da de manera natural en 3 formas minerales
denominadas como anatasa, rutilo y broquita (Peters et al., 2014) (Fig. 1). A
las NPs-TiO; se le han dado distintas aplicaciones industriales debido a sus

altas propiedades de refraccion.

(a) (b) (c)

Figura 1. Representacion grafica tridimensional de las distintas estructuras cristalinas del TiO, (a) Anatasa, (b)
Rutilo, (c) Broquita. En color rojo los atomos de oxigeno y en plateado los atomos de titanio. Tomada de

http://www.gassensorlab.com/research-page-2.html

En la fabricacion de protectores solares. las NPs-TiO, son utilizadas
comunmente debido a que forman una barrera sobre la piel que refleja los
rayos solares UVA y UVB, impidiendo que penetren en capas mas profundas

de la piel y reduciendo la irritacion por exposiciéon (Threes et al., 2011).



http://www.gassensorlab.com/research-page-2.html

Las NPs-TiO; también se han implementado como un agente blanqueador
de alimentos (Kisinger et al., 2011), gomas de mascar y pastas dentales
(Peters et al., 2014), y son usadas como un aditivo para resaltar el sabor de
muchos otros alimentos sin color blanco como son nueces, sopas, mostaza,
vegetales secos; asi como también en algunos vinos y cervezas (Weir et al.,

2012).

Debido a sus multiples usos, cada vez mas fabricas trabajan con este
compuesto muchas veces sin las condiciones de seguridad necesarias
poniendo en un estado de constante exposicion a los trabajadores de la
industria. A pesar de que el uso de las NPs-TiO; ha sido autorizado en la
industria por la union europea desde 1994 (European Commission, 1994),
numerosos estudios han demostrado diferentes signos de dafio en distintos
tipos celulares, los cuales son descritos mas a detalle en la seccidon de

antecedentes.

1.2.- Estrés oxidativo y especies reactivas de oxigeno (ERO).

Uno de los indicadores de toxicidad o dano a nivel celular mas estudiados es
el estrés oxidativo, el cual podemos definir como un desbalance entre
radicales libres como las ERO y los antioxidantes. Las ERO son un tipo de
especie reactiva (molécula con electrones desapareados) derivada del
oxigeno (Gupta et al., 2014), que es generado de manera natural o inducida

en distintos procesos celulares.




1.2.1.- Anioén superoéxido (O2").

Entre algunas de estas ERO se encuentra el radical libre O;", el cual se

forma cuando una molécula de O, capta un electron, y éste se aparea con

uno de los dos electrones libres de los orbitales 1 (Hansberg, 2008).

De manera natural el O," es producido principalmente en la cadena
respiratoria mitocondrial, particularmente a nivel de la ubiquinona (co-enzima
Q). La semiquinona y el ubiquinol, que se originan al aceptar uno y dos
electrones respectivamente pueden ceder con facilidad un electron al O,.
Otro sitio desde el cual los electrones se fugan de la cadena respiratoria es
el complejo 1 o NADH coenzima Q oéxido-reductasa (Hansberg, 2008). Este
radical libre tiene una funcion bactericida pero su exceso conlleva a dafio a

nivel celular (Chirino et al., 2006).

1.2.2.- Peréxido de Hidrogeno (H20.).

El H,O, por otro lado, a pesar de no ser un radical libre, es considerado una
ERO, y se forma cuando cada uno de los electrones libres del O, se ha
apareado con un electréon de giro contrario. Es producido principalmente por

la reaccién de las enzimas superoxido dismutasas (SOD) que dismutan al
O, en oxigeno molecular y H,O,, aunque también puede provenir de la

actividad de algunas otras oxidasas como las de la xantina, de los

aminoacidos, de las hexosas y de los fenoles, entre otras. El H,O, puede




difundir a través de los compartimentos celulares, aunque también puede
formar aductos con algunos carbohidratos, aminoacidos y bases
nitrogenadas, y es toxico a concentraciones intracelulares por arriba de 1
mM, debido en gran parte a que puede formar oxigeno singulete ('0.) y

radicales hidroxilo (OH), una de las especies mas reactivas que se conocen

(Hansberg, 2008).

Los efectos toxicos inducidos por esta acumulacion de las ERO son muy
variados y afectan a muchos tipos celulares. Por ello, existen enzimas con
accion antioxidante que buscan mantener el balance entre la produccion y la

degradacion de especies reactivas.
1.3.- Enzimas antioxidantes.

1.3.1.- Superoéxido dismutasas (SOD).

Las SOD son las enzimas encargadas de transformar al radical O, en H;0,

el cual tiene una menor toxicidad, y que es posteriormente transformado en
agua por otras enzimas, como se puede observar en la siguiente reaccién de

2 pasos:

1) M™"* — SOD + 02- — Mn+ - SOD + O,
2) M"" = SOD + O, = + 2H+ — M(n+1)+ = SOD + H,0;

Donde M = Cu (n=1); Mn (n=2); Fe (n=2); Ni (n=2)

——
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En la revision de Gomez y colaboradores del afio 2008, se menciona que la
funcién de las SOD fue descrita por primera vez en 1969 por McCord y
Fridovich, aunque la proteina ya habia sido descubierta por Mann y Keilin
desde 1939. En los mamiferos, esta familia esta formada por tres miembros,
los cuales se ubican en lugares claramente especificos, dos dentro de la
célula (La SOD1 y la SOD2), y una extracelular (La SOD3) (Gomez et al.,

2008).

La SOD2 o MnSOD (ya que une manganeso (Mn*®) en su centro catalitico)
es una enzima homotetramérica con un peso de 22 KDa por subunidad,
posee un Mn** por cada monémero; y se encuentra ubicada cerca de la
membrana interna mitocondrial. Su expresion puede ser inducida por
diversas citocinas y factores de crecimiento proinflamatorios como el TNF-a
y las interleucinas 1 y 6 (IL-1 e IL-6), asi como por inductores del estrés

como el lipopolisacarido (LPS) o los metales pesados (Gémez et al., 2008).
1.3.2.- Catalasa

Las catalasas son las enzimas que transforman al H,O, directamente en
H.O2 y Oy; para ello emplean dos moléculas iguales de H,O,, una como
agente reductor y otra como oxidante, a diferencia de otras peroxidasas que
utilizan una molécula distinta al H,O, como agente reductor (Peraza, 2008).
La reaccion de descomposicion del H,O, por accion de la catalasa es la

siguiente:

——
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CATALASA
2H,0, — 2H,0+ 0,

En la revision de Peraza y colaboradores del 2008, se menciona que fue en
1819 cuando Louis Jacques Thénard describié por primera vez lo que hoy se
conoce como la reaccion de la catalasa. La catalasa fue la primera enzima
con hierro que se purificé y en 1936 se demostré que su sitio activo tenia

asociada a la protoporfirina IX (Peraza, 2008).

Existen 3 tipos de catalasas en distintos organismos que llevan a cabo la
reaccion de manera eficaz: las catalasas tipicas; las catalasas-peroxidasas,
las cuales exhiben una alta actividad de peroxidasa; y las catalasas de
manganeso, las cuales poseen atomos de manganeso en su centro
catalitico. En términos generales, la expresion de la catalasa en los
mamiferos es muy elevada en higado y eritrocitos, alta en el tejido adiposo y
rindn, moderada en el pancreas y pulmones, y baja en el suero, corazéon y

cerebro (Peraza, 2008).

1.3.3.- Glutatiéon peroxidasa (GPx).

La enzima GPx es una selenoproteina antioxidante la cual reduce al H,O, a
agua, requiriendo para ello la presencia de un tripéptido de bajo peso
molecular llamado glutation reducido (GSH), el cual es el donador de
equivalentes reductores durante la reaccion, dando como resultado la
reduccion del H,O; a agua, asi como la oxidacién del GSH a su forma GSSG

de manera simultanea (el cual es posteriormente reducido por la enzima




glutation reductasa usando el NADPH originado en la ruta de las pentosas
fosfato), como se muestra en la siguiente reaccién (Cardenas-Rodriguez et

al., 2008):

GPx
H,0,+2GSH — > GSSG +2H,0

La GPx fue descubierta en tejidos animales en el afio de 1957. Presenta
cuatro tipos distintos de isoenzima de las cuales las 3 primeras son
homotetrameros, mientras que la GPx-4 es un mondmero. Cada una de ellas
contiene un atomo de selenio (Se) en su sitio activo en forma de
selenocisteina, un aminoacido raro analogo de la cisteina pero en lugar del
grupo tiol que contiene azufre, la selenocisteina posee al grupo selenol, que

contiene Se (Cardenas-Rodriguez et al., 2008).

1.4.- Membrana mitocondrial.

La mitocondria es uno de los principales generadores de las y es también el
sitio donde se genera la mayor parte de la energia de las células animales,
principalmente durante la fosforilacién oxidativa, un proceso en el cual los
electrones pasan a través de una serie de moléculas transportadoras de

electrones dispuestas en complejos enzimaticos multiproteinicos llamados

10
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cadena de transporte de electrones, que se encuentra embebida en la

membrana interna mitocondrial (Fig. 2).

The electron transport

chain occurs in the

inner membrane of the
| mitochondrion
(membranes of cristae)

PROCESS: ELECTRON TRANSPORT CHAIN

Mitochondrial
matrix

NADH 5+ 20" + 2H* + 1,0,
H,0

NAD*

Complex | Complex Il Complex Il Complex IV

Figura 2. Cadena respiratoria mitocondrial. Se observan los 4 complejos proteinicos embebidos en la membrana
interna mitocondrial, asi como los transportadores moviles de electrones y la generaciéon del potencial

electroquimico del protén. Tomada de http://www.uic.edu/classes/bios/bios100/lectures/09 21 electron_transport-

Li

Los electrones provienen del NADH que es producido en el ciclo de Krebs
durante la oxidacion de nutrimentos como la glucosa cuando esta se oxida
totalmente en la mitocondria, y su aceptor final es el oxigeno, como se

muestra en la siguiente reaccion:

CeH1206+60, — 5 6CO,+6H,0 + ATP

Las principales fuentes de produccién del radical O,” en la cadena

respiratoria son el complejo NADH coenzima Q éxidoreductasa o complejo 1,

asi como en el complejo citocromo ¢ 6xido-reductasa o complejo 3, donde el
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0O," se produce como resultado de la autooxidacién de la semiquinona, un

intermediario que se forma en dicho complejo durante el ciclo Q para la

translocacion de protones (Konigsberg, 2008).

