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Resumen 

En las últimas décadas se han desarrollado y estudiado diversas nanopartículas tanto 

naturales como sintéticas. En particular, las nanoarcillas se han propuesto para su 

aplicación como acarreadores de fármacos, para la liberación prolongada de 

medicamentos, como aditivos en materiales para mejorar sus propiedades y se 

utilizan ya en productos farmacéuticos, cosméticos, alimenticios entre otros. Sin 

embargo una limitante en la aplicación de nanopartículas para sus diferentes usos es 

la evaluación toxicológica. En este trabajo se realizó la evaluación de la toxicidad 

tanto in vitro como in vivo de nanopartículas de clinoptilolita y nanosepiolita. Es por su 

capacidad fagocítica que se escogieron trofozoitos de Entamoeba histolytica así como 

macrófagos que además están involucrados en la respuesta inmune. De esta manera 

se facilitó la internalización de las nanopartículas en las células y se determinó el perfil 

de expresión de citocinas. Para los ensayos in vivo se utilizaron ratones CD1 debido a 

que han sido ampliamente utilizados en ensayos de toxicidad y a que representan una 

población. En los cultivos amibianos se observó un efecto tiempo y dosis dependiente 

con una disminución significativa de la viabilidad sólo en los cultivos tratados con 

nanosepiolita; mientras que en los cultivos de macrófagos el efecto es dependiente 

del origen de la célula, siendo las más afectadas los macrófagos de médula ósea de 

ratón. La expresión de citocinas en los sobrenadantes de los medios de cultivo mostró 

una respuesta proinflamatoria. Los ratones CD1 tratados con nanoarcillas no 

presentaron efectos adeversos cuando se trataron con nanoclinoptilolita. En general 

las nanoarcillas evaluadas mostraron baja toxicidad en los modelos evaluados. 
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Abstract 

In the last decades natural and synthetic nanoparticles have been developed and 

studied. Particularly, the nanoclays have been proposed for use as drug carriers, 

for drug delivery systems, as additives in materials for improving their properties 

and are already used in pharmaceuticals, cosmetics, food and others. However the 

toxicological evaluation of nanoclays is indispensable for their application. In this 

work in vitro and in vivo toxicity of nanoclinoptilolite and nanosepiolite was 

evaluated.  Is because of their phagocytic capacity that Entamoeba histolytica 

trophozoites and macrophages were chosen, also the macrophages are involved in 

the immune response. Thus the internalization of the nanoparticles in the cells was 

facilitated and the profile of cytokine expression was determined. For the in vivo 

tests CD1 mice were used because they have been widely used in toxicity tests as 

they represent a population. In amoebic cultures a time and dose dependent effect 

with a significant decrease in viability only in cultures treated with nanosepiolite; 

while in macrophage cultures the effect is dependent on the origin of the cell, being 

the most affected macrophages of mouse bone marrow. Cytokine expression in the 

supernatants of culture media showed a proinflammatory response. The CD1 mice 

treated with nanoclays did not present adverse effects when treated with 

nanoclinoptilolite. In general terms, the nanoclays showed low toxicity in the 

evaluated models. 
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Introducción 

La nanotecnología es definida por la Royal Society and yhe Royal Academy of 

Engineering como el diseño, caracterización, producción y aplicaciones de 

estructuras, dispositivos y sistemas controlando la forma y el tamaño a escala 

nanométrica. Por otra parte la International Standard Organization la define como 

la comprensión y dominio de la materia y procesos a nanoescala, normalmente, 

pero no de forma exclusiva, por debajo de 100nm en una o más dimensiones. A 

esta escala, los nanomateriales se comportan de manera diferente a sus 

contrapartes macro y microscópicas, lo que plantea novedosas aplicaciones de los 

diferentes nanomateriales por sus propiedades específicas. Ante tantas posibles 

aplicaciones, el estudio de los nanomateriales  no sólo supone el análisis de sus 

propiedades físicas y químicas, sino también de su toxicidad.  

