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1. INTRODUCCION Y DESCRIPCION
DEL PROYECTO

Las nanoparticulas (NP) son en la actualidad uno de los
grandes protagonistas, desde un punto de vista industrial
y comercial, de la nanotecnologia. La principal ventaja
que presentan las NP es que se pueden fabricar a partir
de casi todas las sustancias soélidas que se manejan ha-
bitualmente en los laboratorios, proporcionando un cata-
logo amplisimo de nanoobjetos con nuevas propiedades
diferentes a las del material de partida. Estas propieda-
des pueden ser modificadas mediante el control de su
tamafio y forma en un rango de 5-100 nm (Serena, 2010).

Actualmente se conocen mas de un millar de produc-
tos de uso cotidiano que ya tienen NP incorporadas en su
composicion, entre los que se incluyen cremas de protec-
cién solar, pinturas, protesis médicas, maquillaje y dife-
rentes medicamentos (PEN, 2009). Es por esto que el
posible riesgo para la salud humana asociado a la expo-
sicion a estas NP se ha convertido en los Ultimos afos en
un tema de gran interés para la comunidad cientifica,
principalmente debido a que los posibles efectos toxicos
de estas NP no han sido todavia caracterizados, y pue-
den diferir notablemente de los propios del material de
que estan compuestas cuando se encuentra en una es-
cala mayor (Ball, 2006; Phibbs-Rizzuto, 2007).

Las NP de 6xidos metalicos, como son el didxido de
titanio (TiO,) y el Oxido de zinc (ZnO), se han convertido
en importantes nanomateriales comunmente utilizados en
una variedad de aplicaciones industriales y meédicas, in-
cluyendo materiales de alta tecnologia, plasticos, pintu-
ras, implantes ortopédicos, productos derivados de papel,
cosméticos y protectores solares (Osman et al., 2010).
Debido a su extendida utilizacion, la toxicidad de estas
NP ha sido ampliamente estudiada en distintas lineas ce-
lulares, principalmente queratinocitos y células de los pul-
mones, demostrandose que su exposicion induce geno-
toxicidad, citotoxicidad y dafio oxidativo (Osman et al.,
2010; Kang et al., 2011; Hsiao y Huang, 2011; Shukla et
al., 2011).

Sin embargo, los estudios sobre la posible neurotoxi-
cidad y los efectos de las NP de 6xidos metalicos sobre
el sistema nervioso son muy escasos. Hoy en dia, hay una
imperiosa necesidad de estudiar y caracterizar los efec-
tos que la exposicion a estas NP pueda ejercer sobre el
tejido neuronal, especialmente desde la reciente publica-
cion de un trabajo en el que se muestran pruebas irrefu-
tables de que determinadas NP de uso industrial (por
ejemplo NP de 6nm y 18nm de oro), entrando por via in-
travenosa o a través de los pulmones, son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica y llegar al cerebro
de animales pequenos (Kreyling et al., 2007).

Para testar la posible neurotoxicidad de las NP de
oOxidos metalicos sobre células humanas, en el presente
proyecto de investigacion se ha realizado el estudio y la
caracterizacion de tres de las NP de o6xidos metalicos
mas empleadas en productos de uso cotidiano (una de

zinc, Zn0, y dos de titanio, TiO,), asi como la evaluacion
de sus posibles efectos sobre las células neuronales
SHSY5Y de neuroblastoma humano, tratadas con diferen-
tes concentraciones y durante diversos tiempos de expo-
sicion.

2. OBJETIVOS ESPECIFICOS DEL
PROYECTO

Los objetivos especificos que se plantearon en el pre-
sente proyecto son los siguientes:

1. Analizar las propiedades fisico-quimicas de las
NP de zinc y titanio en suspensiones acuosas y
en contacto con el medio de cultivo celular, y
determinar las consecuencias de la interaccion
de las NP con las células, en términos de altera-
ciones morfolégicas y capacidad de penetracion
en el interior celular.

2. Estudiar los posibles efectos citotoxicos que
pueda ocasionar la exposicion a las NP de zinc y
titanio en células humanas, determinando para
ello las alteraciones en la actividad enzimatica
mitocondrial y en la actividad de los lisosomas.