Los radicales libres buscan resolver el problema de un electron libre
buscando arrancar otro de algun otro sitio, por lo cual buscara interactuar
con moléculas que tengan un exceso de electrones, el cual en las principales
biomoléculas se expresa con la presencia de un doble enlace. La produccion
en exceso de radicales libres provoca por lo tanto dafios en los lipidos y
proteinas de membrana, afectando aspectos como la fluidez y la
permeabilidad. La alteracion en la permeabilidad de la membrana implica
que ésta permita la entrada de diversos solutos a la célula sin ningun control,
llevandola a eventos que culminan en la muerte celular (Zenteno et al.,

2008).

1.5.- Peroxidacion de lipidos.

La interacciéon de radicales libres y otras ERO con los lipidos de las
membranas bioldgicas, ocasiona la produccién de diversos compuestos
téxicos, altera su fluidez y permeabilidad, asi como la actividad de las
proteinas, las enzimas y los receptores o canales idnicos asociados a ellas;
situacion que compromete la estructura y funciéon celular (Zenteno et al.,

2008).
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La peroxidacion lipidica puede dividirse en 3 fases:

- Iniciacion: Cuando el residuo de un acido graso poliinsaturado dentro de los
lipidos de la membrana es atacado por una ERO que es capaz de retirar un
atomo de hidrogeno entero de un grupo metileno (-CHy) dejando al residuo

del acido graso como radical libre.

- Propagacion: La nueva molécula a la que se le ha retirado el hidrogeno,
hara lo mismo a lo que fue sujeta a ella, en este caso, le quita un hidrégeno
a la molécula de acido graso poliinsaturado adyacente dejando a esta
segunda sin él, lo que ocasiona que la peroxidacion se propague a travées

de la membrana.

- Terminacion: La lipoperoxidacion puede finalizar cuando el radical lipidico
reacciona con otra molécula, la cual puede ser un segundo radical lipidico
para formar un agregado que queda dentro de la membrana y altera sus

funciones (Zenteno et al., 2008).
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1.6- Justificacion

La exposicion a los contaminantes ambientales se ha asociado a un
aumento de enfermedades inflamatorias como el cancer y la aterosclerosis.
Aunado a esto, la produccién de las NPs por medio de la nanotecnologia
para su uso industrial es preocupante puesto que no se conoce su efecto en
la salud. La exposicion a las NPs-TiO; ha ido en aumento de manera
proporcional al uso de estas particulas en la industria. Por ello, y habiéndose
demostrado que pueden depositarse en el tejido cerebral, es importante
determinar si existen dafios asociados con la liberacién de radicales libres en

las células cerebrales teniendo efectos adversos para la salud.
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1.7- Hipoétesis

Se espera que exista una relacion entre la presencia de las NPs-TiO, y la
induccidon de un estrés oxidativo con las manifestaciones de dafno
caracteristicas del mismo, en lineas celulares derivadas de astrocitomas de

humano (U373) y de rata (C6).
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2.- OBJETIVOS

2.1.- General

- Determinar si las NPs-TiO; inducen dano a nivel mitocondrial y estrés
oxidativo en las lineas celulares de astrocitomas de humano U373 y

de raton C6.

2.2.- Particulares

- Determinar la presencia del estrés oxidativo utilizando como marcador
el DCF-DA, por medio de citometria de flujo.

- Determinar el numero de células, asi como la actividad metabdlica de
las mismas, por medio de la técnica de cristal violeta y la reduccion
del MTT respectivamente, por medio de espectrofotometria.

- Evaluar la sintesis del mARN de los genes de las enzimas GPx,
catalasa y SOD2, mediante la técnica de PCR en tiempo real.

- Determinar el dano por estrés oxidativo determinando Ila
lipoperoxidacion utilizando el acido cis-parinarico como marcador, por
medio de citometria de flujo.

- Determinar los cambios en el potencial de membrana mitocondrial
utilizando la rodamina 123 (Rh123) como indicador mediante
citometria de flujo

- Realizar el analisis estadistico.
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3.- ANTECEDENTES

Durante su produccion, distribucion y uso, las NPs-TiO, pueden liberarse al
medio ambiente y quedar suspendidas en el aire, convirtiéndose en un
riesgo potencial para la salud de la poblacién en general, ya que si bien se
ha considerado que las NPs-TiO, no tiene efectos dafinos, lo cierto es que
el rango de tamafo en el que se encuentran permite un deposito de las
mismas dentro del organismo; con un probable efecto toxico como el de
otras particulas con caracteristicas similares como son los nanotubos de
carbono y las particulas de acero carbonico (Shedova et al., 2010; Warheit et
al., 2007). Las principales vias de entrada de las NPs al organismo son la
respiratoria, digestiva y dérmica, y por su tamafo, pueden ingresar
facilmente y depositarse en diferentes o6rganos, pudiendo tener efectos

dafinos en la salud (Hoet et al., 2004).

Numerosos trabajos han demostrado la translocacion y depdsito de las NPs-
TiO, a través de las vias respiratorias, exponiendo tanto a los trabajadores
de la industria de la fabricacion de estas NPs, asi como a los consumidores
que pueden inhalarlas al ser liberadas en forma de aerosol en productos
como los desodorantes y los perfumes. Se ha demostrado que las NPs por
ejemplo, pueden pasar a través de las células endoteliales y epiteliales y
llegar a depositarse en sitios especificos como corazén, medula 6sea y
nodos linfaticos (Oberdoster et al., 2005); o bien, traspasar la barrera
hemato-encefalica y llegar al cerebro pudiéndose depositar en él por meses

(Lee et al.,, 2013). Hablando de manera particular de las NPs-TiO,, se ha
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demostrado que pueden depositarse en el cerebro e inducir la liberacion de
citocinas proinflamatorias como la IL-1R3 y el TNF-a (Liu et al., 2013); asi
como alterar genes involucrados en la memoria y el aprendizaje (Ze et al.,
2014). También se ha reportado que estas NPs-TiO; ingresan directamente
al cerebro a través del bulbo olfatorio y se depositan en el hipocampo
causando alteraciones patolégicas (Wang et al., 2008), y la liberacion de
neurotransmisores monoaminérgicos (Wang et al., 2007). Asi mismo, un
estudio mostré que las NPs-TiO, inyectadas en la cavidad abdominal se
translocaron al cerebro causando dafio (Ma et al.,, 2010). Otro estudio
demostrd que la exposicion de ratonas gestantes a estas particulas, afecto la
expresion de genes relacionados con la funcion y el desarrollo del sistema

nervioso central de las crias (Shimizu et al., 2009).

En lo que al estrés oxidativo se refiere, su efecto ha sido ampliamente
demostrado en los distintos linajes del sistema nervioso central, como por
ejemplo dafos a nivel del ADN (Smith et al., 2013), alteraciones en el el
proceso de lipoperoxidacion (Zmijewski et al., 2005). De igual manera, el
aumento en la produccion de agentes antioxidantes se presenta con el fin de
contrarrestar el incremento de las ERO, como las enzimas SOD, que oxidan
al superdxido y la catalasa y la GPx, que convierten al H,O, en agua

(Alfadda et al., 2012).
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4.- METODOLOGIA
4.1.- Cultivo celular

Las células de astrocitomas de humano U373 y de ratén C6 fueron
cultivadas en medio de cultivo DMEM suplementado con 4500 mg/L de
glucosa, 10% de suero de ternera recién nacido, glutamina (2 mM), piruvato
(1mM), antibiético-antimicotico (1%) y aminoacidos no esenciales MEM (1%)
(Gibco/BRL, Gran Island, NY, EU). Las células se incubaron a 37 °C con una
mezcla de gas de COzal 5% y 95% de aire, en una atmoésfera de humedad

saturante, permitiendo una confluencia del 80% aproximadamente.
4.2.- Nanoparticulas de dioxido de titanio

Las NPs-TiO, han sido ya caracterizadas por nuestro grupo de trabajo
(Montiel-Davalos et al., 2012). Las NPs-TiO, fueron esterilizadas por
autoclave a 1.5 atm por 20 min. Posteriormente se hizo una solucién stock
agregando 1 mg de las NPs en 1 ml de solucién amortiguadora de fosfatos y
hepes [HPBS: NaCl (150 mM), KCI (4.4 mM) (Sigma, St Louis MO, EU),
Hepes (10.9 mM) (Amresco, Solon, OH, EU), glucosa12.2 (mM), pH 7.4] y se

mezclé en un vortex (Genie 2, Scientific Industries, EU) por 5 min.

Los cultivos celulares fueron expuestos a una concentracion de 20 pg/cm?,
que es la concentracion que ha demostrado tener mayores efectos en
distintas lineas celulares reportadas en trabajos de nuestro grupo de trabajo
(Montiel-Davalos et al., 2012; Marquez-Ramirez et al., 2012), por tiempos

determinados dependiendo del experimento en cuestion. A pesar de que
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esta concentracion es alta al compararla con la concentracion de NPs-TiO,
en los productos comerciales, el hecho de que su ingreso es acumulativo y
no se conoce aun una via por la cual estas NPs-TiO, son secretadas, puede
ocasionar la exposicidn a estas concentraciones en los individuos a través

de los anos.

4.3.- Estrés oxidativo y estado redox de las células

Para determinar el estrés oxidativo, se evaluo el estado redox de las células.
La oxidacién del H,DCFDA en 2,7-diclorodihidrofluoresceina (DCF) se usé
como una prueba indicadora del estado redox de las células, considerando
que a mayor fluorescencia de las células tratadas con respecto al control,
mayor sera la cantidad de DCF que ha sido oxidado por las ERO, incluyendo
peroxido de hidrogeno, hidroperoxidos organicos, Oxido nitrico y otros
peroxinitritos. Las células fueron cultivadas con o sin NPs-TiO; por 2, 4,6 y
24 h. El H,0; (Jaloma, Guadalajara, JAL, MEX) (500 uM) fue usado por 2 h

como control positivo para inducir estrés oxidativo.

Después del tratamiento, las células fueron incubadas con el H,DCFDA
(Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA, EU) (10 uM) por 30 min a 37°C
aisladas de la luz, y lavadas y centrifugadas posteriormente con HPBS.
Después del lavado, la fluorescencia se evalué por medio de citometria de
flujo en un citometro FACS Calibur (Becton-Dickinson, San José, CA, EU).
La intensidad de la fluorescencia se calculé multiplicando el numero de

eventos por el promedio de la intensidad de la fluorescencia obtenida por el
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software CellQuest usado para el analisis. Los resultados se exponen en
términos de porcentaje de fluorescencia con respecto a las células sin

tratamiento (100%).

