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Resumen 

Las propiedades físico-químicas especiales de los nanomateriales (materiales a 

escala nanométrica), relacionadas con su elevada área superficial y gran reactividad, los 

hacen útiles para numerosas aplicaciones en muy diversos ámbitos. Particularmente, las 

nanopartículas de óxido de hierro (ION, de iron oxide nanoparticles) han atraído mucha 

atención ya que tienen un gran potencial en muchas aplicaciones biomédicas, 

incluyendo técnicas de diagnóstico, terapia contra el cáncer y creación de fármacos 

altamente específicos, para lo que deben ser introducidas en el organismo. Sin embargo, 

son todavía escasos los estudios recogidos en la bibliografía sobre la toxicidad de estas 

nanopartículas a nivel celular y molecular. Además, estas partículas son capaces de 

atravesar la barrera hematoencefálica teniendo así acceso directo al tejido nervioso, 

sobre el que podrían ejercer acciones como la modificación de la neurofisiología 

sináptica, 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 investigación se ha realizado la caracterización de los efectos 

nocivos a nivel celular de ION (de magnetita) con aplicaciones biomédicas, en un 

estudio in vitro con células neuronales humanas. Las nanopartículas analizadas estaban 

recubiertas con sílice, para prevenir su agregación y mejorar su biocompatibilidad y 

biodistribución. Como parámetros 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; únicamente se obtuvieron resultados positivos 

a las concentraciones más altas testadas y para el tiempo de exposición más prolongado. 

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una mejor comprensión de la 

interacción de las ION con los sistemas celulares y de sus posibles consecuencias, 

específicamente a nivel del sistema nervioso. Los datos generados podrán ser utilizados 

en la evaluación de riesgo de exposición a estas nanopartículas, y como base para el 

establecimiento de guías de buenas prácticas para el manejo de estos materiales. 
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INTRODUCCIÓN  

1. Nanotecnología y nanopartículas 

La nanotecnología se puede definir como la investigación científica y el desarrollo 

tecnológico que permiten entender, a nivel atómico y molecular, todos los fenómenos 

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 pequeño tamaño de sus 

componentes. La nanotecnología se está desarrollando en estos momentos a un ritmo 

frenético en un número creciente de laboratorios de entidades públicas y privadas de 

todo el mundo, y en los últimos años ha crecido considerablemente la producción y 

empleo de nuevos nanomateriales en la industria para muy diversas aplicaciones 

(Savolainen et al., 2010). 

Los nanomateriales son, por definición, materiales cuyo tamaño oscila, en alguna 

de sus tres dimensiones, entre 1 y 100nm, confiriéndoles este pequeño tamaño 

propiedades únicas y diferentes de las del mismo material a mayor escala, debido 

fundamentalmente a la mayor área superficial, lo que les proporciona una reactividad 

muy superior (Auffan et al., 2009a). Según el número de dimensiones que tengan en la 

nanoescala, estos materiales se clasifican en nanosuperficies (solo una dimensión), 

nanohilos o nanotubos (dos dimensiones) y nanopartículas (las tres dimensiones), 

siendo estas últimas las más frecuentemente utilizadas.  

Los nanomateriales pueden ser orgánicos o inorgánicos, y su usos potenciales 

incluyen ahorro de energía para vehículos, desarrollo de energías renovables, 

disminución de la contaminación, filtración del agua, materiales de construcción, 

aplicaciones cosméticas (maquillajes, cremas de protección solar, etc.), textiles, 

electrónicas, pinturas y tintas, entre otras (Doak et al., 2009). Asimismo, se han 

desarrollado aplicaciones biomédicas de las nanopartículas para liberación de 

medicamentos, terapias farmacológicas, prótesis, técnicas de imagen in vivo, 

diagnóstico in vitro e implantes activos (Salata, 2004; Wagner et al., 2006). En 

concreto, en los últimos años se ha concentrado una gran atención en la utilización de 

nanopartículas para el tratamiento y diagnóstico de enfermedades neurológicas, tales 

como las enfermedades de Parkinson o Alzheimer, la esclerosis múltiple, neoplasias del 

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

contienen nanomateriales (Figura 1). 

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

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

Junto con el rápido crecimiento de la industria de la nanotecnología se produce la 

expansión de la cantidad y tipos de nanomateriales manufacturados, lo que da lugar a 

exposiciones ocupacionales potencialmente elevadas, y a exposición de la población 

general a través de la utilización 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 preocupación por los potenciales efectos adversos para la salud humana 

de la exposición a nanomateriales. Esta preocupación se ve reflejada en un creciente 

número de artículos científicos publicados sobre “nanotoxicidad” o “nanotoxicología” 

en los últimos años; antes de 2005 eran prácticamente inexistentes (Figura 2). 

 

Figura 2. Número de publicaciones científicas sobre “nanotoxicidad” o “nanotoxicología”. 

Datos obtenidos de la base de datos Thomson Reuters Web of ScienceTM (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 tóxicos 

de estos nanomateriales no han sido todavía caracterizados y pueden diferir 

notablemente de los propios del material de que están compuestos cuando se encuentra 

en una escala mayor (Seaton et al., 2010). La reducción en el tamaño proporciona una 

mayor biodisponibilidad, que se acompaña de un incremento en la capacidad para que 

los nanomateriales sean absorbidos por los sistemas biológicos (Das et al., 2009). 

