
1 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“PAPEL DE LA DINEÍNA CITOPLASMÁTICA EN 
CÉLULAS EPITELIALES DE PULMÓN EXPUESTAS A 

NANOPARTÍCULAS DE DIÓXIDO DE TITANIO”  

 

T  E  S  I  S 

 

QUE PARA OBTENER EL TÍTULO DE  

BIÓLOGO 

 

P  R  E  S  E  N  T  A: 

OCTAVIO ISPANIXTLAHUATL MERÁZ 

 

DIRECTORA DE TESIS: 

DRA. YOLANDA IRASEMA CHIRINO LÓPEZ 

 

 

 

 

LOS REYES IZTACALA, ESTADO DE MÉXICO, 2015 

 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTÓNOMA DE MÉXICO 

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES IZTACALA 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



2 
 

Dedicatoria 
 

A Tony: “Soy el árbol frutal que has cuidado tanto, si no me hubieras atado con esos lazos 

y no hubieras guiado mi dirección hacía el sol no te estaría dando los frutos que ahora puedes 

saborear”. 

 

A Octavio: “Que no te de pena si las arrugas empiezan a amenazar tu rostro, yo te las 

quito. Nunca es tarde para regresar”. 

 

A Gema: “Polos opuestos se unen y por eso hay que estar unidos, si estamos unidos ni la 

energía más grande nos podrá separar. Quiero verte feliz”.  

 

A Luis Alberto: “Las profundidades de mar necesitan de tu luz y los lugares más fríos 

necesitan de tu calor. Tienes un poder tan grande que vuelves cursis a mis demonios”. 

 

A Joel: “Voy a bordo de una locomotora de vapor con dirección a tu casa, mirando los 

paisajes que me recuerdan a ti. ¿Faltará mucho para volver a verte? Te extraño mucho”. 

 

A mi familia: “El centro de mi universo, donde se irradia felicidad y se rechaza la tristeza” 

 

A Beckam, Abraham, Cesar, Sergio y Poncho: “Ya no sé qué son los amigos porque 

ustedes son más que eso”. 

 

A la Dra. Yolanda Irasema: “El mundo necesita de personas como usted, 

emprendedoras, inteligentes, con decisión, alegría y paz. Usted es parte de mi juventud, mi cariño 

hacia usted tendrá la misma frecuencia que mi respiración”. 

 

A la Dra. Norma Laura: “La confianza es parte esencial de la humanidad y la amistad no 

depende del tiempo. Somos libres aunque estemos encerrados en el planeta Tierra”. 

 

Al laboratorio 10: “A veces he pensado en cambiar la dirección de donde vivo porque 

paso más tiempo contigo”. 

 

A la UNAM: “México y el pueblo te necesita, no dejes que los intereses políticos te aparten 

de la sociedad. Te defenderé hoy mañana y siempre”. 

 



3 
 

Esta tesis se realizó en el laboratorio 10 de la Unidad de Biomedicina (UBIMED) 

de la Facultad de Estudios Superiores Iztacala, UNAM., con el apoyo del Consejo 

Nacional de Ciencia y Tecnología (CONACyT) (No. de becario 166727). 

El jurado asignado para obtener el título de Biólogo fue el siguiente: 

Presidente: Dra. Norma Laural Delgado Buenrostro 

Vocal: Dr. Federico Ávila Camacho 

Secretario: Dra. Yolanda Irasema Chirino López 

Suplente: Dra. Emma Berta Gutiérrez Cirlos Madrid 

Suplente: Dra. Miriam Rodríguez Sosa 

 

 

Agradecimientos 

A la Dra. Yessenia Sánchez Pérez del Instituto de Cancerología (INCAN) por la 

donación de la línea celular de neumocitos humanos tipo II (células A549). 

A la Dra. Yolanda Irasema Chirino López, Dra. Miriam Rodríguez Sosa, Dra. 

Emma Berta Gutiérrez Cirlos Madrid, Dra. Norma Laura Delgado Buenrostro y Dr. 

Federico Ávila Camacho por sus correcciones y aportaciones a este trabajo. 

Al Dr. Edgar Oliver López Villegas de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas 

y a la Dra. Verónica Freyre Fonseca por la caracterización de las nanopartículas 

utilizadas en este trabajo. 

¡Muchas gracias! 

 

 



4 
 

Esta tesis fue realizada en los tiempos donde un presidente “guapo y carismático” 

(Enrique Peña Nieto) representa a un país. Él no fue elegido por los mexicanos, 

obviamente en aquellas elecciones la corrupción fue el alimento. 

En esta época no hay libertad de expresión, se dice que somos libres pero somos 

dominados por las personas más ricas del mundo, el gobierno le exige a su 

pueblo y ellos descansan en sus sillas cubiertas de piel. Se hacen campañas para 

reducir la obesidad pero siguen pasando comerciales de productos chatarra en la 

televisión.  

Carmen Aristegui es la mejor periodista de México pero ha sido despedida sin 

alguna justificación. En la propia universidad por parte de los directivos existe una 

represión al hablar sobre asuntos políticos. 

Este trabajo se realizó en los tiempos donde se realizaron 81 cambios en leyes 

secundarias y se aprobaron las siguientes reformas: 

 Reforma Energética 

 Reforma en materia de Telecomunicaciones 

 Reforma en Competencia Económica 

 Reforma Financiera 

 Reforma Hacendaria 

 Reforma Laboral 

 Reforma Educativa 

 Código Nacional de Procedimientos Penales 

 Ley de Amparo 

 Reforma Política – Electoral 

 Reforma en materia de Transparencia. 

Esta tesis se escribió cuando los políticos se pasan la bandera de México por sus 

partes íntimas, la golpean, la violan, la ensucian y la dejan tirada. 
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Donde el estado ha desaparecido a 43 estudiantes de la Escuela Normal Rural 

"Raúl Isidro Burgos”. México ha exigido por más de 6 meses la presentación con 

vida de los estudiantes y el gobierno hace caso omiso a las exigencias.  

México está en un colapso social, cultural y económico, la canasta básica es un 

lujo, hay explotación infantil, la primera plana de los periódicos son asesinatos, el 

servicio del metro es pésimo y la nueva línea 12 del metro está detenida e 

invadida por la corrupción de empresas extranjeras, hay obras viales en todo 

México que no han sido concluidas, cada mes los combustibles suben de precio, 

los perros callejeros son asesinados en grandes cantidades porque el gobierno no 

encuentra otra solución, los arrecifes son exterminados para construir nuevos 

puertos marítimos, la inseguridad está en cada esquina, si quieres conseguir 

droga ve a la esquina de tu cuadra, hay tantos departamentos de policías que no 

sirven para nada, el gobierno cada año reduce el presupuesto público y no apoya 

a la cultura y a la ciencia.  

En fin, estamos en una crisis que nadie sabe cuándo acabará porque “México 

está tan lejos de Dios y tan cerca de Estados Unidos”. 

Pienso que estamos a tiempo de cambiar el futuro del país. ¡Quiero que termine el 

sexenio de E.P.N., quiero que los mexicanos abran los ojos, quiero que dejen de 

pasar basura en la T.V. quiero que exista seguridad, quiero que dejen de decir 

que en México todos los días son días de muertos!  
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Resumen 

Introducción. En ambientes ocupacionales las nanopartículas de dióxido de titanio (TiO2 NPs)  
pueden ser respiradas por los trabajadores que fabrican estos nanomateriales y ser depositadas 
en las diferentes regiones de la vía respiratoria, por ejemplo en los alveolos. Entre las células 
presentes en los alveolos se encuentran los neumocitos tipo II los cuales pueden internalizar a las 
NPs en vesículas. Dentro de las células las NPs pueden interaccionar con los microtúbulos, 
organelos que están relacionados con la migración celular. En los procesos de migración también 
está involucrada la dineína citoplasmática que además de estar relacionada con el tráfico 
vesicular, transporta al factor de transcripción Gli1 al núcleo para activar la transcripción de genes 
relacionados con la proliferación y migración. Por lo anterior nuestra hipótesis es que la 
internalización de las TiO2 NPs será posiblemente dependiente de dineína citoplasmática y su 
inhibición no modificará la granularidad y tamaño de las células pero reducirá la tasa de migración. 
Al inhibir previamente a la proteína motora y exponer las células a TiO2 NPs habrá mayor muerte 
celular y se disminuirá el tamaño por la desorganización de la red de microtúbulos. Para demostrar 
lo anterior nuestro objetivo fue inhibir a la dineína citoplasmática con la ciliobrevina D y 
posteriormente exponer las células a TiO2 NPs para evaluar los cambios en tamaño y granularidad 
celular así como la intensidad de fluorescencia de α-tubulina, Gli1 y la tasa de migración.  

Materiales y método. La caracterización de las TiO2 NPs (<25 nm) se realizó por microscopia 
electrónica de barrido (SEM) y de transmisión (TEM). Por otro lado se cultivaron células A549 en 
medio F12K con 10% de suero fetal bovino (F12K+SFB) y fueron divididas en los siguientes 
grupos: A) Control, B) TiO2 NPs, C) CBD, D) CBD+TiO2 NPs. Al grupo A fue el grupo control; el 
grupo B fue cultivado 24 h sin tratamiento y posteriormente expuesto a TiO2 NPs (10µg/cm2) por 
24 h; al grupo C se le aplicó CBD (50µM) por 24 h y 24 h adicionales sin tratamiento, finalmente el 
grupo D fue expuesto a CBD por 24 h, seguido de la exposición a TiO2 NPs (10µg/cm2) por 24 h. 
Al término de los tratamientos se evaluó la viabilidad celular por medio de la reducción de MTT; la 
forma y ultraestructura celular fue observada por la tinción de hematoxilina y eosina y por 
imágenes de TEM respectivamente, la granularidad y tamaño fueron cuantificados por citometría 
de flujo; la localización de Gli1 y α-tubulina por inmunofluorescencia; mientras que la tasa de 
migración celular se realizó por el ensayo de cicatrización de herida. Finalmente los resultados 
fueron evaluados utilizando análisis no paramétrico (ANOVA) con el test de Kruskal-Wallis y 
prueba de Dunns; los datos fueron expresados con su media y desviación estándar. 

Resultados. Las TiO2 NPs resuspendidas en medio F12K+SFB forman agregados de <5 µm 
mientras que el tamaño primario de las NPs fue <100 nm. Las TiO2 NPs no reducen la viabilidad 
celular, sin embargo incrementan la granularidad celular. La inhibición de dineína citoplasmática y 
las NPs no causan muerte celular y no disminuyen el tamaño celular a las 24 h de tratamiento sin 
embargo el tratamiento de CBD+TiO2 NPs por 48 h causa muerte celular y disminuye el tamaño de 
los neumocitos. Finalmente las NPs y la CBD incrementan la intensidad de fluorescencia de α-
tubulina y la inhibición de la proteína motora redujo la migración celular. 

