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Resumen

Las propiedades fisico-quimicas especiales de los nanomateriales (materiales a
escala nanométrica), relacionadas con su elevada area superficial y gran reactividad, los
hacen Utiles para numerosas aplicaciones en muy diversos ambitos. Particularmente, las
nanoparticulas de éxido de hierro (ION, de iron oxide nanoparticles) han atraido mucha
atencion ya que tienen un gran potencial en muchas aplicaciones biomédicas,
incluyendo técnicas de diagnostico, terapia contra el cancer y creacion de farmacos
altamente especificos, para lo que deben ser introducidas en el organismo. Sin embargo,
son todavia escasos los estudios recogidos en la bibliografia sobre la toxicidad de estas
nanoparticulas a nivel celular y molecular. Ademas, estas particulas son capaces de
atravesar la barrera hematoencefalica teniendo asi acceso directo al tejido nervioso,
sobre el que podrian ejercer acciones como la modificacion de la neurofisiologia
sinaptica, con consecuencias cruciales para el funcionamiento cerebral. Es por ello que
resulta fundamental establecer sus posibles efectos sobre las células nerviosas, de los

que hasta la fecha hay escaso conocimiento.

En este trabajo de investigacion se ha realizado la caracterizacion de los efectos
nocivos a nivel celular de ION (de magnetita) con aplicaciones biomédicas, en un
estudio in vitro con células neuronales humanas. Las nanoparticulas analizadas estaban
recubiertas con silice, para prevenir su agregacion y mejorar su biocompatibilidad y
biodistribucién. Como pardmetros de citotoxicidad se evaluaron las alteraciones en el

ciclo celular y la muerte celular por apoptosis y necrosis.

A pesar de ser internalizadas de forma efectiva por las células neuronales, las ION
presentaron en general baja citotoxicidad; Unicamente se obtuvieron resultados positivos

a las concentraciones mas altas testadas y para el tiempo de exposicién mas prolongado.

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una mejor comprension de la
interaccion de las ION con los sistemas celulares y de sus posibles consecuencias,
especificamente a nivel del sistema nervioso. Los datos generados podran ser utilizados
en la evaluacién de riesgo de exposicion a estas nanoparticulas, y como base para el

establecimiento de guias de buenas préacticas para el manejo de estos materiales.
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INTRODUCCION

1. Nanotecnologia y nanoparticulas

La nanotecnologia se puede definir como la investigacion cientifica y el desarrollo
tecnoldgico que permiten entender, a nivel atdbmico y molecular, todos los fenémenos
que ocurren a escala nanométrica, con el fin de utilizar este conocimiento para crear
estructuras, materiales, dispositivos y sistemas de complejidad creciente que posean
nuevas propiedades y realicen nuevas funciones debido al pequefio tamafio de sus
componentes. La nanotecnologia se estd desarrollando en estos momentos a un ritmo
frenético en un namero creciente de laboratorios de entidades publicas y privadas de
todo el mundo, y en los Gltimos afios ha crecido considerablemente la produccién y
empleo de nuevos nanomateriales en la industria para muy diversas aplicaciones
(Savolainen et al., 2010).

Los nanomateriales son, por definicién, materiales cuyo tamafio oscila, en alguna
de sus tres dimensiones, entre 1 y 100nm, confiriéndoles este pequefio tamafio
propiedades Unicas y diferentes de las del mismo material a mayor escala, debido
fundamentalmente a la mayor area superficial, lo que les proporciona una reactividad
muy superior (Auffan et al., 2009a). Segun el nimero de dimensiones que tengan en la
nanoescala, estos materiales se clasifican en nanosuperficies (solo una dimension),
nanohilos o nanotubos (dos dimensiones) y nanoparticulas (las tres dimensiones),

siendo estas ultimas las mas frecuentemente utilizadas.

Los nanomateriales pueden ser organicos 0 inorganicos, y su usos potenciales
incluyen ahorro de energia para vehiculos, desarrollo de energias renovables,
disminucion de la contaminacion, filtracion del agua, materiales de construccion,
aplicaciones cosméticas (maquillajes, cremas de proteccion solar, etc.), textiles,
electronicas, pinturas y tintas, entre otras (Doak et al., 2009). Asimismo, se han
desarrollado aplicaciones biomédicas de las nanoparticulas para liberacion de
medicamentos, terapias farmacoldgicas, proétesis, técnicas de imagen in Vvivo,
diagnostico in vitro e implantes activos (Salata, 2004; Wagner et al., 2006). En
concreto, en los Gltimos afios se ha concentrado una gran atencion en la utilizacion de
nanoparticulas para el tratamiento y diagnostico de enfermedades neuroldgicas, tales
como las enfermedades de Parkinson o Alzheimer, la esclerosis multiple, neoplasias del

sistema nervioso o enfermedades neurodegenerativas visuales (Kanwar et al., 2012).
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Actualmente hay mas de 1.500 productos comercializados con usos muy diversos que

contienen nanomateriales (Figura 1).
Categorias de productos Subcategoria Salud y bienestar

B Productos infantiles
P B Filtracion
B Electrodomésticos
» B Cremas solares
B Automocién
B Productos deportivos

W Alimentos y bebidas
v M Cuidado personal
[ Electronica ORopa

O Casay jardin [ Cosméticos

O Salud y bienestar

Figura 1. Distribucién de los productos de consumo disponibles en el mercado que contienen

nanomateriales (adaptado de la base de datos Woodrow Wilson, 2009).

Junto con el rapido crecimiento de la industria de la nanotecnologia se produce la
expansion de la cantidad y tipos de nanomateriales manufacturados, lo que da lugar a
exposiciones ocupacionales potencialmente elevadas, y a exposicion de la poblacion
general a través de la utilizacion de los productos que las contienen y de sus productos
de desecho (Tetley, 2007). Es por ello que, desde la primera década de este siglo, existe
una creciente preocupacion por los potenciales efectos adversos para la salud humana
de la exposicion a nanomateriales. Esta preocupacion se ve reflejada en un creciente
numero de articulos cientificos publicados sobre “nanotoxicidad” o “nanotoxicologia”

en los ultimos afios; antes de 2005 eran practicamente inexistentes (Figura 2).
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Figura 2. Nimero de publicaciones cientificas sobre ‘“nanotoxicidad” o “nanotoxicologia”.
Datos obtenidos de la base de datos Thomson Reuters Web of Science™ (hasta mayo de

2015).
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Numerosos autores muestran su acuerdo en que la progresiva presencia en el
mercado de productos que contienen nanomateriales constituye un riesgo potencial
emergente (Clift et al., 2011), principalmente debido a que los posibles efectos toxicos
de estos nanomateriales no han sido todavia caracterizados y pueden diferir
notablemente de los propios del material de que estdn compuestos cuando se encuentra
en una escala mayor (Seaton et al., 2010). La reduccion en el tamafio proporciona una
mayor biodisponibilidad, que se acomparfia de un incremento en la capacidad para que
los nanomateriales sean absorbidos por los sistemas bioldgicos (Das et al., 2009).
Ademas, las particulas y materiales en el rango nanométrico pueden causar dafios
debido a su elevada reactividad (Santamaria, 2012). Los organismos vivos estan
compuestos de células cuyo tamafio es habitualmente de 10-100um. Sin embargo, los
componentes celulares son mucho mas pequefios, y las proteinas, el ADN y otras
biomoléculas son incluso menores, encontrandose en un rango caracteristico de tan solo
5-50nm. Esta sencilla comparacién de tamafios da una idea de que los nanomateriales
pueden resultar Gtiles para acceder a la maquinaria celular con objetivos diversos
(Salata, 2004; Taton, 2002), pero también pueden interaccionar facilmente con

cualquier componente celular para causar efectos toxicos.