4.4.- Proliferacion y viabilidad celular

Las ERO, ademas de tener un efecto toxico en las células, tienen también un
impacto en la division celular, asi como en la viabilidad y actividad
metabdlica de las mismas. Para evaluar estos parametros se realizaron de
manera simultanea pruebas de tincion de cristal violeta y ensayos de
reduccion del 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT). El cristal
violeta tifie a las células y permite observar la cantidad de proteina pegada al
plato, lo cual es un indicador indirecto del numero de células en el pozo. El
ensayo del MTT por su parte, determina la reduccion de este compuesto a
formazan dando una coloracion purpura; lo cual es un indicador de la
actividad respiratoria de las células y es usado de manera comun como un
indicador de viabilidad celular. Sin embargo, se ha comprobado que el O,"
liberado por las células en presencia de las NPs-TiO, también puede reducir
a las sales de tetrazolio a formazan (Wang et al., 2011) en una reaccién de 2
pasos (Fig.3). Las células se sembraron en placas de 96 pozos al 80% de

confluencia y se trataron con las NPs-TiO, por 2, 4, 24 y 48 h.
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Figura 3. Reduccién del MTT a Formazan inducida por el radical libre O," , a través de una interaccién de 2 pasos

con 2 moléculas de O, (Wang et al., 2011).

Para la tincion con el cristal violeta, después de concluido el tiempo del
tratamiento, se adicion6 glutaraldehido (Sigma St. Louis MO, EU) (1.1 %, 50
pl) a cada uno de los pozos y se incubaron por 10 min. Posteriormente, esta
solucion se retird y las células se tifieron con 50 ul de una solucion de cristal
violeta al 0.1% (en solucién amortiguadora de acido formico (Sigma St. Louis
MO, EU) (200 mM), pH 6.0) por 20 min. Después, las células se lavaron
exhaustivamente con agua para eliminar el exceso de colorante no
incorporado. Por ultimo, el colorante incorporado fue disuelto con acido
acético (Productos quimicos MTY, MEX) (10%, 100 pl), y las placas se
leyeron en un espectrofotometro de placas (Biotek Instruments EL311, VT,

EU) a una absorbancia de 595 nm.

Para el ensayo del MTT, se les agregd a las células 20 ul/pozo del MTT
(Sigma, St Louis MO, USA (5 mg/ml)) y se incubaron a 37°C por 3 h.
Posteriormente, se retir6 el sobrenadante y se agregdé isopropanol

(Mallinckrodt, MEX) acidificado (HCI (Fermont, NL, MEX) al 0.04 N, 100 pl)
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para disolver la sal de formazan formada. Inmediatamente, las placas se

leyeron en un espectrofotdmetro de placas a una absorbancia de 570 nm.

4.5.- Extraccion del ARN

El ARN total de las células tratadas y no tratadas se extrajo usando el kit
Perfect RNATM (Eppendorf, Hamburg, GER). A su vez, el ARN aislado fue
cuantificado usando Genesys 10 series (ThermoSpectronic, ThermoFisher
Scientific, Waltham, MA, EU) y separado (5 pg) en un gel de agarosa al1.0%
con bromuro de etidio en solucion amortiguadora de acido 3-(N-morfolino)
propanosulfénico 10X [MOPS: MOPS (2 mM), CH3sNaO, (100 mM) EDTA (10
nM), DEPC (0.5 M), pH 8.0] para confirmar la presencia de bandas y
observar su integridad. Tanto la solucién de corrida como el gel contenian
0.2 M de formaldehido para las condiciones desnaturalizantes. Para evitar la
contaminacion con el ADN, las muestras de ARN se trataron con la ADNasa
(Invitrogen, Carlsbad, CA, EU) antes de realizar la transcripcion reversa.

Todas las muestras del ARN fueron almacenadas a -70°C antes de su uso.

4.6.- PCR en tiempo real

El ARN fue empleado para la transcripcion reversa con hexameros al azar
en una solucién de reaccién de volumen de 20 ul, y las reacciones fueron
realizadas en un termociclador Masetrcycle (Roche). El cADN amplificado se
cuantificd en un espectrofotéometro a 260 nm de absorbancia. Los PCRs en
tiempo real fueron realizados usando el ProbeLibrary humano universal. Las

pruebas de TagMan y los primers de oligonucleétidos especificos fueron
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originalmente generados usando un ensayo software (ProbeFinder;

http://www.universal-probelibrary.com). Los primers utilizados en este trabajo

se muestran en la tabla 1. (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, ALE).

Las muestras se normalizaron usando el gen constitutivo 18S. La reaccién
de amplificacién (20 pl) contenia 500 ng de cADN sintetizado previamente,
1X de mezcla de reaccion Light Cycler TagMan Master, 200 nM de cada
iniciador, y 100 nM de prueba universal ProbeLibrary (Roche Diagnostics
GmbH, Mannheim, ALE). EI PCR en tiempo real fue hecho en capilares de
vidrio de borosilicato para la reaccidon de amplificacién en un LightCycle
version 1.5 (Roche) siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante

(Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, ALE).

Tabla 1. Iniciadores usados en este estudio.

Molécula Secuencia del iniciador Temperatura de

alineamiento(° C)

F-Catalasa-r TGTTCTCACACAGGCGTTTC 50

R-Catalasa-r GCTAATGAAGACAACGTCACTCA | 50

F-SOD2-r GACCCAAAGTCACGCTTGATA 60
R-SOD2-r CTGGACAAACCTGAGCCCTA 60
F-GPx-r ATGCCTTAGGGGTTGCTAGG 55
R-GPx-r CGACATCGAACCCGATATAGA 55
F-18S GGGACTTAATCAACGCAAGC 50
R-18S GCAATTATTCCCCATGAACG 50

24

——
| —


http://www.universal-probelibrary.com/

F-GPx-h GTTCACCTCGCACTTCTCG 60
R-GPx-h CAACCAGTTTGGGCATCAG 60
F-SOD2-h TGATGGCTTCCAGCAACTC 55
R-SOD2-h CTGGACAAACCTCAGCCCTA 55
F-Catalasa-h GGGTCCCGAACTGTGTCA 60
R-Catalasa-h CCATCGCAGTTCGGTTCT 60

F: sentido; R: antisentido; r: rata; h: humano

4.7.- Peroxidacion de lipidos

Para determinar la presencia de la lipoperoxidacion se us6 acido cis-
parinarico (Molecular Probes, Invitrogen, Carlsbad, CA), el cual es analogo a
las lipoproteinas endégenas de la membrana. Su actividad fluorescente se
pierde cuando el cromoéforo es cortado durante la oxidaciéon, por lo que la
lipoperoxidacion puede estimarse determinando la perdida de Ila
fluorescencia del acido cis-parinarico. Las células con tratamiento fueron
expuestas a las NPs-TiO; por 1, 2, 4, 6 y 24 h. Posterior al tratamiento, las
células se despegaron con tripsina al 0.025% e incubadas con 5 yM de
acido cis-parinarico a 37°C por 1 h en la oscuridad. Pasado este lapso de
tiempo, las células fueron lavadas con HPBS y analizadas inmediatamente
en el citbmetro de flujo, calculando la intensidad de la fluorescencia
multiplicando el numero de eventos por el promedio de la intensidad de la

fluorescencia presentado por el programa CellQuest usado para el analisis.
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4.8.- Analisis del potencial de membrana mitocondrial (A¥m)

Los cambios en el AWm se examinaron monitoreando la fluorescencia de la
Rh123, un cation lipofilico el cual es tomado selectivamente por la
mitocondria, y su absorcion es directamente proporcional al AWYm. Después
de 2, 4, 6 y 24 h de tratamiento con las NPs-TiO,, las células fueron
incubadas con la Rh123 (Dojindo Molecular Technologies, Kumamoto, JAP)
en dimetil-sulfoxido (0.2 yg/ml) a 37°C por 30 min y lavadas con HPBS. Las
células se colectaron y la intensidad de su fluorescencia fue analizada por
citometria de flujo a una longitud de onda de excitacion de 488 nm y una

longitud de onda de emision de 530 nm, usando el programa CellQuest.

4.9.- Analisis estadistico

Todos los experimentos fueron realizados en 3 repeticiones independientes.
Los datos se expresaron como media * desviacion estandar (SD). El analisis
estadistico fue realizado con una prueba de varianza de una via (ANOVA) y
las comparaciones multiples por par con una prueba post hoc de Tukey
usando el programa SPSS version 21.A. Un valor de P < 0.01 se consideré

como estadisticamente significativo.
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5.- RESULTADOS

5.1.- Las NPs-TiO, inducen estrés oxidativo.

Para determinar si las NPs-TiO; podian inducir dafo en las células gliales, se
determinaron los cambios en el estado redox de la célula causado por estrés
oxidativo mediante la oxidacién del H,DCFDA, encontrando un incremento
notorio en la oxidacion del mismo tanto en las células C6 como en las U373.
Este incremento fue observado desde las 2 h de tratamiento, con un pico
maximo a las 6 h y un decremento a las 24 h en ambas lineas celulares (Fig.

