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RESUMEN

Objetivos. Evaluar el efecto de las nanoparticulas de ZnO, TiO, y SiO, sobre la viabilidad celular y la expresion génica
de las interleuquinas 7 y 3 y del factor estimulante de colonias de granulocito — macréfago (GM-CSF) en Mus musculus.
Materiales y métodos. Se extrajo médula 6sea roja de cinco roedores (Balb/c) para el estudio de viabilidad celular
mediante la prueba de MTT. Por otro lado, grupos cinco roedores fueron inoculados via intraperitoneal con dosis de
0,5; 1;2,5; 5y 10 mg/kg de nanoparticulas de ZnO y SiO, y de 5; 10; 15; 20 y 25 mg/kg de nanoparticulas deTiO,, 30 h
después, se obtuvo el ARN a partir de la médula 6sea roja para los analisis de expresion génica empleando las técnicas
de PCR y RT-PCR cuantitativa. Resultados. Las nanoparticulas de ZnO y SiO, redujeron la viabilidad celular de una
manera dosis-dependiente en un 37 y 26%, respectivamente, a partir de una dosis de 1 mg/kg. En cuanto al efecto sobre
la expresion génica, a las dosis 5 y 10 mg/kg, las nanoparticulas de TiO, redujeron en mayor porcentaje la expresion de
las interleuquinas 7 y 3 (55,3 y 70,2% respectivamente), con respecto a la expresion del GM-CSF, el mayor porcentaje
de reduccion lo produjo las nanoparticulas de SiO, (91%). Las nanoparticulas de ZnO redujeron a partir de las dosis de
20 y 25 mg/kg. Conclusiones. Las nanoparticulas de ZnO, SiO, y TiO, alteran la viabilidad celular y la expresion génica
en la médula 6sea de ratén.

Palabras clave: Nanoparticulas; Interleucinas; Expresién génica; Mus musculus (fuente: DeCS BIREME).

EFFECT OF THE INDUSTRIAL NANOPARTICLES TiOZ, Si02 AND ZnO
ON CELL VIABILITY AND GENE EXPRESSION IN RED
BONE MARROW OF Mus musculus

ABSTRACT

Objectives. To evaluate the effect of ZnO, TiO, and SiO, nanoparticles on cell viability and expression of the interleukin
7, interleukin 3, and granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) genes in Mus musculus. Materials
and methods. Red bone marrow was extracted from five Balb/c mice for the analysis of cell viability using the MTT
test. The mice were divided into two groups of five each: one group was inoculated intraperitoneally with 0.5, 1.0, 2.5,
5.0, and 10 mg/kg of ZnO and SiO, nanoparticles, respectively, and the other group was inoculated with 5.0, 10.0, 15.0,
20.0, and 25 mg/kg of TiO, nanoparticles, respectively. Thirty hours later, RNA was extracted from the red bone marrow
of the mice in both groups for gene expression analysis using quantitative PCR and RT-PCR. Results. ZnO and SiO,
nanoparticles reduced cell viability in a dose-dependent manner by 37% and 26%, respectively, starting at a dose of 1
mg/kg. TiO, nanoparticles at 5 mg/kg and 10 mg/kg reduced the gene expression of interleukins 7 and 3 by 55.3% and
70.2%, respectively, and SiO, nanoparticles caused the greatest decrease (91%) in the expression of GM-CSF. ZnO
nanoparticles reduced the expression of GM-CSF starting at doses of 20 mg/kg and 25 mg/kg. Conclusions: ZnO, SiO,
and TiO, nanoparticles affect cell viability and gene expression in the mouse bone marrow.

Key words: Nanopatrticles; Interleukins; Genic expression; Mus musculus (source: MeSH NLM).
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Nanoparticulas industriales y expresién génica

INTRODUCCION

Se define como nanoparticula (NP) a toda aquella particula
que posee una longitud entre 1 a 100 nm en sus dos o
tres dimensiones, con tamafio superior a los atomos vy
las moléculas . Las NP son producidas en forma natural
(incendios forestales, erupciones volcanicas, etc.) o de
manera artificial a través de métodos fisicos y quimicos ©@.
Las NP estan presentes en la vida cotidiana y en los procesos
industriales, en su conjunto, constituyen una de las piedras
angulares de las nanociencias y la nanotecnologia @.