Hoy en día, la nanotoxicología es una disciplina emergente que implica el estudio 

de la toxicidad de nanomateriales in vitro e in vivo. Esto es fundamental debido a 

sus propiedades, tales como el área superficial, el potencial zeta y el tamaño, que 

pueden modificar sus interacciones con componentes biológicos en comparación 

con sus contrapartes micrométricas (1). Además, se ha reportado que la toxicidad 

de un nanomaterial no depende sólo de su tamaño y composición, sino también de 

los modelos utilizados para evaluar (2). Es por esto que cada vez se hacen más 

evaluaciones sobre la toxicidad de nanoacompuestos. Sin embargo la mayoría de 

las evaluaciones se ha llevado a cabo in vitro sobre líneas celulares o sobre algún 

modelo animal inoculado por la ruta más probale de exposcición.  
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Es por esto que es necesario estandarizar métodos de evaluación de toxicidad de 

nanomateriales (3) y sobre todo definir los límites para poder considerar un 

nanomaterial como seguro. En el caso de las aplicaciones biomédicas de diversos 

materiales y nanomateriales es necesario tomar en cuenta la biocompatibilidad de 

los mismos. En este sentido, la biocompatibilidad era por definición, "la 

compatibilidad con el tejido vivo o un sistema vivo por no ser tóxica, perjudicial, o 

fisiológicamente reactiva y no causar rechazo inmunológico" (4). En los últimos 

años David F. Williams propuso redefinirla como: "Biocompatibilidad se refiere a la 

capacidad de un biomaterial para realizar una función deseada con respecto a una 

terapia médica, sin provocar efectos locales o sistémicos indeseables en el 

receptor o beneficiario de la terapia, pero generando la respuesta celular o tisular 

más apropiada en esa situación específica y optimizando el rendimiento 

clínicamente relevante de la terapia" (5). 

Entre los diversos materiales que se encuentran en la naturaleza, las arcillas son 

ampliamente utilizadas en diversas aplicaciones como absorbentes, adhesivos, 

alimentos veterinarios, cerámicas, lodos de perforación, filtros, clarificadores, 

decolorantes, arenas de fundición y  en la impermeabilización de cubiertas y 

selladores, entre otros. Estos materiales también se usan en ropa, cosméticos, 

medicamentos y para la clarificación de zumos (6). El uso de nanoarcillas podría 

multiplicar sus aplicaciones y el interés de la investigación se ha centrado en su 

uso en ingeniería de tejidos y medicina regenerativa sobre todo de huesos (7,8,9). 

Hasta el momento las aplicaciones de las nanoarcillas son prometedoras, pero 

parece existir una falta de información acerca de sus posibles efectos tóxicos. Es 
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importante señalar, que la producción, comercialización, consumo, 

almacenamiento y manipulación de nanoarcillas generarán un contacto directo 

entre las personas y estos materiales, siendo la razón más importante para 

conocer y evaluar las características de las nanoarcillas y los posibles efectos 

adversos en la población y el ambiente. Esto conlleva a implicaciones económicas 

y éticas, lo que podría implicar conflictos de interés entre productores, 

proveedores y consumidores. Es necesario tomar en cuenta que aún cuando las 

arcillas de tamaño micrométrico son inocuas, no se conoce el efecto de las 

nanoarcillas por lo que es ncesaria la evaluación de su toxicidad.  

Arcillas  

Desde hace décadas,  las arcillas se han definido como "Los materiales naturales 

compuestos de minerales de grano fino, contienen agua, filosilicatos y pueden 

contener otros materiales que imparten plasticidad y se endurecen cuando se 

secan o incendian" (10) y se han clasificado debido a sus propiedades físico-

químicas en tres grupos, siendo el de los filosilicatos el más abundante (11-14) 

(Figura 1). 
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Figura 1. Clasificación de las arcillas. El diagrama muestra los diferentes grupos en los 
que se clasifican las arcillas en función de su composición, estructura química, 
propiedades macroscópicas y microscópicas. 

Debido a sus propiedades, el mercado de las arcillas a nivel mundial es muy 

amplio por lo que la producción, exportación e importación aumentan ligeramente 

cada año. Entre las arcillas más importantes se encuentran la bentonita y la tierra 

de batán que se utilizan principalmente como arenas de moldeo, en lodos de 

perforación para peletización y como absorbentes (15), siendo los mayores 

productores E.U.A. y China (16). El caolín es otra arcilla importante en todo el 

mundo que se produce principalmente en E.U.A. y Alemania. Esta arcilla se ha 

utilizado como material de relleno en la industria del papel, caucho, pinturas, 

plásticos, y se estima que el 54% de las ventas se refiere a este último (17). 
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También se utiliza en la industria de la cerámica y en la fabricación de zeolitas 

sintéticas (catalizadores), en la agricultura y para la producción de productos 

químicos, farmacéuticos y cosméticos (17). 