3. Evaluar los posibles efectos genotdxicos como
consecuencia de la exposicion de células huma-
nas a las NP de zinc y titanio a distintos niveles:
induccion de dano oxidativo en el ADN, de rotu-
ras de cadena, frecuencia de micronucleos y pre-
sencia de la variante de histona H2AX fosforilada.

4. Evaluar los indices de muerte celular programada
0 apoptosis tras el tratamiento de las células con
diferentes concentraciones de NP de zinc vy tita-
nio, empleando diferentes técnicas de citometria
de flujo.

5. Describir, en base a los resultados obtenidos en
los ensayos empleados, el mecanismo de accion
de cada una de las NP estudiadas, y comparar
sus efectos sobre las células humanas evaluadas.

3. RESULTADOS OBTENIDOS

Para llevar a cabo el estudio se escogieron un total de
tres de las NP de 6xidos metalicos mas empleadas en la
fabricacion de productos de uso cotidiano: NP de 6xido
de zinc, ZnO, y NP de didxido de titanio, TiO,, proceden-
tes de dos casas comerciales distintas (Sigma, TiO,-S, y
Degussa, TiO,-D) y con distinta composicion cristalina
(100% anatase para las TiO,-S y 80% anatase y 20% rutile
para las TiO,-D). Para testar los posibles efectos neuro-
toxicos de estas NP se utilizd la linea celular SHSY5Y, de
neuroblastoma humano, una linea frecuentemente utili-
zada como modelo neuronal en muchos estudios neuro-
quimicos, neurobiolégicos, y neurotoxicologicos (Encinas
et al., 1999; Hasegawa et al., 2003; Hong et al., 2003; Di
Daniel et al., 2005).
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3.1. Caracterizacion de las nanoparticulas

Antes de comenzar los experimentos de evaluacion toxi-
coldgica, las NP fueron caracterizadas con el fin de de-
terminar sus propiedades fisico-quimicas y describirlas
en profundidad, y poder posteriormente, establecer rela-
ciones entre dichas caracteristicas y los efectos observa-
dos tras los tratamientos. Se llevd a cabo para ello un

estudio de la dispersion de luz dinamica (DLS) y se ob-
tuvieron distintos parametros para todas las NP del estu-
dio, incluyendo el tamafno hidrodinamico medio, la distri-
bucion del tamafio y el potencial zeta (Tabla 1 y Figura
1). Las medidas se realizaron por duplicado empleando
NP en suspension, tanto en agua como en medio de
cultivo.

Tabla 1. Caracterizacion de la NP mediante dispersion de luz dinamica (DLS)

e Diametro hidrodinamico (nm) Potencial Zeta (mV)
Agua Medio cultivo Agua Medio cultivo
TiO2-S 447.9 504.5 -9.96 -10.7
TiO02-D 160.5 228.3 -27.8 -10.7
ZnO 243.7 273.4 -8.23 -11.7

El diametro hidrodinamico medio obtenido para las
NP suspendidas en agua fue 447.9 nm para TiO2-S, 160.5
nm para TiO2-D y 243.7 nm para ZnO. En todos los casos,
las NP mostraron un ligero aumento en su tamano hidro-
dinamico cuando la caracterizacion se realizd en medio
de cultivo suplementado con suero bovino fetal. Esto po-
dria ser debido a un ligero aumento en la aglomeracion;
sin embargo, los graficos de dispersion del tamafno obte-
nidos durante el analisis mostraron una buena dispersion
para todas las NP testadas (Figura 1).
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Figura 1. Graficos de distribucion del tamafo obtenido para las dis-
tintas NP durante la evaluacién por DLS.

3.2. Alteraciones morfologicas

Una vez caracterizadas las diferentes NP se procedio a
la evaluacion microscopica de las células tratadas con
varias concentraciones de dichas NP durante diferentes
tiempos. En concreto se evaluaron concentraciones de
entre 0 y 150ug/ml para ambas NP de titanio y de entre 0
y 80ug/ml para las de zinc, y se trataron las células du-
rante 3, 6 y 24h. Para llevar a cabo el analisis de las po-
sibles alteraciones morfologicas se empled un microsco-
pio optico de campo invertido y se utilizaron objetivos de
10 y de 20 aumentos.