El uso de las NPy los nanomateriales, se ha incrementado
vertiginosamente en los campos de la electronica, la 6ptica,
la industria alimentaria, textil, del cemento, plasticos, y en
la medicina®4. En cuanto al uso humano directo, las NP se
encuentran en una serie de productos como cosméticos,
bloqueadores, dentifricos, alimentos y medicamentos;
adicionalmente, la exposicidon no voluntaria se da por
inhalacion en los lugares de trabajo (industrias y parque
automotriz) ©.

Un caso particular se presenta con las NP de 6xido de zinc
(2n0), diéxido de silicio (SiO,) y de didxido de titanio (TiO,)
ampliamente requeridas en la industria alimentaria y en el
sector salud. Las NP de TiO, y SiO, son usadas para mejorar
el color, textura, sabor y como conservadores de fragancias
y sabores; en tanto que las NP de ZnO son usadas como
agentes antibacterianos en empaques para alimentos ©. En
el campo de la biomedicina, estas NP tienen potencialidad
para serempleadas en terapia génica, administracién dirigida
de medicamentos e imagenes biomédicas, biodeteccién
de patdgenos, deteccidon de proteinas, pruebas acerca de
la estructura del DNA, ingenieria de tejidos, destruccion
tumoral, estudios fagocinéticos, etc. “7).

No obstante, al igual que con otras NP, las NP de ZnO,
SiO, y TiO, han sido sefialadas como potenciales agentes
perjudiciales para la salud humana y el medioambiente ®.
Estudios previos para estas tres NP han reportado su efecto
citotdxico en los fibroblastos pulmonares humanos ©), un
efecto inflamatorio en las células intestinales mediante
la produccién elevada de especies reactivas de oxigeno
(ROS) ® asi como también efecto genotodxico y citotdxico
en modelos vegetales ('%. Por estas evidencias, los autores
recomiendan una extrema atencion para el uso seguro de
estos nanomateriales ©.

Guiados por algunos de estos trabajos previos, en el 2015,
nuestro grupo de investigacion demostro el efecto genotdxico
y citotdxico que producen estas tres NP en las células de la
médula 6sea roja (MOR) de ratén ), un modelo biolégico
universalmente usado para este tipo de estudios por su
alto grado de adaptabilidad, y por su semejanza, en ciertos
aspectos fisiologicos, al ser humano (. Los resultados
obtenidos en esta investigacion promovieron el interés de
continuar los estudios del efecto de estas tres NP sobre la
viabilidad celular y la expresion génica de moléculas que
median la proliferacion y supervivencia celular.

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. Los conocimientos de los
efectos nocivos de las nanoparticulas en nuestro pais son aun
desconocidos, sin embargo, las nanoparticulas son ampliamente
utilizadas en el sector industrial manufacturero; por ello, es necesario
brindar informacion sobre los efectos perjudiciales que pueden
causar y asi tomar medidas preventivas.

Principales hallazgos. Las nanoparticulas de TiO,, SiO, y ZnO
causan dano en la supervivencia celular y la expresion de genes de
la médula ésea de ratén, modelo biologico muy similar al humano.

Implicancias. Promover el estudio de la toxicidad de las
nanoparticulas presentes en los productos de uso cotidiano.

Para tal efecto, la presente investigacion tuvo como un
primer objetivo, evaluar el efecto de las NP de ZnO, SiO,
y TiO, sobre la viabilidad celular de la MOR de raton; como
segundo objetivo, se estudid el efecto sobre la expresion
génica de las interleuquinas 3 (IL-3) y 7 (IL-7) y el factor
estimulante de colonias de granulocito — macréfago (GM-
CSF), moléculas producidas en la MOR vy otros grupos
celulares especializados (linfocitos T, B, etc.), y que son
estimuladoras de la proliferacion y supervivencia de diversos
linajes celulares del sistema inmune (3.

MATERIALES Y METODOS
NANOPARTICULAS

Se realizd un estudio del tipo cuantitativo analitico
experimental. Las NP de ZnO, SiO, y TiO, fueron
proporcionadas por el Laboratorio de Nanotecnologia e
Innovacién Tecnologica (LNIT) de la Facultad de Quimica
e Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (UNMSM). La dispersion de las particulas se
realiz6 por ultrasonido en agua ultrapura con el equipo de
ultrasonido marca Branson modelo 550 del Laboratorio de
Equipamiento Especializado de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la UNMSM. La caracterizacion de las NP
se realiz6 mediante analisis de dispersion dinamica de
la luz (DLS) en el equipo NICOMP nano 300 (LNIT) y la
visualizacién por microscopia electronica de transmisién
(TEM) con el microscopio marca JEOL, modelo JEM-
2100HT del Centro Nacional de Microscopia Electronica
de la Universidad Complutense de Madrid, Espafia.