Conclusiones. La internalización de las TiO2 NPs por los neumocitos humanos tipo II aumentan el 
contenido citoplasmático y ocasionan la desorganización de los microtúbulos. Además la inhibición 
de la dineína citoplasmática y la exposición a las NPs reducen la viabilidad y tamaño de las células 
porque posiblemente se activan vías de apoptosis. Por otro lado la viabilidad celular, intensidad de 
fluorescencia de α-tubulina así como la migración celular dependen de la dineína citoplasmática. 
Por lo anterior sugerimos que la relación dineína citoplasmática-TiO2 NPs sea sujeto de futuras 
investigaciones, ya que la dineína es un blanco para reducir la invasión celular y prevenir los 
efectos tóxicos que causan las TiO2 NPs en células de adenocarcinoma de pulmón. 
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1.0 Introducción 

1.1. Las nanopartículas 

Las nanopartículas (NPs) son objetos que tienen un rango de 1 a 100 nm al 

menos en una de sus tres dimensiones (Fig. 1) (Shi et al., 2013).  

Fig.1. Escala de longitud que muestra el tamaño de las nanopartículas en comparación con otros componentes biológicos. 
Las nanopartículas son más grandes que los átomos y que el diámetro de DNA, sin embargo son más pequeñas que las 
bacterias, eritrocitos, el grosor de un cabello, polen, neuronas y alveolos los cuales se encuentran en la escala de las 
micras (Buzea et al., 2007). 

Las NPs poseen características las cuales determinan su impacto biológico, por 

ejemplo su composición química (Linsinger et al., 2013), el tamaño de la partícula 

primaria (Wang et al., 2007), el tamaño de distribución, área superficial, 

porosidad, forma (Warheit et al., 2007; Barillet et al., 2010), cristalinidad  (Sayes et 

al., 2006; Warheit et al., 2007) y solubilidad (Powers et al., 2006), son 

propiedades que influyen en su toxicidad. 

Estas NPs son producidas por medios químicos y/o físicos (Gwinn &  Vallyathan, 

2006) y generalmente son clasificadas por su dimensión, morfología, 

composición, uniformidad y aglomeración (Fig. 2) (Buzea et al., 2007).  
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Fig. 2. Clasificación de las NPs. A) Clasificación por su dimensión, 2) morfología, 3) composición, 4) uniformidad y estado 
de aglomeración (Buzea et al., 2007). 

Las nanoesferas son partículas con una matriz sólida (Allouche, 2008) y en esta 

clasificación es donde se encuentran a las nanopartículas de dióxido de titanio 

(TiO2 NPs – por sus siglas en inglés) (Shi et al., 2013). 

1.2 Las nanopartículas de dióxido de titanio 

La mayoría del TiO2 utilizado como pigmento en diferentes productos es extraído 

del mineral ilmenita (FeTiO3) o leucoxeno (TiO2 X xFeO X yH2O), su producción 

comenzó en 1916 por la compañía Titan (Noruega) actualmente conocida como 

NL Industries (Estados Unidos) (Jovanovic, 2015).  

Para que el TiO2 sea utilizado como pigmento primero debe ser procesado a 

sulfato de titanilo acuoso (TiOSO4) o tetracloruro de titanio anhidro (TiCl4) y 

convertido a partículas (rutilo o anatasa) de tamaños específicos, los cuales 
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pueden molerse para reducir su tamaño sin romper el tamaño de las partículas 

primarias (IARC, 2010). 

El TiO2 presenta tres formas cristalinas: rutilo (tetragonal), anatasa (tetragonal) y 

brookita (romboédrica) (Diebold, 2003) (Fig. 3). Las formas de anatasa y rutilo son 

las más utilizadas (Hext et al., 2005), sin embargo la forma más estable con 

respecto a su termodinámica es la anatasa (Hanaor & Sorrell, 2011) la cual tiene 

un tamaño entre 10 y 20 nm (Chen & Mao, 2007). 

 
Fig. 3. Mineral de donde se extrae el TiO2 y sus tres formas cristalinas. A) Mineral ilmenita (ID: R130214) y formas 
cristalinas del TiO2 B) Rutilo (ID: R040049), C) anatasa (ID: R120013) y D) brookita (ID: R050591) (RUFF DATABASE). 

El TiO2 utilizado como pigmento es un polvo blanco, inodoro, no combustible, con 

un peso molecular de 79.9 g/mol, punto de ebullición de 2,972°C, punto de fusión 

de 1,843°C y una densidad relativa de 4.26 g/cm3 a 25°C (Shi et al., 2013). 

Estas NPs son utilizadas en pinturas, revestimientos, plásticos, papeles, tintas, 

medicinas, productos farmacéuticos, productos alimenticios, cosméticos, pastas 
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de dientes y como componentes de articulaciones en prótesis de cadera y rodilla 

(Shi et al., 2013). Se calcula que actualmente en el mercado hay más de 1,300 

productos que contienen nanomateriales (Project on emerging nanotechnologies). 

De acuerdo con la Iniciativa Nacional de Nanotecnología de América, las TiO2 

NPs son uno de los nanomateriales globales altamente manufacturados (Liang et 

al., 2009) ya que su producción comercial entre el año 2006 y 2010 se estimó en 

más de 5,000 toneladas métricas por año, mientras que del año 2011 al 2014 fue 

de 10,000 toneladas métricas por año (Menard et al., 2011) de las cuales casi 6 

millones de toneladas métricas de TiO2 fueron consumidas en el año 2012 como 

pigmento (USGS, 2013). 

La producción de TiO2 NPs representa el 70% del volumen total de producción de 

pigmentos de todo el mundo (Baan et al., 2006), solo en el año 2013 a nivel 

mundial la producción de TiO2 fue 6,560,000 toneladas (Global and China 

Titanium Dioxide Industry Report, 2014-2017). 

Su producción involucra procesos de síntesis y empaquetamiento, donde los 

obreros que trabajan en la fabricación y transporte de las NPs están en una 

constante exposición a estos materiales, esto representa uno de los problemas a 

nivel mundial (NIOSH) ya que las TiO2 NPs son consideradas las más tóxicas con 

respecto a partículas más grandes de TiO2 (Oberdörster, 2001; Fabian et al., 

2008; Zhao et al., 2009). 

Incluso la Agencia Internacional para la Investigación de Cáncer (IARC) ha 

clasificado al TiO2 como posible carcinógeno para humanos (IARC, 2006), por 

esta razón actualmente se han propuesto diferentes límites de exposición en 

ambientes ocupacionales los cuales se muestran a continuación: 
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Tabla 1.- Límites de exposición para TiO2 en ambientes ocupacionales 

Agencia Concentración permitida Tiempo de exposición Referencia 

ACGIH 10 mg/m3 8 h al día 

40 h a la semana 

ACGIH, 2001 

OSHA 15 mg/m3 8 h diarias Kitchin et al., 2010 

NIOSH 0.3 mg/m3 10 h al día 

40 h a la semana 

NIOSH, 2011 

NEDO 1.2 mg/m3 8 h al día 

40 h a la semana 

Morimoto et al., 2010 

RIVM 40,000 partículas/cm3 - Świdwińska-Gajewska 

& Czerczak, 2014 

AGS <0.5 mg/m3 - Świdwińska-Gajewska 

& Czerczak, 2014 
ACGIH- Conferencia Americana de Higienistas Industriales, OSHA-Administración de Seguridad y Salud, NIOSH-Instituto 
Nacional de Seguridad y Salud Ocupacional, NEDO-Organización para el Desarrollo de Nueva Energía y Tecnología 
Industrial, RIVM-Instituto Nacional de Salud Pública y Medio Ambiente en Holanda, AGS-Comisión de Sustancias 
Peligrosas en Alemania. 

Además al ser uno de los nanomateriales más producidos en el mundo, algunos 

países regulan los límites de exposición a TiO2 en ambientes ocupacionales 

(Tabla 2). 
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Tabla 2.- Normas de higiene ocupacional para TiO2 

País  (NDS) (mg/m3) TWA (mg/m3) Símbolo 

Australia 10 (a) NO NR 

Austria 6 NO NR 

República Checa 10 NO NR 

Dinamarca 6 (b) NO NR 

Finlandia 10 NO NR 

Francia 10 NO NR 

Grecia 10 NO NR 

España 10 NO NR 

Holanda 10 (a) 5 (c) NR 

Irlanda 10 (a) 4 (c) NR 

Alemania - (a) NO 3A 
Noruega 5 NO NR 

Polonia 10 (a) NO NR 

Portugal 10 NO NR 

Suiza 3 NO NR 

Suecia 5 (e) NO NR 

Reino Unido 10 (a) 4 (c) NR 

Italia 10 NO NR 

Unión Europea - NO NR 

 

TWA-(promedio de tiempo ponderado), NDA- concentración admisible máxima, a-fracción inhalable, b-para TiO2, c-fracción 
respirable, e-polvo total, f-para la fracción fina, g-para la fracción ultrafina incluyendo la ingeniería nanoescala, 3A-
sustancia que se sospecha que es carcinógeno para humanos, 4A-sustancias que no pueden clasificarse como 
carcinógenos para humanos, Ca-potencial carcinógeno ocupacional, - ningún estándar higiénico. NO-sin información, NR-
no clasificado (Świdwińska-Gajewska & Czerczak, 2014).  

Incluso en la industria alimenticia, la FDA (United States Food and Drug 

Administration – por sus siglas en inglés) permite el uso del TiO2 como aditivo 

para alimentos siempre y cuando no supere el 1% del peso total del producto. Así 

mismo también su uso fue permitido para el envasado de productos como “una 

sustancia en contacto con alimentos” (FDA, 2002). 

Sin embargo en ambientes ocupacionales la principal vía de exposición a las TiO2 

NPs es la vía inhalatoria, esto ocurre cuando las TiO2 NPs son respiradas y 

depositadas desde el inicio de las vías respiratorias hasta los alveolos (Geiser & 

Kreyling, 2010). La región pulmonar en donde se depositen las NPs dependerá de 

su diámetro (Zhao et al., 2009) y del tamaño de los agregados que puedan formar 

(Tedja et al., 2011). 

En estudios in vitro se ha visto que las NPs desencadenan procesos inflamatorios, 

generación de especies reactivas de oxígeno y activan vías intrínsecas de 
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apoptosis, entre las líneas celulares de pulmón más utilizadas para la investigar la 

toxicidad de estas NPs destacan las células epiteliales de bronquio humano 

(BEAS-2B), macrófagos alveolares humanos (THB-1) y células de 

adenocarcinoma de pulmón (A549) (Iavicoli et al., 2011). 