Además, las partículas y materiales en el rango nanométrico pueden causar daños 

debido a su elevada reactividad (Santamaria, 2012). Los organismos vivos están 

compuestos de células cuyo tamaño es habitualmente de 10-100µm. Sin embargo, los 

componentes celulares son mucho más pequeños, y las proteínas, el ADN y otras 

biomoléculas son incluso menores, encontrándose en un rango característico de tan solo 

5-50nm. Esta sencilla comparación de tamaños da una idea de que los nanomateriales 

pueden resultar útiles para acceder a la maquinaria celular con objetivos diversos 

(Salata, 2004; Taton, 2002), pero también pueden interaccionar fácilmente con 

cualquier componente celular para causar efectos tóxicos. 

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 información 

disponible sobre la exposición a estos nuevos materiales es hoy día todavía muy 

limitada. 

2. Nanopartículas de óxido de hierro 

Las nanopartículas de óxido de hierro (ION, de iron oxide nanoparticles) acaparan 

mucha atención no sólo por sus propiedades superparamagnéticas (que consisten en 

poseer un elevado momento magnético en presencia de un campo magnético 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 liberación de medicamentos (Sun et al., 2008; Vasir y Labhasetwar, 

2005), el incremento del contraste en imagen por resonancia magnética (Bjørnerud y 

Johansson, 2004; Lodhia et al., 2010) y la destrucción 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 artículos 

científicos publicados sobre ION desde 1989, se observa un incremento muy notable en 

estos trabajos desde el inicio del siglo XXI. Específicamente en lo que se refiere a 

aplicaciones neurológicas, las ION pueden utilizarse en el seguimiento de células madre 

trasplantadas, en la identificación de eficiencias de transcripción, y en la detección de 

péptidos beta-amiloides en enfermedades neurodegenerativas como la de Alzheimer 

(revisado en Suh et al., 2009). 

 

Figura 3. Número de publicaciones científicas sobre “nanopartículas de óxidos de hierro”. 

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

Hay varios tipos de ION, en los que se incluyen la hematita (α-Fe2O3), la 

maghemita (γ-Fe2O3) y la magnetita (Fe3O4). 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. sílice, dextrano, ácido oleico, citrato, etc.) para estabilizarlas, prevenir 

su agregación, ser utilizadas de forma efectiva en aplicaciones clínicas y mejorar su 

biocompatibilidad y biodistribución. Estos recubrimientos pueden modificar la 

toxicidad de las ION incrementando o reduciendo su interacción con diversos 

componentes celulares (Singh et al., 2009). Así por ejemplo, Sun et al. (2007) 

demostraron que ION recubiertas con oleato sódico presentaban una mejor 
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biocompatibilidad, propiedades magnéticas y dispersión, que si se recubrían con 

polietilenglicol. Por otra parte, la estabilidad de estos recubrimientos y las 

consecuencias de su alteración en el medio ambiente celular son todavía desconocidas.  

Las ION son biodegradables; son procesadas por las células como parte del 

metabolismo fisiológico del hierro, evidenciado por el incremento temporal en los 

valores de hierro libre en suero tras su administración (Weissleder et al., 1989). Sin 

embargo, este proceso también depende en gran medida del recubrimiento de las 

partículas. 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 orgánica y conducir a estrés oxidativo (Puntarulo, 2005) y respuestas 

celulares aberrantes que incluyen daño en el ADN, eventos epigenéticos y procesos 

inflamatorios (Häfeli et al., 2009; Veranth et al., 2007). 

2.1. Toxicidad general 

Dado que varias de las aplicaciones de las ION – como el diagnóstico por imagen, 

la liberación de medicamentos o la destrucción de tumores por hipertermia – requieren 

su introducción en el organismo humano, el conocimiento de los riesgos potenciales 

asociados con la exposición a estas nanopartículas resulta esencial. De hecho, ya hay 

agentes de contraste que contienen ION que han sido aprobados para su uso en clínica 

para imagen por resonancia magnética y están disponibles comercialmente (Soenen y 

De Cuyper, 2010). 

En general, parece que las ION inducen mayores niveles de toxicidad que las 

partículas mayores de este material. En concreto, se ha observado que estas 

nanopartículas 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). Además, todavía no está claro si se pueden producir otras respuestas 

celulares como consecuencia de la exposición a estas nanopartículas, incluso en 

ausencia de citotoxicidad, tales como daño en el ADN, estrés oxidativo, disfunción de la 

membrana mitocondrial o alteraciones en la dinámica 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 tamaño, carga, estado de agregación, pureza o recubrimiento, 

y a los diferentes sistemas de evaluación utilizados (Zhao y Castranova, 2011), por lo 

que se requieren estudios detallados con diferentes variantes de ION, ya que la 

interacción de éstas con los sistemas celulares puede diferir de forma importante 

(Kunzmann et al., 2011). 

 

Figura 4. Ilustración de la captación de nanopartículas de óxido 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 día, existe una imperiosa 

necesidad de estudiar y caracterizar los efectos que la exposición a estas nanopartículas 

pueda ejercer sobre el tejido neural, especialmente desde que se han obtenido evidencias 

irrefutables de que algunas nanopartículas pueden acceder al cerebro de pequeños 

animales, directamente a través de transporte axonal por el nervio olfatorio (Wang et 

al., 2009) o indirectamente atravesando la barrera hematoencefálica tras diferentes rutas 

de administración (revisado en Hu y Gao, 2010). El cerebro es particularmente 

vulnerable al daño oxidativo, debido a su elevado contenido en ácidos grasos fácilmente 

peroxidables, a su alta tasa de consumo de oxígeno y a su relativa escasez en enzimas 

antioxidantes comparado con otros órganos (Skaper et al., 1999). En consecuencia, es 

Fe+3 

 

Fe-NP 
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preciso evaluar detalladamente la neurotoxicidad de las ION, ya que el estrés oxidativo 

está implicado en la patogénesis de enfermedades neurodegenerativas como el 

Parkinson, el Alzheimer o la corea de Huntington (Kim et al., 2012). La información de 

la que se dispone actualmente sobre las consecuencias de la exposición de células 

neuronales a ION es también escasa. El tratamiento de células neuronales de rata 

(PC12) con estas nanopartículas produjo una pérdida severa de la viabilidad celular y de 

la capacidad de diferenciación (Pisanic et al., 2007); sin embargo, no se observó 

citotoxicidad tras el tratamiento, aunque sí afectó a la adhesión celular y se incrementó 

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 investigación 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 nanopartículas utilizadas no deben causar ningún 

signo de citotoxicidad ni afectar a la fisiología celular, ya que podrían impedir la 

funcionalidad normal de las células in vivo o conducir a efectos secundarios no 

deseados.  