La Figura 2 muestra las imagenes tomadas a las
concentraciones mas altas testadas para cada una de
las NP del estudio y los diferentes tiempos de exposi-
cion. Al finalizar los tratamientos, no se detectd ningun
cambio en los cultivos celulares tratados con las NP de
titanio: ni para las procedentes de Sigma, ni para aque-
llas procedentes de Degussa. Aunque si se observaron
agregados de NP a las 24h de inicio de los tratamientos
confirmando la inestabilidad de la suspension bajo esas
condiciones. Como consecuencia, este tiempo de expo-
sicion, 24h, fue descartando para los sucesivos experi-
mentos.

Por el contrario, si se observaron alteraciones
morfologicas en las células tratadas con NP de ZnO
a las concentraciones mas altas, e incluso a bajas
concentraciones durante los tiempos de exposicion
mas prolongados. Dichas alteraciones incluian forma-
cion de agregados celulares, pérdida de transparen-
cia, redondeo y desprendimiento del frasco de cultivo
(Figura 2).

3.3. Evaluacion de la citotoxicidad

Los efectos citotoxicos de las diferentes NP fueron eva-

luados mediante los siguientes ensayos:
— Ensayo MTT: se basa en la reduccion metabdlica
del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenil-
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Figura 2. Células SHSY5Y tratadas con las NP de TiO, y ZnO durante diferentes tiempos de exposicion.

tetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato-deshidrogenasa en un compuesto colo-
reado de color azul (formazan), permitiendo deter-
minar espectrofotométricamente la funcionalidad
mitocondrial de las células tratadas. Es un método
muy utilizado para medir supervivencia y prolifera-
cion celular. Se realizd segun el protocolo espec-
trofotomeétrico adaptado por Sharma et al. (2009)
para su aplicacion a NP.

— Ensayo de captacion de rojo neutro o ensayo NRU
(Neutral Red Uptake): se basa en la capacidad de
las células viables de incorporar y unir el colorante
rojo neutro, un colorante supravital que penetra fa-
cilmente a través de la membrana celular por difu-
sién no ionica y se acumula predominantemente en
los lisosomas intracelulares. La citotoxicidad se
expresa como la reduccién de la captacion del
colorante tras la exposicion. Se siguio el método
propuesto por Repetto et al. (2008).

Ambos ensayos son complementarios, ya que el MTT
proporciona informacion sobre la actividad mitocondrial
de las células, mientras que el NRU muestra la actividad
lisosomal. Se testaron 8 concentraciones distintas de
cada una de las NP durante 3 tiempos de exposicion (3,
6 y 24h). Los datos obtenidos para las NP de ZnO se
recogen en las Figuras 3y 4.

Como se puede observar, los resultados de ambas
técnicas muestran que la exposicion a NP de ZnO dismi-
nuye la viabilidad celular de forma dependiente de la
dosis, en los tres tiempos de tratamiento testados, aunque
el descenso es mas acusado a las 24h. Estos resultados
concuerdan con los descritos previamente en la bibliogra-

fia para otros tipos celulares (Sharma et al., 2012; Fukui
et al., 2012).

En las Figuras 5 a 8 se recogen los resultados de los
ensayos de citotoxicidad para las NP de TiO,. Ninguno de
los tratamientos con estas NP, ya sea procedentes de
Sigma o de Degussa, indujo efectos sobre la viabilidad de
las células neuronales, siendo los resultados obtenidos en
ambos ensayos muy similares. Estos datos coinciden con
los presentados por Petkovic et al. (2011), que expusieron
a células hepaticas a NP de TiO, (anatase y rutile) en
concentraciones y condiciones similares a las utilizadas
en este estudio.

3.4. Analisis de la captacion celular

Antes de realizar los estudios de evaluacion de genotoxi-
cidad y citotoxicidad propiamente dichos, consideramos
necesario determinar si las NP objeto de estudio eran
capaces de entrar en las células neuronales y en qué
medida lo hacian, o si, por el contrario, solo interactuan
con la membrana celular. Para llevar a cabo esta evalua-
cion empleamos un analisis de captacion celular me-
diante citometria de flujo, que se basa en la determina-
cion del tamano y granularidad celular, segun el protocolo
de Suzuki et al. (2007).