En las células A549, las NPs son internalizadas principalmente por endocitosis 

(Stearns et al., 2001) (Fig. 4) y localizadas en vesículas (Márquez-Ramírez et al., 

2012) y cuerpos multivesiculares (Singh et al., 2007) que pueden ser 

transportadas por las dineínas citoplasmáticas (Vallee et al., 2003). 

 
Fig. 4. Internalización de TiO2 NPs por endocitosis. Neumocitos humanos tipo II expuestos 10µg/cm2 por 24 h. La 
membrana celular se pliega para internalizar las TiO₂ NPs por los neumocitos humanos tipo II. Después de su 
internalización, las TiO₂ NPs se localizan en vesículas intracelulares cercas de cuerpos lamelares. Barra de escala = 
500nm. 
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1.3 Las dineínas citoplasmáticas 

Las dineínas citoplasmáticas pertenecen a la familia de dineínas, proteínas 

motoras que están presentes en todos los organismos eucariontes (Martin, 1999). 

En general, las dineínas participan en el transporte intracelular, mitosis, 

polarización y movimiento celular (Höök & Valle, 2006). 

Las dineínas citoplasmáticas son dependientes del complejo dinactina (Arp1, 

Arp11, CapZ, p62, p27, p25, dinamitina, p22, p24) el cual le permite llevar a cabo 

procesos de motilidad. Las subunidades p22 y p24 son las que se unen a la 

subunidad p150Glued para formar un filamento en la base del complejo (Holleran et 

al., 1998; Schroer, 2004).  

 
Fig. 5. Esquema del complejo de dinactina. Este complejo está formado de varias subunidades que tienen unión al cargo 
de transporte, al motor de la dineína citoplasmática así como a los microtúbulos (Schroer, 2004). 

Las dineínas citoplasmáticas se clasifican en 1 y 2, poseen una secuencia 

conservada hasta el aminoácido (aa) 50 y se ven diferenciadas a partir del aa 51 

rio arriba (Fig.  6) (Rajagopalan et al., 2013).  
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Fig. 6. Diferencia de secuencias de las dos dineínas citoplasmáticas. La dineína citoplasmática 2 es diferente a la dineína 
citoplasmática 1 porque a partir de la secuencia Walker, 100 aminoácidos rio arriba se adicionan tres aminoácidos más (A, 
K, G) para la dineína citoplasmática 2 (cuadro azul) (Rajagopalan et al., 2013). 

La abreviatura para referirse a la dineína citoplasmática 1 y 2 es DYNC1 y DYNC2 
respectivamente (Pfister et al., 2006). 

Las dineínas citoplasmáticas participan en la división celular (Karki & Holzbaur, 

1999), motilidad (Dujardin et al., 2003), transporte y posicionamiento de organelos 

(Schroer et al., 1989), así como en el transporte de vesículas de Golgi (Wu et al., 

2011), peroxisomas (Kural et al., 2005), mitocondrias (MacAskill & Kittler, 2010), 

endosomas, lisosomas (Caviston & Holzbaur, 2006), proteínas (Johnston et al., 

2002), ribonucleoproteínas (Ling et al., 2004), virus (Dodding & Way, 2011) y 

factores de transcripción (Harrell et al., 2004) como NF-kB (Shrum et al., 2009) y 

la familia de proteínas Gli (Hassounah et al., 2012).  

1.4 Relación entre dineínas citoplasmáticas y microtúbulos 

Las dineínas citoplasmáticas dependen de los microtúbulos, los cuales 

pertenecen al citoesqueleto, son organelos que participan en la forma celular, 

soporte mecánico (Campbell, 2007), tienen una distribución ubicua y su vida 

media es alrededor de 10 min (Welsch & Sobotta, 2008).  

Los microtúbulos son cilindros huecos que están formados por 13 protofilamentos, 

cada uno compuesto de una cadena de subunidades de α y β tubulina, tienen un 

polo positivo el cual se ubica cerca de la membrana celular mientras que el polo 

negativo se localiza cerca del centro organizador de microtúbulos (MTOC) (Fig. 7) 

(Mandelkow & Mandelkow, 1994). 
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Fig. 7. Esquema estructural del microtúbulo. El microtúbulo está compuesto de 13 protofilamentos, los cuales se componen 
de subunidades α y β-tubulina. El microtúbulo tiene su polo positivo (+) ubicado cerca de la membrana celular y en esta 
región es donde ocurren los procesos de polimerización y despolimerización, por el contrario en su otro extremo se ubica el 
polo negativo (-) que surge desde el centro organizador de microtúbulos (MTOC). 

Los microtúbulos además de generar la polaridad de las células (+ o -), 

constituyen a los axonemas, cilios y flagelos, sirven como eje para el transporte 

de organelos y vesículas, además ayudan a formar el huso mitótico en la división 

celular (Westermann & Weber, 2004). 

Estos microtúbulos constantemente tienen procesos de polimerización 

(crecimiento) y despolimerización (acortamiento) (Mitchison & Kirschner, 1984). 

La dinámica de los microtúbulos está dada por la hidrólisis y el intercambio de 

GTP en la subunidad β-tubulina (Carlier & Pantaloni, 1982). La hidrólisis de GTP 

causa la polimerización y para mantener la estabilidad del microtúbulo se le une 

GTP en su extremo positivo (Drechsel & Kirschner, 1994). 

Así mismo, los microtúbulos están sujetos a modificaciones post-traduccionales 

reversibles como acetilación, poliglicilación, poliglutamilación, tirosinación, 

detirosinación, fosforilación y palmitolación (Westermann & Weber, 2004). 
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Los microtúbulos al ser organelos dinámicos pueden deformar la membrana 

celular (Fygenson et al., 1997) el cual es un proceso indispensable para la 

migración celular (Vasiliev et al., 1970). Cuando las células van a realizar el 

proceso de migración, los microtúbulos se orientan generalmente hacia donde la 

célula se moverá (Wadsworth, 1999) ya que regulan la organización polar de las 

células (Etienne-Manneville, 2013). 

La migración celular es cualquier movimiento de la célula dirigida dentro del 

cuerpo, la capacidad de migrar permite a las células cambiar su posición dentro 

de los tejidos o entre los diferentes órganos (Kramer et al., 2013). La migración 

celular también contribuye en la reparación de tejidos, saneamiento de heridas y 

diseminación de células cancerosas (Bravo-Cordero et al., 2012; Friedl & Gilmour, 

2009). 

El mecanismo de migración celular consiste en cuatro pasos fundamentales: 

protrusión, adhesión, contracción y retracción (Fig. 8) (Vicente-Manzanares et al., 

2005). Estos procesos pueden ser regulados por las proteínas de la familia Rho 

como RhoA, Rac1 y Cdc42 junto con los microtúbulos (Charest & Firtel, 2007; 

Etienne-Manneville & Hall, 2002). 

 
Fig. 8. Cuatro pasos fundamentales para el proceso de migración celular. A) Protrusión: los microtúbulos deforman la 
membrana celular para formar las extensiones de la célula. Para llevar a cabo la migración el núcleo se posiciona, hay una 
reorientación del aparato de Golgi y el MTOC se ubica en dirección al eje de migración. B) Adhesión: las proteínas de unión 
a la superficie son modificadas para que pueda llevarse a cabo el desplazamiento de la célula. C) Contracción: ocurre 
cuando los microtúbulos se tensan para mover a toda la célula. D) Retracción: Ocurren procesos de despolimerización de 
los microtúbulos en la parte final de la célula, para facilitar el desplazamiento celular, esto ocurre al otro extremo de la 
dirección de migración.  
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En estudios in vitro se sabe que la organización de los microtúbulos y el tráfico de 

membranas mediada por los microtúbulos son cruciales en el proceso de 

extensión de la membrana (Gierke & Wittmann, 2012). 

Se ha visto que la despolimerización, polimerización o la estabilidad de los 

microtúbulos puede ser inducida por diversos fármacos (colcemida, nocodazol, 

naftazarina) los cuales alteran de manera drástica la migración en gran variedad 

de tipos celulares incluyendo fibroblastos, neuronas, astrocitos y células de 

adenocarcinoma de pulmón (Vasiliev et al., 1970; Liao et al., 1995; Etienne-

Manneville 2004; Acharya et al.,  2011). 

Sin embargo,  los microtúbulos también pueden verse alterados por TiO2 NPs, 

estas partículas además disminuyen la expresión de α y β tubulina (Gheshlaghi et 

al., 2008) y en Arabidopsis thaliana, las NPs causan la degradación de los 

dímeros de tubulina (Wang et al., 2011). 

Otro punto a considerar en la migración celular es que la familia proteínas Gli 

(factores de transcripción), pueden ser translocados a núcleo por dineínas 

citoplasmáticas  (Hassounah et al., 2012), para activar la transcripción de genes 

relacionados con la diferenciación celular, proliferación, sobrevivencia y 

metástasis (Kasper et al., 2006; Milla, et al., 2012). Esta familia comprende a Gli1, 

Gli2 y Gli3, cada uno con  sus respectivos genes (Fig. 9), (Kasper et al., 2006;  

Hui & Angers, 2011).  Dichos genes se derivan de un gen similar encontrado en 

Amphioxus (Shimeld et al., 2007) y Ciona intestinalis (Islam et al., 2010).  
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Fig. 9. Representación de los dominios y motivos en la familia de proteínas Gli. Los factores de transcripción Gli1, 2 y 3 
constan de 1111, 1544 y 1594 aminoácidos respectivamente. Gli1 no tiene dominio represor por lo que es el principal 
activador de los genes diana. Abreviaturas: Zn=dedos de zinc con unión a DNA, TDA=dominio de activación a 
transcripción, TAF=Sitio de unión a la proteína TAF relacionada con la caja TATA, Rep=dominio represor, Sufu BS= Sitio 
de unión a proteína Sufu, *= sitio de proteína cinasa A, PC= cluster de fosforilación, PDD=procesamiento del dominio 
determinante para su degradación en el proteosoma y para el bloqueo en la producción de GliR, DN-DC=degron’s; 
secuencia de aminoácidos para iniciar su degradación, ^=sitio de adición de la proteína SUMO (sumoilación), , K=sitio de 
acetilación (Hui & Angers, 2011). 

1.5 El factor de transcripción Gli1 

El gen GLI1 fue el primer miembro descrito de las proteínas Gli en humanos 

(Villavicencio et al., 2000), identificado como un gen amplificado en un glioma 

maligno (Kinzler et al., 1987). 