4),
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Figura 4. Efecto de las NPs-TiO; en el estado redox de la célula. Las células C6 y U373 fueron tratadas con 20
pg/cm? de NPS-TiO, por tiempos de 2, 4, 6 y 24 h, y el estado redox de la célula se evalué usando el H,DCFDA por
citometria de flujo. Células tratadas con H,O, (500 uM) por 2 h fueron usadas como control positivo. (A) Se muestra
un histograma correspondiente a un experimento representativo. Las lineas punteadas corresponden a las células
control y las lineas continuas a las células tratadas. (B) La intensidad de la fluorescencia, representada como
porcentaje de fluorescencia donde las células control son el 100%, se calculé6 multiplicando el nimero de eventos
por la media del valor de la intensidad de la fluorescencia. Se muestra la media + la desviacion estandar de tres
experimentos independientes con una P < 0.01 de significancia estadistica, comparada con las células sin

tratamiento.
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Teniendo en cuenta que la reduccion de MTT a formazan es un indicador de
la viabilidad celular, pero también puede ser generada por la presencia de
02", se midio la cantidad de formazan por medio de un ensayo colorimétrico.
De manera simultanea se realizd6 un ensayo de cristal violeta que permite
conocer de manera indirecta el numero de células por cultivo. Tanto en las
células C6 como en las U373 no se encontrd diferencia en el numero celular
sin embargo, pudo observarse un incremento en la reduccion del MTT a las
2y 4 henlas células C6, y alas 4 h en las células U373, con un decremento
a tiempos mas prolongados. Esto es un indicador de que a pesar de que
tanto los cultivos tratados como el control tenian un numero de células
similar, la formacion de O, pudo aumentar al ser tratados con las NPs-TiO,
(Fig. 5). Por otro lado, se calcul6 el indice de actividad mitocondrial generado
por célula, dividiendo la media de la reduccién del MTT entre la media del
cristal violeta en términos de porcentaje. Se observo que en las células C6 el
mayor indice de estrés oxidativo se vio a las 4 h, mientras que en las células

U373 se vio hasta las 24 h de tratamiento (Fig. 6).
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Figura 5. Efecto de las NPs-TiO; en la reduccién del MTT y el ndmero celular. Las células C6 y U373 fueron
tratadas con 20 pg/cm? de NPs-TiO; por tiempos de 2, 4, 6 y 24 h; y tanto la reduccion del MTT como la cantidad de
células en términos de porcentaje se evaluaron usando MTT vy cristal violeta respectivamente; por
espectrofotometria. (A y C) Se muestran las gréficas de numero celular de las células C6 y U373, respectivamente.
(B y D) Se muestran también las gréaficas de la reduccion del MTT El nimero de células y el MTT reducido se
representan como porcentaje con respecto al control, donde las células control son el 100%. Se muestra la media +
la desviacion estandar de tres experimentos independientes con una P < 0.01 de significancia estadistica,

comparada con las células sin tratamiento.
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Figura 6. Indice de actividad mitocondrial. Las células C6 y U373 fueron tratadas con 20 pg/cm2 de NPs-TiO; por
tiempos de 2, 4, 6 y 24 h; y tanto la reduccién del MTT como el porcentaje celular se evaluaron por
espectrofotometria usando MTT vy cristal violeta, respectivamente. El dato obtenido en el ensayo de MTT se dividié
entre el porcentaje de células obtenido del cristal violeta para obtener la cantidad de MTT reducido por célula en

unidades.

Considerando que las NPs-TiO; inducen estrés oxidativo, la sintesis del
MARN de algunos genes de enzimas antioxidantes se evalué por medio de
un RT-PCR. En las células C6, las NPs-TiO, incrementaron la expresion de
la GPx después de 6 y 24 h de exposicion e indujeron un decremento en
tiempos mas largos; la expresion de la catalasa increment6 cinco veces a 6
h y al doble a 72 h, pero decrecio a 24 y 48 h; por ultimo, la expresion de la
SOD2 incrementd a 24 h y decrecié a 48y 72 h (Fig. 7). Por otro lado, en las
células U373, las NPs-TiO, incrementaron la expresion de la GPx, la
catalasa y la SOD2 a 24 h de exposicion, con un decremento a tiempos mas
prolongados (48 h para la GPx y la catalasa, y 72 h para la SOD2; Fig. 8).

Estos resultados indican que existe un desbalance en la produccion de
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especies reactivas y sus moléculas aceptoras, la cual incrementa la

expresion de enzimas antioxidantes inducido por las NPs-TiO,.

C6

GPx

300
= 250 - "
200 |
150 |

W Caontrol
oTioz

100

PRODUCCION {

(5}
s
1

B h 24 h 48 h 72 h

CATALASA

800
700
GO0 S
500 -
400 ~
300 -
200 +
100 -

, | Il

6h 24 h 48 h 72 h

——

W Control
aoTio2

HH

PRODUCCION (%)

.
i

32

——
| —



S0D2

350
- 300
=
— 250
=
200
150
100 S

W Control
aoTio2

PRODUCCIO

6 h 24 h 48 h 72 h

Figura 7. Efecto de las NPS-TiO; en la expresion del mRNA de enzimas antioxidantes. Las células C6 fueron
tratadas con 20 pg/cm? de NPS-TiOpor tiempos de 6, 24, 48 y 72 h. La produccion del mARN que codifica para la
GPx, la catalasa y la SOD2 se determiné por un ensayo de RT-PCR en tiempo real. La expresion relativa fue
calculada usando el gen constitutivo 18s. Los resultados se muestran como porcentaje de expresion comparado
con muestras sin tratamiento, las cuales son igual al 100%. Se muestra la media + la desviacion estandar de tres
experimentos independientes con una P < 0.01 de significancia estadistica, comparada con las células sin

tratamiento.
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Figura 8. Efecto de las NPs-TiO,en la expresion de mRNA de enzimas antioxidantes. La células U373 se trataron
con 20 pg/cm® de NPs-TiO,por tiempos de 6, 24, 48 y 72 h. La produccién de la GPx, la catalasa y la SOD2 se
determind por un ensayo de RT-PCR en tiempo real. La expresion relativa fue calculada usando el gen constitutivo
18s. Los resultados se muestran como porcentaje de expresién comparado con muestras sin tratamiento, las
cuales son igual al 100%. Se muestra la media + la desviacion estandar de tres experimentos independientes con

una P < 0.01 de significancia estadistica, comparada con las células sin tratamiento.

Para evaluar si el estrés oxidativo inducido por las NPs-TiO, puede danar
otras moléculas bioldgicas, la lipoperoxidacion se evaludé cuantificando la
oxidaciéon del acido cis-parinarico. Las NPs-TiO, disminuyeron Ia
fluorescencia del acido cis-parinarico después de 2 h de exposicidn,
encontrando el maximo efecto a 24 h en ambas lineas celulares (Fig. 9),

indicando oxidacion y dafio de lipidos de membrana.
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Figura 9. Efecto de las NPs-TiO, en la peroxidacién de lipidos. (A) Las células C6 y U373 fueron tratadas con 20
pg/cm?de NPs-TiO, por tiempos de 2, 4 y 24 h, y la peroxidacion lipidica se evalud usando &cido cis-parinarico por
medio de citometria de flujo. Las lineas continuas corresponden a las células control sin tratamiento, y las lineas
punteadas corresponden a las células tratadas. (B) La intensidad de la fluorescencia, representada como unidades
arbitrarias, se calculé multiplicando el nimero de eventos por la media del valor de la intensidad de la
fluorescencia. Los resultados mostrados corresponden a un experimento representativo de tres experimentos

independientes.

5.2.- Las NPs-TiO; despolarizan la membrana mitocondrial.

La funcion mitocondrial contribuye a la produccién esencial de las ERO
necesaria para los procesos celulares redox-dependientes. Para determinar

si las NPs-TiO, pueden inducir despolarizacién de la mitocondria en células
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gliales, nosotros usamos una prueba fluorescente (Rh123) para evaluar el
dafo en la mitocondria y su funcion. Las NPs-TiO indujeron un decremento
en la fluorescencia desde las 2 h de tratamiento en las células U373, asi
como en las células C6 a las 6 h (Fig. 10). Esta reduccion en la fluorescencia

es un indicador de pérdida de la funcién mitocondrial.
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Figura 10. Efecto de las NPs-TiO; en el potencial de membrana mitocondrial. (A) Las células C6 y U373 se
cultivaron con 20 pg/cm? por tiempos de 2, 4, 6 y 24 h. Después del tratamiento, las células se tifieron con la Rh123
y el incremento se determind por citometria de flujo como se describié en la metodologia. Los resultados se
muestran como histogramas, en los cuales las lineas punteadas representan a las células tratadas y las lineas
continuas a las células sin tratamiento (Control). (B) La intensidad de la fluorescencia, representada como unidades
arbitrarias, se calculé multiplicando el nimero de eventos por la media del valor de intensidad de fluorescencia. Los

resultados corresponden a un experimento representativo de tres experimentos independientes.
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6.- DISCUSION

Debido a que las NPs-TiO, pueden translocarse hacia el sistema nervioso
central, se consideré importante evaluar su posible efecto citotoxico en las
células gliales, las cuales son el principal componente en el sistema antes
mencionado, y que son las que proveen soporte y proteccion a las neuronas.
Muchos estudios de toxicidad en astrocitos usando cultivos celulares
primarios, o bien en lineas celulares permanentes (astrocitomas), han sido
ampliamente reportados en la evaluacion de la toxicidad, asi como para
entender los mecanismos de accion de numerosas sustancias neurotoxicas
(Pentreath et al., 2000). En este trabajo se utilizaron lineas celulares de

astrocitomas, una de humano (U373) y otra de ratén (C6).

Se encontré que las NPs-TiO; indujeron un estrés oxidativo en ambas lineas
celulares mediante cambios en el estado redox de las células, el cual se
correlaciona con un incremento en la sintesis del mMARN de las enzimas
antioxidantes y la lipoperoxidacion. El estrés oxidativo inducido por las NPs-
TiOz en las células gliales es consistente con otros estudios, donde las NPs-
TiO, causaron la formacién intracelular de las ERO en células neuronales y
gliales derivadas de un cultivo celular de corteza frontal primaria después de
24 h de exposicion (Gramowski et al., 2010). Otros autores han mostrado la
induccion de estrés oxidativo mediado por las ERO por exposicidon a las
NPs-TiO, en otros tipos celulares como son las células embrionarias de
rindn humano (Meena et al. 2012), macrofagos de ratén (Zhang et al. 2013),

queratinocitos humanos HaCat (Jaeger et al., 2012), células de hepatoma
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humano HepG2 (Petrévic et al.,, 2010), células PC12 (Liu et al., 2012),
fibroblastos de pulméon humano (Bhattacharya et al., 2009) y células
endoteliales humanas (Montiel-Davalos et al., 2012). El estrés oxidativo
inducido por las NPs-TiO; se ha correlacionado también con la peroxidacion
de lipidos la cual incrementa las concentraciones del malondialdehido, con
un dafo oxidativo del ADN mitocondrial, con alteraciones en el potencial de
membrana mitocondrial, y con un aumento en la sintesis de mARN que
codifica para enzimas antioxidantes como la SOD2 (Jaeger et al. 2012, Liu et

al., 2010, Gurr et al., 2005, Xue et al., 2013).