La evaluación de la biocompatibilidad de las nanopartículas ha demostrado ser 

una difícil tarea. Requiere de la realización de una batería de ensayos in vitro, con el fin 

de evaluar aspectos diversos tales como la viabilidad celular, la integridad de membrana 

plasmática, la producción de especies reactivas de oxígeno, la liberación de iones 

metálicos, la captación celular de las nanopartículas, la morfología celular, la 

proliferación celular, la arquitectura del citoesqueleto de actina, los diversos tipos de 

muerte celular y la diferenciación de las células madre (Maurici et al., 2005; 

Valdiglesias et al., 2013). Estos ensayos son necesarios, ya que proporcionan 

información relevante y complementaria sobre la caracterización de los mecanismos de 

acción de las nanopartículas, así como para intentar establecer la relación entre la 

concentración de nanopartículas en el sitio diana y el posible efecto citotóxico 

(Valdiglesias et al., 2013). Existen artículos 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 G0 las células están en reposo 

o quiescentes; en la fase G1 las células se recuperan de la división celular o inician un 

nuevo ciclo; en la fase S se replica el ADN para que tras la división cada célula hija 

posea una copia completa del material genético; en la fase G2 termina la síntesis de 

ADN y las células se preparan para la división; y finalmente en la fase M o mitosis se 

produce la división en dos células hijas (Longobardi, 1992). En general, el daño en el 

ADN celular puede dar lugar a dos consecuencias: el ciclo celular se detiene en puntos 

específicos para que la maquinaria de reparación actúe sobre el ADN dañado, o bien si 

el daño 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 meióticas, células cancerígenas...), por esto la cantidad de ADN en las células 

puede ser usada para estudiar la evolución del ciclo celular de una determinada 

población celular e identificar anomalías, principalmente relacionadas con diversas 

patologías y procesos cancerígenos (Macey, 2007). La citometría de flujo es la 

metodología idónea para llevar a cabo el análisis del ciclo celular porque emplea 

marcadores que se unen específicamente al material genético proporcionando 

información exacta de la cantidad ADN presente en cada momento. Esto permite su 

cuantificación e identificación de las células normales diploides o en reposo, aquellas 

que están en la fase de síntesis de nuevo ADN, y aquellas que se encuentran en fase 

premitótica o mitótica (Macey,2007). 

La medida del ADN fue una de las primeras aplicaciones de la citometría de flujo y 

aún es una de las más empleadas. El protocolo más utilizado con este fin es aquel que 

describe el uso del ioduro de propidio (PI) como colorante del ADN. Sus principales 

ventajas son la facilidad de uso, su estabilidad y su espectro de absorción/emisión, que 

le hace válido para la mayoría de citómetros de flujo. Sus longitudes de onda de 

excitación y emisión son de alrededor de 490 y 630nm respectivamente (Longobardi, 

1992). Las moléculas de PI se intercalan entre los pares de bases de los ácidos nucleicos 

y se forma así un complejo que emite fluorescencia roja brillante en el núcleo de las 

células. La unión es estequiométrica, aunque este pigmento no es específico 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 evaluación citométrica 

proporciona una visión de la distribución de los distintos tipos de núcleos presentes en 

un momento determinado (Figura 5). 

 

Figura 5. Histograma de contenido de ADN medido por citometría de flujo para el análisis del 

ciclo celular, señalando las regiones subG1 (M1), G0/G1 (M2), S (M3) y G2/M (M4). 

En él se observan tres poblaciones celulares principales: células con contenido de 

ADN 2n (células en G0 o en G1) (Figura 5, M2), células con contenido de ADN 4n 

(células en G2 o 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 (regiónsubG1) (Figura 5, M1) también son evaluadas en 

este histograma puesto que son indicativas de fragmentación del ADN, propio de las 

últimas etapas de la apoptosis (Fraker et al., 1995). 

2.3.3. Muerte celular 

Cuando una célula está expuesta a un determinado agente tóxico éste puede inducir 

su muerte a través de distintos mecanismos, pero también puede ocurrir que alguna 

estructura celular resulte dañada o alterada como consecuencia del contacto con este 

tóxico. Si la célula no es capaz de reparar este daño entrará igualmente en un proceso de 

muerte autoinducida y morirá.  

Actualmente se conocen distintos tipos de muerte celular que han sido definidos y 

clasificados, fundamentalmente en base a criterios morfológicos, en apoptosis, necrosis, 

autofagia, y muerte celular asociada a catástrofe mitótica (Duprez et al., 2009). 
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La autofagia es un proceso en el cual citoplasma y los orgánulos son secuestrados 

en vesículas con membrana celular duplicada, liberando su contenido dentro de 

lisosomas, para su degradación y el reciclaje de macromoléculas (De Toro, 2006). Este 

proceso ocurre de forma natural en todas las células eucariotas y constituye el recambio 

de proteínas y orgánulos. Pero además de su papel en la degradación celular, la 

autofagia también puede actuar como un mecanismo de defensa contra la invasión de 

bacterias y virus así como promover un tipo de muerte celular programada que se ha 

asociado a varias enfermedades humanas, incluido el cáncer (Hait et al., 2006), 

cardiomiopatías (Kunapuli et al., 2006) y enfermedades neurodegenerativas (Bursch et 

al., 2005). 