Las Figuras 9, 10 y 11 muestran los resultados obte-
nidos para las NP de TiO,-S, TiO,-D y ZnO, respectiva-
mente.

Las NP de TiO,-S mostraron una captacion celular
elevada y dependiente de la dosis (Figura 9), siendo ade-
mas ésta ligeramente superior en las células tratadas du-
rante 6 h que en aquellas tratadas durante 3h.
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Figura 3. Resultados del ensayo MTT en células neuronales tratadas con NP de ZnO.
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Figura 4. Resultados del ensayo NRU en células neuronales tratadas con NP de ZnO.
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Figura 5. Resultados del ensayo MTT en células neuronales tratadas con NP de TiO,-S.
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Figura 6. Resultados del ensayo NRU en células neuronales tratadas con NP de TiO,-S.
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Figura 7. Resultados del ensayo MTT en células neuronales tratadas con NP de TiO,-D.
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Figura 8. Resultados del ensayo NRU en células neuronales tratadas con NP de TiO,-D.



RIESGO ASOCIADO A LA EXPOSICION A NANOPARTICULAS DE OXIDOS METALICOS: EFECTOS CELULARES Y MOLECULARES... | 9

60 -
50
40
30 A
20 -
10 -

% Células que han
incorporado las NP

Captacion de NP de TiO,-S

= 3N ==lll= Gh

Control 80

Concentracion (ug/ml)

120 150

Figura 9. Captacion celular de las NP de TiO,-S.
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Figura 10. Captacion celular de las NP de TiO,-D.

El comportamiento de las NP de TiO,-D fue bastante
similar al de sus homologas, con una relacion dosis-res-
puesta positiva también en este caso (Figura 10), aunque
los porcentajes de captacion fueron siempre inferiores a
los obtenidos a las mismas concentraciones para las NP
de de TiO,-S (Figura 9). Se observo ademas una diferen-
cia mas pronunciada entre la captacion celular obtenida
a las 6 h y aquella obtenida a las 3h del inicio de los tra-
tamientos.

Finalmente, y al contrario de lo obtenido para las NP
de titanio, no se observo captacion celular de NP de ZnO
a ninguna de las concentraciones testadas ni para nin-
guno de los tiempos de exposicion empleados (Figura
11). Lesniak et al. (2010) observaron que las NP suspen-
didas en medio completo suplementado pueden recu-
brirse de las proteinas del medio, reduciendo asi su ca-
pacidad para ser captadas por las células. Por otra parte,
también se ha descrito que la tasa de internalizacion de
las NP en las células puede verse afectada por parame-
tros distintos del tamano y la forma de las NP (Kim et al.,

2012). Parece por tanto que las condiciones empleadas
en nuestro estudio, especialmente en lo que se refiere a
la utilizacion de medio suplementado con suero bovino
fetal, limitan de alguna manera la penetracion de las NP
de ZnO en las células.

3.5. Evaluacion de la genotoxicidad

3.5.1. Test de microntcleos

Los microndcleos (MN) son pequefos cuerpos nucleares
presentes en el citoplasma que contienen cromosomas
completos o fragmentos cromosémicos que han quedado
retrasados durante la anafase de la division nuclear. Pro-
porcionan asi informacion sobre procesos tanto de clas-
togénesis como de aneugénesis. En este trabajo se eva-
luo la induccion de MN por las NP testadas utilizando una
metodologia de citometria de flujo, siguiendo lo descrito
en Nusse et al. (1994) y Roman et al. (1998) con ligeras
modificaciones (Valdiglesias et al., 2011a).
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Figura 11. Captacion celular de las NP de ZnO.

Figura 12. Resultados del test de MN en células neuronales tratadas con NP de ZnO. **P<0.01, diferencia significativa respecto al control. PC:
control positivo.

Figura 13. Resultados del test de MN en células neuronales tratadas con NP de TiO,-S. *P<0.05, **P<0.01, diferencia significativa respecto al
control. CP: control positivo.