El incremento en la expresibn del mARN de los genes de enzimas
antioxidantes tales como la GPx, la catalasa y la SOD2 después de 24 h de
exposicion a las NPs-TiO,, y el regreso a los niveles basales a tiempos
tardios en células gliales, sugiere que existe una respuesta antioxidante
primaria contra las NPs-TiO,, seguida de una respuesta adaptativa de las
mismas (Figs. 6 y 7). Estas observaciones se basan en reportes previos que
han mostrado una respuesta adaptativa en tejido pulmonar después de una
prolongada exposicién a las NPs-TiO, (Sun et al., 2012). Por otro lado, el
incremento en los niveles de mMARN de genes antioxidantes no
necesariamente indica un incremento en la sintesis o actividad de las
enzimas que traduce; no obstante, los resultados obtenidos muestran que
las NPs-TiO, inducen una regulacién a la alza de la actividad de los genes
involucrados en la respuesta contra el estrés oxidativo, lo cual puede ser

inducido por cambios en el estado redox de la célula y por un incremento de

39

——
| —



las ERO. Por ejemplo, el H,O,, considerado como una ERO, es un sustrato
de la GPx y la catalasa; mientras que el O,", considerado también como
una ERO, es el sustrato de la SOD. Por lo tanto, se sugiere que estas

enzimas se incrementan a la par de la generacién de las ERO. El H,DCFDA
puede ser oxidado por el HyO,, hidroperdxidos organicos, oxido nitrico,
peroxinitritos, iones metalicos y O2". Por lo tanto, la medicion de la oxidacién
del H,DCFDA es solo una aproximacion de la tasa de produccién de las
ERO dentro de las células; y el cambio en el estado redox inducido por las
NPs-TiO; en las células gliales, indica un alto indice de estrés oxidativo, el
cual puede ser causado por el incremento en la formacion de las ERO

(Rastogi et al., 2010).

En cuanto al O;", este radical libre es el sustrato de las SOD. Ademas del
aumento en la produccion de la SOD2 observado en este trabajo, el ensayo
de la reduccién del MTT inducida probablemente por el aumento en la
produccién de O, da también sustento a la idea del aumento de este radical
libre. Este ensayo se usa comunmente como una prueba de viabilidad
celular, sin embargo, se ha comprobado que el Oy liberado por las células

en presencia de las NPs-TiO, también puede reducir a las sales de tetrazolio
como el MTT a formazan (Wang et al., 2011). Por lo tanto, al realizar este
ensayo a la par de un ensayo que mide la proliferaciéon celular de manera

directa o indirecta (como la tincién con cristal violeta en este ultimo caso),
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puede indicar generacién de O, y por lo tanto, de estrés oxidativo. (Gomez

et al., 1996).

Un posible mecanismo involucrado en el estrés oxidativo inducido por las
NPs-TiO,, puede ser un proceso descrito recientemente denominado como
“‘liberacion de las ERO inducida por las ERO” (RIRR), proceso implica la
apertura del transicion canal anionico de la membrana interna (IMAC), un
canal sensible a las ERO del cual se tiene nocion es un mediador del flujo de

02" (Moltoch et al., 2015), o bien de la apertura del poro de transicion de la

permeabilidad (MPT) cuya funcién es desahogar protones para acelerar el
flujo de electrones a través de la cadena respiratoria despolarizando la
membrana . El estrés oxidativo excesivo resulta entonces, en un aumento
de las ERO (Zorov et al., 2006). Este proceso -constituye una
retroalimentacion positiva para potenciar la produccion de las ERO, llevando
a un dafo de la mitocondria y de la célula, el cual se correlaciona con el
fuerte dafio mitocondrial inducido por las NPs-TiO; en las células gliales, ya
que por su pequefio tamafo y sus caracteristicas particulares se cree
pueden catalizar reacciones dentro de la célula que inducen la liberacion
inicial de las ERO. Una molécula responsable del incremento de las ERO es
el factor nuclear de transcripcion kappa B (NF-xB). El principal mecanismo
por el cual la actividad del NF-xB puede tener impacto en los niveles de las
ERO, es a través del incremento en la expresion de enzimas antioxidantes
(Siomek, 2012), el cual se observa en los resultados aqui presentados. Esto

concuerda con un trabajo previo de nuestro equipo de trabajo, en el cual se
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muestra que las NPs-TiO, inducen la translocacion nuclear del NF-xB, asi
como un decremento de la expresién de su inhibidor (IkB-a) en células

endoteliales (Montiel-Davalos et al., 2012).

Las ERO generadas durante el estrés oxidativo son importantes mediadores
de la expresion de genes de enzimas antioxidantes; por lo tanto, el
incremento en la expresion de los genes de la GPx, la catalasa y la SOD2
después de la exposicion a las NPs-TiO, a tiempos cortos, puede ser
consecuencia de un incremento de las ERO, porque a tiempos de exposicion
prolongados (después de 24 h), el estrés oxidativo asi como la expresion de
MARN codificante para enzimas antioxidantes decrece (Fig. 6 y 7). Sumado
a esto, un patron similar se observa en la peroxidacion de lipidos, la cual se
incrementa al inicio de la exposicion a las NPs-TiO,, y decrece hacia el final

de las 24 h (Fig. 8).

Otros estudios han mostrado un incremento del estrés oxidativo inducido por
las NPs-TiO, asociado con el decremento del glutation (GSH) y la expresién
de la SOD en células de fibroblasto de raton L929 (Jin et al., 2008), y con la
reduccion de la SOD vy el incremento del malondialdehido en queratinocitos
de humano HaCat (Gurr et al., 2005). Otros eventos, tales como la activacion
de los check-points de dano al ADN y la regulacidon positiva de proteinas
como p53, Mdm2, gadd45a y p21,se han observado a la par de la
generacion de las ERO por estas NPs en linfocitos de sangre periférica
(Kang et al., 2008), asi como el incremento en la transcripcion de

mediadores proinflamatorios de sefalizacién celular en otras células (Stone
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et al., 2007); por lo tanto, seria muy interesante evaluar si algunas de las
proteinas involucradas en la regulacion del ciclo celular se alteran en las

células gliales.

Si la exposicidn a las NPs-TiO, induce estrés oxidativo y por otro lado, es
bien conocido que la mitocondria es una de las principales fuentes de las
ERO bajo condiciones de dicho estrés, era importante investigar también si
las NPs-TiO, podian también inducir alteraciones mitocondriales en las
células gliales. Las NPs-TiO, causaron la despolarizacion mitocondrial
después de 24 h de exposicion. Teniendo en cuenta que la liberacion del
citocromo C es seguida por una despolarizacién mitocondrial, se sugiere que
la liberaciéon del citocromo C pudiera estar asociada con esta alteracion
mitocondrial. Sumado a esto, la despolarizacion mitocondrial observada en
las células gliales puede llevar a un decremento en el consumo de oxigeno y
los niveles de NADH en la mitocondria, por lo que las NPs-TiO, pueden
causar estas alteraciones en mitocondrias aisladas (Freyre-Fonseca et al.,
2011). Ademas, la despolarizacién mitocondrial en células C6 y U373 lleva a
la activacion de la caspasa-3, la condensacion de la cromatina y la apoptosis
(Zanotto-Filho et al., 2012). En este punto, es importante destacar que todas
las alteraciones celulares inducidas por las NPs-TiO, observadas en este
trabajo, incluidas un cambio en el estado redox, un decremento de las
defensas antioxidantes y la despolarizacion mitocondrial, pueden activar vias
apoptéticas (Freyre-Fonseca et al.,, 2011). Un reporte previo realizado por

nuestro grupo de trabajo usando células gliales expuestas a las NPs-TiO;
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mostro inhibicidon de la proliferacién, cambios morfoldégicos y muerte por
apoptosis (Marquez-Ramirez et al., 2012). Un proceso de autofagia ha sido
también inducido por NPs en células endoteliales derivadas del cerebro

humano (Halamoda et al., 2012).

Los efectos toxicos inducidos por las NPs-TiO; se han relacionado con su
concentracion y con su tamafo pequefio. Muchos estudios han demostrado
que células diferentes pueden estar sujetas a un mismo efecto a muy
diferentes concentraciones de las NPs-TiO, en el intervalo de 5 a 1000
pg/ml (Valant et al., 2012). Esta discrepancia puede atribuirse a diferencias
en la sensibilidad secundaria de cada linea celular a las NPs-TiO, 0 a la
interaccion de las NPs con los diferentes compuestos del medio de cultivo.
Con respecto al tamafio, estudios toxicolégicos in vivo e in vitro han
confirmado que las particulas ultrafinas son mas toxicas y proinflamatorias
que las particulas finas (Stone et al., 2007). El tamafio de las NPs-TiO;
usadas en este trabajo es alrededor de 50 nm, lo cual permite que dichas

NPs puedan ser internalizadas facilmente por las células e inducir toxicidad.

Por otro lado, la concentracion usada de las NPs-TiO, se basd en
concentraciones evaluadas previamente en modelos in vitro, en los cuales
se investigo sus efectos en el cerebro (Liu et al., 2010, Xue et al., 2012, Xia
et al.,, 2013). Aunque esta concentracion es alta y dificil de encontrar en la
exposicion ocupacional, se considera que las NPs-TiO, ejercen efectos
toxicos a exposiciones continuas, debido a que muchos estudios han

mostrado que estas NPs se acumulan dentro de las células como agregados
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en vesiculas citosolicas, vacuolas y cuerpos lamelares y que el numero de
agregados incrementa con el tiempo o con la dosis (Halamoda et al., 2012;
Belade et al., 2012; Singh et al., 2007). Ademas, no se conoce ningun

mecanismo celular para metabolizar o eliminar las NPs-TiO..
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7.- CONCLUSIONES

Las NPs-TiO, inducen un fuerte estrés oxidativo mediante la alteracion del
estado redox de las células, al inducir la produccion de radicales libres y las
ERO en las mismas. Esto conlleva un aumento en la produccién del mARN
de las enzimas antioxidantes como la SOD, la catalasa y la GPx, asi como
también dafno a nivel de lipidos asi como alteraciones en el potencial de

membrana mitocondrial tanto en las células C6 como en las U373 (Fig. 10).