Los factores de transcripción como su nombre lo indica, activan la transcripción de 

sus respectivos genes diana y gracias a la importina-α estos factores pueden 

entrar al núcleo (Goldfarb et al., 2004). Este proceso ocurre cuando la región de la 

proteína de localización nuclear (NLS) de las proteínas Gli se une a la importina-α 

(Lange et al., 2007; Marfori et al., 2010) (Fig. 10). 
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Fig. 10. Regulación del shuttling núcleo-citoplasma de Gli1 por NLS y NES. La NLS de Gli1 se une a la importina-α, por 
otro lado la importina-β se une al complejo Gli1/importina-α. Este heterodímero es transportado dentro del núcleo por los 
complejos del poro nuclear (NPCs). La fosforilación de NLS inhibe la localización nuclear, mientras que SUFU solo inhibe el 
transporte de Gli1 al núcleo. Además la proteína Roadkill quien se localiza alrededor de los NPCs, inhibe la unión de Gli1 a 
la importina-α y acelera su degradación. Dentro del núcleo, el complejo es desensamblado y la importina α y β son 
exportados desde el núcleo. La región donde se localiza NES es exportada del núcleo vía CRM-1, donde Gli1 truncado sin 
NES se acumula en el núcleo. Las proteínas Zic favorecen la localización nuclear de Gli1 presuntamente  por la modulación 
en la función de NLS o NES o ambos, o por la inmovilización de Gli1 en el núcleo por interacciones físicas (Hatayama & 
Aruga, 2012). 

La activación de los factores de transcripción Gli reconocen secuencias 

conservadas en el DNA de 5’-TGGGTGGTC-3’ (Kinzler & Vogelstein, 1990). 

Existe una polémica con respecto a los factores de transcripción Gli ya que no se 

conoce bien el papel de Gli2 y Gli3; una hipótesis es que estos factores se 

pueden unir directamente a las secuencias de los genes Gli para activar su 

transcripción (Dai et al., 1999; Ikram et al., 2004). Sin embargo pueden sufrir 

modificaciones post-traduccionales en sus respectivos N-terminal para actuar 

como represores de la transcripción (Sasaki et al., 1999).  

Por otro lado, se sugiere que Gli1 y Gli2 son los principales activadores de los 

genes diana, mientras que Gli3 actúa como represor, sin embargo se ha visto que 

Gli3 también está involucrado en la inducción de la transcripción de los genes 

diana (Buttitta et al., 2003; Motoyama et al., 2003; Bai et al., 2004). 
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Por lo tanto, aún se desconoce el papel de Gli2 y Gli3 como activadores o 

represores de la transcripción (Fig. 11). 

 
Fig. 11. Actividad activadora/represora de los tres homólogos de la familia de proteínas Gli. El factor de trascripción Gli1 es 
el principal activador de genes diana mientras que Gli2 y Gli3 pueden ser activadores o represores dependiendo de las 
modificaciones post-traduccionales en sus respectivos N-terminal. 
 

El único activador directo de los genes diana es Gli1 (Dai et al., 1999; Buttitta et 

al., 2003; Bai et al., 2004; Ikram et al., 2004), este factor puede activar la 

transcripción del gen GLI1, un oncogén que se ha relacionado con el desarrollo 

del cáncer de pulmón (Bermudez, et al., 2013).  

Para que los factores de transcripción Gli sean activados deben producirse 

cascadas de señalización relacionadas con la vía Hedgehog, en los mamíferos 

consta de tres vías: Indian Hedgehog (Ihh), Desert Hedehog (Dhh) y Sonic 

Hedgehog (Shh) (Ros, 2009). 

En vertebrados, la vía Ihh es activada para el desarrollo de huesos, Dhh es 

específica al sistema nervioso periférico y órganos reproductivos mientras que 

Shh se expresa en todo el desarrollo del sistema nervioso y en tejidos epiteliales 

(Ingham & McMahon, 2001). En este trabajo se utilizaron células de origen 

epitelial (ATCC, CCL-185) por lo tanto se dará una breve explicación de cómo se 

activa Gli1 por la vía Shh. 

La señalización de Shh se lleva a cabo en el cilio primario (Anderson & Stearns, 

2009), un organelo sensorial no móvil basado en microtúbulos (Mahjoub, 2013), 

mientras que la maduración de ligando se lleva a cabo en el retículo 

endoplasmático  (Fig. 12) (Chen et al., 2011).  
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Fig. 12. Maduración del ligando Sonic Hedgehog. En los humanos el ligando de la vía Shh es una proteína de 462 
aminoácidos (aa) (R&D Systems) que se sintetiza inicialmente en el retículo endoplasmático (ER) (Chen et al., 2011). Al 
principio el ligando tiene un peso inicial de 45 kDa (Pepinsky et al., 1998; Buglino et al., 2008) el cual se rompe por auto-
escisión en una cisteína libre del carboxi-terminal (C-terminal). (Chen et al., 2011). La auto-escisión da como resultado un 
extremo C-terminal de 25 kDa que es degradado por la vía asociada al retículo endoplasmático (ERAD) (Hirsch et al., 2009; 
Xie & Ng, 2010) dependiente del complejo de ubiquitina ligasa Hrd1/Sel1, la ATPasa del citosol p97 y el proteosoma (Chen 
et al., 2011). El fragmento N-terminal es modificado por la unión de un residuo de colesterol modificado al nuevo N-terminal 
del ligando, esto se lleva a cabo mediante un tioéster intermediario que sufre un ataque nucleofílico por parte del colesterol 
(Porter et al., 1996). Posteriormente el ligando sufre una segunda modificación que ocurre en el citoplasma. La 
modificación es la unión de palmitato al extremo N-terminal por la acetiltransferasa de Hh (Hhat) llamada Skinny Hedgehog 
(Ski) (Bugllno & Resh, 2008). La unión del colesterol al extremo C-terminal le permite una mayor difusión entre los tejidos 
(Lewis et al, 2001). Una vez que el ligando tiene los dos lípidos unidos en sus respectivos extremos se le conoce como 
ligando activo (SHhNp) y se puede acumular en las células si no es secretado (Burke et al., 1999). La secreción de SHhNp 
es dependiente de la proteína Dispatched (Disp) y Scube (Tukachinsky et al., 2012). Una vez secretado el ligando puede 
viajar distancias de hasta 300µm (Ryan & Chiang, 2012). 
 

Cuando la maduración del ligando ocurre se conoce como SHhNp el cual es 

secretado por la célula al espacio extracelular, existe la controversia de si SHhNp 

puede formar complejos (Ros, 2009) con proteoglicanos de heparán sulfato 

(HSPG) (Ryan & Chiang, 2012). 

Independientemente de que SHhNp pueda formar complejos o no, una vez que el 

ligando es secretado se une al receptor de membrana Patched (Ptch1) que se 

encuentra localizado en la base del cilio primario (Fig. 13) (Rohatgi et al., 2007). 
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Fig. 13. Esquema de la proteína Ptch1 en la membrana celular. La región en color rojo representa el dominio de detección 
a esterol (SSD). 
 

La unión SHhNp-Ptch1 activa a Smoothened (Smo) (Chen et al., 1999) una 

proteína de siete dominios transmembranales que está ubicada en la membrana 

de los endosomas intracelulares (Fig. 14) (Corbit, et al., 2005). 
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Fig. 14. Estructura ilustrativa de la proteína Smo. A) Antes de la activación de Smo, la proteína se encuentra en 
endosomas. B) La activación de Smo provoca que se transporte a la membrana celular donde libera a las proteínas Gli. Se 
ha reportado que Smo puede acumularse en el cilio sin que los genes diana sean transcritos (Ocbina & Anderson, 2008), 
por lo que Smo puede encontrarse en tres posibles estados: en el citoplasma en un estado inactivo y en el cilio con un 
estado inactivo o activo (Rohatgi et al., 2009).  

La activación de Smo libera a las proteínas Gli1 de un complejo que se encuentra 

en los microtúbulos formado por el miembro 7 de la familia de cinesina (Kif7) y el 

supresor del homólogo de fused (SUFU) (Litwack, 2012), además la activación de 

Smo ocasiona que el complejo SHhNp-Ptch1 sea llevado a los lisosomas para ser 

degradado (Incardona et al., 2002; Gallet & Therond, 2005). 

Una vez que Gli1 es liberado de Kif7 y SUFU, es transportado por la dineína 

citoplasmática (Hassounah et al., 2012) en dirección retrograda, es decir, de la 

membrana celular al núcleo (Bloom, 1992).  

Como ya se mencionó anteriormente la importación de Gli1 al núcleo es llevado a 

cabo por la importina-α (Goldfarb et al., 2004) y dentro del núcleo, Gli1 puede 

activar al gen GLI1, para que se active la transcripción de proteínas relacionadas 
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con la diferenciación celular, proliferación, sobrevivencia y metástasis (Kasper et 

al., 2006; Milla, et al., 2012) de aquí surge la importancia de estudiar la expresión 

del factor de transcripción Gli1 ya que es un marcador de migración celular. 

A continuación se muestra una tabla de la expresión de proteínas relacionadas a 

la vía Shh y sus efectos en cáncer de pulmón y otros tipos de cáncer (Tabla 3). 

Tabla 3. Expresión de proteínas relacionadas a la vía Shh y sus efectos en diferentes tipos celulares. 
Proteínas Tipo celular Efecto Autor 

↑ Ptch1, 
Gli1, Gli2 

Células epiteliales de 
fibrosis pulmonar 
idiopática (IPF) 

Incremento en la proliferación, 
migración, producción de la matriz 

extracelular y sobrevivencia de 
fibroblastos 

Bolaños et al., 2012 

↑ Gli1 Células pequeñas de 
pulmón 

Regulación de la transición epitelio-
mesenquima 

Yue et al., 2014 

↓ Gli1, 
Gli2 

Adenocarcinoma de 
pulmón (A549) y 

carcinoma escamoso 
de pulmón (H520) 

Reduce la proliferación celular Bermudez et al., 
2013 

↑ Gli1 Biopsias de cáncer de 
mama 

Promueve la metástasis de los 
ganglios linfáticos axilares 

Wang et al., 2012 

↑ Gli1, 
Shh, 
Ptch, 
Smo 

 34 líneas celulares de 
carcinoma de células 

escamosas de 
esófago humano 

pronóstico 

Asocia con la profundidad del tumor,  
metástasis de ganglios linfáticos 

positivos y un mal pronóstico 

Mori et al., 2006 

↑ Ptch, 
Gli1 

Cáncer de ovario Incremento de la expresión de E-
caderina, vimentina, Bcl-2, integrina 

b1, MT1-MMP, VEGF 

Liao et al., 2009 

↑ Gli1 Melanocitos humanos Proliferación y sobrevivencia de los 
melanomas humanos inducidos por 

Ras 

Bar-Eli, 2007; Stecca 

et al., 2007 

↑ Ptch, 
Smo, Gli1 

Células de epitelio 
derivadas de 
adenomas 

colorrectales malignas 
y adenocarcinomas 

colorrectales 

Incremento en la sobrevivencia 
celular 

Qualtrough et al., 

2004 

1.6 Migración celular en cáncer de pulmón 

A nivel global alrededor del 90% de todas las muertes por cáncer son el resultado 

del proceso de metástasis y no de los tumores primarios (Mehlen & Puisieux, 

2006). 