ANIMALES DE EXPERIMENTACION

Fueron empleados en total 70 ratones de la cepa albina
Balb/C (18-22 g) procedentes del bioterio del Instituto
Nacional de Salud y mantenidos bajo condiciones estandares
en el bioterio de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
UNMSM. El manejo, cuidado y experimentacion de los
roedores fueron desarrollados de acuerdo a la Guide for
care and use of laboratoy animals %,
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PREPARACION Y ADMINISTRACION DE LAS
NANOPARTICULAS

Con base en el estudio previo (" se prepararon las dosis
(en mg de nanoparticula/kg de peso) correspondientes
a 0,5 1;,25; 5y 10 mg para las NP de SiO, y ZnO y
de 5; 10; 15; 20 y 25 mg para las NP de TiO, diluidas
en solucidn salina e inyectadas via intraperitoneal con
jeringas tipo tuberculina. Se emplearon grupos de cinco
ratones por cada dosis de NP correspondiente. Como
control negativo se empled solucion de NaCl al 0,9%.
Los roedores fueron mantenidos en observacién por un
periodo de 30 h para los posteriores analisis.

OBTENCION DE LA MEDULA OSEA ROJA (MOR)

Losanimales, previamente anestesiados, fueron sacrificados
para la extraccién de la médula ésea roja a partir de los
huesos largos de patas anteriores y posteriores. La MOR
fue recibida en viales de 1 mL y suspendida en buffer
fosfato salino (PBS) 0,1 M suplementado con seroalbimina
bovina al 5% y atemperado a 37 °C para su inmediato uso.
Este procedimiento se realiz6 para todos los ensayos.

EVALUACION DEL EFECTO CITOTOXICO POR
PRUEBA DE 3-(4,5-DIMETILTIAZOL 2YL)-2,4-
DIFENILBROMURO DE TETRAZOLIO (MTT)

Se aislaron células mononucleares a partir de la MOR
de cinco ratones empleando la técnica Ficoll Hypaque;
las células fueron lavadas tres veces con PBS 0,1 M y
resuspendidas en 1 mL de medio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute medium) completo. Las células fueron
ajustadas a una concentracion de 1 x 10°cel/mL en camara
de Newbauer. El cultivo celular se realiz6 en placa de ELISA
de 96 pocillos mezclando 0,1 mL de suspensioén celular y
0,1 mL de solucion de NP. La incubacion se realizé a 37 °C
con 5% de CO, durante 48 h; posterior a ello, se adiciond
20 yLde MTT a cada pocillo y se continud la incubacion por
4 h adicionales. Posteriormente, se retiro el sobrenadante
y los cristales de formazan fueron disueltos en 300 uL de
alcohol isopropilico para realizar una lectura a 570 nm
empleando un lector de placas de ELISA Microplatereader
ER 500. Sinnowa del Laboratorio de Inmunologia de la
Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UNMSM.

OBTENCION DEL ACIDO RIBONUCLEICO A PARTIR
DE LA MOR

Se extrajo el ARN a partir de células de la MOR empleando
el kit Genejet RNA extraction (ThermoScientific), de
acuerdo al protocolo del fabricante, el ARN obtenido fue
almacenado a 0 °C para su uso. La cuantificacion de los
acidos nucleicos se realizd por fluorometria empleando
un equipo Qubit fluorometer (Invitrogen™).

ANALISIS DE LA EXPRESION DE LAS IL-7, IL-3 Y
GM-CSF

Para los analisis de expresion, parte del ARN fue convertido
a ADNc empleando el kit comercial Maxima First Strand
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cDNA Synthesis Kit for RT-gPCR (Thermo Scientific),
siguiendo las instrucciones del fabricante; con el ADNc
resultante se procedié a la amplificacion de los genes
por PCR convencional empleando el kit Tag platinum
master mix (Invitrogen) y los cebadores descritos (°. Las
condiciones de amplificacién para todos los marcadores
fueron: un ciclo a 94 °C x 5 min y 35 ciclos de 94 °C x 30
s,55°C x30sy 72 °C x 45 s. Los productos amplificados
fueron visualizados en gel de agarosa al 1% pretefidos
con el intercalante Gel Red y visualizados en un equipo
fotodocumentador de Cleaver Scientific. Inicialmente se
uso al gen GAPDH como control de expresion interna, pero
dada su variacion en el tratamiento, las normalizaciones se
realizaron con B-actina.