Todos los cambios observados fueron notorios a tiempos de exposicion
cortos y van aminorando al transcurrir el tiempo, indicando una probable
respuesta hormeética de las células al dafo oxidante inducido por las NPs-
TiO2. Asi mismo, las células C6, presentaron en general la sobreexpresion de
genes de enzimas antioxidantes a tiempos mas cortos, asi como dafos al
potencial de membrana mitocondrial a periodos mas largos que las células
U373, no obstante la induccion del estrés oxidativo y la lipoperoxidacion se
observaron a intervalos de tiempo de exposicidn similares en ambas lineas

celulares (Fig. 11).

Sin duda, uno de los aportes mas importantes de este trabajo es dar mas
evidencia del dafio que el manejo y uso de las NP-TiO; puede desatar a nivel
celular en aquellos individuos expuestos a este material a intervalos de
tiempo prolongados, y buscar con ello la regulaciéon y un mayor control en la
fabricacion de articulos que conlleven el contacto con las NP-TiO2 Aun hay

mucho que investigar sobre todos los mecanismos celulares que las NP-TiO>
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pudiesen estar afectando, por lo que es necesario continuar los diferentes

eventos ligados al dafo celular que las NP-TiO pudiesen inducir.
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Figura 11. Induccion de estrés oxidativo y dafio mitocondrial inducido por las NPs-TiO; en células gliales. Se puede

observar al centro la reproduccién grafica de una célula de glia a la cual se le trata con NPs-TiO,. Esto aumenta la
produccion de ERO que a su vez incrementa la expresion de genes de enzimas antioxidantes y conlleva ademas a
dafios en los lipidos y alteraciones en el potencial de membrana mitocondrial. En la parte inferior, se muestra
graficamente la tendencia de la disminucién de estas manifestaciones de dafio al pasar el tiempo, asi como los

eventos que ocurren ya sea casi al mismo tiempo o bien en tiempos diferentes, en las células C6 y U373.
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ABSTRACT

Titanium dioxide nanoparticles (TiO, NPs) are widely used in the chemical, electrical, and electronic
industries. TiO, NPs can enter directly into the brain through the olfactory bulb and can be deposited in
the hippocampus region; therefore, we determined the toxic effect of TiO, NPs on rat and human glial
cells, C6 and U373, respectively. We evaluated some events related to oxidative stress: (1) redox-
signaling mechanisms by oxidation of 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein diacetate; (2) peroxidation of
lipids by cis-parinaric acid; (3) antioxidant enzyme expression by PCR in real time; and (4) mitochondrial
damage by MitoTracker Green FM staining and Rh123. TiO, NPs induced a strong oxidative stress in both
glial cell lines by mediating changes in the cellular redox state and lipid peroxidation associated with a
rise in the expression of glutathione peroxidase, catalase, and superoxide dismutase 2. TiO, NPs also
produced morphological changes, damage of mitochondria, and an increase in mitochondrial membrane
potential, indicating toxicity. TiO, NPs had a cytotoxic effect on glial cells; however, more in vitro and
in vivo studies are required to ascertain that exposure to TiO, NPs can cause brain injury and be
hazardous to health.

Free radicals

© 2014 Elsevier Inc. All rights reserved.

Nanoparticles (NPs)? are a subset of nanomaterials defined as
single particles with a diameter < 100 nm that can form aggre-
gates larger than 100 nm in diameter [1]. Titanium dioxide
nanoparticles (TiO, NPs) are used extensively in many commercial
products, including paints, cosmetics, plastics, paper, and food, as
an anticaking or whitening agent [2]. It is likely that during their
production, distribution, and use, TiO, NPs may become released
into the environment and become suspended in air, representing a
consumer and occupational risk in the long term, and potentially
causing harm [3]. Despite this, it has been described that TiO, NPs
are not dangerous to human health; these particles are in the
breathable size range and several toxic effects have been described
after their inhalation [4,5].

Tissue deposition of NPs and their toxicity are closely related to
the route of exposure and, with this point of view, keratinocytes

Abbreviations: NP, nanoparticles; C6, rat brain glial tumor cell line; U373, human
astrocytoma cell line grade I1I; GPx, glutathione peroxidase; SOD2, superoxide
dismutase 2
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have been studied as the primary target of dermal exposure, lung
tissue as the target for inhalation, and intestines, kidney, and liver
for oral exposure. The lung is the best characterized organ
regarding the toxic effects induced by TiO, NPs. For example,
cellular uptake and distribution of TiO, NPs have been shown in
A549 lung epithelial cells [6]. In addition, in rat pulmonary
alveolar macrophages, TiO, NPs induce membrane and ultrastruc-
ture damage and dysfunction mediated by an increase in the
phagocytic ability of macrophages and a decrease of their chemo-
tactic ability [7]. All the reported effects induced by TiO, NPs are
associated with adverse effects on mammalian cells such as
increase in reactive oxygen species (ROS) production and cytokine
levels, reduction in cell viability and proliferation, induction of
apoptosis, and genotoxicity [8].

TiO, NPs can be translocated to all regions of the respiratory
tract. Their small size facilitates uptake into cells and transcytosis
across epithelial and endothelial cells into the blood and lymph
circulation to reach potentially sensitive target sites, such as bone
marrow, lymph nodes, spleen, and heart [9]. However, there is
increasing evidence that NPs can cross the blood-brain barrier
independent of the route of exposure. In this regard, it has been
demonstrated that even after 4 months of oral exposure, NPs can
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persist in the brain [10]. Specifically, nasal exposure to TiO, NPs
can not only allow for their deposition in the brain [11] and induce
release of proinflammatory cytokines, such as IL-1p and TNF-«
[12], but can also induce alterations in genes related to memory
formation and learning [13]. Recently, it was reported that instilled
TiO, NPs enter the brain directly through the olfactory bulb during
the whole exposure period and are deposited in the hippocampus
region, causing significant pathologic changes [14], as well as the
release of monoaminergic neurotransmitters in the brain [15]. One
study showed that TiO, NPs injected into the abdominal cavity can
be translocated into the brain and, in turn, cause brain injury [16].
In addition, maternal exposure of mice to TiO, NPs affected the
expression of genes related to the development and function of
the central nervous system (CNS) [17]. In brain microglia (BV2)
exposed to noncytotoxic (2.5-120 ppm) concentrations of TiO,
NPs a rapid and sustained release of ROS occurs [18].

Oxidative stress, which is an imbalance between ROS produc-
tion and the antioxidant systems favoring a ROS excess, has been
identified as an important contributor to neurodegeneration
associated with acute CNS injuries, such as DNA damage, which
can affect viability of cerebral cells [19]. During oxidative stress,
ROS are produced mainly from the mitochondrial electron trans-
port chain. Several molecules/factors have been suggested as
regulators of mitochondrial ROS production, including an elevated
inner membrane potential, as well as of Ca?* and nitric oxide
(NO). The exogenous stimulators of mitochondrial ROS have not
been elucidated yet, but there is evidence that lipid oxidation
products play a major role [20]. At the molecular level, TiO, NPs
induce oxidative stress by activating the Nrf2 pathway [21] but
gene expression of DNA repair, immune response, and apoptosis
can also be altered after intranasal exposure [13].

To minimize the damage induced by ROS, free radicals can be
transformed to other less toxic molecules, for example, the super-
oxide anion is enzymatically converted into hydrogen peroxide by
superoxide dismutase (SOD), and hydrogen peroxide may be
enzymatically converted into water by catalase or glutathione
peroxidase enzymes [22].

Considering that NPs can translocate into the brain, it is
important to investigate the potential health effects of these
particles on brain cells. We hypothesized that TiO, NPs could
cause oxidative stress and mitochondrial damage to glial cells;
therefore, we determined the effects of TiO, NPs on cellular redox
state, lipid peroxidation, mitochondrial membrane potential,
integrity of mitochondria, and several antioxidant enzymes in
human (U373) and rat (C6) glial cells.

Methods
Materials

Dulbecco's modified Eagle's medium (DMEM), antibiotic-anti-
mycotic 100 x solution, minimal essential medium (MEM) non-
essential amino acids and pyruvate solutions (100 x ), 0.25%
trypsin-EDTA solution, and newborn calf serum (NBCS) were
purchased from Gibco/BRL (Grand Island, NY, USA). Sterile plastic
material for tissue culture was from Corning (Corning, NY, USA).
Flow cytometry reagents were purchased from Becton-Dickinson
Immunocytometry Systems (San Jose, CA, USA). 2’,7'-Dichlorodi-
hydrofluorescein diacetate (H,DCFDA) and cis-parinaric acid were
purchased from Molecular Probes, Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
Perfect RNATM, Eukaryotic, Mini solution was from Eppendorf
(Hamburg, Germany). DNase was from Invitrogen. Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis kit, the human Universal ProbeLibrary,
LightCycler TagMan master reaction mixture, and borosilicate
glass capillaries were from Roche Diagnostics (Mannheim,

Germany). MitoTracker Green FM was from Invitrogen (Cat. No.
M-7514). TiO, NPs were purchased from Paris Drugstore (Mexico
City, Mexico). All other chemicals were purchased from Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Titanium dioxide nanoparticles

TiO, NPs were previously characterized by our work group [23].
TiO, NPs were sterilized by autoclave (1.5 atm, 20 min). A stock
solution was prepared by suspending 1 mg of sterile particles in
1 ml of Hepes-phosphate buffer solution (HPBS: 150 mM Nacl,
4.4 mM KCI, 10.9 mM Hepes, 12.2 mM glucose, pH 7.4), mixing in a
vortex at high speed for 2 min, and sonicating at 33 W for 1 min
before being used to treat cell cultures. TiO, NPs were character-
ized as used for the biological assays in supplemented medium as
described below, and they were observed by means of scanning
electron microscopy in a field emission scanning electron micro-
scope (JEOL Model JSM-7401-F; see supplementary material). The
size of the nanoparticles and the ¢ potential were analyzed in a
Zetasizer Nano Series Model ZS. For this measurement, nanopar-
ticles were suspended in culture medium plus 10% NBCS and
sonicated at 33 W for 15min to attain a better dispersion.
Additionally, nanoparticles were analyzed by X-ray diffraction to
determine composition (Bruker D8 Advance with Cu Ka radiation
and a Lynxeye Bruker detector; Bruker, Karlsruhe, Germany; see
supplementary material). Transmission electron microscopy was
used to determine the uptake and internalization of TiO, NPs by
cells. BET surface area of nanoparticles was determined in an ASAP
2050 Xtended Pressure Sorption analyzer (Micromeritics Instru-
ment Corp., Norcross, GA, USA).