En el caso de cáncer de pulmón, cada año hay una mortandad de casi 1.6 

millones de personas en todo el mundo (GLOBOCAN, 2012).  
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Las etapas básicas de la invasión y metástasis implican la separación de las 

células tumorales de la matriz extracelular, la invasión de la lámina basal y tejidos 

circundantes, intravasación en el torrente sanguíneo, la supervivencia, el 

transporte a través en el torrente sanguíneo, la migración, la adhesión, 

extravasación en un sitio distal y finalmente la formación de metástasis (Perlikos 

et al., 2013). 

Para inhibir los procesos de migración celular partiendo de cultivos de neumocitos 

humanos tipo II se han utilizado una gran variedad de fármacos, por ejemplo, 

timoquinona A549 (Yang et al., 2014), astragalosida IV (Cheng et al., 2014), 

licochalcona A (Huang et al., 2014), salidrosida (Wang et al., 2014), creabanina 

(Yodkeeree et al., 2014), y para el caso de fibroblastos se ha utilizado la 

ciliobrevina (Firestone et al., 2013). 

1.7 La Ciliobrevina D 

La ciliobrevina D (CBD) (Fig. 15) es una sustancia en polvo color naranja que 

posee una masa molar de 392.6 g/mol. La CBD tiene una solubilidad en dimetil 

sulfóxido (DMSO) mayor a 25 mM, puede ser almacenada en polvo a 4°C hasta 

por un año, diluida en DMSO a 4°C por tres meses y diluida en DMSO a -20°C 

hasta por un año. 

  

Fig. 15. Estructura química de la ciliobrevina D.  

La CBD es permeable a las células, es un derivado de benzoil-

dihidroquinazolinona, su nombre completo es 2-(7-cloro-4-oxo-3,4-

dihidroquinazolina-2(1H)-ilideno)-3-(2,4-diclorofenil)-3-oxopropanonitrilo, su 

fórmula química es C17H8Cl3N3O2. 
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Entre los blancos de la CBD se encuentra la dineína citoplasmática y los factores 

de transcripción Gli2 y Gli3. Se ha visto que cuando se inhibe a dineína 

citoplasmática se altera el huso mitótico, la formación de microtúbulos y la unión 

de microtúbulos-cinetocoros en concentraciones de 50 µM (Firestone et al., 2013). 

Sin embargo no hay trabajos donde evalúen los efectos de la inhibición de dineína 

citoplasmática sobre la localización de Gli1, el principal activador de la familia de 

proteínas Gli que activa la transcripción de los genes diana.  
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2.0 Antecedentes 

Se ha reportado en células epiteliales bronquiales humanas (BEAS-2B), que las 

TiO2 NPs dentro de las células se encuentran en aglomerados los cuales 

ocasionan la liberación de citosinas inflamatorias, activan vías de señalización 

para apoptosis e inducen aductos en el DNA a través de la generación de 

especies reactivas de oxígeno (Park et al., 2008; Bhattacharya et al., 2009). 

Para el caso de los neumocitos humanos tipo II (células A549), las NPs se 

pueden encontrar libres en el citoplasma, además la respuesta biológica de las 

células depende del tamaño de la partícula, fase cristalina y composición química 

(Simon-Deckers et al., 2008). 

La muerte celular causada por las NPs depende de la concentración y el tiempo 

de exposición ya que por ejemplo en células A549 la viabilidad celular se ve 

afectada con la exposición a 50 µg/ml de NPs por 4 h (Tang et al., 2013), así 

mismo la viabilidad celular se reduce en concentraciones de 10 y 250 µg/ml por 

24 h (Aueviriyavit et al., 2012; Srivastava et al., 2012) y 1500 µg/ml por 48 h 

(Sayes et al., 2006).  

Por otro lado la exposición de NPs a 100 µg/ml durante 24 y 48 h en células A549 

no causa muerte celular (Simon-Deckers et al., 2008; Moschini et al., 2013), este 

mismo resultado se obtiene con la exposición de células A549 a 10 µg/cm2 por 7 

días (Medina-Reyes et al., 2014; Medina-Reyes et al., 2015). 

Con respecto a la localización de las TiO2 NPs en la célula, se ha observado que 

son internalizadas en cuerpos multivesiculares (Moschini et al., 2013) o lisosomas 

(Bhattacharya et al., 2009; Simon-Deckers et al., 2008) y se localizan cerca del 

núcleo, retículo endoplasmático y mitocondria (Bhattacharya et al., 2009; Park et 

al., 2008; Singh et al., 2007).  

Como consecuencia de la internalización de las TiO2 NPs, se ha reportado que la 

concentración de 10 µg/ml incrementa la granularidad de las células A549 a las 3 

h de tratamiento (Moschini et al., 2013), este mismo incremento se observa a las 
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24 h de exposición de fibroblastos primarios de embrión de ratón (Xu et al., 2009), 

y en el caso de macrófagos alveolares de rata, la granularidad aumenta a 1 h de 

tratamiento con 10 µg/cm2 (Scherbart et al., 2011). 

Se sabe que en células A549 una gran variedad de nanopartículas pueden unirse 

a los microtúbulos, para ocasionar arresto en el ciclo celular y apoptosis, tal es el 

caso de NPs de oro (Choudhury et al., 2013), y nanotubos de carbono en células 

HeLa (Rodriguez-Fernandez et al., 2012). Las NPs de óxido de hierro promueven 

cambios conformacionales en tubulina purificada lo que ocasiona que ocurran 

procesos de despolimerización (Khaleghian et al., 2010). Sin embargo, algunas 

NPs (Fierro) en células endoteliales no causan la desorganización de los 

microtúbulos, el cual son propuestos como vehículo en la producción de fármacos 

(Apopa et al., 2009).  

Las TiO2 NPs también pueden interaccionar con los microtúbulos y promover 

cambios conformacionales en la tubulina purificada generando procesos de 

despolimerización (Gheshlaghi et al., 2008), en células epiteliales aumentan la 

contracción lo que impide la migración de las células (Tay et al., 2013).  

Así mismo, en la industria electrónica, los microtúbulos pueden servir como 

moldes para fabricar plantillas de NPs de plata (Behrens et al., 2004; Zhou et al., 

2010), dispositivos de paladium (Kirsch et al., 1997; Behrens et al., 2002). Y en 

ultrasonidos se utilizan NPs de oro como vehículo de contraste (Bekeredjian et al., 

2002). 
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3.0 Justificación  

El TiO2 es un pigmento muy utilizado en todo el mundo, en la última década su 

demanda ha incrementado ya que es uno de los materiales más fáciles de 

sintetizar y sus ganancias de comercialización son muy grandes con respecto a la 

inversión económica para su síntesis. Los productores de TiO2 más importantes a 

nivel mundial son China y Estados Unidos. Para su producción se requiere de 

millones de trabajadores que realicen los procesos de síntesis, procesamiento, 

almacenamiento y comercialización. 

Actualmente a nivel internacional hay diversas agencias que han propuesto 

diferentes límites de exposición a TiO2 en ambientes ocupacionales, incluso 

algunos países como Alemania y Holanda han propuesto sus propios límites de 

exposición laboral. Sin embargo en México no existe una legislación apropiada 

para su exposición.  

En los ambientes ocupacionales los trabajadores están expuestos al TiO2 en 

concentraciones bajas pero tiempos largos, donde la respiración de las NPs es 

una de las principales vías de exposición, esto representa un problema de salud a 

nivel mundial ya que estos materiales al ser depositados pueden ser 

internalizados por diferentes células que constituyen a los pulmones, por ejemplo 

los neumocitos tipo II son células que secretan proteínas surfactantes para 

prevenir el colapso de los pulmones al realizar el intercambio gaseoso. Estas 

células tienen la capacidad de internalizar a las NPs en el citoplasma y 

localizarlas dentro de vesículas y cuerpos lamelares. Cuando las NPs están 

dentro de la célula incrementan el contenido citoplasmático, ocurren procesos de 

inflamación, estrés oxidativo, daño a organelos y generación de aductos en el 

DNA. 

Entre los organelos que son afectados por las NPs se encuentran los 

microtúbulos, estructuras que pertenecen al citoesqueleto, que sirven de sostén 

para dar la forma celular así como eje para la actividad de la dineína 

citoplasmática (proteína motora), que participa en el transporte de vesículas las 
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cuales pueden contener NPs, sin embargo no se conoce si la dineína 

citoplasmática  puede regular su internalización o el tamaño de las células. 

Por otro lado, cuando Gli1 (factor de transcripción) es activado, su transporte al 

núcleo depende de la dineína citoplasmática a través del cilio primario, una 

estructura formada por microtúbulos, La relación entre dineína citoplasmática y 

Gli1 no se conoce si puede ser alterada por las NPs. 

La migración celular es importante para el desarrollo embrionario, sin embargo en 

enfermedades como el cáncer las células malignas tienden a migrar a otros 

tejidos u órganos. La formación de tumores secundarios es una de las principales 

causas de muerte en cáncer de pulmón y se conoce que la dineína citoplasmática 

es pieza clave para la migración ya que se acumula en la periferia de la 

membrana, en dirección a donde la célula se moverá, por esta razón es 

importante el estudio de la dineína citoplasmática en la migración celular.  

Las NPs pueden interaccionar con las subunidades α y β-tubulina de los 

microtúbulos, promover procesos de despolimerización y causar la degradación 

de las subunidades, sin embargo no se conoce si la inhibición de la proteína 

motora altera la estructura de los microtúbulos y si esto puede influir en la 

localización de Gli1. 
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4.0 Hipótesis  

La internalización de las TiO2 NPs (10 μg/cm2) en células A549 durante 24 h será 

posiblemente dependiente de la dineína citoplasmática, así mismo su inhibición 

(CBD) no modificará la granularidad y tamaño de las células pero reducirá la tasa 

de migración.  

Al inhibir a la dineína citoplasmática por 24 h y exponer a las células a TiO2 NPs 

por las siguientes  24 h más habrá mayor muerte celular y se disminuirá el tamaño 

celular por la desorganización de la red de microtúbulos. 

5.0 Objetivos 

5.1 Objetivo general 

Evaluar la migración y cambios morfológicos en neumocitos humanos tipo II 

causados por la inhibición de dineína citoplasmática y la exposición a TiO₂ NPs. 

5.2 Objetivos particulares 

 Caracterizar las TiO₂ NPs por microscopia electrónica de barrido (SEM) y 

microscopia electrónica de transmisión (TEM).  

 Determinar la concentración inhibitoria (IC50) por la CBD en células A549. 

 Evaluar la viabilidad celular de células A549 expuestas a los tratamientos 

de TiO₂ NPs, CBD y CBD+TiO₂ NPs. 

 Observar la morfología de células A549 con los diferentes tratamientos. 

 Observar la ultraestructura de células A549 expuestas a los diferentes 

tratamientos. 