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DE LAS IL-7,
IL-3Y GM-CSF

Los niveles de expresion génica fueron analizados por RT-
gPCR apartir del ARN previamente purificado empleando el kit
Maxima SYBR Green/ROX gPCR Master Mix (ThermoFisher
Sicientific) en el Equipo 7500 de Applied Biosystem. Las
condiciones de amplificacion fueron las mismas que el
apartado anterior. La cuantificacion se realizé por Syber con el
reportero ROX empleando una curva estandar de ADN de 2;
20y 200 pg/ mL. Inicialmente, se considerd la normalizacién
de los valores con el gen casero GAPDH, pero su alteracion
en el estudio, sugirié el empleo de la expresion de B-actina
como normalizador en todos los casos.

ANALISIS ESTADISTICOS

Los datos fueron expresados como promedio + desviacion
estandar (DE) de tres experimentos independientes. Los
analisis estadisticos fueron realizados empleando ANOVA
y el test Student-Newman-Keuls para la comparacién de
todos los pares de promedios. Los valores de p menores
a 0,05 (p<0,05) fueron considerados estadisticamente
significantes. Asimismo, se realizd el analisis de
correlacion de Pearson para determinar la relacion dosis
respuesta. Estos estadisticos fueron implementados en
el programa SPSS version 11.5 para Windows.

RESULTADOS
ANALISIS DE LAS NANOPARTICULAS

Los analisis por DLS validaron la condicién de NP para
Zn0, SiO, y TiO, con tamafios promedio de 20+4,0; 12+7,0
y 45+10,0 nm, respectivamente; las imagenes por TEM de
las NP junto con los histogramas se muestran en la Figura 1.
El tamafio promedio evaluado por DLS es ligeramente menor
que el tamafio de particula evaluado por TEM, indicando la
formacion de aglomerados para todos los casos. Las NP de
ZnO correspondieron a una estructura cristalina y en sistema
hexagonal (Figura 1A). Las NP de SiO, presentan estructura
amorfa (Figura 1B). Las NP de TiO, presentan estructura
cristalina de la fase anatasa principalmente de forma
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tabular (Figura 1C). Previo a la realizacion de las pruebas
se fragmentaron los aglomerados de las NP por proceso de
sonicacion.

EFECTO SOBRE LA VIABILIDAD DE CELULAR

Los ensayos de MTT (Figura 2) mostraron que las NP de
ZnO producen disfuncién mitocondrial de las células de
la MOR de una manera dosis dependiente (Figura 2A);
los efectos de esta NP fueron significativos a partir de un
indculo de 1 mg/kg, el cual reduce en un 37% la viabilidad
celular. Para el caso de las NP de SiO, se registra también
un comportamiento dosis dependiente; sin embargo, estas
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NP incrementaron la viabilidad celular a pequefas dosis
(hasta 32% a dosis 0,5 mg/kg), no obstante, se produjo
una severa disminucion con las dosis mas altas (hasta en
un 56% a la dosis de 10 mg/kg). Por otro lado, las NP de
TiO, produjeron una disminucion significativa (en un 71%)
solo a la dosis de 20 mg/kg.

EFECTOS SOBRE LA EXPRESION DE IL-7, IL-3 Y
GM-CSF

Las NP de ZnO, SiO, y TiO, atenuaron significativamente la
expresion de las IL-7, IL-3 y GM-CSF (Figuras 3, 4y 5) con
respecto al control. El efecto en la expresiéon del ARN fue de

20 50 100 200 500 1K
Diametro (nm)
20 50 100 200 500 1K
Diametro (nm)
=l
20 50 100 200 500 1K

Diametro (nm)