RIESGO ASOCIADO A LA EXPOSICION A NANOPARTICULAS DE OXIDOS METALICOS: EFECTOS CELULARES Y MOLECULARES... | 11

Figura 14. Resultados del test de MN en células neuronales tratadas con NP de TiO,-D. **P<0.01, diferencia significativa respecto al control.

PC: control positivo.

A pesar de que no se obtuvieron alteraciones signifi-
cativas en la induccion de MN en las células tratadas con
NP de ZnO durante 3h, tras 6h de tratamiento se detectd
una importante respuesta significativa y dependiente de
la dosis (Figura 12).

Los resultados obtenidos con las NP de TiO2 fueron
asimismo similares entre si y también respecto a las NP
de ZnO, es decir, respuestas negativas tras 3h de trata-
miento pero positivas y dosis-dependientes tras el trata-
miento mas largo (Figuras 13 'y 14).

3.5.2.

La determinacion de dano primario en el ADN se llevo a
cabo empleando la electroforesis en microgel de células
aisladas, conocida comunmente como ensayo del co-

Daiio primario en el ADN

meta. Mediante esta técnica sencilla, sensible y especi-
fica se evalla el dafo en el ADN (roturas de cadena
simple y doble, lugares sensibles al alcali y procesos in-
completos de reparacion por escision, en su version alca-
lina) en células aisladas. Este ensayo se realizé segun la
metodologia desarrollada por Singh et al. (1988), con li-
geras modificaciones incorporadas en nuestro laboratorio
(Laffon et al., 2002).

En la Figura 15 se muestran los datos obtenidos tras
la realizacion del ensayo del cometa en células neurona-
les tratadas con ZnO. No se han obtenido indicios signifi-
cativos de genotoxicidad, al menos en lo que a dano
primario en el ADN se refiere, inducida por las NP de ZnO
tras el tratamiento de 3h, y unicamente un incremento
significativo en el dafio a la concentracion de 30 ug/ml
tras el tratamiento de 6h.
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Figura 15. Resultados del ensayo del cometa en células neuronales tratadas con NP de ZnO. **P<0.01, diferencia significativa respecto al

control negativo.
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Figura 16. Resultados del ensayo del cometa en células neuronales tratadas con NP de TiO,-S. *P<0.05, **P<0.01, diferencia significativa

respecto al control negativo.

Los resultados obtenidos tras la incubacion con NP
de TiO, se recogen en las Figuras 16 y 17. Estos datos
indican que el comportamiento de ambos tipos de NP es
similar. Al contrario de lo que ocurrié con las NP de ZnQO,
se han obtenido resultados positivos tras ambos periodos
de tratamiento (3 y 6h).

3.5.3.

Los niveles de la forma fosforilada de la histona H2AX
(YH2AX) se determinaron como marcadores de roturas de
doble cadena en el ADN. Una de las primeras respuestas
celulares ante la produccion de roturas de doble cadena

Fosforilacion de la histona H,AX

en el material genético implica la fosforilacion de las colas
C-terminales de las histonas H2AX localizadas cerca de
la zona de rotura. La maquinaria de reparacion del ADN
reconoce estas formas fosforiladas y comienza entonces
a reparar las cadenas rotas. Por tanto, este ensayo pro-
porciona informacion sobre eventos relacionados con
clastogenicidad. Para el analisis se utilizd una metodolo-
gia de citometria de flujo propuesta por Tanaka et al.
(2009) con algunos cambios (Valdiglesias et al., 2011a).

Los resultados obtenidos en este ensayo con las NP
de ZnO se recogen en la Figura 18. No se encontraron
diferencias significativas respecto al control tras el trata-
miento de 3h, aunque después de 6h si se observd un
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Figura 17. Resultados del ensayo del cometa en células neuronales tratadas con NP de TiO,-D. *P<0.05, **P<0.01, diferencia significativa

respecto al control negativo.
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Figura 18. Resultados del andlisis de yH2AX en células neuronales tratadas con NP de ZnO. **P<0.01, diferencia significativa respecto al con-
trol. CP: control positivo.

Figura 19. Resultados del analisis de YH2AX en células neuronales tratadas con NP de TiO,-S. *P<0.05, **P<0.01, diferencia significativa res-
pecto al control. CP: control positivo.