Como consecuencia, instituciones y organizaciones de todo el mundo, tales como
el US National Institute for Occupational Safety and Health (2006), el Department for
Environment, Food and Rural Affairs of the United Kingdom Government (2007), la
European Commission Joint Research Centre (2011) y el DECHEMA/VCI working
group "Responsible Production and Use of Nanomaterials” (2011) resaltan la necesidad
de incrementar el conocimiento sobre este tema y han publicado informes en los que se
establece el riesgo potencial de los nanomateriales y se identifican prioridades para
acciones futuras, ya que muchas cuestiones permanecen abiertas y la informacion
disponible sobre la exposicion a estos nuevos materiales es hoy dia todavia muy
limitada.

2. Nanoparticulas de 6xido de hierro

Las nanoparticulas de 6xido de hierro (ION, de iron oxide nanoparticles) acaparan
mucha atencion no solo por sus propiedades superparamagnéticas (que consisten en
poseer un elevado momento magnético en presencia de un campo magnetico externo,

pero cuando el campo es cero no presentan momento magnético remanente), sino
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también porque tienen un gran potencial para ser utilizadas en muchas aplicaciones
biomédicas como la liberacion de medicamentos (Sun et al., 2008; Vasir y Labhasetwar,
2005), el incremento del contraste en imagen por resonancia magnética (Bjernerud y
Johansson, 2004; Lodhia et al., 2010) y la destruccion dirigida de tejidos tumorales a
través de la hipertermia que producen al someterse a campos magnéticos alternos
(Moroz et al., 2002; Le Renard et al., 2010). En la Figura 3, que muestra los articulos
cientificos publicados sobre ION desde 1989, se observa un incremento muy notable en
estos trabajos desde el inicio del siglo XXI. Especificamente en lo que se refiere a
aplicaciones neuroldgicas, las ION pueden utilizarse en el seguimiento de células madre
trasplantadas, en la identificacion de eficiencias de transcripcion, y en la deteccion de
péptidos beta-amiloides en enfermedades neurodegenerativas como la de Alzheimer
(revisado en Suh et al., 2009).
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Figura 3. Numero de publicaciones cientificas sobre “nanoparticulas de 6xidos de hierro”.

Datos obtenidos de la base de datos Thomson Reuters Web of Science™ (hasta mayo de 2015).

Hay varios tipos de ION, en los que se incluyen la hematita (o-Fe203), la
maghemita (y-Fe203) y la magnetita (FesO4). De entre ellos, la magnetita resulta muy

prometedora debido a su probada biocompatibilidad (Gupta y Gupta, 2005).

En general, las ION tienden a agregarse, por lo que se recubren con diferentes
materiales (e.g. silice, dextrano, acido oleico, citrato, etc.) para estabilizarlas, prevenir
su agregacion, ser utilizadas de forma efectiva en aplicaciones clinicas y mejorar su
biocompatibilidad y biodistribucion. Estos recubrimientos pueden modificar la
toxicidad de las ION incrementando o reduciendo su interaccion con diversos
componentes celulares (Singh et al., 2009). Asi por ejemplo, Sun et al. (2007)

demostraron que ION recubiertas con oleato sddico presentaban una mejor



TFM - Natalia Fernandez Bertélez

biocompatibilidad, propiedades magnéticas y dispersion, que si se recubrian con
polietilenglicol. Por otra parte, la estabilidad de estos recubrimientos y las

consecuencias de su alteracién en el medio ambiente celular son todavia desconocidas.

Las ION son biodegradables; son procesadas por las células como parte del
metabolismo fisioldgico del hierro, evidenciado por el incremento temporal en los
valores de hierro libre en suero tras su administracion (Weissleder et al., 1989). Sin
embargo, este proceso también depende en gran medida del recubrimiento de las
particulas. El hierro es un metal esencial fundamentalmente por su capacidad redox,
pero altos niveles de iones de hierro libres pueden causar desequilibrios en la
homeostasis organica y conducir a estrés oxidativo (Puntarulo, 2005) y respuestas
celulares aberrantes que incluyen dafio en el ADN, eventos epigenéticos y procesos
inflamatorios (Hafeli et al., 2009; Veranth et al., 2007).

2.1. Toxicidad general

Dado que varias de las aplicaciones de las ION — como el diagndstico por imagen,
la liberacion de medicamentos o la destruccion de tumores por hipertermia — requieren
su introduccion en el organismo humano, el conocimiento de los riesgos potenciales
asociados con la exposicion a estas nanoparticulas resulta esencial. De hecho, ya hay
agentes de contraste que contienen ION que han sido aprobados para su uso en clinica
para imagen por resonancia magnética y estan disponibles comercialmente (Soenen y
De Cuyper, 2010).

En general, parece que las ION inducen mayores niveles de toxicidad que las
particulas mayores de este material. En concreto, se ha observado que estas
nanoparticulas inducen ligera o ninguna toxicidad celular (citotoxicidad) en estudios
con distintas células eucariotas (Avdeev et al., 2010; Cheng et al., 2005; Hildebrand et
al., 2010; Karlsson et al., 2008; Pfaller et al., 2010; Wang et al., 2009; Xiao-Feng et al.,
2009; Xuan et al., 2011), aunque también se han descrito resultados positivos (Choi et
al., 2009). Ademas, todavia no estd claro si se pueden producir otras respuestas
celulares como consecuencia de la exposicion a estas nanoparticulas, incluso en
ausencia de citotoxicidad, tales como dafio en el ADN, estrés oxidativo, disfuncion de la
membrana mitocondrial o alteraciones en la dindmica del ciclo celular (Figura 4). De
todos estos trabajos se recoge que los resultados obtenidos hasta la fecha en lo referente

a la citotoxicidad de las ION no son en absoluto concluyentes, probablemente debido al
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uso de ION con diferente tamafio, carga, estado de agregacion, pureza o recubrimiento,
y a los diferentes sistemas de evaluacion utilizados (Zhao y Castranova, 2011), por lo
que se requieren estudios detallados con diferentes variantes de ION, ya que la
interaccion de éstas con los sistemas celulares puede diferir de forma importante

(Kunzmann et al., 2011).

Fe-NP Endocytosis
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Figura 4. llustracion de la captacion de nanoparticulas de Oxido de hierro, y los
mecanismos a través de los cuales puede generar toxicidad para las células (adaptado de
AshaRani et al., 2009).