Dentro de las propiedades físico-químicas más estudiadas de las arcillas se 

encuentra su capacidad de absorción y de unión a las aflatoxinas y micotoxinas, 

por lo que han sido utilizadas como aditivos en piensos y alimentos, mostrando la 

reducción e incluso la eliminación del efecto de dichas toxinas en pollos de 

engorda y lechones (18-22). De ellas, las esmectitas de baja carga preparadas 

con nutrientes o compuestos orgánicos no tóxicos, sufren modificaciones 

superficiales que producen una unión más eficaz con las aflatoxinas en los 

piensos o alimentos contaminados y evitan la toxicidad (23). Sin embargo, la 

comisión técnica de aditivos y productos o sustancias empleadas en la 

alimentación animal (FEEDAP) considera que no hay suficiente información para 

concluir sobre la eficacia de bentonita y sepiolita, otras dos arcillas, para reducir la 

contaminación por micotoxinas (24).  

En cuanto a contaminación de agua, la combinación de montmorillonita de sodio, 

un soporte sólido y un adhesivo ha sido utilizada para purificar grandes volúmenes 

de agua contaminada (25). También la esmectita homoiónica de sodio se utiliza 

para la adsorción de uranio en medio acuoso (26). Existe una variedad de arcillas 

que han mostrado su eficacia como adsorbentes de metales pesados en 

disoluciones de desechos mixtos acuosos (27-38), la reducción en el impacto 

negativo de los lixiviados de vertedero y los desechos orgánicos en el ambiente 

(39,40). 
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También se ha estudiado el uso de arcillas contra patógenos y para el control de 

plagas. En este aspecto, las arcillas han presentado propiedades bactericidas 

incluso contra cepas resistentes a los antibióticos (41) y son muy útiles para 

aumentar las propiedades insecticidas de algunas proteínas cuando se genera un 

complejo arcillo-insecticida (42,43), lo que tiene además un efecto positivo en la 

lucha contra la genotoxicidad de los plaguicidas (44). Algunas arcillas como el 

caolín, actúan naturalmente como plaguicidas siendo de gran interés ya que son 

de origen natural (45). En la industria farmacéutica, las arcillas han sido utilizadas 

como estabilizantes, espesantes, emulsionantes y excipientes. Sus diversas 

propiedades, así como su interacción con fármacos han llamado la atención para 

su uso como sistemas de administración de fármacos con el objetivo, en muchos 

casos, de obtener sistemas de liberación prolongada o con el fin de asegurar la 

llegada del fármaco al órgano diana (46-53). Todo lo anterior demuestra que las 

arcillas son ampliamente utilizadas debido a sus propiedades y aplicaciones.  

Nanoarcillas 

Las nanoarcillas son arcillas que se han sometido a un proceso de trituración y 

tamizado para obtener partículas en la que por lo menos uno de sus lados es 

inferior a 100 nm. En las dos últimas décadas, el aumento en la producción de 

diversas nanopartículas, así como el creciente desarrollo de la nanotecnología, 

han atraído el interés en las nanoarcillas debido a las posibilidades de aumentar y 

mejorar sus propiedades físicas y químicas. Éstas han sido analizadas 

principalmente como nanoacarreadores por sus propiedades mecánicas y 
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biológicas. Sin embargo, existen otras aplicaciones para las nanoarcillas descritas 

en la literatura, como:  

- Inmovilización de enzimas: han mostrado una mayor retención de la 

actividad de la enzima (54) 

- Microbicidas: efectivas contra E. coli y S. aureus (55-57) 

- Aditivos en textiles: inhiben el crecimiento de algunos microorganismos 

(58,59)  

- Pesticidas: aunque tienen la propiedad de controlar algunas plagas, las 

nanoarcillas pueden utilizarse para la liberación controlada de pesticidas 

(60,61) 

- Matrices poliméricas: para la elaboración de piezas automotrices, envases 

de alimentos y prótesis (62-67), liberación controlada de diferentes 

sustancias entre ellas fármacos (68-71), adhesivos dentales (72), ingeniería 

de tejido óseo (73) e inmunosensores (74). 