 Cuantificar la granularidad y tamaño de células A549 con los diferentes 

tratamientos. 

 Observar la localización de Gli1 y α-tubulina en células A549 con los 

diferentes tratamientos. 
 Cuantificar la intensidad de fluorescencia de Gli1 y α-tubulina en células 

A549 con los diferentes tratamientos. 
 Evaluar la migración de células A549 con los diferentes tratamientos. 
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6.0 Materiales y métodos 

6.1 Caracterización de las TiO2 NPs 

Las NPs fueron esterilizadas a 120°C por 15 min. Se realizó el stock de 1 mg de 

TiO2 NPs (Sigma Aldrich, cat. No. 637254) en 1 ml de medio F12K suplementado 

con  10 % de suero fetal bovino (SFB) (F12K+SFB). El stock fue sonicado a 60 Hz 

por 15 min. Para la caracterización por TEM se realizó una concentración de 

3.43x10-3 de TiO2 NPs y se tomaron 10 µl los cuales se dejaron secar en papel 

filtro por 1 semana. Las imágenes fueron tomadas en el aparato JEOL JEM 1010 

(JEOL, Japón) a un voltaje de 60 kV, magnificación de 75000 X y una resolución 

de 0.533 pixeles/nm2. 

Las imágenes para SEM fueron tomaron en el aparato JEOL 5800 (LV Japón) a 

un voltaje de 15 kV, magnificación de 5000 X y resolución de 26 pixeles/nm2. 

6.2 Cultivo celular 

Los neumocitos humanos tipo II (células A549) fueron obtenidos de ATCC (cat. 

No. CCL-185) y cultivados en medio F12K (In Vitro, cat. No. ME-038)  

suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB) (BioWest, cat. No. S-1650-

500) SR-15) sin antibiótico (F12K+SFB), las células fueron mantenidas en una 

atmósfera de oscuridad a 37°C y 5% de CO2.  

Las células fueron tripsinizadas dos veces por semana con tripsina-EDTA (In 

Vitro, cat. No. EN-003) y centrifugadas a 1500 revoluciones por minuto (rpm) por 5 

min, posteriormente el sobrenadante fue desechado y el pellet fue resuspendido 

en 1 ml de F12K+SFB. El conteo celular se realizó en una cámara de Neubauer 

con azul de tripano al 0.4% (In Vitro, cat. No. SR-15), el número total de células se 

calculó con la siguiente fórmula:  

Σ células =  
(Conteo total)(Volumen de células)(Factor de dilución)(10,000)

(4 cuadrantes)
 

 



37 
 

6.3 Reducción de MTT 

Se sembraron 15,000 células en una placa de 96 pozos con 100 µl de F12K+SFB 

por 24 h. Posteriormente se les retiró el medio de cultivo y se realizaron los 

siguientes tratamientos: 

A) Concentración inhibitoria de CBD. Se realizó un stock de 4000 µM de CBD 

(DNS Microgenomics, cat. No. 250401) en dimetilsulfóxido grado molecular 

(DMSO), la solución fue almacenada a -20°C. Posteriormente las células 

fueron expuestas a 0, 10, 50, 100 y 250 µM de CBD e incubadas a 37°C y 

5% de CO2 por 24 h.  

B) Gráfica de DMSO-CBD. Las células fueron expuestas a DMSO (1.25 % del 

volumen final) y CBD (50 µM) e incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 h. 

C) Gráfica de inhibición-toxicidad. Las células fueron expuestas a CBD por 24 

h y posteriormente fueron expuestas a TiO2 NPs por 24 h. Las células 

fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2. 

 Al finalizar los tratamientos, a todos los pozos se les retiró el medio de cultivo y 

las células fueron lavadas con PBS, posteriormente las células fueron incubadas 

con el reactivo de MTT (Sigma Aldrich, cat. No. M2128) (Stock 5 mg de MTT en 1 

ml de H2O, dilución 1:10 v/v en medio F12K sin SFB) a 37°C y 5% de CO2 por 

2:30 h. Finalmente los sobrenadantes fueron retirados y a cada pozo se le agregó 

150 µl de isopropanol. La placa se leyó a una longitud de onda de 545 nm en el 

sistema de espectofotómetro BioTek Epoch Multi-Volumen. Los datos fueron 

arrojados en Excel y se tomó como el 100% de reducción de MTT al grupo 

control. Se realizaron tres experimentos independientes y los datos fueron 

expresados con la media ±SD. Los datos fueron graficados en gráfica de barras 

en el programa GraphPad Prism 5. 
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6.4 Diseño experimental 

En los experimentos solamente se utilizó la concentración de 10µg/cm2 de TiO2 

NPs mientras que para la CBD se usó la concentración de 50 µM. Las células 

fueron divididas en los siguientes grupos: A) Control, B) TiO2 NPs, C) CBD y D) 

CBD+TiO2 NPs.  

Los grupos B y C fueron expuestos a NPs y CBD por 24 h respectivamente. Por 

otro lado, el grupo D fue incubado con CBD por 24 h y TiO2 NPs por 24 h (48 h de 

tratamiento) (Fig. 13). 

 
Fig. 16. Esquema general de la experimentación. El primer grupo estuvo formado por los grupos A, B y C los cuales fueron 
tratados por 24 h. En el segundo grupo consistió en el tratamiento de CBD seguido de la exposición a TiO2 NPs. Al terminar 
los respectivos tiempos de experimentación, las células fueron procesadas para ser cuantificadas por los diferentes 
métodos. 
 

6.5 Tinción con hematoxilina y eosina 

Se cultivaron 170,000 células en una placa de 12 pozos con 1 ml de F12K+SFB e 

incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 h. Posteriormente a las células se les 

aplicaron los diferentes tratamientos (Ver 6.4) y al término de la experimentación 

las células se fijaron en 2 ml de paraformaldehído al 4% en PBS durante 2 h, 

enseguida fueron lavadas con PBS. El núcleo de las células fue teñido con 

hematoxilina por 5 min y las células se lavaron tres veces con PBS. Por último el 
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citoplasma fue teñido con eosina durante 10 min y las células se lavaron tres 

veces con PBS. Las imágenes fueron tomadas en campo claro con el microscopio 

Leica DMC 2900 a un aumento de 40 X. Se realizaron tres experimentos 

independientes y se escogieron las imágenes más representativas, los resultados 

fueron presentados en panel de imágenes.  

6.6 Ultraestructura celular  

Se sembraron 200,000 células en cajas de 8 cm2 con 1 ml de medio F12K+SFB e 

incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 h. Posteriormente se aplicaron los 

diferentes tratamientos (Ver 6.4) y las células fueron despegadas con tripsina-

EDTA y centrifugadas a 1500 revoluciones por minuto (rpm) por 5 min. Las 

células fueron resuspendidas en glutaraldehído al 2% a temperatura ambiente por 

2 h para después ser resuspendidas en la solución de fosfatos Sorensen y 

centrifugadas tres veces a 1500 rpm por 5 min.  

Las células fueron post-fijadas con tetraoxido de osmio (O2O4)-Sorensen (2% de 

osmio en 200µl de buffer de fosfatos Sorensen (Na2HPO4+NaH2PO4·H2O)) 

durante toda la noche. Enseguida las muestras fueron  lavadas y centrifiugadas a 

1500 rpm, tres veces con el buffer “fosfatos Sorensen”.  Para la deshidratación las 

muestras  fueron resuspendidas en alcohol etílico al 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 

90 y 100%, por intervalos de 10 min, cada uno. Enseguida las células  fueron 

infiltradas en una mezcla de  alcohol absoluto: Resina epoxica  a proporciones de  

1:1, 1:2 y 1:3  por tiempos de 2 h y centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. 

Finalmente las células fueron inmersas en resina pura y polimerizadas  a 80°C 

durante 48 h. las muestras fueron cortadas en un ultramicrotomo a 70 nm de 

grosor. 

6.7 Citometría de flujo 

Se sembraron 500,000 células en cajas de 21 cm2 con 3 ml de F12K+SFB e 

incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 h. Posteriormente se aplicaron los 

diferentes tratamientos (Ver 6.4) y fueron despegadas con EDTA estéril y 

centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. Las células fueron resuspendidas en alcohol 
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etílico al 70% en frio previamente filtrado y centrifugadas a 1500 rpm por 5 min. 

Para su lectura las muestras fueron resuspendidas en 1 ml de Fasc Flow (BD 

Biosciences cat. No. 342003) en tubos BD Falcon para leer 10,000 eventos en el 

citómetro de flujo (BD FASCalibur). 

Los datos fueron representados en histogramas, la dispersión de luz frontal (FSC) 

representó el tamaño de las células mientras la dispersión frontal (SS) mostró la 

densidad intracelular. 

Se realizaron cuatro experimentos independientes y los datos fueron expresados 

con la media ±SD y graficados en el programa GraphPad Prism 5. 

6.8 Inmunofluorescencia de Gli1 y α-tubulina 

En placa de 12 pozos se colocó un cubreobjetos donde se cultivaron 150,000 

células con 1 ml de medio F12K+SFB e incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 h. 

Posteriormente se aplicaron los diferentes tratamientos (Ver 6.4) y las células 

fueron fijadas con paraformaldehído al 4% en PBS por 2 h, lavadas con PBS y 

permeabilizadas con acetona fría por 5 min. Los epítopos fueron bloqueados con 

albúmina sérica (1%) en PBS a temperatura ambiente por 2:30 h. Enseguida las 

células fueron incubadas con el anticuerpo Gli1 anti-conejo (Santa Cruz 

Biotechnology, cat. No. sc-20687) dilución 1:50 en PBS a 4°C por toda la noche. 

Posteriormente se lavaron con PBS-tritón (0.5%) 3 veces por 5 min y PBS. Las 

células fueron incubadas a 37°C por 2:30 h en oscuridad con el segundo 

anticuerpo anti-gli1 (Texas Red Jackson ImmunoResearch, cat. No. 111-075-003) 

dilución 1:100 en PBS. Para el núcleo se utilizó Hoechst (Thermo Scientific, cat. 

No. 62249), dilución 1:100 en PBS. 

Para la tinción de los microtúbulos, se siguió la previa metodología solo que 

utilizando el anticuerpo α-tubulina anti-ratón (Abcam, cat. No. ab80779) dilución 

1:50 en PBS y como segundo anticuerpo a FITC (Jackson ImmunoResearch cat. 

No. 111-075-003) dilución 1:100 y Hoechst (Thermo Scientific, cat. No. 62249) 

dilución 1:100 en PBS.  
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Para finalizar las células fueron lavadas con PBS y montadas en portaobjetos con 

7 µl de PBS-Glicerol (1:3), selladas con barniz de uñas las imágenes se tomaron 

en el microscopio Carl Zeiss. 