2.2. Neurotoxicidad

Por otra parte, los estudios sobre la posible neurotoxicidad y los efectos de las
ION sobre el sistema nervioso son muy escasos. Hoy en dia, existe una imperiosa
necesidad de estudiar y caracterizar los efectos que la exposicién a estas nanoparticulas
pueda ejercer sobre el tejido neural, especialmente desde que se han obtenido evidencias
irrefutables de que algunas nanoparticulas pueden acceder al cerebro de pequefios
animales, directamente a través de transporte axonal por el nervio olfatorio (Wang et
al., 2009) o indirectamente atravesando la barrera hematoencefélica tras diferentes rutas
de administracion (revisado en Hu y Gao, 2010). El cerebro es particularmente
vulnerable al dafio oxidativo, debido a su elevado contenido en acidos grasos facilmente
peroxidables, a su alta tasa de consumo de oxigeno y a su relativa escasez en enzimas

antioxidantes comparado con otros 6rganos (Skaper et al., 1999). En consecuencia, s
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preciso evaluar detalladamente la neurotoxicidad de las ION, ya que el estrés oxidativo
estd implicado en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como el
Parkinson, el Alzheimer o la corea de Huntington (Kim et al., 2012). La informacion de
la que se dispone actualmente sobre las consecuencias de la exposicion de células
neuronales a ION es también escasa. El tratamiento de células neuronales de rata
(PC12) con estas nanoparticulas produjo una pérdida severa de la viabilidad celular y de
la capacidad de diferenciacion (Pisanic et al., 2007); sin embargo, no se observd
citotoxicidad tras el tratamiento, aunque si afecto a la adhesion celular y se incremento
el contenido de hierro intracelular en astrocitos (Au et al., 2007; Geppert et al., 2009 y
2011) y en oligodendrocitos (Hohnholt et al., 2010), ambos de rata.

2.3. Ensayos de citotoxicidad

Como hemos mencionado anteriormente, las ION ya se utilizan como agentes de
contraste y son también empleadas para numerosos fines de investigacion biomédica;
una de las principales aplicaciones es el marcaje in vitro de las células madre, lo que les
permite ser rastreadas posteriormente in vivo tras su trasplante (Soenen y De Cuyper,
2009). Para hacer esto posible, las nanoparticulas utilizadas no deben causar ningun
signo de citotoxicidad ni afectar a la fisiologia celular, ya que podrian impedir la
funcionalidad normal de las células in vivo o conducir a efectos secundarios no

deseados.

La evaluacion de la biocompatibilidad de las nanoparticulas ha demostrado ser
una dificil tarea. Requiere de la realizacion de una bateria de ensayos in vitro, con el fin
de evaluar aspectos diversos tales como la viabilidad celular, la integridad de membrana
plasmatica, la produccion de especies reactivas de oxigeno, la liberacion de iones
metalicos, la captacion celular de las nanoparticulas, la morfologia celular, la
proliferacion celular, la arquitectura del citoesqueleto de actina, los diversos tipos de
muerte celular y la diferenciacion de las células madre (Maurici et al., 2005;
Valdiglesias et al.,, 2013). Estos ensayos son necesarios, ya que proporcionan
informacién relevante y complementaria sobre la caracterizacion de los mecanismos de
accion de las nanoparticulas, asi como para intentar establecer la relacion entre la
concentracion de nanoparticulas en el sitio diana y el posible efecto citotoxico
(Valdiglesias et al., 2013). Existen articulos previos que incluyen extensas revisiones
sobre la citotoxicidad de las ION (Soenen y De Cuyper, 2010; Suh et al., 2009).
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2.3.1. Alteraciones del ciclo celular

El ciclo celular se divide en distintas fases: en la fase Go las células estan en reposo
0 quiescentes; en la fase Gy las células se recuperan de la division celular o inician un
nuevo ciclo; en la fase S se replica el ADN para que tras la division cada célula hija
posea una copia completa del material genético; en la fase G2 termina la sintesis de
ADN vy las celulas se preparan para la division; y finalmente en la fase M o mitosis se
produce la division en dos células hijas (Longobardi, 1992). En general, el dafio en el
ADN celular puede dar lugar a dos consecuencias: el ciclo celular se detiene en puntos
especificos para que la maquinaria de reparacion actte sobre el ADN dafiado, o bien si
el dafio no puede ser reparado la célula entra en apoptosis y muere (Goodger et al.,
1997).

La cantidad de ADN es diferente entre organismos de distintas especies, pero es la
misma en todas las células del mismo organismo (salvo determinadas excepciones:
células meidticas, células cancerigenas...), por esto la cantidad de ADN en las células
puede ser usada para estudiar la evolucién del ciclo celular de una determinada
poblacién celular e identificar anomalias, principalmente relacionadas con diversas
patologias y procesos cancerigenos (Macey, 2007). La citometria de flujo es la
metodologia idénea para llevar a cabo el andlisis del ciclo celular porque emplea
marcadores que se unen especificamente al material genético proporcionando
informacién exacta de la cantidad ADN presente en cada momento. Esto permite su
cuantificacion e identificacion de las células normales diploides o en reposo, aquellas
que estan en la fase de sintesis de nuevo ADN, y aquellas que se encuentran en fase

premitotica o mitética (Macey,2007).

La medida del ADN fue una de las primeras aplicaciones de la citometria de flujo y
aun es una de las mas empleadas. El protocolo més utilizado con este fin es aquel que
describe el uso del ioduro de propidio (P1) como colorante del ADN. Sus principales
ventajas son la facilidad de uso, su estabilidad y su espectro de absorcion/emision, que
le hace valido para la mayoria de citdmetros de flujo. Sus longitudes de onda de
excitacion y emision son de alrededor de 490 y 630nm respectivamente (Longobardi,
1992). Las moléculas de PI se intercalan entre los pares de bases de los acidos nucleicos
y se forma asi un complejo que emite fluorescencia roja brillante en el nucleo de las
células. La unidn es estequiomeétrica, aunque este pigmento no es especifico del ADN,
por lo que la muestra debe ser tratada previamente con RNAsa para eliminar el ARN
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celular. El histograma de contenido de ADN obtenido en la evaluacién citométrica
proporciona una vision de la distribucion de los distintos tipos de ndcleos presentes en

un momento determinado (Figura 5).

200 400 600
PI-Area

Figura 5. Histograma de contenido de ADN medido por citometria de flujo para el anélisis del
ciclo celular, sefialando las regiones subG; (M1), Go/G1 (M2), S (M3) y Go/M (M4).

En él se observan tres poblaciones celulares principales: células con contenido de
ADN 2n (células en Go 0 en G1) (Figura 5, M2), células con contenido de ADN 4n
(células en G2 0 en M) (Figura 5, M4) y células con contenido de ADN en un rango de
entre 2n y 4n (células en fase S) (Figura 5, M3) (Macey, 2007). Las células con un
contenido de ADN inferior a 2n (regiénsubG:) (Figura 5, M1) también son evaluadas en
este histograma puesto que son indicativas de fragmentacion del ADN, propio de las

ultimas etapas de la apoptosis (Fraker et al., 1995).
2.3.3. Muerte celular

Cuando una célula esta expuesta a un determinado agente toxico éste puede inducir
su muerte a través de distintos mecanismos, pero también puede ocurrir que alguna
estructura celular resulte dafiada o alterada como consecuencia del contacto con este
toxico. Si la célula no es capaz de reparar este dafio entrara igualmente en un proceso de

muerte autoinducida y morira.