La muerte celular asociada a catástrofe mitótica 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 segregación aberrante de los 

cromosomas, lo que determina la activación de una apoptosis defectuosa y muerte 

celular (Castedo et al., 2004). En términos morfológicos se trata de una muerte celular 

que resulta de una mitosis anormal, formándose células con múltiples micronúcleos 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 estímulos apoptóticos y que está regulado por numerosos 

factores a través de distintas vías apoptóticas (Xing et al., 2008). Este tipo de muerte 

celular es un proceso fisiológico complejo, dependiente de energía y caracterizado por 

diversos cambios morfológicos y bioquímicos de la célula (Elmore, 2007). No obstante, 

aunque la apoptosis puede ser inducida en células sanas por la exposición a distintos 

agentes, este tipo de muerte celular es un proceso que ocurre, bajo condiciones 

fisiológicas 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 están implicadas en diferentes estados de enfermedades 

como las neurodegenerativas y el cáncer. 

En células viables normales, los fosfolípidos están asimétricamente distribuidos 

entre la cara externa e interna de la membrana plasmática, así la fosfatidilcolina y 

esfingomielina están expuestas en la parte externa de la bicapa lipídica, mientras que la 
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fosfatidilserina se halla predominantemente en la cara interna o citosólica de la 

membrana. La exposición de la fosfatidilserina en la superficie externa de la bicapa se 

produce en células apoptóticas, ocurriendo en fases tempranas durante las cuales la 

membrana celular aún 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 macrófagos (Fadok et al., 1992). 

Se han descrito dos vías principales de muerte celular por apoptosis en células de 

mamíferos: la vía intrínseca o mitocondrial y la vía extrínseca. Ambas vías conducen a 

la contracción celular, la condensación de la cromatina, la fragmentación nuclear, y la 

exposición de la fosfatidilserina en la superficie externa de la membrana plasmática. 

Tras estos procesos, en la superficie celular se producen vesículas y protuberancias que 

se rompen y separan del cuerpo celular para dar lugar a cuerpos apoptóticos de diverso 

tamaño, formados por trozos del cuerpo celular con fragmentos del núcleo, membrana 

citoplasmática y citoplasma con orgánulos intactos. La apoptosis culmina con la 

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

La necrosis es otro tipo de muerte celular. Está considerada como un proceso tóxico 

en el que la célula es una víctima pasiva y sigue un modo de muerte independiente de 

energía (Elmore, 2007). La muerte celular necrótica se caracteriza por la inflamación en 

citoplasma y orgánulos, seguida por la pérdida de la integridad de la membrana 

citoplasmática y la liberación del contenido celular al espacio extracelular circundante 

(Duprez et al., 2009). Hasta hace poco tiempo se creía 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 sólo es así en casos de 

daño físico severo, como hipertermia, hipoxia o exposición a detergentes, pero que 

existen también vías independientes de caspasas que llevan a cabo la necrosis de una 

forma ordenada y regulada (Chautan et al., 1999). La apoptosis se diferencia 

morfológicamente de la necrosis en que, en el primer caso, la membrana citoplasmática 

permanece intacta durante el proceso (Macey, 2007).  

Por todo lo anteriormente expuesto, en el presente trabajo se planteó la evaluación 

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 interacción 

de estas nanopartículas 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 bibliografía que detallen sus 

efectos a nivel celular o molecular en células neuronales humanas. Es por ello que en el 

presente trabajo se realizó el análisis y la caracterización de los efectos citotóxicos de 

ION recubiertas con sílice, 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 exposición. 

Los objetivos concretos que se plantearon en este trabajo son los siguientes: 

1. Caracterizar las propiedades físico-químicas de las nanopartículas en suspensión 

acuosa (tamaño, morfología, reactividad química superficial, tamaño hidrodinámico 

medio y potencial zeta), su capacidad para liberar iones de hierro al medio y su 

posible captación por parte de las células neuronales. 

2. Analizar los efectos citotóxicos que pueda ocasionar la exposición a las ION en 

células neuronales, estudiando para ello las alteraciones del ciclo celular y los 

índices de muerte celular por apoptosis y necrosis. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

1. Preparación y caracterización de las suspensiones de nanopartículas 

Para realizar este trabajo se utilizaron nanopartículas de núcleo de magnetita 

(Fe3O4) recubiertas con sílice (tamaño 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 preparó una suspensión intermedia de 1mg/ml en agua y en medio de 

cultivo completo (suplementado con suero bovino fetal), que fue sonicada utilizando un 

baño de ultrasonidos durante 5min para garantizar una buena dispersión de las 

nanopartículas. Para las posteriores concentraciones de ION necesarias para los distintos 

tratamientos, se prepararon diluciones seriadas partiendo de esta suspensión intermedia 

que fueron igualmente sonicadas inmediatamente antes de su utilización.  

Antes de realizar los experimentos de toxicidad, se llevó a cabo una exhaustiva 

caracterización físico-química de las ION empleando para ello distintas metodologías. 