Figura 1. Caracterizacion fisica de las nanoparticulas de ZnO (A), SiO, (B) y TiO, (C). Izquierda, analisis por microscopia electronica de
transmision (TEM). Se muestran la forma y disposicién de las nanoparticulas. Los nimeros sobre las barras representan la escala de las
imagenes (en nm). Derecha, analisis por dispersion dinamica de la luz (DLS) donde se muestra la distribucién del tamafo de las nanoparticulas
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Figura 2. Efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad celular.
Se muestra el porcentaje de viabilidad celular de la medula 6sea
roja (MOR) tratadas en comparacion con el control negativo (cultivo
de célula sin tratamiento). El (*) denota diferencia significativa con
respecto al control (p<0,05)

una manera dosis dependiente, aunque el comportamiento
de este efecto fue variable de acuerdo a los estudios
de correlacion de Pearson. Las NP de ZnO, mostraron
correlacion inversa a las dosis de las expresiones de IL-7,
IL-3y GM-CSF (r=-0,90,-0,124 y-0,787 respectivamente)en
tanto que las NP de SiO, mostraron una correlacion directa
(r=0,505, 0,814 y 0,825 respectivamente). Finalmente, las
NP de TiO, presentaron una correlacion inversa para las
IL-7 e IL-3 (r=-0,195 y -0,246 respectivamente) y directa
para el GM-CSF (r=0,566).

Comparativamente, a las dosis de 5 y 10 mg/kg de la
tres NP, las NP de TiO, tuvieron mayor efecto atenuante
sobre la expresion de las IL-7 e IL-3 (55,35% y 70,23%
respectivamente) seguido por las NP de SiO, (50,73%
y 67,46% respectivamente), en tanto que las NP de SiO,
causaron la mayor inhibicién (91,02%) en la expresién de
GM-CSF seguido por las NP de TiO, (82,06%) (Figura 5).
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Figura 3. Efecto de las nanoparticulas sobre la expresiéon de la
IL-7. Las gréficas de barras muestran la cuantificacion del nivel
de expresién del marcador a las diferentes dosis ensayadas. Las
bandas muestran la intensidad de la expresion de la IL-7. Los
valores se muestran como promedio + desviacién estandar (DE).
El (*) denota diferencia significativa con respecto al control (p<0,05)
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Figura 4. Efecto de las nanoparticulas sobre la expresion de la
IL-3. Las gréficas de barras muestran la cuantificacion del nivel
de expresién del marcador a las diferentes dosis ensayadas. Las
bandas muestran la intensidad de la expresion de la IL-3. Los
valores se muestran como promedio + desviacién estandar (DE)
normalizados con el gen casero B-actina. El (*) denota diferencia
significativa con respecto al control (p<0,05)
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Figura 5. Efecto de las nanoparticulas sobre la expresion de la
GM-CSF. Las bandas muestran la intensidad de la expresion de
la GM-CSF. Las graficas de barras muestran la cuantificacion del
nivel de expresion del marcador a las diferentes dosis ensayadas.
Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar
(DE) normalizados con el gen casero B-actina. El (*) denota
diferencia significativa con respecto al control (p<0,05)
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Por otro lado, las NP de ZnO afectaron en menor grado la
expresion de los tres marcadores analizados; a la dosis de
10 mg/kg, la reduccién de la expresion de las IL-7, IL-3 y el
GM-CSF fue de 34,64%, 50,39% y 5,88%, respectivamente.

EFECTO SOBRE LA EXPRESION DEL GEN DE
REFERENCIA

Laexpresion del gen casero GAPDH se vio significativamente
inhibida por las NP en estudio (Figura 6). Las NP de SiO
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Figura 6. Efecto de las nanoparticulas en estudio sobre la expresion
del gen GAPDH. Las graficas de barras muestran la cuantificacion
del nivel de expresion del marcador a las diferentes dosis ensayadas.
Los valores se muestran como promedio + desviacion estandar (DE)
normalizados con el gen casero B-actina. El (*) denota diferencia
significativa con respecto al control (p<0,05)
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atenuaron la expresion de manera dosis dependiente en
un rango de 56,52 a 71,83%; en tanto que la NP de TiO,
redujeron de manera uniforme en todas las dosis empleadas
(reduccion promedio=53,61%). La NP de ZnO redujeron
en 13,62% a la dosis de 10 mg/kg. Este efecto no estuvo
presente en la expresion del gen (-actina cuya expresion
fue utilizada para la normalizacion de los genes en estudio.

DISCUSION

El propdsito de esta investigacion fue evaluar y comparar
el efecto de las NP de ZnO, SiO, y TiO, sobre la viabilidad
celular y la expresion génica de las IL-7, IL-3 y el GM-
CSF, empleando cantidades y tamafios similares a los
cominmente usados en la industria 2y se constituye como
el primer trabajo de este tipo realizado en nuestro pais.