Actualmente se conocen distintos tipos de muerte celular que han sido definidos y
clasificados, fundamentalmente en base a criterios morfoldgicos, en apoptosis, necrosis,

autofagia, y muerte celular asociada a catastrofe mitotica (Duprez et al., 2009).
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La autofagia es un proceso en el cual citoplasma y los organulos son secuestrados
en vesiculas con membrana celular duplicada, liberando su contenido dentro de
lisosomas, para su degradacion y el reciclaje de macromoléculas (De Toro, 2006). Este
proceso ocurre de forma natural en todas las células eucariotas y constituye el recambio
de proteinas y orgénulos. Pero ademas de su papel en la degradacion celular, la
autofagia también puede actuar como un mecanismo de defensa contra la invasion de
bacterias y virus asi como promover un tipo de muerte celular programada que se ha
asociado a varias enfermedades humanas, incluido el cancer (Hait et al., 2006),
cardiomiopatias (Kunapuli et al., 2006) y enfermedades neurodegenerativas (Bursch et
al., 2005).

La muerte celular asociada a catastrofe mitdtica se produce por fallos en los
sistemas de chequeo (checkpoints) del ciclo celular, ya que fracasan en detener la
mitosis antes o durante el proceso, permitiendo una segregacion aberrante de los
cromosomas, lo que determina la activacion de una apoptosis defectuosa y muerte
celular (Castedo et al., 2004). En términos morfoldgicos se trata de una muerte celular
que resulta de una mitosis anormal, formandose células con multiples microntcleos y
cromatina no condensada, y que difiere de la apoptosis en que el empleo de inhibidores

de caspasas no impiden el proceso (Nabha et al., 2002; Roninson et al., 2001).

La muerte celular programada o apoptosis es un proceso ordenado que puede
activarse por diferentes estimulos apoptéticos y que estd regulado por numerosos
factores a través de distintas vias apoptéticas (Xing et al., 2008). Este tipo de muerte
celular es un proceso fisioldgico complejo, dependiente de energia y caracterizado por
diversos cambios morfoldgicos y bioquimicos de la célula (Elmore, 2007). No obstante,
aunque la apoptosis puede ser inducida en células sanas por la exposicion a distintos
agentes, este tipo de muerte celular es un proceso que ocurre, bajo condiciones
fisiolégicas normales, de forma habitual en los organismos eucariotas pluricelulares
para el mantenimiento de la homeostasis de los tejidos (Macey, 2007). Las
desregulaciones de la apoptosis estan implicadas en diferentes estados de enfermedades

como las neurodegenerativas y el cancer.

En celulas viables normales, los fosfolipidos estan asimétricamente distribuidos
entre la cara externa e interna de la membrana plasmatica, asi la fosfatidilcolina y

esfingomielina estan expuestas en la parte externa de la bicapa lipidica, mientras que la
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fosfatidilserina se halla predominantemente en la cara interna o citosolica de la
membrana. La exposicion de la fosfatidilserina en la superficie externa de la bicapa se
produce en células apoptoticas, ocurriendo en fases tempranas durante las cuales la
membrana celular ain permanece intacta. La fosfatidilserina expuesta en el exterior de
la membrana funciona como un marcador celular para el reconocimiento y fagocitosis

de la célula por parte de los macréfagos (Fadok et al., 1992).

Se han descrito dos vias principales de muerte celular por apoptosis en células de
mamiferos: la via intrinseca o mitocondrial y la via extrinseca. Ambas vias conducen a
la contraccion celular, la condensacion de la cromatina, la fragmentacion nuclear, y la
exposicion de la fosfatidilserina en la superficie externa de la membrana plasmatica.
Tras estos procesos, en la superficie celular se producen vesiculas y protuberancias que
se rompen Yy separan del cuerpo celular para dar lugar a cuerpos apoptdticos de diverso
tamarfio, formados por trozos del cuerpo celular con fragmentos del nicleo, membrana
citoplasmatica y citoplasma con organulos intactos. La apoptosis culmina con la

fagocitosis de estos cuerpos apoptéticos por las células vecinas (Jayaraj et al., 2009).

La necrosis es otro tipo de muerte celular. Esta considerada como un proceso toxico
en el que la célula es una victima pasiva y sigue un modo de muerte independiente de
energia (Elmore, 2007). La muerte celular necrdtica se caracteriza por la inflamacion en
citoplasma y organulos, seguida por la pérdida de la integridad de la membrana
citoplasmatica y la liberacion del contenido celular al espacio extracelular circundante
(Duprez et al., 2009). Hasta hace poco tiempo se creia que este tipo de muerte celular
era accidental o incontrolada, de hecho en muchos textos de consulta siguen
refiriéndose a ella como “muerte accidental”. Hoy se sabe que s6lo es asi en casos de
dafio fisico severo, como hipertermia, hipoxia 0 exposicion a detergentes, pero que
existen también vias independientes de caspasas que llevan a cabo la necrosis de una
forma ordenada y regulada (Chautan et al., 1999). La apoptosis se diferencia
morfolégicamente de la necrosis en que, en el primer caso, la membrana citoplasmatica

permanece intacta durante el proceso (Macey, 2007).

Por todo lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se planteo la evaluacién
in vitro de un amplio espectro de aspectos relacionados con la citotoxicidad de ION en
células neuronales humanas, como primer paso en el conocimiento de la interaccion

de estas nanoparticulas con el organismo, en concreto con el sistema nervioso.
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OBJETIVOS

Como se ha mencionado anteriormente, las ION tienen gran utilidad por sus
numerosas aplicaciones biomédicas; sin embargo su toxicidad no ha sido descrita en
profundidad y hasta la fecha no existen estudios en la bibliografia que detallen sus
efectos a nivel celular o molecular en células neuronales humanas. Es por ello que en el
presente trabajo se realizd el andlisis y la caracterizacion de los efectos citotoxicos de
ION recubiertas con silice, un tipo especial de ION con utilidad en aplicaciones
biomédicas, en un estudio in vitro con células neuronales tratadas a diferentes

concentraciones y tiempos de exposicion.
Los objetivos concretos que se plantearon en este trabajo son los siguientes:

1. Caracterizar las propiedades fisico-quimicas de las nanoparticulas en suspension
acuosa (tamafio, morfologia, reactividad quimica superficial, tamafio hidrodinamico
medio y potencial zeta), su capacidad para liberar iones de hierro al medio y su

posible captacidn por parte de las células neuronales.

2. Analizar los efectos citotdxicos que pueda ocasionar la exposicion a las ION en
celulas neuronales, estudiando para ello las alteraciones del ciclo celular y los
indices de muerte celular por apoptosis y necrosis.
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MATERIAL Y METODOS

1. Preparacion y caracterizacion de las suspensiones de nanoparticulas

Para realizar este trabajo se utilizaron nanoparticulas de nucleo de magnetita
(FesOa4) recubiertas con silice (tamafio aproximado 20nm) que fueron sintetizadas y
preparadas en forma de suspensiones madre estables (5mg/ml, en agua) siguiendo el
protocolo descrito por Yi et al. (2006) por la empresa suministradora. Antes de cada
tratamiento, se preparé una suspension intermedia de 1mg/ml en agua y en medio de
cultivo completo (suplementado con suero bovino fetal), que fue sonicada utilizando un
bafio de ultrasonidos durante 5min para garantizar una buena dispersion de las
nanoparticulas. Para las posteriores concentraciones de ION necesarias para los distintos
tratamientos, se prepararon diluciones seriadas partiendo de esta suspensién intermedia

que fueron igualmente sonicadas inmediatamente antes de su utilizacion.