Métodos de obtención de nanoarcillas 

La producción de nanoarcillas al igual que de otras nanopartículas como los 

óxidos metálicos, se realizan principalmente por dos tipos de métodos:  

- Molienda: se parte de materiales sólidos macrométricos y por métodos 

termo-mecánicos se producen nanopartículas 

- Síntesis: se parte de átomos o moléculas para la producción de 

nanopartículas por procesos de deposición química y física. (75) 
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Los métodos que parten de sólidos macrométricos son: la atricción mecánica, la 

litografía y los tratamientos térmicos (quenching). Estos métodos son ampliamente 

utilizados debido a su bajo costo. Sin embargo, las nanopartículas obtenidas 

pueden presentar estructuras alteradas, baja pureza y tamaños variados, lo cual 

afecta directamente sus propiedades físico-químicas (76). El siguiente método 

más utilizado es el de molienda, principalmente utilizado en industria. Para esto se 

utilizan “molinos” que aplican fuerzas de compresión, impacto, rozamineto y corte 

para reducir el tamaño del material hasta nanopartículas (77). 

Por otra parte, los métodos que parten de átomos o moléculas presentan múltiples 

ventajas ya que se obtienen nanopartículas con una composición química más 

homogénea, estructura química predeterminada y mayor pureza. Los más 

utilizados son: el método de precipitación controlada que es una síntesis química 

que permite la obtención de óxidos metálicos nanométricos, ampliamente utilizada 

debido al bajo costo energético y porque no utiliza disolventes (78). El método sol-

gel que parte de elementos metálicos o metaloides rodeados de compuestos 

inorgánicos para la preparación de un coloide que constituye una red 

tridimensional intercalada con el nanoóxido inorgánico que se desea obtener y a 

partir de reacciones de hidrólisis y policondensación se obtiene la nanopartícula 

(79). Dentro de las desventajas que presenta este método se encuentran el 

elevado costo de los compuestos metálicos, el tiempo de reacción y el bajo 

rendimiento (80).  

La producción de nanoarcillas genera modificaciones en sus propiedades físico-

químicas, lo que podría multiplicar sus aplicaciones. Sin embargo, la modificación 
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de éstas propiedades también puede modificar su interacción en sistemas 

biológicos, por lo que su toxicidad no puede ser extrapolada a la de sus 

homólogos micrométricos. De tal forma que es indispensable realizar las 

evaluaciones de toxicidad de cada una de las nanoarcillas que se producen. 

 Toxicidad de arcillas y nanoarcillas 

A pesar de las aplicaciones de las nanoarcillas hay poca información con respecto 

a su toxicidad. En nuestro conocimiento, existen alrededor de sólo 20 

publicaciones que tratan este tema en particular. Uno de los principales problemas 

son las variables que se deben tomar en cuenta, ya que se ha reportado que la 

toxicidad de los nanomateriales está en función del tamaño y composición química 

del nanomaterial, además del tipo de celular expuesto (2). También hay puntos en 

la experimentación que cambian con respecto a las pruebas de otros materiales. 

Se ha informado que para las pruebas in vitro, las proteínas del suero pueden 

reducir la absorción intracelular de nanoarcillas formando agregados de modo que 

la concentración de suero puede alterar los ensayos citotóxicos, enmascarando la 

toxicidad de nanoarcillas, por lo que proponen el uso de una concentración límite 

de suero (81). Todo esto puede alterar la función normal de las células por lo que 

los resultados son específicos para las condiciones analizadas y, no ser aplicables 

a otros sistemas. En otros estudios, se ha informado que la aglomeración de 

partículas, la interferencia óptica y la contaminación con endotoxina afecta 

significativamente los ensayos inmunológicos y citotóxicos de nanopartículas (82). 