6.9 Ensayo de cicatrización de herida 

Se sembraron 400,000 células en una placa de 12 pozos y las células fueron 

incubadas a 37°C y 5% de CO2 por 24 h. Después de su incubación, en la 

monocapa celular se realizó una herida con ayuda de una punta de una 

micropipeta de 1000 µl, las células se lavaron con PBS y se les aplicaron los 

diferentes tratamientos (Ver 6.4).  

Las células se fijaron con 2 ml de paraformaldehído al 4% en PBS por 2 h y 

fueron lavadas con PBS. Las imágenes fueron tomadas a campo claro con el 

microscopio Leica DMC 2900 a un aumento de 4X y procesadas en el programa 

TScratch. La sanación de la herida en el grupo control se tomó como el 100% de 

tasa de migración. Se realizaron cuatro experimentos independientes y los datos 

fueron expresados con la media ±SD para ser graficados en el programa 

GraphPad Prism 5. 

6.10 Análisis estadístico 

Las diferencias relacionadas con los tratamientos fueron evaluados utilizando 

análisis unidireccional de varianza (ANOVA) con el test de Kruskal-Wallis y 

prueba de Dunns. Los datos con una p<0.05 fueron considerados significantes y 

fueron expresados con su media y desviación estándar ±SD en el programa 

GraphPad Prism 5. 

 

 

 

 



42 
 

7.0 Resultados 

7.1. Caracterización de las TiO2 NPs 

A) Las TiO2 NPs suspendidas en medio F12K+SFB (10%) y observadas 

por microscopía electrónica de barrido formaron agregados mayores a 1 µm. B) 

Las TiO2 NPs en seco observadas por microscopía electrónica de transmisión se 

observaron dispersas y menores a 100 nm (Fig. 17). 

  
Fig. 17. Caracterización de TiO2 NPs. A) Imagen de microscopia electrónica de barrido (SEM) de las TiO2 NPs en medio 
F12K+SFB (10%) y B) por microscopía electrónica de transmisión (TEM) en seco. Barra de escala = 1 µm y 100 nm 
respectivamente. 
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7.2. Viabilidad celular 
 

A) La concentración de 50, 100 y 200µM de CBD provocó 18.35 ±5.30%, 

57.72 ±3.10% y 71.87 ±3.86% de muerte celular respectivamente. B) El vehículo 

DMSO no disminuyó la viabilidad celular, mientras que la CBD (50µM) causó una 

muerte celular de 20.61 ±3.63%. C) La exposición a CBD (50µM)+TiO2 NPs 

exacerbó la disminución de la viabilidad celular (Fig. 18). 

 
Fig. 18. Viabilidad celular en neumocitos humanos tipo II. Células A549 expuestas a A) CBD (0, 10, 25, 50, 100, 250µM), 
B) DMSO (1.25%) y CBD (50µM), C) TiO2 NPs (10µg/cm2), CBD (50µM) y CBD (50µM)+TiO2 NPs (10µg/cm2). Los 
resultados fueron comparados con el grupo control. Se realizó tres experimentos independientes. ±SD **p<0.05, 
***p<0.001. 
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7.3. Forma celular A549 

La tinción de hematoxilina y eosina nos permitió observar el citoplasma 

(tonalidad rosa) y núcleo de las células (tonalidad morada) respectivamente. En el 

panel de imágenes se presenta al grupo control (Fig. 19A), la exposición de 

células A549 a TiO2 NPs (Fig. 19B), CBD (Fig. 19C) y CBD+TiO2 NPs (Fig. 19D). 

Las TiO2 NPs se observaron en el citoplasma de las células A549, por lo que 

estamos seguros que fueron internalizadas (Fig. 19B, 19D). 

 
Fig. 19. Imágenes de células A549 teñidas con hematoxilina y eosina. Imágenes obtenidas por microscopía en campo claro 
en el microscopio Leica DMC 2900 con aumento de 40 X. A) Control, B) TiO2 NPs y C) CBD a las 24 h de tratamiento. D) 
CBD+TiO2 NPs a las 48 h de tratamiento. Se muestran las imágenes más representativas de tres experimentos 
independientes, las flechas rojas señalan a las NPs. Barra de escala=50µm.  
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7.4. Ultraestructura de células A549 con los diferentes tratamientos 

Las células fueron procesadas para TEM. Células binucleadas fueron 

observadas en muestras control y tratadas con TiO2 NPs (Fig. 20A, 20B); en las 

células control se observó un gran contenido de vesículas y cuerpos lamelares en 

el citoplasma (Fig. 20A); la CBD no afectó la cantidad de vesículas y cuerpos 

lamelares, sin embargo el núcleo se observó más grande (Fig. 20C). Las TiO2 

NPs fueron localizadas en el citoplasma, dentro de vesículas y cerca de cuerpos 

lamelares (Fig. 20B, 20D).  

 
Fig. 20. Imágenes de microscopía electrónica de transmisión de células A549. Las imágenes fueron tomadas en el aparato 
JEOL JEM con una magnificación de 4000x a 15000x. A) Grupo control, B) TiO2 NPs, C) CBD y D) CBD+TiO2 NPs. 
NPs=TiO2 NPs, C=citoplasma, N=núcleo, ES=espacio extracelular, V=vesículas, LB=cuerpos lamelares, MB=cuerpos 
multivesiculares. Se realizaron cortes de 70 nm de grosor y se muestran las imágenes más representativas. Barra de 
escala=2 µm. 
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7.5. Granularidad y tamaño de células A549 

La granularidad se refiere al contenido de la célula como estructuras y 

organelos (Zucker et al., 2010), este parámetro y el tamaño celular se cuantificó 

por citometría de flujo y los datos fueron representados en histogramas (Fig. 21A, 

21C). Las TiO2 NPs incrementaron la granularidad (Fig. 21B) y la exposición a 

CBD y TiO2 NPs disminuyeron el tamaño de las células (Fig. 21D), los resultados 

fueron comparados entre los diferentes tratamientos. 

 
Fig. 21. Granularidad y tamaño de células A549 por citometría de flujo. A, B) Histograma y gráfica de granularidad celular, 
C, D) Histograma y gráfica de tamaño de células A549. Se realizaron cuatro experimentos independientes, cada lectura 
consistió en 10,000 eventos. SSC (Side-scattered light), FSC (Forward-scattered light). Los resultados se presentan como 
el promedio ±SD; **p<0.01 vs TiO2 NPs; ##p<0.01 vs CBD. 
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7.6. Localización e intensidad de fluorescencia de Gli1 
 

En todos los tratamientos la localización de Gli1 se sugiere su presencia en 

citoplasma (Fig. 22A). Sin embargo, cuando se usó la CBD se incrementó la 

intensidad de fluorescencia en 41.72 unidades con respecto al grupo control 

mientras que la exposición a CBD+TiO2 NPs ocasionó que la intensidad de 

fluorescencia fuera similar con respecto al control (Fig. 22B). 

 
Fig. 22. Localización de Gli1 en células A549 y su fluorescencia relativa. A) El factor de transcripción Gli1 fue localizado 
con el anticuerpo anti-Gli1 (color rojo) y el núcleo fue teñido con Hoechst (color azul). B) La fluorescencia relativa se 
cuantifico a través de Software del microscopio confocal Leica y los datos se presentaron con el promedio ±SD. Se 
muestran imágenes representativas de tres experimentos independientes. 
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7.6. Localización e intensidad de fluorescencia de α-tubulina 

En el grupo control, α-tubulina se localizó en el citoplasma, además fue 

posible observar la red de microtúbulos lo cuales fueron desorganizados por las 

NPs. Los tratamientos de TiO2 NPs y CBD incrementaron la intensidad de 

fluorescencia en 33.91 y 41.06 unidades respectivamente, comparados contra el 

grupo control. 

La exposición a CBD+TiO2 NPs disminuyó en 19.13 unidades, la intensidad 

de fluorescencia de α-tubulina ocasionada por la inhibición de dineína 

citoplasmática (Fig. 23). 

 
Fig. 23. Localización de α-tubulina en células A549 y su fluorescencia relativa. A) La subunidad α-tubulina fue teñida con el 
anticuerpo anti-α-tubulina (color verde) y el núcleo fue teñido con Hoechst (color azul). B) La fluorescencia relativa se 
cuantifico a través de Software del microscopio confocal Leica y los datos se presentaron con el promedio ±SD. Se 
muestran imágenes representativas de tres experimentos independientes. 
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7.7. Tasa de migración celular 

El área en la monocapa celular a las 0 h se tomó como el 100% de área de 

migración disponible (Fig. 24A). La tasa de migración del grupo control y TiO2 NPs 

a las 48 h fue de 50.62 ±6.46% y 52.71 ±6.51% respectivamente (Fig. 24A, 24B). 

Sin embargo los tratamientos con CBD y CBD+ TiO2 NPs redujeron parcialmente 

la migración celular en 14.73 ±4.08% y 26.87 ±6.80% (Fig. 24C, 24D). Los 

resultados fueron corroborados por gráfico de barras (Fig. 24E). 

 
Fig. 24. Tasa de migración de células A549 a las 48 h y su cuantificación. Las TiO2 NPs no causan un aumento en la tasa 
de migración mientras que la CBD reduce la migración de células A549. Se realizaron cuatro experimentos independientes 
y los datos se presentan como el promedio ±SD *p<0.05 vs control; ##p<0.05 vs TiO2 NPs.  
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8. Discusión 

Los aglomerados que forman las TiO2 NPs en suspensión determinan su 

efecto citotóxico y genotóxico (Magdolenova et al., 2012; Prasad et al., 2013). En 

este trabajo el tamaño de los aglomerados de >1 µm de NPs puede deberse a la 

formación de la “proteína corona” en su superficie. Esta es una capa de diferentes 

componentes en suspensión que se asocian a las NPs (Hamad-Schifferli, 2013). 

Esta “proteína corona” no necesariamente está formada de proteínas, ya que las 

NPs pueden interactuar con diversos componentes (Saptarshi et al., 2013), por 

ejemplo el medio de cultivo F12K+SFB contiene albúmina, antiquimotripsina, 

alipoproteínas, biotina (Baker et al., 1988), sales inorgánicas, carbohidratos, 

aminoácidos, vitaminas, ácidos grasos, lípidos y factores de crecimiento (Zheng et 

al., 2006) los cuales pueden favorecer que se formen los aglomerados de las 

NPs. 

Para la caracterización de las TiO2 NPs en seco se observaron tamaños 

mayores a 100 nm, esto es atribuido a la absorción de humedad en su superficie 

que les permite formar los aglomerados (Kozlov et al., 2003), incluso esta 

humedad relativa reduce la actividad fotocatalítica del TiO2 (Kakinoki et al., 2003).  