Antes de realizar los experimentos de toxicidad, se llevé a cabo una exhaustiva
caracterizacion fisico-quimica de las ION empleando para ello distintas metodologias.
En primer lugar, se emple6 la microscopia electronica de transmisién (TEM,
Transmission Electron Microscopy), usando un microscopio HITACHI H-8100
equipado con EDS (ThermoNoran, ThermoScientific) operando a 200kV, para
determinar el tamafio exacto de las nanoparticulas y su morfologia. Las imagenes
obtenidas fueron luego analizadas mediante ImageJ, un software especifico de dominio
publico. Posteriormente, se empleo el analisis de la dispersién dinamica de luz (DLS,
Dynamic Light Scattering) para la determinacion de su tamafio hidrodindmico y su
potencial zeta, usando un dispositivo Zetasizer Nano-ZS equipado con un laser de
633nm y 4.0mW (modelo ZEN 3600, Malvern Instruments Ltd.). Estos analisis se
realizaron en solucion acuosa y en medio de cultivo completo para evaluar la estabilidad
de las particulas en las distintas suspensiones, o su estado de agregacion. Y finalmente,
para determinar la reactividad quimica superficial de las ION se emple6 espectroscopia
de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS, X-Ray Photoelectron Spectroscopy). El
analisis XPS se realizé con un equipo ESCALAB 200A (VG Scientific) asociado a un

programa especifico, PISCES, para la adquisicion y analisis de los datos recogidos.

La informacion obtenida de esta caracterizacion permitié optimizar las condiciones
en las que llevar a cabo los estudios biolégicos in vitro. Los ensayos de caracterizacion

fisicoquimica y la determinacion de la liberacion de iones de hierro por las ION fueron
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realizados por el grupo de investigacion del Departamento de Salud Ambiental del
Instituto Nacional de la Salud Portugués a través de un proyecto de colaboracion

conjunto, y sus resultados fueron empleados para la discusion del presente trabajo.

2. Liberacion de iones de hierro

Para cuantificar las concentraciones de iones de hierro liberadas de las ION al
medio de cultivo, se incubaron suspensiones de las nanoparticulas en medio completo
(10, 50, 100 y 200ug/ml) durante 3, 6 y 24h a 37°C en atmdsfera con 5% de COa. Tras
una centrifugacion a 14000rpm durante 30min, se recuperé el sobrenadante para
determinar en él el contenido de hierro por espectroscopia de absorcién atémica con
ionizacion de llama. Se utilizé6 como control negativo medio de cultivo sin ION pero

sometido a las mismas condiciones anteriores.

3. Cultivo celular y tratamientos

Para testar los posibles efectos neurotoxicos de las ION a estudio se utilizo la linea
celular SHSY5Y, de neuroblastoma humano (Figura 6), que se obtuvo de la Coleccion

Europea de Cultivos Celulares (ECCC, European Collection of Cell Cultures).

Figura 6. Células neuronales humanas SHSY5Yen cultivo.

Las células se mantuvieron en medio de cultivo compuesto por EMEM/F12 (1:1)
con 1% de aminoéacidos no esenciales, 1% de antibidtico y antimicotico, y 10% de suero
bovino fetal, en atmdsfera con 5% de CO; y a 37°C. Veinticuatro horas antes de la
realizacion de los experimentos, las células se pasaron a nuevos pocillos (en placas de
96) a una concentracion aproximada de 2.5-7x10* células/pocillo segln la técnica a

realizar. Para llevar a cabo los tratamientos, transcurrido ese tiempo se retird el medio y
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se afadieron las suspensiones de ION en medio completo. Se testaron cuatro
concentraciones diferentes de ION (10, 50, 100 y 200pg/ml) y dos tiempos de
exposicion (3 y 24h), seleccionados en base a estudios de viabilidad celular (ensayos
MTT [3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol], alamar blue y captacion de rojo
neutro) realizados previamente en el laboratorio. Como control negativo se utilizd
siempre el mismo medio de cultivo empleado en los tratamientos pero sin
nanoparticulas, y como controles positivos se emplearon camptotecina (10uM) para el

analisis de la muerte celular y mitomicina C (1.5uM) para el ciclo celular.

4. Captacion celular

La captacion por parte de las células de las ION se determiné mediante citometria
de flujo siguiendo la técnica propuesta por Suzuki et al. (2007), con el fin de determinar
si las nanoparticulas objeto de estudio pueden penetrar en las células o si, por el

contrario, Unicamente pueden interactuar externamente con la membrana celular.

El analisis se llevo a cabo en base al estudio del tamafio y la complejidad celular
segun la deteccion de la dispersion frontal (FSC, Forward Scatter) y la dispersion
lateral (SSC, Side Scatter) de la luz incidente en las células, respectivamente. Los datos
fueron adquiridos a partir de un minimo de 20.000 eventos por muestra utilizando un
citometro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson), y se utiliz6 el programa Cell
Quest Pro (Becton Dickinson) para calcular el porcentaje de células que incorporaron
ION.

5. Citotoxicidad

5.1. Ciclo celular

La distribucion de células en las diferentes fases del ciclo celular se examino
mediante el andlisis por citometria de flujo del contenido relativo de ADN celular
siguiendo lo descrito por Valdiglesias et al. (2011). El contenido de ADN se evalu6 a
partir de la sefial de ioduro de propidio (PI, propidium iodide) detectada en un minimo
de 10.000 eventos, y se utilizo el programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson) para
calcular el porcentaje de ocupacion de las regiones Go/Gs1, S y G2/M en los histogramas
del ciclo celular. Ademas, se evalud la region subG1 de la distribucién del ciclo celular

como indicativa de fases tardias de apoptosis.
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5.2. Muerte celular

La tasa de células en apoptosis y necrosis se determind mediante doble tincion con
Anexina V y PI utilizando citometria de flujo y un kit comercial (BD Pharmingen™
Annexin V-FITC apoptosis detection kit 1). Se adquirieron un minimo de 10.000
eventos, tomando los datos de los canales FL1 (anexina V-FITC) y FL2 (PI). Los datos
fueron analizados utilizando el programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson). Los
indices de apoptosis y necrosis se expresaron como los porcentajes de eventos

anexinaV+/Pl- y anexinaV+/Pl+, respectivamente (Figura 7).

o
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Anexina V

Figura 7. Diagrama de puntos de analisis de muerte celular mostrando las

regiones de células vivas (a), en apoptosis temprana (b) y en necrosis (c).