Las NP que se encuentran dimensionadas entre 1y 100 nm
son ampliamente usadas en el campo de la nanotecnologia,
uno de los campos de mayor desarrollo en este siglo. Sin
embargo, ya que las NP tienen largas areas de superficie,
alta reactividad quimica, volumen de poro interno y elevada
permeabilidad celular, son propensas a inducir muchos
efectos tdxicos 9. El efecto de las NP depende de factores
tales como tamafo, concentracion, forma de exposicion,
la linea celular empleada, el tipo del organismo modelo,
la relacién cantidad: volumen vy el tipo de NP; la literatura
es diversa para cada uno de estos factores y en ella se
exponen resultados variados ?5818),

El ensayo de MTT ha demostrado que las NP tienen la
capacidad de disminuir la viabilidad celular de una manera
dosis dependiente en general. La prueba de MTT es un
ensayo ampliamente usado por su correlacion directa
de funcionabilidad mitocondrial y supervivencia celular y
presenta mayor sensibilidad comparada con otras pruebas
que evallan citotoxicidad (' por lo que es idéneo para
este tipo de analisis @. Los datos obtenidos demuestran
diferencias significativas entre los tres tipos de NP a las
mismas dosis (5 y 10 mg/mL). La reduccién del MTT fue
mas alta en las NP de ZnO, seguidos por las NP de SiO,
y NP de TiO,, respectivamente. Estos resultados son
semejantes a los obtenidos por Zhan et al. © y Hu et al.
(1®)_ La relacién directa de la dosis de NP con el porcentaje
de la reduccién del MTT, también es observada para las
alteraciones morfolégicas y la muerte celular ©.

Por otro lado, las NP de TiO, causaron la mayor disminucion
de la expresion de los genes estudiados. Este efecto estaria
relacionado a una disminucién de la carga linfocitaria en
los roedores 9. Park et al. ?® determinaron que las NP de
TiO, producen dafio pulmonar, incluyendo citotoxicidad,
estrés oxidativo, respuestas inflamatorias, proliferativas e
histopatolégicas en modelos murinos. Asimismo, causa un
incremento en la produccion de peroxido de hidrégeno y
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oxido nitrico en células humanas cultivadas @". En el modelo
de pez zebra altera la expresién de muchos genes incluidos
la IL-10 e interferones @2. La citotoxicidad de las NP de TiO,,
por lo pronto, estaria relacionada a los linfocitos, mas no
para los eritrocitos debido a que en este grupo de células
representa a la NP menos perjudicial en comparacién de las
NP de SiO, y NP de ZnO . En el presente estudio se usé
un rango mayor de concentracion de esta NP debido a que
previamente se determiné que en estas concentraciones
se puede evidenciar efecto citotoxico. Este mismo hecho
también se da en modelos en ratas (9.

La exposicion a las NP de SiO, conlleva a la mayor
disminucion del GM-CSF en comparaciéon de las
otras NP, este efecto podria comprometer la barrera
antibacteriana a nivel celular por la alteracion de los
neutréfilos y monocitos (9. Se ha reportado que las NP
de SiO, alteran la maquinaria replicativa del ADN, asi como
también los procesos de division celular en los epitelios de
ratas, ratones, humanos y cultivos de células HaCat, L-02
y HEK293 @329, Asimismo, efectos in vivo relacionados a
esta NP incluyen inflamacién pulmonar, dafio isquémico al
miocardio, viscosidad de la sangre y generacion de ROS @3,

La incidencia menor que tiene las NP de ZnO con respecto al
NP de SiO, y NP de TiO, demuestra que la célula es permisible
y tolerante a este elemento, pero esta aparente tolerancia se
deslinda del efecto citotoxico que causa, el cual es mayor
en comparacion con las NP de SiO, y NP de TiO, . Se
ha reportado el dafio organogénico de las NP de ZnO
en roedores @ y también su efecto genotéxico mediante
la alteracion de la estructura del ADN y la generacion de
agentes oxidantes ©@". Alaraby et al. reportaron que las
NP de ZnO alteran la expresion de las proteinas Hsp70 y
p53 y conlleva a un incremento de ROS en modelos de
Drosophyla; sin embargo, al igual que el presente estudio,
esta NP no se reporta como un agente genotéxico @8,

De una manera peculiar, se registré la atenuacion de la

expresion del gen GAPDH, un gen ampliamente usado
como referencia para diversos estudios de expresion
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