Así, lo  más importante de recalcar es que los efectos antes descritos dependen 

de las propiedades del material, así como de los componentes del medio que 
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interfieren con los ensayos de toxicidad, por lo que los resultados obtenidos son  

difíciles de interpretar debido principalmente al número de variables y a la falta de 

homogeneidad. 

En lo que respecta a las pruebas inmunológicas de nanofármacos, se ha 

demostrado que algunas pruebas in vitro como hemólisis, activación del 

complemento, opsonización, fagocitosis y la secreción de citocinas, se encuentran 

entre las más predictivas, así como la combinación de varios ensayos como la 

inmunosupresión y la trombogenicidad (83). Sin embargo, se plantea la necesidad 

de más pruebas in vitro e in vivo para establecer una correlación entre la 

inmunotoxicidad, la citotoxicidad y la toxicidad (83). Dentro de los principales 

inconvenientes en las pruebas inmunológicas, se encuentra la absorción de 

citocinas por las nanoarcillas.Se ha observado que las nanoarcillas de boemita 

pueden adsorber TNF-α, por lo que es necesario hacer la corrección de los 

resultados dependiendo de la cantidad de citocina adsorbida (84). Cabe señalar 

que en la literatura sólo se encuentra éste reporte, por lo que no hay información 

sobre la adsorción de otras citocinas por ésta u otras nanoarcillas.  

Biocompatibilidad de las nanoarcillas 

Como se definió anteriormente, “la biocompatibilidad se refiere a la capacidad de 

un biomaterial para realizar una función deseada con respecto a una terapia 

médica, sin provocar efectos locales o sistémicos indeseables en el receptor o 

beneficiario de la terapia, pero generando la respuesta celular o tisular más 

apropiada en esa situación específica y optimizando el rendimiento clínicamente 
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relevante de la terapia".(5) En este sentido, algunas propiedades físicas y 

químicas de las nanoarcillas, así como su composición, también han sido 

relacionadas con la biocompatibilidad. Así por ejemplo, en un sustrato de caucho 

de silicona propuesto para ingeniería de tejidos y regeneración médica, se observó 

que al rellenar con nanoarcillas se aumenta el módulo elástico lo que aumenta la 

biocompatibilidad celular (85). La solubilidad es otra propiedad asociada con la 

citotoxicidad, en términos de inducción de estrés oxidativo, apoptosis y daño de la 

membrana, las nanoarcillas aniónicas fácilmente solubles son menos tóxicas que 

aquellas menos solubles (86). El contenido de metales pesados también se asocia 

con la citotoxicidad; como las nanoarcillas son en gran medida aluminio-silicatos, 

la liberación de aluminio en el sistema o la acumulación en diferentes órganos, 

pueden presentar efectos adversos (87). Esto muestra una dificultad adicional, ya 

que es necesario garantizar que una nanoarcilla no se descomponga en sus 

materias primas por condiciones tales como son el calor, la radiación UV, 

microondas, disolventes o por los efectos mecánicos tales como la fricción.  

Un estudio en el que se evaluó el efecto de nanoarcillas de montmorillonita, 

bentonita, caolinita y erionita sobre células endoteliales de la vena umbilical 

humana, neuroblastoma N 1 E- 115, y células oligodendrogliales ROC-1, mostró 

que estas arcillas podrían traspasar la barrera hematoencefálica, y por lo tanto, si 

el aluminio se libera en el sistema nervioso podría haber consecuencias fatales en 

un ser vivo (88,89). También se han observado alteraciones morfológicas en el 

aparato de Golgi de células intestinales humanas (Caco-2) con tratamientos de 

montmorillonita modificada orgánicamente, esto se ha relacionado con la 
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liberación de aluminio que provoca estrés oxidativo y podría inhibir la síntesis de 

proteínas, sin embargo no se observaron daños en ADN (90). 