6. Analisis estadistico

Para cada condicion experimental testada se llevaron a cabo un minimo de tres
experimentos independientes y cada situacion experimental fue realizada por duplicado
dentro del mismo experimento. Los datos se expresaron como media + error estandar.
La distribucién de las variables respuesta no se ajusté a la normalidad segun el test de
Kolmogorov-Smirnov, por lo que se utilizaron los test no paramétricos de Kruskal-
Wallis y Mann-Whitney para evaluar la existencia de diferencias entre grupos. La
existencia de posibles relaciones dosis-respuesta fue evaluada mediante el coeficiente
de correlacion de Spearman. Un P-valor inferior a 0.05 fue considerado como
significativo. Todos los analisis estadisticos se llevaron a cabo mediante el paquete

estadistico SPSS para Windows, version 21.0.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Las nanoparticulas de Oxido de hierro (ION) han sido uno de los primeros
nanomateriales en ser oficialmente aprobados para su uso en clinica (Gould, 2006).
Estas nanoparticulas tienen gran potencial para ser utilizadas como contraste en técnicas
de imagen por resonancia magnetica y por sus propiedades térmicas en presencia de
campos magnéticos. Ademas, debido a su facilidad para traspasar la barrera
hematoencefalica, pueden emplearse como transportadores de medicamentos, genes o
proteinas, al tejido nervioso y mas concretamente al cerebro (Thomsen et al., 2013). A
pesar de ello, poco se sabe sobre los efectos de las ION en el sistema nervioso humano.
Los estudios publicados hasta la fecha en relacion a la neurotoxicidad de estas
nanoparticulas son escasos, generalmente limitados a cultivos de células animales, y
muestran resultados en gran medida inconsistentes (Chen et al., 2012; Kenzaoui et al.,
2012; Xiang et al., 2003).

Debido a su elevada estabilidad quimica, una cubierta de silice puede mejorar las
propiedades de las ION aumentando su biocompatibilidad y proporcionandoles la
capacidad de funcionalizar su superficie sin afectar a sus propiedades magnéticas
(Kolhatkar et al., 2013; Larumbe et al., 2012). Ademas, la cubierta de silice también
ayuda a convertir las nanoparticulas hidrofébicas en particulas hidrofilicas solubles en
agua (Wu et al., 2008), favoreciendo su difusion por el organismo. Sin embargo, a pesar
de las numerosas ventajas y sus potenciales aplicaciones en neuromedicina, la posible
neurotoxicidad asociada a la exposicion a las ION recubiertas con silice no ha sido
abordada todavia en profundidad, siendo la informacion disponible al respecto casi

inexistente en el caso concreto de células y tejido nervioso humano.

Sobre esta base y dada la importante laguna existente en este terreno, en este
estudio investigamos la posible toxicidad de las ION recubiertas con silice en células
neuronales (células SHSY5Y, de neuroblastoma humano) usando un amplio rango de
concentraciones y varios tiempos de exposicién. Las células SHSY5Y fueron escogidas
para llevar a cabo el estudio debido a que presentan las ventajas metodoldgicas tipicas
de una linea celular establecida, pero conservando ademas muchas de las propiedades
bioquimicas y funcionales de las neuronas (Xie et al., 2010). Es por ello que son

consideradas un buen modelo celular ampliamente utilizado para testar neurotoxicidad.
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1. Caracterizacion de las nanoparticulas

La caracterizacion fisicoquimica de los materiales a estudio es esencial para la
correcta descripcion de su toxicidad (Sayes y Warheit, 2009). En el caso concreto de los
nanomateriales, ademas de la caracterizacion primaria basica también es necesario una
completa determinacién de otras propiedades biolégicamente relevantes que pueden
resultar muy significativas para sus efectos a esa escala (Warheit, 2008). La Tabla 1
recopila los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de las ION utilizadas en este
estudio, que incluyen tamafio, morfologia, reactividad quimica superficial, tamafio

hidrodindmico medio y potencial zeta.

Tablal. Descripcion fisico-quimica de las ION recubiertas con silice empleadas en el estudio.

Propiedad analizada  Parametro evaluado Metodologia
Tamario (nm) TEM 10.0 + 2.1 (ndcleo)
20.2 £ 2.9 (nacleo y
cubierta)
Morfologia TEM esférica
Quimica superficial XPS 9.07 (C 1s)
(%) 0.27 (N 1s)
60.02 (O 1s)
29.22 (Si 2p)
1.41 (Fe 2p3)
Dispersion en agua*  Tamafio hidrodindmico DLS 93.3+0.5
(nm)
Potencial zeta (mV) -318+21
Dispersion en medio  Tamafio hidrodindmico DLS 111.1+1.1
de cultivo celular* (nm)
Potencial zeta (mV) -10.3+1.1

TEM: Microscopia Electronica de Transmision, XPS: Espectroscopia de Fotoelectrones emitidos por

rayos X, DLS: Dispersion Dindmica de Luz, *concentracion de 300pg/ml.
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Por un lado, el andlisis con TEM confirmé que se trata de particulas esféricas con
un diametro medio de 20.2nm incluyendo la cubierta de silice (Figura 8).
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Figura 8. Imagen de las ION obtenida mediante TEM (izquierda) y los correspondientes
histogramas de tamafio (diametro medido en nm) que muestran tanto el tamafio del nucleo

magnético (rojo) como el tamafio total incluyendo la capa de silice (negro) (derecha).

Por otro, los resultados de la evaluacion con DLS revelaron que el tamafio
hidrodinamico medio de las ION resulté ser bastante estable en los diferentes medios de
dispersion empleados (agua y medio de cultivo completo), demostrando la estabilidad
de la suspensién y la baja tendencia a la aglomeracién de estas nanoparticulas. La buena
dispersion de las ION en el medio quedd ademas confirmada por el valor del potencial
zeta, que resultd negativo tanto en agua (-31,8mV) como en medio de cultivo celular
completo (-10,3mV).

Puede sorprender que las ION, incluso cuando estan dispersas en agua, presenten
un didmetro mucho mayor cuando el tamafio es examinado por DLS que aquel
determinado por TEM. Este aparente aumento en el didametro se debe, por un lado, a las
caracteristicas hidrodindmicas de las nanoparticulas, pero también a su estabilidad y su
tendencia a aglomerarse. De hecho, estudios previos demostraron que un aumento del
tamafio medido en el medio de cultivo celular era debido a la formacion de aglomerados
entre las nanoparticulas (Bihari et al., 2008). En el caso de nuestras ION, puede
observarse como en las imagenes de TEM algunas particulas aparecen unidas
(aglomeradas) por la capa de silice, lo que resultaria en un didmetro hidrodinamico
mucho mayor del esperado. Aun asi, tamafios hidrodinamicos menores de 200nm, como
el obtenido en nuestro estudio, son en general aceptados como buenas dispersiones de

las nanoparticulas y con baja tendencia a la aglomeracion.
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Finalmente, el andlisis de la quimica superficial llevado a cabo mediante XPS
reveld que solo una pequefia fraccion de la superficie de las ION recubiertas con silice
presenta hierro (en concreto, menos del 2%), sugiriendo que el recubrimiento es
efectivo. También se observd que las ION contienen carbono y nitrégeno en su
superficie, posiblemente resultado de los distintos procesos de sintesis, como la

microemulsion inversa de ciclohexano, hidroxido de amonio, y ortosilicato de tetraetilo.