Figura 20. Resultados del analisis de YH2AX en células neuronales tratadas con NP de TiO,-D. **P<0.01, diferencia significativa respecto al
control. CP: control positivo.

incremento significativo en los niveles de fosforilacion de y no se produjeron alteraciones respecto a los correspon-

la histona en la concentracion de 30ug/ml. dientes controles negativos tras ninguno de los dos tiem-
Las Figuras 19 y 20 muestran los resultados obteni- pos de tratamiento testados.

dos en la aplicacion de este ensayo a células neuronales En resumen, los resultados de los ensayos de genotoxi-

tratadas con las dos NP de TiO,. Como se puede obser- cidad obtenidos para las NP de ZnO muestran una impor-

var, ambos tipos de NP presentaron respuestas similares, tante induccion de MN dependiente de la dosis tras 6h,
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acompahada por un incremento en la fosforilacion de la
histona H2AX'y en el dafno primario en el ADN. Estos resul-
tados concuerdan con los pocos estudios existentes en la
bibliografia sobre los efectos genotoxicos de las NP de ZnO
en células nerviosas, que describen dafio en el ADN en
neuronas primarias de rata (Chiang et al., 2012) e induccion
de MN en células de glioma (Wahab et al., 2011), a concen-
traciones muy similares a las empleadas en nuestro estudio.

Por su parte, los resultados para las NP de TiO, fue-
ron similares. En el test de MN se obtuvo incremento sig-
nificativo en el dafo inducido solamente tras el tratamiento
de 6h. No se observd ningun efecto sobre la fosforilacion
de la histona H2AX, mientras que en el ensayo del cometa
se detectaron efectos positivos tras 3 y 6h de exposicion.
Habitualmente, los resultados obtenidos de los ensayos
del cometa y fosforilacion de H2AX son similares, puesto
que ambos detectan roturas de cadena doble en el ADN.
No obstante, en el ensayo del cometa se detectan tam-
bién otros tipos de dafio, mencionados anteriormente,
que no estan relacionados con la fosforilacion de la his-
tona H2AX. Por tanto, parece que las NP de TiO, inducen
dano en el ADN diferente de las roturas de cadena doble.

3.6. Daio oxidativo en el ADN

Para la evaluacion del dafo oxidativo en el ADN se em-
pled una variante del ensayo del cometa, que incluye un

paso de incubacion con la enzima ADN glicosilasa OGGH1,
que permite la deteccion especifica de dafio oxidativo por
reconocimiento del aducto 8-oxo-7,8-dihidroguanina. Este
aducto constituye una de las lesiones en el ADN mas
abundantes y altamente mutagénicas (Laantri et al.,
2011), y ha sido ampliamente establecido como ade-
cuado biomarcador de estrés oxidativo (Kuo et al., 2007).
En este ensayo se siguié la metodologia desarrollada por
Smith et al. (2006), ligeramente modificada en nuestro
laboratorio (Valdiglesias et al., 2011b).

Los resultados obtenidos en la determinacién del
dano oxidativo en las tres NP testadas se recogen en las
Figuras 21, 22 y 23. Las NP de ZnO indujeron dafio oxi-
dativo en el ADN tras 3 y 6h de incubacion. Estos resul-
tados son similares a los obtenidos en estudios previos
empleando distintos tipos celulares (De Berardis et al.,
2010; Akhtar et al., 2012) y animales de experimentacion
(Fukui et al., 2012).

Sin embargo, no se observd dano oxidativo tras el
tratamiento con las NP de TiO,, a ninguna concentracion
ni tiempo de exposicion. A pesar de que otros trabajos
describen la implicacion del estrés oxidativo en el dafno
celular inducido por las NP de TiO2 (Long et al., 2007;
Petkovic et al., 2011), ya se han propuesto mecanismos
alternativos para la toxicidad de estas NP, como la inte-
raccion con diferentes componentes celulares como los
microtubulos (Gheshlaghi et al., 2008).
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Figura 21. Resultados del ensayo del cometa modificado con la enzima hOGG1 en células neuronales tratadas con NP de ZnO. *P<0.05,