En algunos casos, hay discrepancias que, pueden ser como se describió 

anteriormente, debido a las características del nanomaterial y los modelos 

utilizados para evaluar. Por ejemplo, mientras en cultivos primarios de médula 

ósea de ratón, la nanobentonita y la nanomontmorillonita causan lisis celular, la 

nanoerionita no tuvo ningún efecto tóxico. De la misma manera la lisis no se 

produjo con ninguna de las tres nanoarcillas en la línea celular de neuroblastoma 

NLE-115, (88,89). Además, las diferencias no son exclusivas de modelos 

celulares, también se observan cuando se comparan los efectos in vitro con los 

efectos in vivo. Está reportado que nanopartículas de bentonita con 2% de 

polímero muestran una alta biocompatibilidad in vitro y por ello se ha propuesto su 

uso para la elaboración de contenedores de material quirúrgico (91), pero cuando 

las misma nanopartículas de arcilla (bentonita) sin las matrices poliméricas se 

administran por vía intragástrica en ratas durante 28 días muestran una reducción 

en el peso del hígado y la actividad de sus enzimas de conjugación, la actividad 

antagónica sobre la bifidoflora y la hiperproducción de microflora de levaduras 

(92).  

También se han observado diferencias entre modelos animales. Tal es el caso de 

la adición de calcio y montmorillonita de sodio en alimentos para animales dónde 

no se observaron efectos adversos (93); mientras que la nanomontmorillonita 

organofílica aumentó el peso del útero en ratones cuando se administró por vía 

oral lo que podría estar relacionado con alteraciones en la reproducción (94). 
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Por otra parte, los nanomateriales polímero-nanoarcilla probados con diferentes 

propósitos han demostrado alta biocompatibilidad in vivo, las evaluaciones de 

montmorillonita y mica con poliuretano mostraron que son altamente 

biocompatibles y no causan daño en el medio ambiente, por lo que se proponen 

para su uso en equipos hospitalarios (95). También, una montmorillonita 

modificada de quitosano se evaluó para aplicaciones de ingeniería de tejidos y 

mostró una excelente biocompatibilidad,  crecimiento celular y eficacia 

antibacteriana (41). 

Si bien es cierto que las arcillas han sido ampliamente utilizadas y evaluadas, no 

se debe dejar de tomar en cuenta que las nanoarcillas pueden tener diferentes 

efectos debido a las modificaciones en sus propiedades. Además, no en todos los 

casos las arcillas son totalmente inocuas; en una región de la Guinea Francesa 

mujeres embarazadas con una dieta que incluyó arcillas, en comparación con no 

embarazadas y los controles que no consumieron arcillas, mostraron niveles más 

altos de aluminio, lo que puede tener consecuencias clínicas tanto en las mujeres 

como en los recién nacidos (96). En particular, existe una gran preocupación 

acerca de la población femenina tanto en humanos como en otros mamíferos, ya 

que algunas nanopartículas presentan efectos perjudiciales sobre la 

reproductividad femenina y en el desarrollo fetal. Estos efectos adversos están 

relacionados con la composición, modificación de la superficie, dosis y vía de 

exposición de las nanopartículas además de las especies animales expuestas 

(97,98). 
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La producción y aplicación de nanoarcillas provocarán el contacto directo tanto de 

las personas implicadas en la producción como de los consumidores. Es por esto 

que la toxicidad de las nanoarcillas es muy importante y la comunidad científica 

constantemente hace un esfuerzo para determinar los efectos adversos. Sin 

embargo, la literatura nos muestra las dificultades en la determinación de la 

toxicidad de nanoarcillas. Comenzando porque la toxicidad depende de la 

composición química y el tamaño del material, así como del modelo utilizado para 

evaluar el efecto tóxico. En general, el efecto sobre las líneas celulares parece ser 

menor en comparación con el efecto en el mismo tipo de células pero de cultivo 

primario, lo que plantea la necesidad de ampliar el uso de este tipo de cultivos y la 

necesidad de encontrar una posible relación entre los diferentes ensayos.  

Las diferencias encontradas entre los mismos tipos de células, así como las 

discrepancias entre ensayos in vitro e in vivo, demuestran la necesidad de 

métodos estandar que permitan un diseño experimental adecuado para la 

evaluación de la toxicidad de nanoarcillas con el objetivo de evitar posibles efectos 

adversos.  