En primer lugar, se empleó la microscopia electrónica de transmisión (TEM, 

Transmission Electron Microscopy), usando un microscopio HITACHI H-8100 

equipado con EDS (ThermoNoran, ThermoScientific) operando a 200kV, para 

determinar el tamaño exacto de las nanopartículas y su morfología. Las imágenes 

obtenidas fueron luego analizadas mediante ImageJ, un software específico de dominio 

público. Posteriormente, se empleó el análisis de la dispersión dinámica de luz (DLS, 

Dynamic Light Scattering) para la determinación de su tamaño hidrodinámico y su 

potencial zeta, usando un dispositivo Zetasizer Nano-ZS equipado con un láser de 

633nm y 4.0mW (modelo ZEN 3600, Malvern Instruments Ltd.). Estos análisis se 

realizaron en solución acuosa y en medio de cultivo completo para evaluar la estabilidad 

de las partículas en las distintas suspensiones, o su estado de agregación. Y finalmente, 

para determinar la reactividad química superficial de las ION se empleó espectroscopía 

de fotoelectrones emitidos por rayos X (XPS, X-Ray Photoelectron Spectroscopy). El 

análisis XPS se realizó con un equipo ESCALAB 200A (VG Scientific) asociado a un 

programa específico, PISCES, para la adquisición y análisis de los datos recogidos. 

La información obtenida de esta caracterización permitió optimizar las condiciones 

en las que llevar a cabo los estudios biológicos in vitro. Los ensayos de caracterización 

fisicoquímica y la determinación de la liberación de iones de hierro por las ION fueron 
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realizados por el grupo de investigación del Departamento de Salud Ambiental del 

Instituto Nacional de la Salud Portugués a través de un proyecto de colaboración 

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

2. Liberación 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 nanopartículas en medio completo 

(10, 50, 100 y 200µg/ml) durante 3, 6 y 24h a 37ºC en atmósfera con 5% de CO2. Tras 

una centrifugación a 14000rpm durante 30min, se recuperó el sobrenadante para 

determinar en él el contenido de hierro por espectroscopía de absorción atómica con 

ionización de llama. Se utilizó 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 neurotóxicos de las ION a estudio se utilizó la línea 

celular SHSY5Y, de neuroblastoma humano (Figura 6), que se obtuvo de la Colección 

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 aminoácidos no esenciales, 1% de antibiótico y antimicótico, y 10% de suero 

bovino fetal, en atmósfera con 5% de CO2 y a 37ºC. Veinticuatro horas antes de la 

realización de los experimentos, las células se pasaron a nuevos pocillos (en placas de 

96) a una concentración aproximada de 2.5-7x104 células/pocillo según la técnica a 

realizar. Para llevar a cabo los tratamientos, transcurrido ese tiempo se retiró el medio y 
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se añadieron las suspensiones de ION en medio completo. Se testaron cuatro 

concentraciones diferentes de ION (10, 50, 100 y 200µg/ml) y dos tiempos de 

exposición (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 captación de rojo 

neutro) realizados previamente en el laboratorio. Como control negativo se utilizó 

siempre el mismo medio de cultivo empleado en los tratamientos pero sin 

nanopartículas, y como controles positivos se emplearon camptotecina (10µM) para el 

análisis de la muerte celular y mitomicina C (1.5µM) para el ciclo celular. 

4. Captación celular 

La captación por parte de las células de las ION se determinó mediante citometría 

de flujo siguiendo la técnica propuesta por Suzuki et al. (2007), con el fin de determinar 

si las nanopartículas objeto de estudio pueden penetrar en las células o si, por el 

contrario, únicamente pueden interactuar externamente con la membrana celular.  

El análisis se llevó a cabo en base al estudio del tamaño y la complejidad celular 

según la detección de la dispersión frontal (FSC, Forward Scatter) y la dispersión 

lateral (SSC, Side Scatter) de la luz incidente en las células, respectivamente. Los datos 

fueron adquiridos a partir de un mínimo de 20.000 eventos por muestra utilizando un 

citómetro de flujo FACSCalibur (Becton Dickinson), y se utilizó el programa Cell 

Quest Pro (Becton Dickinson) para calcular el porcentaje de células que incorporaron 

ION. 

5. Citotoxicidad 

5.1. Ciclo celular 

La distribución de células en las diferentes fases del ciclo celular se examinó 

mediante el análisis por citometría de flujo del contenido relativo de ADN celular 

siguiendo lo descrito por Valdiglesias et al. (2011). El contenido de ADN se evaluó a 

partir de la señal de ioduro de propidio (PI, propidium iodide) detectada en un mínimo 

de 10.000 eventos, y se utilizó el programa Cell Quest Pro (Becton Dickinson) para 

calcular el porcentaje de ocupación de las regiones G0/G1, S y G2/M en los histogramas 

del ciclo celular. Además, se evaluó la región subG1 de la distribución del ciclo celular 

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

La tasa de células en apoptosis y necrosis se determinó mediante doble tinción con 

Anexina V y PI utilizando citometría de flujo y un kit comercial (BD Pharmingen™ 

Annexin V–FITC apoptosis detection kit I). Se adquirieron un mínimo 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 

índices de apoptosis y necrosis se expresaron como los porcentajes de eventos 

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

 

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

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

6. Análisis estadístico 

Para cada condición experimental testada se llevaron a cabo un mínimo de tres 

experimentos independientes y cada situación experimental fue realizada por duplicado 

dentro del mismo experimento. Los datos se expresaron como media ± error estándar. 

La distribución de las variables respuesta no se ajustó a la normalidad según 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 correlación de Spearman. Un P-valor inferior a 0.05 fue considerado como 

significativo. Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo mediante el paquete 

estadístico SPSS para Windows, versión 21.0. 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Las nanopartículas de óxido de hierro (ION) han sido uno de los primeros 

nanomateriales en ser oficialmente aprobados para su uso en clínica (Gould, 2006). 