**P<0.01, diferencia significativa respecto al buffer. PC: control positivo.
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Figura 22. Resultados del ensayo del cometa modificado con la enzima hOGG1 en células neuronales tratadas con las dos NP de TiO, durante
3h. *P<0.05, diferencia significativa respecto al buffer. PC: control positivo.
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Figura 23. Resultados del ensayo del cometa modificado con la enzima hOGG1 en células neuronales tratadas con las dos NP de TiO, durante
6h. *P<0.05, diferencia significativa respecto al buffer. PC: control positivo.
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3.7. Apoptosis

El analisis de la muerte celular por apoptosis en las cé-
lulas neuronales tratadas con NP se llevd a cabo me-
diante dos metodologias distintas de citometria de flujo.
Por una parte mediante doble tincion con anexina V vy
ioduro de propidio, que permite la determinacion de las
células que se encuentran en estadios tempranos de
apoptosis. Y por otra parte se analizo el potencial de la
membrana mitocondrial, a fin de determinar la potencial
participacion de este organulo en el proceso de muerte
celular por apoptosis.

Los resultados obtenidos con las NP de ZnO se
muestran en la Figura 24. Se observaron incrementos sig-
nificativos en el porcentaje de células apoptoéticas tras
ambos tiempos de tratamiento testados, aunque no se
detectaron alteraciones significativas en el potencial de
membrana mitocondrial. Parece por tanto que nuestros
resultados sugieren que las NP de ZnO inducen muerte

celular mediante una ruta independiente de la mitocon-
dria. De acuerdo con nuestros resultados, la apoptosis
inducida por la exposicion a NP de ZnO fue observada
por otros autores en varios tipo celulares, incluyendo ce-
lulas neuronales (Deng et al. 2009; Wahab et al. 2011;
Akhtar et al. 2012).

Tras el tratamiento de las células SHSY5Y con
ambos tipos de NP de TiO, se obtuvieron igualmente
incrementos dependientes de la dosis en el porcentaje
de células apoptoticas, pero en este caso se acompa-
fAaron de descensos significativos en el potencial de
membrana mitocondrial, sugiriendo implicacion de este
organulo en la via apoptotica utilizada (via intrinseca)
(Figuras 25 y 26). Nuestros resultados coinciden con
otros trabajos previos que describen un incremento de
los niveles de apoptosis a través de la via intrinseca en
distintos tipos de células tratadas con NP de TiO, (Wu
et al. 2010; Xue et al. 2010).

Figura 24. Resultados del analisis de apoptosis, doble tincion anexinaV-ioduro de propidio (a) y analisis del potencial de membrana mitocondrial
(MMP) (b), en células neuronales tratadas con NP de ZnO. *P<0.05, **P<0.01, diferencia significativa respecto al control. PC: control positivo.

Figura 25. Resultados del analisis de apoptosis, doble tincion anexinaV-ioduro de propidio (a) y analisis del potencial de membrana mitocon-
drial (MMP) (b) en células neuronales tratadas con NP de TiO,-S. *P<0.05, **P<0.01, diferencia significativa respecto al control. CP: control

positivo.
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Figura 26. Resultados del analisis de apoptosis, doble tincion anexinaV-ioduro de propidio (a) y analisis del potencial de membrana mitocon-
drial (MMP) (b), en células neuronales tratadas con NP de TiO,-D. *P<0.05, **P<0.01, diferencia significativa respecto al control. PC: control

positivo.

4. CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos en el presente trabajo
nos permiten deducir las siguientes conclusiones ge-
nerales:

— A pesar del hecho de que las NP de ZnO no pene-
tran en el interior de las células neuronales utiliza-
das, la exposicion a estas NP induce descenso de
la viabilidad, alteraciones morfoldgicas, genotoxici-
dad (incluyendo dafio oxidativo en el ADN) y apop-
tosis, siendo la mayor parte de estos efectos pro-
porcional a la dosis de NP aplicada y al tiempo de
exposicion.

— El comportamiento de los dos tipos de NP de TiO,
es comparable, a pesar de su diferente composi-
cion cristalina. No producen citotoxicidad, pero son
internalizadas de forma efectiva por las células
SHSY5Y. Inducen genotoxicidad dependiente de la
dosis no relacionada con la produccién de roturas
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