 

Modelos utilizados para evaluar nanotoxicidad 

Existe un esfuerzo constante de la comunidad científica para aportar conocimiento 

con respecto a la nanotoxicología. Es por esto que se han evaluado diferentes 

nanopartículas utilizando diferentes métodos. Entre los métodos más destacados 

se encuentran: los predictivos, las evaluaciones in vitro y las evaluaciones in vivo.  
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Dentro de los métodos predictivos, uno de los más estudiados es el estudio teórico 

de la relación cuantitativa estructura actividad (QSAR), este método relaciona la 

estructura química de una sustancia con su actividad biológica o su reactividad 

química y puede ser muy útil para predecir la citotoxicidad de nanopartículas (99-

102). Uno de los mayores inconvenientes que presenta el QSAR es que el cálculo 

se basa en  datos ya reportados, de tal manera que es necesario tener 

conocimiento previo sobre la actividad biológica de la nanopartícula o conocer 

completamente sus propiedades físico-químicas. También se han utilizado 

modelos in vitro, tienen la ventaja de ser más económicos y fáciles de manejar; sin 

embargo, son múltiples y variados  y no en todos los casos se encuentran buenas 

correlaciones con los ensayos in vivo. Entre los modelos empleados se 

encuentran las líneas celulares: HEK 293 de riñón de embrión humano, A549 de 

cáncer pulmonar, L929 de fibroblastos murinos, MCF-7 de cáncer de mama, 

HaCaT de queratinocitos de piel humana, MSTO-211H de células de pulmón 

humano, A3 de linfocitos T4, entre otras (103-106). Como cultivos primarios se 

han utilizado: células endoteliales humanas, células madre mesenquimales de la 

médula ósea humana, células de sangre humana, osteoblastos humanos, 

hepatocitos de rata, entre otros (107,108).  En general se aplican estos modelos 

dependiendo del uso que se propone para la nanopartícula. Las líneas celulares 

suelen verse menos afectadas que los cultivos primarios, lo que plantea la 

dificultad en la elección del modelo para una óptima evaluación de la citotoxicidad. 

En cuanto a los modelos in vivo se suelen usar: ratones de la cepa C57BL/6 

(108,109), peces Pimephales promelas (110), ratas Wistar (111), anemonas 
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Nematostella vectensis (112), embriones de pez cebra (113) y moscas Drosophila 

(114). De todos ellos, los ratones son por mucho el modelo animal más socorrido, 

debido a su fácil manipulación, alta tasa de reproducción, bajos costos de 

mantenimiento, y sobre todo, a la gran diversidad de reactivos disponibles para 

evaluar los efectos de la administración de las nanopartículas. Dentro de los 

diversos ratones, la colonia  CD1 es uno de los modelos más idóneos para evaluar 

toxicidad, debido precisamente a que no corresponde a una cepa, sino a una 

colonia, por lo que existe variabilidad genética; esto es importante porque los 

ensayos de toxicidad sobre estos ratones representan mejor los posibles efectos 

en una población (115,116).  

Como se mencionó anteriormente, uno de los principales problemas es la falta de 

correlación que se observa en algunas ocasiones entre los ensayos in vitro e in 

vivo, por lo que se ha propuesto el uso de Caenorhabditis elegans que se ha 

utilizado desde hace varias décadas como modelo para estudios genéticos (117). 

Dentro de las células de mamífero más utilizadas en ensayos de toxicidad y que 

ha demostrado buena correlación con los ensayos in vivo se encuentran los 

macrófagos, células esenciales en la respuesta inmune que se especializan en la 

eliminación de cuerpos extraños por su amplia capacidad fagocítica y potencial 

lítico (118,119). En este sentido, últimamente en nuestro grupo de trabajo se ha 

propuesto el uso de trofozoítos de E. histolytica, parásito protozoario causante de 

la amibiasis intestinal en humanos, por ser un modelo altamente fagocítico y lítico 

que facilita la incorporación de la nanopartícula o sus aglomeradas y que además 

ha mostrado una buena correlación entre los ensayos in vitro e in vivo (120-121). 



25 
 

Tomando en cuenta las propiedades de éstos dos últimos modelos, el uso de 

ambos podría llevar a resultados más concluyentes sobre la citotoxicidad de un 

nanomaterial. 

Con base en lo anterior, podemos decir que la producción de nanoarcillas 

expondrá a los trabajadores principalmente por las vías aérea, oral y cutánea. 

Posteriormente por sus aplicaciones en ingeniería de tejidos y medicina 

reconstuctiva serán los consumidores los que estén expuestos a las nanoarcillas. 