Culture of cerebral cells

U373 cells (ATCC HTB-17) were kindly provided by Dr. Ignacio
Camacho Arroyo from the Facultad de Quimica, Departamento de
Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Mexico. C6
(ATCC CCL-107) and U373 cells were cultured in DMEM supple-
mented with 4500 mg/L glucose, 10% NBCS, 2 mM glutamine,
1 mM pyruvate, antibiotic-antimycotic, MEM nonessential amino
acids 1 x, as previously described [24]. Cell cultures were exposed
to 20 pg/cm? of TiO, NPs (concentration that was shown to have a
strong biological effect on endothelial and glial cells in our
previous studies) [23,25] for various times depending on the
biological assay.

Determination of oxidative stress

Cellular redox state

Oxidation of H,DCFDA into 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein
(DCF) was used as a redox indicator probe [26]. Redox-sensitive
cellular targets provide sensitive and rapid responses to changes in
metabolism and fluxes of ROS. DCFH-DA is a nonfluorescent and
nonpolar dye that is converted into the polar derivative, DCFH, by
cellular esterases, but it is switched to the highly fluorescent DCF
when oxidized by intracellular ROS, including hydrogen peroxide,
organic hydroperoxides, NO, and other peroxides, mainly perox-
ynitrite [27,28]. H,DCFDA can also be oxidized directly by factors
that generate oxidative stress per se, such as metal ions in high
oxidation states [29]; to perform this assay, cells were cultured
without or with TiO, NPs (20 pug/cm?) for 2, 4, 6, and 24 h. H,0,
(500 uM) was used as positive control to induce oxidative stress.
After treatment, the cells were incubated with H,DCFDA (10 uM)
for 30 min at 37°C and washed twice with HPBS. After an
extensive wash, fluorescence was evaluated by flow cytometry
(FACSCalibur, Becton-Dickinson). The mean fluorescence intensity
was calculated by multiplying the number of events (fluorescent
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cells) by the mean of the intensity presented by the CellQuest
software used for the analysis. Results are shown as percentage of
fluorescence.

Antioxidant enzyme expression

Because oxidative stress is an imbalance between oxidants and
antioxidants in favor of the oxidants, which potentially lead to
damage, expression of the most relevant antioxidant genes, such
as GPx, catalase, and SOD2, was determined by PCR in real time.

Total RNA extraction

Total RNA from control glial cells treated with TiO, NPs at
20 pg/cm? was extracted using Perfect RNATM, Eukaryotic, Mini
solution. Isolated RNA was quantified using the Genesys 10 series
(ThermoSpectronic, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA)
and separated (5 pg) on a 1.0% agarose gel containing ethidium
bromide in Mops buffer to confirm the presence of bands and
observe their integrity. Both running buffer and gel contained
0.2 M formaldehyde for denatured conditions. To prevent trace
amounts of DNA contamination, RNA samples were treated with
amplification-grade DNase before reverse transcription. All RNA
samples were stored at — 70 °C until further use.

Real-time RT-PCR assay

RNA (0.5 pg) was employed for reverse transcription with
random hexamers in a 20-ul volume reaction, according to the
Transcriptor First Strand cDNA Synthesis kit, and the reactions
were assayed in a Mastercycle thermocycler (Roche). The ampli-
fied cDNA was quantified on a photometer at a 260 nm length.
Real-time PCRs were performed using the human Universal
ProbeLibrary. Specific oligonucleotide primers and TagMan probes
were originally generated using the online assay design software
(ProbeFinder; http://www.universal-probelibrary.com). Primers
used in this work are shown in Table 1.

Samples were normalized using the housekeeping gene 18s. The
amplification reaction (20 pl) contained 500 ng of cDNA synthesized
previously, 1 x LightCycler TagMan Master reaction mixture, 200 nM
each primer, and 100 nM Universal ProbeLibrary probe. Real-time PCR
was performed in borosilicate glass capillaries for amplification reac-
tion in a LightCycler version 15 (Roche), following the protocol
recommended by the manufacturer.

Table 1
Primers used in this study.

Molecule Primer sequence Annealing temp. (°C)
F-Catalase-r TGTTCTCACACAGGCGTTTC 50
R-Catalase-r GCTAATGAAGACAACGTCACTCA 50
F-SOD2-r GACCCAAAGTCACGCTTGATA 60
R-SOD2-r CTGGACAAACCTGAGCCCTA 60
F-GPx-r ATGCCTTAGGGGTTGCTAGG 55
R-GPx-1 CGACATCGAACCCGATATAGA 55
F-18s GGGACTTAATCAACGCAAGC 50
R-18s GCAATTATTCCCCATGAACG 50
F-GPx-h GTTCACCTCGCACTTCTCG 60
R-GPx-h CAACCAGTTTGGGCATCAG 60
F-SOD2-h TGATGGCTTCCAGCAACTC 55
R-SOD2-h CTGGACAAACCTCAGCCCTA 55
F-Catalase-h GGGTCCCGAACTGTGTCA 60
R-Catalase-h CCATCGCAGTTCGGTTCT 60

F, forward; R, reverse; r, rat; h, human.

Lipid peroxidation assay

To measure the presence of lipid peroxidation we used cis-
parinaric acid, which is an analog of endogenous membrane
lipoproteins. Cis-parinaric acid fluorescence activity is lost when
the chromophore is cleaved during oxidation; therefore, lipid
peroxidation was estimated by measuring loss of cis-parinaric acid
fluorescence. Briefly, cells were treated with TiO, NPs at 20 pg/cm?
for 1, 2, 4, 6, and 24 h. After treatment, the cells were detached
with 0.025% trypsin and incubated with 5 uM cis-parinaric acid at
37 °C for 1 h in the dark. Afterward, the cells were washed twice
with Hepes and immediately analyzed in a flow cytometer
(FACSCalibur, Becton-Dickinson). The mean fluorescence intensity
was calculated by multiplying the number of events (fluorescent
cells) by the mean of the intensity presented by the CellQuest
software used for the analysis.

Analysis of mitochondrial transmembrane potential (A¥,)

The changes in mitochondrial membrane potential were exam-
ined by monitoring the staining with rhodamine 123 (Rh123), a
lipophilic cation selectively taken up by mitochondria and whose
uptake is directly proportional to AW, [30]. After 2, 4, 6, and 24 h
of treatment with TiO, NPs at 20 pg/cm?, cells were incubated
with Rh123 in dimethyl sulfoxide (0.2 pg/ml) at 37 °C for 30 min
and washed twice with Hepes. The cells were harvested and the
fluorescence intensity was analyzed with a flow cytometer (FACS-
Calibur, Becton-Dickinson) at an excitation wavelength of 488 nm
and an emission wavelength of 530 nm, using the CellQuest
software program.

Mitochondria depolarization assay

To measure mitochondrial depolarization, MitoTracker Green
FM was used. This is a green-fluorescent mitochondrial stain that
appears to localize to mitochondria regardless of mitochondrial
membrane potential. MitoTracker fluorescence accumulates into
mitochondria and binds covalently to mitochondrial proteins.
MitoTracker Green FM is retained even if mitochondria depolarize
subsequently, and an increase in the signal is the result of
oxidative stress; therefore, mitochondrial depolarization means
damage and, frequently, contributes to necrotic and apoptotic cells
[31]. Human C6 and U373 cell cultures were fixed with 3% (v/v)
formaldehyde in HPBS for 1 h and, then, the samples were washed
three times with HPBS and permeabilized with ice-cold acetone
and soaked in balanced salt solution for 7 min; immediately, the
samples were washed three times with HPBS and blocked with 2%
bovine serum albumin in HPBS for 2 h. Then, they were washed
three times with HPBS and incubated with 75 nM MitoTracker
Green FM in darkness at 37 °C for 2 h. Afterward, the samples were
extensively washed with 1% HPBS-Triton and running water. The
samples were mounted with glycerol:HPBS (3:1) and analyzed at
488 nm fluorescence excitation and 530 nm emission using a
Leica, TCS SP-2, confocal microscope (Germany).

Nonspecific MitoTracker Green FM staining

A stock of 1 mg/ml TiO, NPs was prepared in supplemented
DMEM. The stock was protected from light and sonicated for
15 min. A suspension of 20 pg/ml TiO, NPs was stained with 75 nM
MitoTracker Green FM in darkness for 2 h at 37 °C. In addition, a
suspension of 20 pg/ml TiO, NPs was incubated with HPBS and a
suspension of MitoTracker Green FM in DMEM was incubated
under the same above-described conditions. After incubation, all
samples were washed twice with HPBS and centrifuged at 1200 g.
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Fig. 1. Effect of TiO, NPs on the cellular redox state. C6 and U373 cells were treated with 20 pg/cm? TiO, NPs for 2, 4, 6, and 24 h, and ROS production was evaluated using
H,DCFDA through flow cytometry. Cells treated with H,0, (500 pM) for 2 h were used as a positive control. (A) Histograms corresponding to a representative experiment are
shown. Dashed lines correspond to control cells and continuous lines correspond to treated cells. (B) Fluorescence intensity, represented as percentage of fluorescence,
where control cells are 100%, was calculated by multiplying the number of events by the mean of the fluorescence intensity value. The mean + SD of three independent

experiments is shown. *P < 0.01, statistical significance compared to untreated cells.

Finally, the samples were mounted with glycerol:HPBS (3:1) and
analyzed under confocal microscopy.

Statistical analysis

All experiments were performed in at least three independent
trials. Data are expressed as the mean + standard deviation (SD).
Statistical analysis was performed with one-way analysis of
variance using SPSS software version 21. A P value of <0.01 was
considered statistically significant.

Results
TiO, NPs induced oxidative stress

To determine if TiO, NPs could induce damage in glial cells, we
determined the changes in the cellular redox state caused by
oxidative stress mediating the oxidation of H,DCFDA. TiO, NPs
induced a strong increase in H,DCFDA oxidation in C6 and U373
cells, in comparison with the negative control (Fig. 1). This rise was
observed from 2 h after treatment, with a maximal increase at 6 h
and a decrease at 24 h in both cell lines.