2. Liberacion de iones de hierro

Los resultados obtenidos en el analisis de la liberacion de iones de hierro mostraron
importantes concentraciones de hierro disuelto, en general dependientes de la dosis y

del tiempo de exposicidn, al suspender las ION en el medio de cultivo completo (Figura
9).
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Figura 9. Resultados de los ensayos de liberacion de iones de hierro por las ION al medio
de cultivo celular.

La liberacion de iones de hierro por parte de las ION al medio ya habia sido
descrita previamente en diversos estudios (revisado en Soenen y De Cuyper, 2009). Sin
embargo, esta liberacion puede variar dependiendo de las caracteristicas de la
suspension (por ejemplo, el pH) y del revestimiento de la superficie de las
nanoparticulas (Malvindi et al., 2014). La sintesis quimica, asi como la presencia de
algun recubrimiento, que rodea y aisla el material magnético del entorno, y sus

propiedades fisico-quimicas, pueden influir en la tasa de degradacion de las particulas vy,
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en consecuencia, en la liberaciéon de los iones de hierro (Levy et al., 2010;. Mahon et
al., 2012). Esto podria explicar la liberacion de iones al medio de cultivo observada, ya
que las ION podrian interactuar externamente con las proteinas séricas, modificando asi

su capacidad para liberar iones a pesar de la presencia del recubrimiento con silice.

3. Analisis de la captacion celular

La evaluacion de la captacion celular de nanoparticulas por citometria de flujo
usando los parametros de dispersion lateral de la luz (SSC, indicativa de la granularidad
o complejidad celular) y de dispersion frontal (FSC, indicativa del tamafio celular), es
considerada una técnica adecuada para el cribado inicial de la toxicidad de los
nanomateriales (Ibuki y Toyooka, 2012). La Figura 10 muestra los resultados obtenidos
al evaluar la capacidad de las ION de penetrar en las células neuronales mediantes este
método. Las nanoparticulas fueron internalizadas eficazmente por las células SHSY5Y
a todas las concentraciones testadas, siendo ademas esta captacion dependiente de la
dosis y del tiempo de exposicién, segun confirman los coeficientes de correlacion de
Spearman obtenidos en el analisis estadistico (r=0.737, P<0.01 para 3h de tratamiento y
r=0.692, P<0.01 para 24h de tratamiento). Estos resultados coinciden con otros estudios
previos que muestran que las ION se internalizan también eficazmente en otros tipos
celulares, incluyendo macréfagos (Kunzmann et al., 2011), células A549 de pulmén y

células HelL a de cuello de utero (Malvindi et al., 2014).
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Figura 10. Resultados del andlisis de captacion celular. **P<0.01, diferencias

significativas respecto al correspondiente control.
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A diferencia de lo que ocurre a concentraciones mas bajas, se encontré ademas una
mayor captacion de ION en la concentracion mas alta testada a las 3h en relacion con la
encontrada tras 24h de exposicion. Esta diferencia se debe probablemente a la
progresiva aglomeracion de nanoparticulas a medida que aumenta la dosis y el tiempo
de tratamiento, lo que provocaria una interferencia mas notable con el proceso de

captacion durante el periodo de exposicion mas largo.
4. Evaluacion de citotoxicidad

4.1. Ciclo celular

La maquinaria del ciclo celular consiste en un conjunto altamente ordenado de
eventos que conducen a la division y duplicacion de la célula (Morgan, 2007). Al
analizar la distribucion de células neuronales durante las diversas fases del ciclo celular
mediante citometria de flujo tras su exposicion a las ION (Figura 11), observamos que
los tratamientos de 3h no modificaron en ningun caso la marcha normal del ciclo
celular, resultados que concuerdan con los hallados en otros estudios previos en los que
se testaron ION desnudas o recubiertas de forma distinta a las nuestras (revisado en
Mahmoudi et al., 2011).

Sin embargo, tras 24h de tratamiento se observaron alteraciones significativas del
ciclo celular a la concentracion més alta testada (200ug/ml), en concreto un aumento del
porcentaje de células en fase S. Estas alteraciones fueron también descritas por Namvar
y colaboradores en 2014, tras exponer células Jurkat (linfocitos T) a nanoparticulas
desnudas de magnetita, pero la dosis utilizada en este caso fue mucho menor (6.4pg/ml,
que corresponde a la concentracion inhibitoria 50 [IC50] calculada mediante el ensayo
MTT). En los ensayos de MTT realizados previamente al presente trabajo se obtuvieron
porcentajes de viabilidad celular superiores al 70% en todas las condiciones testadas,
por lo que se concluye que la citotoxicidad de las ION empleadas son mucho menos
citotoxicas, al menos para las células SHSY5Y, que las utilizadas por Namvar y
colaboradores en las células Jurkat. Estas observaciones apoyan la idea generalizada de

que las ION revestidas con silice son en general menos toxicas que las ION desnhudas.
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Figura 11. Resultados del andlisis del ciclo celular por citometria de flujo después de la
exposicion a ION durante 3h (a), y 24h (b). **P<0.01, diferencias significativas respecto al

control. CP: control positivo.
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4.2. Muerte celular

Durante el analisis del ciclo celular se evalu6 también el porcentaje celular en la
region subGy, como indicativo de muerte celular por apoptosis, ya que la fragmentacion
del ADN que se produce en las Ultimas etapas de la apoptosis da lugar a la aparicion de
eventos marcados con Pl en esta region, que contienen niveles de ADN inferiores a los
detectados en la fase Go/G1 (Fraker et al., 1995). Los resultados de este analisis se
recogen en la Figura 12. En ella se puede observar que no hubo aumento significativo

en la fraccion subG; en ninguna de las dosis ni tiempos de exposicion ensayados.
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Figura 12. Resultados del andlisis de la regién subG; del ciclo celular por citometria de flujo.

*P<0.05, diferencias significativas respecto al correspondiente control. CP: control positivo.

Para investigar con mas detalle si la exposicion a ION es capaz de inducir la muerte
celular por apoptosis o0 necrosis en células neuronales, se llevo a cabo la doble tincion
con anexina V y PIl, y posterior evaluacion por citometria de flujo. Los resultados
obtenidos de este analisis mostraron que el tratamiento de 3h con ION no indujo
apoptosis temprana (eventos positivos para anexina V pero negativos para PI) a ninguna
concentracion testada (Figura 13). Sin embargo, después de 24h de tratamiento si se
encontraron incrementos significativos en la tasa de apoptosis para las dosis mas altas

(100 y 200pg/ml).

25



TFEM - Natalia Fernandez Bertolez
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Figura 13. Resultados del anélisis de la muerte celular por apoptosis y necrosis después de la
exposicion a ION durante 3h (a), y 24h (b). *P<0.05, **P<0.01, diferencias significativas

respecto al correspondiente control. CP: control positivo.