Estas nanopartículas tienen gran potencial para ser utilizadas como contraste en técnicas 

de imagen por resonancia magnética y por sus propiedades térmicas en presencia de 

campos magnéticos. Además, debido a su facilidad para traspasar la barrera 

hematoencefálica, pueden emplearse como transportadores de medicamentos, genes o 

proteínas, al tejido nervioso y más 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 relación a la neurotoxicidad de estas 

nanopartículas 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 química, una cubierta de sílice puede mejorar las 

propiedades de las ION aumentando su biocompatibilidad y proporcionándoles la 

capacidad de funcionalizar su superficie sin afectar a sus propiedades magnéticas 

(Kolhatkar et al., 2013; Larumbe et al., 2012). Además, la cubierta de sílice también 

ayuda a convertir las nanopartículas hidrofóbicas en partículas hidrofílicas solubles en 

agua (Wu et al., 2008), favoreciendo su difusión por el organismo. Sin embargo, a pesar 

de las numerosas ventajas y sus potenciales aplicaciones en neuromedicina, la posible 

neurotoxicidad asociada a la exposición a las ION recubiertas con sílice no ha sido 

abordada todavía en profundidad, siendo la información 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 sílice en células 

neuronales (células SHSY5Y, de neuroblastoma humano) usando un amplio rango de 

concentraciones y varios tiempos de exposición. Las células SHSY5Y fueron escogidas 

para llevar a cabo el estudio debido a que presentan las ventajas metodológicas típicas 

de una línea celular establecida, pero conservando además muchas de las propiedades 

bioquímicas 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. Caracterización de las nanopartículas 

La caracterización fisicoquímica de los materiales a estudio es esencial para la 

correcta descripción de su toxicidad (Sayes y Warheit, 2009). En el caso concreto de los 

nanomateriales, además de la caracterización primaria básica también es necesario una 

completa determinación de otras propiedades biológicamente relevantes que pueden 

resultar muy significativas para sus efectos a esa escala (Warheit, 2008). La Tabla 1 

recopila los resultados de la caracterización fisicoquímica de las ION utilizadas en este 

estudio, que incluyen tamaño, morfología, reactividad química superficial, tamaño 

hidrodinámico medio y potencial zeta.  

Tabla1. Descripción físico-química de las ION recubiertas con sílice empleadas en el estudio. 

Propiedad analizada Parámetro evaluado Metodología  

Tamaño (nm)  TEM 10.0 ± 2.1 (núcleo) 

20.2 ± 2.9 (núcleo y 

cubierta) 

Morfología  TEM esférica 

Química superficial 

(%) 

 XPS 9.07 (C 1s) 

0.27 (N 1s) 

60.02 (O 1s) 

29.22 (Si 2p) 

1.41 (Fe 2p3) 

Dispersión en agua* Tamaño hidrodinámico 

(nm) 

DLS 93.3 ± 0.5 

Potencial zeta (mV) -31.8 ± 2.1 

Dispersión en medio 

de cultivo celular* 

Tamaño hidrodinámico 

(nm) 

DLS 111.1 ± 1.1 

Potencial zeta (mV) -10.3 ± 1.1 

TEM: Microscopia Electrónica de Transmisión, XPS: Espectroscopia de Fotoelectrones emitidos por 

rayos X, DLS: Dispersión Dinámica de Luz, *concentración de 300µg/ml. 
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Por un lado, el análisis con TEM confirmó que se trata de partículas esféricas con 

un diámetro medio de 20.2nm incluyendo la cubierta de sílice (Figura 8). 

 

Figura 8. Imagen de las ION obtenida mediante TEM (izquierda) y los correspondientes 

histogramas de tamaño (diámetro medido en nm) que muestran tanto el tamaño del núcleo 

magnético (rojo) como el tamaño total incluyendo la capa de sílice (negro) (derecha). 

Por otro, los resultados de la evaluación con DLS revelaron que el tamaño 

hidrodinámico medio de las ION resultó ser bastante estable en los diferentes medios de 

dispersión empleados (agua y medio de cultivo completo), demostrando la estabilidad 

de la suspensión y la baja tendencia a la aglomeración de estas nanopartículas. La buena 

dispersión de las ION en el medio quedó además confirmada por el valor del potencial 

zeta, que resultó negativo tanto en agua (-31,8mV) como en medio de cultivo celular 

completo (-10,3mV). 

Puede sorprender que las ION, incluso cuando están dispersas en agua, presenten 

un diámetro mucho mayor cuando el tamaño es examinado por DLS que aquel 

determinado por TEM. Este aparente aumento en el diámetro se debe, por un lado, a las 

características hidrodinámicas de las nanopartículas, pero también a su estabilidad y su 

tendencia a aglomerarse. De hecho, estudios previos demostraron que un aumento del 

tamaño medido en el medio de cultivo celular era debido a la formación de aglomerados 

entre las nanopartículas (Bihari et al., 2008). En el caso de nuestras ION, puede 

observarse cómo en las imágenes de TEM algunas partículas aparecen unidas 

(aglomeradas) por la capa de sílice, lo que resultaría en un diámetro hidrodinámico 

mucho mayor del esperado. Aun así, tamaños hidrodinámicos menores de 200nm, como 

el obtenido en nuestro estudio, son en general aceptados como buenas dispersiones de 

las nanopartículas y con baja tendencia a la aglomeración.  
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Finalmente, el análisis de la química superficial llevado a cabo mediante XPS 

reveló que solo una pequeña fracción de la superficie de las ION recubiertas con sílice 

presenta hierro (en concreto, menos del 2%), sugiriendo que el recubrimiento es 

efectivo. También se observó que las ION contienen carbono y nitrógeno en su 

superficie, posiblemente resultado de los distintos procesos de síntesis, como la 

microemulsión inversa de ciclohexano, hidróxido de amonio, y ortosilicato de tetraetilo. 