En cuanto a su toxicidad se sabe que las NPs más pequeñas son las que 

pueden causar más daño celular (Demir et al., 2015) ya que por ejemplo las NPs 

de 12 (Simon-Deckers et al., 2008), 20 (Chen et al., 2006), 25 (Aueviriyavit et al., 

2012; Srivastava et al., 2012) y 47 nm (Moschini et al., 2013) son más toxicas que 

las NPs de 140 (Simon-Deckers et al., 2008), 200 (Gurr et al., 2005; Hamilton et 

al., 2009) y 250 nm (Chen et al., 2006).  

El tiempo y la frecuencia de sonicación son factores a considerar para la 

toxicidad de las NPs, ya que las TiO2 NPs previamente sonicadas a 100 Hz por 5 

min (Srivastava et al., 2012) y 60 Hz por 30 min (Sayes et al., 2006) disminuyen la 

población celular en 7 y 16% respectivamente. 

Hay trabajos en donde las NPs son resuspendidas en DMEM-F12+SFB 

(Srivastava et al., 2012), MEM (Tang et al., 2013), F12K+SFB (Aueviriyavit et al., 
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2012), H2O (Simon-Deckers et al., 2008; Moschini et al., 2013) y H2O Milli-Q 

(Sayes et al., 2006). Todos estos medios son diferentes en cuanto a sus 

componentes y esto influye en la formación de la “proteína corona”, pieza clave 

para la toxicidad de las NPs ya que puede favorecer su internalización, 

acumulación, degradación y liquidación de las nanopartículas (Saptarshi et al., 

2013). 

Las concentraciones de TiO2 y el tiempo de exposición a células A549 son 

una variable para la toxicidad en la que pocos trabajos coinciden. En la mayoría 

de los estudios, los tratamientos consisten en la exposición de 24 h a las 

concentraciones de 10 (Srivastava et al., 2012), 100 (Simon-Deckers et al., 2008; 

Moschini et al., 2013) y 250 µg/ml de TiO2 (Aueviriyavit et al., 2012) donde se ha 

encontrado que las NPs podrían causar hasta 28% de muerte celular o no 

causarla (Aueviriyavit et al., 2012; Moschini et al., 2013). En otro estudios la 

exposición de 50 µg/ml por 4 h (Tang et al., 2013) y 1500 µg/ml por 48 h (Sayes et 

al., 2006) causan muerte celular del 12.5 y 16% respectivamente. 

Los datos anteriores muestran la dificultad para comparar los efectos de 

TiO2 NPs en las células A549. Entre las variables a considerar se encuentran:   

medio de resuspensión, tiempo y frecuencia de sonicación, concentración de NPs 

y tiempo de exposición, etc.   

Uno de los parámetros a observar fue la forma celular que depende en 

parte de la estabilidad de los microtúbulos (Wloga & Gaertig, 2010). Entre los 

factores que puede dañar su estabilidad se encuentran las NPs, las cuales 

pueden interaccionar con las subunidades α/β-tubulina, promoviendo la 

despolimerización de la red de microtúbulos y rompiendo la compresión 

intracelular (Gheshlaghi et al., 2008; Tay et al., 2013), esto trae como 

consecuencia que la célula entre en estrés estructural. 

En los resultados obtenidos, la intensidad  de fluorescencia de α-tubulina 

incremento con los tratamientos de NPs y CBD con respecto al control, mientras 

que en el grupo CBD+TiO2 NPs no mostró diferencias significativas con respecto a 
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los demás tratamientos. Los resultados sugieren que las NPs y la CBD podrían 

estar desestabilizando y promoviendo la despolimerización de los microtúbulos, lo 

cual se vio reflejado en el cambio de forma celular, corroborado con la tinción de 

H&E. 

En diferentes estudios se ha observado la internalización de TiO2 NPs en 

diferentes regiones de la célula, por ejemplo: en el citoplasma (Susuki et al., 

2007), dentro de vesículas (Márquez-Ramírez et al., 2012; Moschini et al., 2013), 

cuerpos lamelares (Singh et al., 2007), cerca del aparato de Golgi, retículo 

endoplasmático rugoso y mitocondria (Singh et al., 2007; Bhattacharya et al., 

2009), incluso dentro del núcleo donde pueden causar daños a DNA 

(Bhattacharya et al., 2009). En nuestros resultados las NPs solo se observaron 

dentro de vesículas y cuerpos lamelares distribuidas en el citoplasma. Aunque en 

este trabajo no se determinó el mecanismo por el cual fueron internalizadas, se 

conoce que las NPs pueden entrar a la célula por difusión pasiva, fagocitosis, 

macropinocitosis, endocitosis dependiente de caveolina, endocitosis dependiente 

de clatrina y endocitosis independiente de caveolina y clatrina (Panariti et al., 

2012; Saptarshi et al., 2013). 

Las NPs al ser internalizadas por las células pueden incrementar la 

granularidad celular dependiendo de la concentración utilizada. Por ejemplo: 1, 10 

y 100 µg/ml de NPs de MgNPs-Fe3O4 (Watanabe et al., 2013) y 1µg/ml de óxido 

de cerio (CeO2) (Mittal & Pandey, 2014) incrementan la granularidad.  

En células A594 expuestas a 10 µg/ml TiO2 por 3 h se incrementa la 

granularidad de manera dependiente de la concentración (Zucker et al., 2010; 

Moschini et al., 2013). Los resultados de este trabajo (10 μg/cm2 por 24 h) apoyan 

lo antes descrito. 

Actualmente no hay referencias que reporten si la expresión de Gli1 se ve 

afectada por las TiO2 NPs o por la inhibición de dineína citoplasmática. Los 

resultados obtenidos en este trabajo mostraron que la inhibición de dineína 

citoplasmática por efecto de la CBD promueve el incremento en la intensidad de 
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fluorescencia de Gli1, sin embargo, en el co-tratamiento de CBD+TiO2 NPs la 

intensidad de fluorescencia de Gli1 disminuyó y fue similar al grupo control. Una 

posible explicación es: 1.- En el grupo de CBD, Gli1 no fue transportado a núcleo 

de manera normal y se acumuló en citoplasma. 2.- Debido a que Gli1 es un factor 

de transcripción que activa cascadas de señalización. En el tratamiento de 

CBD+TiO2 NPs las células estuvieron en constante estrés durante 48 h lo que 

pudo promover la degradación de Gli1 por vías de señalización. Tal sugerencia 

puede ser demostrada por Western Blotting y otras técnicas. 

Finalmente, en trabajos recientes han reportado que las TiO2 NPs con 

tamaños de 14 nm causan mayor migración de células madre mesenquimales con 

respecto a las de 108 y 196 nm (Hou et al., 2013). En este trabajo se utilizaron 

NPs de 25 nm donde no hubo diferencias significativas en el incremento de la 

tasa de migración celular, estos resultados son apoyados en células de la mucosa 

oral (células TRI46) expuestas a TiO2 NPs de 21±8 nm  (Tay et al., 2014), lo cual 

reflejan que la migración depende del tipo de células y el tamaño de las NPs. 

Además, que las nanopartículas son más tóxicas que las micropartículas (Demir 

et al., 2015). 
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9.0 Conclusiones 

 Las TiO2 NPs suspendidas en medio F12K+SFB forman agregados. 

 Las NPs sonicadas y a 10 μg/cm2 no causan muerte celular a las 24 h. 

 La previa inhibición de dineína citoplasmática y la posterior exposición a 

NPs disminuyó el tamaño y causó muerte celular a las 48 h. 

 La dineína citoplasmática no regula el tamaño de las células ni la 

internalización de las NPs. 

 La exposición a TiO2 NPs y la inhibición de la proteína promueve la 

despolimerización de los microtúbulos sin embargo el co-tratamiento no 

tiene efecto aditivo. 

 La migración celular puede depender parcialmente de la dineína 

citoplasmática. 

10.0 Recomendaciones 

En México la producción de TiO2 está incrementando debido a la gran 

demanda de nanomateriales en todo el mundo. Sólo en Altamira, Tamaulipas la 

empresa DuPont actualmente produce 150,000 toneladas de TiO2 y para el 2016 

se ampliará esta planta para que se produzcan 300,000 toneladas. Este nuevo 

proyecto generará entre 150 y 200 empleos directos y un promedio de 200 a 300 

empleos indirectos. Esto involucra que nuevos trabajadores estén expuestos al 

TiO2 por lo que se recomienda una mejor legislación para los límites de exposición 

a estos nanomateriales. 

Ya que las TiO2 NPs causan daños tóxicos en pulmón se propone que se 

tomen medidas de precaución adecuadas para reducir la inhalación de estas NPs 

ya que si se hace caso omiso a este punto, los daños que causan las NPs pueden 

ser potencializadas por los materiales derivados de la combustión automotriz, otro 

problema que se presenta en las grandes ciudades. 

También es importante mencionar que las TiO2 NPs pueden llegar a dañar 

los ecosistemas, incluso hay estudios en peces donde se ha visto que las NPs se 

depositan en sus branquias y esto también genera problemas a estos organismos, 
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por lo que también debe de existir una ley acerca de donde desechar los residuos 

de las TiO2 NPs. 

Por último se recomienda investigar más acerca de las dineínas 

citoplasmáticas y las funciones que llevan a cabo ya que son un blanco 

importante para reducir la migración celular y proteínas importantes para un 

posible tratamiento contra el cáncer de pulmón. 

 
11.0 Esquema propuesto en este trabajo 

 

 
 
Fig. 25. Consecuencias de la inhibición de la dineína citoplasmática y la posterior exposición a TiO2 NPs en células A549.  
A) La inhibición de dineína citoplasmática disminuye la viabilidad posiblemente porque se activan vías de apoptosis, así 
mismo la cantidad de α-tubulina aumenta porque no ocurren procesos de despolimerización y polimerización y esto 
repercute en que se inhiba parcialmente la migración celular. B) Las TiO2 NPs pueden ser internalizadas por los procesos 
de endocitosis y ser localizadas en el citoplasma, esto trae como consecuencia que aumente la granularidad  y la expresión 
de α-tubulina porque las NPs pueden interaccionar con los microtúbulos y causar su desorganización. C) Al inhibir 
previamente la proteína motora y exponer las células a TiO2 NPs disminuye la viabilidad celular debido al posible estrés 
causado por el inhibidor, la internalización de las NPs y la desorganización de los microtúbulos que disminuye el tamaño 
celular. 
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12.0 Perspectivas 

 Realizar los tratamientos en un co-cultivo para evaluar la migración de 

células A549 en superficie de tercera dimensión. 

 Cuantificar la cantidad de TiO2 internalizado por las células A549. 

 Evaluar la expresión de Gli1 en citoplasma y núcleo con la inhibición de 

dineína citoplasmática y la exposición a TiO2 NPs. 

 Evaluar la expresión de moléculas de adhesión como MMP-2, MMP-9, E-

caderina. 

 Realizar una coinmunoprecipitación de la CBD con receptores Ptch1 y 

Smo.  
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