Al comparar las dos metodologias empleadas en este trabajo para el estudio de la
muerte celular (analisis de la regién subG: del ciclo celular y doble tincién con anexina
V y PI por citometria de flujo) observamos que los resultados obtenidos con ambas
estrategias fueron en gran medida similares. El Unico incremento significativo en la tasa
de apoptosis se observo tras 24h de tratamiento con las concentraciones de ION maés
altas testadas, pero solamente en la doble tincion con anexina V/PI. Esta aparente
discrepancia entre las técnicas utilizadas se puede explicar en base a las diferencias
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metodoldgicas propias de cada una de ellas. El analisis de la doble tincién anexina V/PI
se realiza justo después de los tratamientos con ION y evalla estadios tempranos de
apoptosis, mientras que la region subG; del ciclo celular se analiza tras una incubacion
adicional hasta 48h al finalizar los tratamientos con las nanoparticulas, y es indicativa
de apoptosis tardia. Es por esto que probablemente la gran mayoria de las células
apoptdticas detectadas mediante la doble tincion, y que por tanto se encuentran en

apoptosis temprana, ya no estuviesen presentes durante el analisis de la region subGi.

Jeng y Swanson (2006) encontraron resultados similares a los nuestros en células
Neuro-2A de neuroblastoma de ratdn tratadas con distintas concentraciones de 10N,
observando un incremento en la tasa de apoptosis a concentraciones superiores a
100pg/ml. Sin embargo, Namvar y colaboradores (2014), empleando las mismas
metodologias que las usadas en este trabajo (analisis de la regidn subG; del ciclo celular
y determinacion de los niveles de apoptosis y necrosis mediante tincion anexina V/PI),
encontraron aumentos significativos y dependientes del tiempo de exposicion (12-48h),
en las tasas de apoptosis de células Jurkat tratadas con nanoparticulas de magnetita
desnudas (6.4pg/ml). ElI mismo afio, también Malvindi y colaboradores (2014)
encontraron induccién de apoptosis significativa (evaluada en este caso por medio de la
determinacion del potencial de membrana mitocondrial) en células de cuello del Utero y
de pulmén expuestas a nanoparticulas de magnetita (2.5nM) durante 48h. Esta
concentracion es aproximadamente equivalente a 30ug/ml de las ION empleadas en el
presente trabajo, dosis que produjo resultados negativos en todas las condiciones
testadas en nuestro estudio.

Al analizar la muerte celular por necrosis mediante la doble tincion anexina V/PI,
en ningun caso se observaron niveles significativos de este tipo de muerte celular
inducidos por exposicion a las ION. De nuevo, Namvar y colaboradores (2014)
obtuvieron resultados opuestos a los nuestros también en este caso. En su estudio, ellos
observaron un aumento, dependiente del tiempo de tratamiento, en la tasa de necrosis de
células Jurkat tratadas con ION, pero, como se menciond anteriormente, la toxicidad de
estas nanoparticulas (en términos de disminucién de la viabilidad celular) era mucho

mas alta.

El organismo humano contiene cantidades relativamente elevadas de hierro, pero la
presencia de este metal a concentraciones mas elevadas que las fisioldgicas puede ser

extremadamente toxica. En condiciones fisioldgicas, los iones de hierro libres estan
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unidos a proteinas como la ferritina, la transferrina y la hemosiderina, ya que su
presencia aislada — como la causada en los casos de intoxicacion por el metal-produce
dafos graves en los tejidos; asi estos iones son acumulados en reservorios endogenos
como reserva de hierro corporal para su uso posterior (Soenen y De Cuyper, 2010). El
hierro tiene la capacidad de aceptar y donar electrones facilmente a través de su
interconversion entre las formas Fe** y Fe®, propiedad que lo convierte en un
compuesto sumamente util (Kim et al., 2012). Por lo tanto, la homeostasis del hierro se

halla estrictamente controlada.

Se piensa que los posibles efectos citotoxicos del hierro libre se deben a su
habilidad, al igual que otros iones metalicos de transicion, de generar en conjuncion con
el oxigeno especies reactivas de oxigeno (ROS) (Pisanic et al., 2009), que pueden
causar la peroxidacion de las membranas lipidicas, alterar la funcién mitocondrial (Au
et al., 2007), afectar a otras funciones celulares como la capacidad de proliferacion o
activacion de procesos proinflamatorios (Zhu et al., 2008) y dafiar otros constituyentes
celulares orgéanicos como las proteinas o el ADN, lo que puede conducir a nuevos
efectos toxicos (genotdxicos) (Auffan et al., 2009b; Stroh et al., 2004).

Sin embargo, a pesar de la liberacion de cantidades de importantes de iones de
hierro a partir de las ION utilizadas (como se ha visto previamente, Figura 9), y
considerando en conjunto todos los resultados obtenidos de los distintos ensayos de
citotoxicidad empleados en el presente trabajo, se observa que, en general, las ION
analizadas muestran un bajo potencial citotoxico sobre las células neuronales del
estudio. Geppert y colaboradores (2009 y 2011), empleando astrocitos expuestos a ION
recubiertas de citrato e ION recubiertas de acido dimercaptosuccinico, asi como
Rosenberg y colaboradores (2012) en células de microglia expuestas a Feridex (unas
ION recubiertas de dextrano que ya han sido aprobadas para su uso como agente de
contraste en imagen por resonancia magnética) obtuvieron resultados similares a los
nuestros, ya que no observaron efectos citotdxicos significativos pese al relevante

incremento intracelular de hierro determinado durante los ensayos.
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CONCLUSIONES

La utilizacién de ION en investigacion o aplicaciones biomédicas esta ganando
progresiva importancia en los ultimos afios, llevando consigo el rapido desarrollo de
nuevos tipos de estas nanoparticulas. Muchas de las ION que se producen para ser
aplicadas a fines biomédicos requieren su introduccion en el organismo humano, como
aquellas que se utilizan para diagnostico por imagen, liberacion de medicamentos o
destruccion de tumores por hipertermia. Sin embargo, todavia no esta del todo claro si
la ION son en general seguras, 0 bien si deben ser utilizadas con prudencia. Es por ello
que el conocimiento de los riesgos potenciales asociados con la exposicion a estas
nanoparticulas, a lo que contribuye el presente estudio, resulta esencial.

A la luz de los resultados obtenidos podemos concluir que:

— Las ION recubiertas de silice mostraron capacidad para liberar iones de hierro
cuando se encuentran en suspension acuosa, asi como para ser internalizadas por
las células neuronales, ambos efectos dependientes de la dosis y del tiempo de
exposicion.

— Las ION presentan en general una baja citotoxicidad; Unicamente se obtuvieron
resultados positivos en la induccién de apoptosis y alteraciones en el ciclo
celular a las concentraciones més altas testadas y para el tiempo de exposicion

mas prolongado (24h).

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una mejor comprension de la
interaccion de las ION con los sistemas celulares y de sus posibles consecuencias,
especificamente a nivel del sistema nervioso, y ponen de manifiesto la urgente
necesidad de realizar evaluaciones de las interacciones que se producen entre los
nanomateriales y los organismos vivos, a fin de incrementar el conocimiento sobre los
posibles efectos nocivos a diferentes niveles. Los datos generados podran ser utilizados
en la evaluacion de riesgo de exposicion a estas nanoparticulas, y como base para el
establecimiento de guias de buenas practicas para el manejo de estos materiales, que
permitan garantizar la seguridad tanto de los trabajadores implicados en su manufactura
como de los consumidores finales de los productos comercializados que contienen

nanomateriales.
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