2. Liberación de iones de hierro 

Los resultados obtenidos en el análisis de la liberación de iones de hierro mostraron 

importantes concentraciones de hierro disuelto, en general dependientes de la dosis y 

del tiempo de exposición, al suspender las ION en el medio de cultivo completo (Figura 

9).  

 

Figura 9. Resultados de los ensayos de liberación de iones de hierro por las ION al medio 

de cultivo celular. 

La liberación de iones de hierro por parte de las ION al medio ya había sido 

descrita previamente en diversos estudios (revisado en Soenen y De Cuyper, 2009). Sin 

embargo, esta liberación puede variar dependiendo de las características de la 

suspensión (por ejemplo, el pH) y del revestimiento de la superficie de las 

nanopartículas (Malvindi et al., 2014). La síntesis química, así como la presencia de 

algún recubrimiento, que rodea y aísla el material magnético del entorno, y sus 

propiedades físico-químicas, pueden influir en la tasa de degradación de las partículas y, 
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en consecuencia, en la liberación de los iones de hierro (Levy et al., 2010;. Mahon et 

al., 2012). Esto podría explicar la liberación de iones al medio de cultivo observada, ya 

que las ION podrían interactuar externamente con las proteínas séricas, modificando así 

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

3. Análisis de la captación celular 

La evaluación de la captación celular de nanopartículas por citometría de flujo 

usando los parámetros de dispersión lateral de la luz (SSC, indicativa de la granularidad 

o complejidad celular) y de dispersión frontal (FSC, indicativa del tamaño 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 nanopartículas fueron internalizadas eficazmente por las células SHSY5Y 

a todas las concentraciones testadas, siendo además esta captación dependiente de la 

dosis y del tiempo de exposición, según confirman los coeficientes de correlación de 

Spearman obtenidos en el análisis estadístico (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 macrófagos (Kunzmann et al., 2011), células A549 de pulmón y 

células HeLa de cuello de útero (Malvindi et al., 2014).  

 

Figura 10. Resultados del análisis de captación celular. **P<0.01, diferencias 

significativas respecto al correspondiente control. 
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A diferencia de lo que ocurre a concentraciones más bajas, se encontró además una 

mayor captación de ION en la concentración más alta testada a las 3h en relación con la 

encontrada tras 24h de exposición. Esta diferencia se debe probablemente a la 

progresiva aglomeración de nanopartículas a medida que aumenta la dosis y el tiempo 

de tratamiento, lo que provocaría una interferencia más notable con el proceso de 

captación durante el período de exposición más largo. 

4. Evaluación de citotoxicidad 

4.1. Ciclo celular  

La maquinaria del ciclo celular consiste en un conjunto altamente ordenado de 

eventos que conducen a la división y duplicación de la célula (Morgan, 2007). Al 

analizar la distribución de células neuronales durante las diversas fases del ciclo celular 

mediante citometría de flujo tras su exposición a las ION (Figura 11), observamos que 

los tratamientos de 3h no modificaron en ningún 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 concentración más alta testada (200µg/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 nanopartículas 

desnudas de magnetita, pero la dosis utilizada en este caso fue mucho menor (6.4µg/ml, 

que corresponde a la concentración 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 

citotóxicas, 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 sílice son en general menos tóxicas que las ION desnudas. 
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Figura 11. Resultados del análisis del ciclo celular por citometría de flujo después de la 

exposición 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 análisis del ciclo celular se evaluó también el porcentaje celular en la 

región subG1, como indicativo de muerte celular por apoptosis, ya que la fragmentación 

del ADN que se produce en las últimas etapas de la apoptosis da lugar a la aparición de 

eventos marcados con PI en esta región, que contienen niveles de ADN inferiores a los 

detectados en la fase G0/G1 (Fraker et al., 1995). Los resultados de este análisis se 

recogen en la Figura 12. En ella se puede observar que no hubo aumento significativo 

en la fracción subG1 en ninguna de las dosis ni tiempos de exposición ensayados. 

 

Figura 12. Resultados del análisis de la región subG1 del ciclo celular por citometría de flujo. 

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

Para investigar con más detalle si la exposición a ION es capaz de inducir la muerte 

celular por apoptosis o necrosis en células neuronales, se llevó a cabo la doble tinción 

con  anexina V y PI, y posterior evaluación por citometría de flujo. Los resultados 

obtenidos de este análisis mostraron que el tratamiento de 3h con ION no indujo 

apoptosis temprana (eventos positivos para anexina V pero negativos para PI) a ninguna 

concentración testada (Figura 13). Sin embargo, después de 24h de tratamiento sí se 

encontraron incrementos significativos en la tasa de apoptosis para las dosis más altas 

(100 y 200µg/ml). 
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Figura 13. Resultados del análisis de la muerte celular por apoptosis y necrosis después de la 

exposición 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 metodologías empleadas en este trabajo para el estudio de la 

muerte celular (análisis de la región subG1 del ciclo celular y doble tinción con anexina 

V y PI por citometría de flujo) observamos que los resultados obtenidos con ambas 

estrategias fueron en gran medida similares. El único incremento significativo en la tasa 

de apoptosis se observó tras 24h de tratamiento con las concentraciones de ION más 

altas testadas, pero solamente en la doble tinción con anexina V/PI. Esta aparente 

discrepancia entre las técnicas utilizadas se puede explicar en base a las diferencias 
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metodológicas propias de cada una de ellas. El análisis de la doble tinción anexina V/PI 

se realiza justo después de los tratamientos con ION y evalúa estadios tempranos de 

apoptosis, mientras que la región subG1 del ciclo celular se analiza tras una incubación 

adicional hasta 48h al finalizar los tratamientos con las nanopartículas, y es indicativa 

de apoptosis tardía. Es por esto que probablemente la gran mayoría de las células 

apoptóticas detectadas mediante la doble tinción, y que por tanto se encuentran en 

apoptosis temprana, ya no estuviesen presentes durante el análisis de la región subG1.  