Considering that TiO, NPs induce a strong oxidative stress, the
expression of some antioxidant enzyme genes was evaluated by
real-time RT-PCR. In C6 cells, TiO, NPs increased the expression of
GPx after 6 and 24 h of exposure and decreased it at longer times;
catalase expression increased fivefold at 6 h and twofold at 72 h,
but decreased at 24 and 48 h; last, SOD2 expression increased at

24 h and decreased at 48 and 72 h (Fig. 2). On the other hand, in
U373 cells, TiO, NPs increased the expression of GPx, catalase, and
SOD2 at 24 h of exposure; however, a decrease was found at later
times (48 h for GPx and catalase and 72 h for SOD2; Fig. 3). These
results indicate that there is an imbalance in the production of
antioxidant enzymes induced by TiO, NPs.

To test if the oxidative stress induced by TiO, NPs could damage
other biological molecules, oxidation of lipids was evaluated by
measuring the oxidation of cis-parinaric acid. TiO, NPs decreased
the fluorescence of cis-parinaric acid after 2 h of exposure, reach-
ing the maximal effect at 24 h in both cell lines (Fig. 4), indicating
oxidation and damage of membrane lipids.

Mitochondrial function contributes to the essential production
of ROS necessary for redox-dependent cellular processes. We used
a fluorescent probe (Rh123) to assess the damage to mitochondria
and their function. TiO, NPs at 20 pg/cm? decreased the fluores-
cence of Rh123 starting at 2 h of treatment in U373 cells; however,
in C6 cells, this decrease was observed starting at 6 h of treatment
(Fig. 5). This reduction in the fluorescence of Rh123 indicates a loss
of mitochondrial function.

TiO, NPs induced mitochondrial depolarization

To determine if TiO, NPs can induce mitochondrial depolariza-
tion in glial cells, MitoTracker Green FM was used. C6 and U373
cell cultures were treated with TiO, NPs for 24 and 48 h and
fluorescence intensity was quantified. After TiO, NP exposure, C6
(Fig. 6) and U373 (Fig. 7) cells showed a clear increase in
MitoTracker Green FM staining. This increase was stronger after
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48 h of treatment in C6 cells, which exhibited a twofold increase in
fluorescence (Fig. 6F). In addition, an acellular experiment was
performed to test if MitoTracker Green FM was able to bind to TiO,
NPs and discard the possibility of nonspecific MitoTracker Green
FM staining. The concentration of TiO, NPs used in this study was
selected and incubated with MitoTracker Green FM under the
same conditions of cell culture staining. The result showed that
TiO, NPs could not be stained by MitoTracker Green FM (Fig. 8).

Discussion

Because TiO, NPs can translocate into the CNS, we evaluated
their possible toxic effect on glial cells, which are the principal

component of the CNS and provide support and protection to
neurons. Several toxicity studies on astrocytes (astrocytic glial cells
or astroglia) using cultures of primary, subcultured, or permanent
cell lines (astrocytomas), have been extremely valuable in toxicity
evaluation and to understand the mechanisms of action of a
number of neurotoxic substances [32]; therefore, in this work
we used human (U373) and rat (C6) astrocytoma cell lines.

We found that TiO, NPs induced a strong oxidative stress in
both glial cells, mediating changes in the cellular redox state,
which was correlated with increase in antioxidant enzyme expres-
sion and lipoperoxidation. Oxidative stress induced by TiO, NPs in
glial cells is consistent with other studies, in which TiO, NPs
caused intracellular formation of ROS in neuronal and glial cells
derived from primary frontal cortex cell culture after 24 h of
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exposure [33]. Other authors have shown ROS-mediated oxidative
stress induced by TiO, NPs in other cell types, such as human
embryonic kidney cells [34], mouse macrophages [35], human
HaCaT keratinocytes [36], human hepatoma HepG2 cells [37], PC12
cells [38], human lung fibroblasts (IMR-90) [39], and human
endothelial cells [23]. Oxidative stress induced by TiO, NPs also
has been correlated with the peroxidation of lipids, which causes
an increase in malondialdehyde (MDA), with oxidative damage of
mitochondrial DNA, with alterations in the mitochondrial mem-
brane potential, and with changes in the expression of antioxidant
enzymes such as SOD2 [36,37,40,41].

Upregulation in mRNA expression of antioxidant enzymes
genes such as GPx, catalase, and SOD2 after 24 h of TiO, NP
exposure and the return to basal levels at later times in glial cells
suggest that there is a first antioxidant response against TiO, NPs;
hence, the lack of capability to upregulate mRNA could be related
to an adaptive response (Figs. 2 and 3). We based this statement
on a previous report that shows an adaptive response in lung
tissue after long-term exposure to TiO, NPs [42]. On the other
hand, the increase in mRNA levels of antioxidant genes does not
necessarily indicate an increase in the activity of these enzymes;
however, our results showed that TiO, NPs induced an upregula-
tion of genes involved in the response against oxidative stress,
which can be induced by changes in the redox state and by an
early increase in ROS. For example, hydrogen peroxide, considered
a ROS, is a substrate of GPx and catalase, and superoxide anion,

also considered a ROS, is a substrate of SOD. We suggest that these
species are increased owing to ROS generation. H,DCFDA can be
oxidized in part by hydrogen peroxide, organic hydroperoxides,
NO, peroxynitrite, metal ions, and superoxide anion. Because the
rate of H,DCFDA oxidation as a measure of the rate of ROS
production within cells is only an approximation, the change in
the redox state induced by TiO, NPs in glial cells indicates a strong
index of oxidative stress, which could be caused by increased ROS
formation [27].

A possible mechanism involved in the oxidative stress induced
by TiO, NPs could be the recently described process named “ROS-
induced ROS release”; this process involves the mitochondrial
permeability transition pore and takes place on the inner mem-
brane anion channel, inducing an excessive oxidative stress that
results in an increase in ROS [43]. This process constitutes a
positive feedback mechanism for enhanced ROS production, lead-
ing to potentially significant mitochondrial and cellular injury,
which correlates with the strong mitochondrial damage induced
by TiO, NPs in glial cells. One molecule responsible for ROS
increase is the nuclear transcription factor kB (NF-xB). The main
mechanism by which NF-«B activity can influence the level of ROS
is via increased expression of antioxidant enzymes [44], which
was observed in our results. This agrees with our previous work,
which showed that TiO, NPs induced NF-xB nuclear translocation
and a decrease in the expression of its inhibitor, IkB-a, in
endothelial cells [23].
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ROS generated during oxidative stress are important mediators
in the expression of genes of antioxidant enzymes; therefore, the
upregulation of GPx, catalase, and SOD2 genes after early TiO, NP
exposure times could be a consequence of the increase in ROS,
because at late exposure times (after 24 h), oxidative stress and
mRNA expression of antioxidant enzymes decrease. In addition, a
similar pattern is observed in peroxidation of lipids, which
increased at the beginning of TiO, NP exposure and decreased
by the end of 24 h (Figs. 4 and 5).

Other studies have shown an increase in oxidative stress
induced by TiO, NPs associated with a decrease in glutathione
and SOD expression in mouse fibroblast cells (L929) [45], and with
a reduction in SOD and increase in MDA in human keratinocyte
HaCaT cells [40]. Other events, such as activation of DNA damage
checkpoints and upregulation of p53, mdm2, gadd45«, and p21
proteins, have been observed due to ROS generation by these
nanoparticles in peripheral blood lymphocytes [46], as well as an
increased transcription of proinflammatory mediators via intra-
cellular signaling pathways in other cells [47]; therefore, it would
be very interesting to evaluate if some of the proteins involved in
the regulation of the cell cycle are altered in glial cells.

Because TiO, NP exposure induced oxidative stress, and it is
well known that mitochondria are one of the main ROS sources
under oxidative stress conditions, we also investigated if TiO, NPs
could induce mitochondrial alterations in glial cells. TiO, NPs

caused mitochondrial depolarization after 24 h of exposure. It is
important to highlight that at low concentrations ( <50 nM),
MitoTracker Green FM can detect changes in mitochondrial mass,
but a higher concentration is useful to evaluate mitochondrial
depolarization [48]; therefore we used 75nM in this study.
Because cytochrome c release is followed by mitochondrial depo-
larization [49], we suggest that cytochrome c release could be
associated with this mitochondrial alteration. In addition, mito-
chondrial depolarization observed in glial cells could lead to a
decrease in oxygen consumption and NADH levels in mitochon-
dria, because TiO, NPs can cause these alterations in isolated
mitochondria [50]. In addition, mitochondrial depolarization in C6
and U373 cells leads to caspase-3 activation, chromatin condensa-
tion, and apoptosis [51]. In this regard, it is important to point out
that all the cellular alterations induced by TiO, NPs observed in
this work, including change in the redox state, decrease in
antioxidant enzymatic defense, and mitochondrial depolarization,
could activate apoptotic pathways [50]. A previous report by our
work group using glial cells exposed to TiO, NPs showed inhibition
of proliferation, morphological changes, and apoptotic death [25].
An autophagy process also has been induced by nanoparticles in
human brain-derived endothelial cells [52].

Toxic effects induced by TiO, NPs have been related to their
concentration and small size. Several studies show that various
cells can be subjected to the same effect at very different
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concentrations of TiO, NPs in the range from 5 to 1000 pg/ml [53].
This discrepancy can be attributed to differences in secondary
sensitivities of cell lines to TiO, NPs or to the interaction of the
nanoparticles with the different compounds of the culture media.
Regarding the size, in vivo and in vitro toxicology studies confirm
that ultrafine particles are more toxic and proinflammatory than
fine particles [47]. The mean size of TiO, NPs used in this work is
around 50 nm, which allows that these nanoparticles can be taken
up easily by cells and induce toxicity.

In addition, the TiO, NP concentration used was based on
previous concentrations evaluated in in vitro models, which
investigated their effects on the brain [37,54,55]. Although this
concentration is high and hardly found as an occupational expo-
sure, we consider that TiO, NPs exert toxic effects at long-term
exposures, because several studies have shown that these nano-
particles are taken up and accumulated in cells as aggregates in
cytosolic vesicles, vacuoles, and lamellar bodies and the number of
aggregates increases over time or with the dose [52,56,57]. Also,
no metabolizing or elimination mechanism of TiO, NPs by cells
is known.

Conclusions

In conclusion, TiO, NPs induced a strong oxidative stress,
mediated by change in the redox state as well as by a decrease
in genes of antioxidant enzymes, lipid peroxidation, reduction in
mitochondrial membrane potential, and mitochondrial depolari-
zation, in glial cells in vitro. These findings suggest that the
exposure of brain cells in vivo to TiO, NPs could cause brain injury,
contribute to the development of neurodegenerative diseases [58],
and be hazardous to health.
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