Jeng y Swanson (2006) encontraron resultados similares a los nuestros en células 

Neuro-2A de neuroblastoma de ratón tratadas con distintas concentraciones de ION, 

observando un incremento en la tasa de apoptosis a concentraciones superiores a 

100µg/ml. Sin embargo, Namvar y colaboradores (2014), empleando las mismas 

metodologías que las usadas en este trabajo (análisis de la región subG1 del ciclo celular 

y determinación de los niveles de apoptosis y necrosis mediante tinción anexina V/PI), 

encontraron aumentos significativos y dependientes del tiempo de exposición (12-48h), 

en las tasas de apoptosis de células Jurkat tratadas con nanopartículas de magnetita 

desnudas (6.4µg/ml). El mismo año, también Malvindi y colaboradores (2014) 

encontraron inducción de apoptosis significativa (evaluada en este caso por medio de la 

determinación del potencial de membrana mitocondrial) en células de cuello del útero y 

de pulmón expuestas a nanopartículas de magnetita (2.5nM) durante 48h. Esta 

concentración es aproximadamente equivalente a 30µg/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 tinción anexina V/PI, 

en ningún caso se observaron niveles significativos de este tipo de muerte celular 

inducidos por exposición 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 mencionó anteriormente, la toxicidad de 

estas nanopartículas (en términos de disminución de la viabilidad celular) era mucho 

más alta. 

El organismo humano contiene cantidades relativamente elevadas de hierro, pero la 

presencia de este metal a concentraciones más elevadas que las fisiológicas puede ser 

extremadamente tóxica. En condiciones fisiológicas, los iones de hierro libres están 
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unidos a proteínas como la ferritina, la transferrina y la hemosiderina, ya que su 

presencia aislada – como la causada en los casos de intoxicación por el metal–produce 

daños graves en los tejidos; así estos iones son acumulados en reservorios endógenos 

como reserva de hierro corporal para su uso posterior (Soenen y De Cuyper, 2010). El 

hierro tiene la capacidad de aceptar y donar electrones fácilmente a través de su 

interconversión entre las formas Fe2+ y Fe3+, propiedad que lo convierte en un 

compuesto sumamente útil (Kim et al., 2012). Por lo tanto, la homeostasis del hierro se 

halla estrictamente controlada. 

Se piensa que los posibles efectos citotóxicos del hierro libre se deben a su 

habilidad, al igual que otros iones metálicos de transición, de generar en conjunción con 

el oxígeno especies reactivas de oxígeno (ROS) (Pisanic et al., 2009), que pueden 

causar la peroxidación de las membranas lipídicas, alterar la función mitocondrial (Au 

et al., 2007), afectar a otras funciones celulares como la capacidad de proliferación o 

activación de procesos proinflamatorios (Zhu et al., 2008) y dañar otros constituyentes 

celulares orgánicos como las proteínas o el ADN, lo que puede conducir a nuevos 

efectos tóxicos (genotóxicos)  (Auffan et al., 2009b; Stroh et al., 2004). 

Sin embargo, a pesar de la liberación 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 citotóxico sobre las células neuronales del 

estudio. Geppert y colaboradores (2009 y 2011), empleando astrocitos expuestos a ION 

recubiertas de citrato e ION recubiertas de ácido dimercaptosuccínico, así como 

Rosenberg y colaboradores (2012) en células de microglía 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 citotóxicos significativos pese al relevante 

incremento intracelular de hierro determinado durante los ensayos.  
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CONCLUSIONES  

La utilización de ION en investigación o aplicaciones biomédicas está ganando 

progresiva importancia en los últimos años, llevando consigo el rápido desarrollo de 

nuevos tipos de estas nanopartículas. Muchas de las ION que se producen para ser 

aplicadas a fines biomédicos requieren su introducción en el organismo humano, como 

aquellas que se utilizan para diagnóstico por imagen, liberación de medicamentos o 

destrucción de tumores por hipertermia. Sin embargo, todavía no está del todo claro si 

la ION son en general seguras, o bien si deben ser utilizadas con prudencia. Es por ello 

que el conocimiento de los riesgos potenciales asociados con la exposición a estas 

nanopartículas, a lo que contribuye el presente estudio, resulta esencial.  

A la luz de los resultados obtenidos podemos concluir que: 

 Las ION recubiertas de sílice mostraron capacidad para liberar iones de hierro 

cuando se encuentran en suspensión acuosa, así como para ser internalizadas por 

las células neuronales, ambos efectos dependientes de la dosis y del tiempo de 

exposición. 

 Las ION presentan en general una baja citotoxicidad; únicamente se obtuvieron 

resultados positivos en la inducción de apoptosis y alteraciones en el ciclo 

celular a las concentraciones más altas testadas y para el tiempo de exposición 

más prolongado (24h). 

Los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una mejor comprensión de la 

interacción de las ION con los sistemas celulares y de sus posibles consecuencias, 

específicamente 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 podrán ser utilizados 

en la evaluación de riesgo de exposición a estas nanopartículas, y como base para el 

establecimiento de guías de buenas prácticas 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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