Es por esto que en esta tesis se planteó la evaluación de la toxicidad de 

nanoarcillas de uso comercial (nanoclinoptilolita y nanosepiolita) en modelos 

altamente fagocíticos (amibas y macrófagos) con el fin de analizar la respuesta 

celular. Así como la evaluación in vivo en ratones CD1 administrados con 

nanoarcillas por las posibles vías de exposición de trabajadores y consumidores, 

con el fin de evaluar la toxicidad de las nanoarcillas en seres vivos.  
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Relevancia e impacto en el área de estudio 

La nanotoxicología es una ciencia emergente que propone la evaluación 

toxicológica de todas las partículas que tengan por lo menos una dimensión menor 

a los 100nm. A pesar de la importancia de este tipo de estudios, no hay muchos 

reportes al respecto debido a la falta de regulación a nivel mundial para la 

evaluación de la toxicidad de nanopartículas, por lo que las implicaciones del uso 

de las nanopartículas a mediano y largo plazo se desconocen. Entre las 

nanopartículas con aplicaciones biomédicas se encuentran las nanoarcillas, de las 

cuales se piensa que pueden  ser inocuas con base en lo que se conoce de su 

versión macrométrica. Sin embargo, ya que las propiedades físico-químicas de las 

nanopartículas son diferentes a su versión macro, es imposible predecir el efecto 

que puedan tener sobre los sistemas biológicos sin que se lleven a cabo estudios 

detallados de biocompatibilidad en diferentes sistemas. Por lo anterior, 

consideramos que es de vital importancia evaluar los efectos tóxicos de dos de las 

nanoarcillas de mayor uso comercial, tanto in vitro como in vivo, antes de pensar 

en las potenciales aplicaciones en diversas industrias. 
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Hipótesis 

 

Las nanoarcillas pueden presentar citotoxicidad en cultivos de amibas y 

macrófagos así como toxicidad en ratones CD1 debido al cambio en sus 

propiedades físico-químicas. 
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Objetivos 

Objetivo general 

Determinar la toxicidad de nanopartículas de clinoptilolita y sepiolita in vitro usando 

células altamente fagocíticas, e in vivo usando ratones CD1. 

Objetivos particulares 

- Evaluar el efecto de nanopartículas de clinoptilolita y sepiolita en cultivos de 

Entamoeba histolytica de la cepa HM1:IMSS 

- Evaluar el efecto sobre la viabilidad de cultivos de macrófagos de línea 

celular y de cultivo primario de humano y ratón tratados con nanopartículas 

de clinoptilolita y sepiolita 

- Determinar la expresión de citocinas pro-inflamatorias, anti-inflamatorias y 

reguladoras en sobrenadantes de cultivos primarios de macrófagos de 

sangre periférica humana y de médula ósea de ratón tratados con las 

nanoarcillas. 

- Evaluar el efecto sobre la funcionalidad hepática y renal así como la 

acumulación en hígado, riñón y pulmón por administración cutánea, 

subcutánea, intraperitoneal, intramuscular, intragástrica y aérea de 

nanopartículas de clinoptilolita y sepiolita en ratones CD1. 

- Evaluar el efecto de la exposición durante 8 meses a nanopartículas de 

clinoptilolita y sepiolita en tres generaciones de ratones CD1. 
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Materiales y Métodos 

Con el fin de evaluar la biocompatibilidad de nanoarcillas de uso comercial, se 

realizaron evaluaciones de toxicidad in vitro e in vivo con nanoclinoptilolita y 

nanosepiolita. La nanoclinoptilolita (VALFOR-100) fue donada por Silicatos y 

Derivados S.A. de C.V. México, la nanosepiolita (polvo de sepiolita) y el talco 

(talco, 86257, Sigma Aldrich, México, probado según PhEur.) se compraron de  

Sigma-Aldrich, E.U.A. 

 

Caracterización de nanoclinoptilolita y nanosepiolita 

El análisis se realizó en la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigación (USAI), 

Facultad de Química, UNAM. El análisis consistió en la determinación de la 

estructura química de las nanoarcillas mediante difracción de rayos X de polvos, 

en un difractómetro Bruker modelo D8 Advance, con ánodo de cobre(𝐾α1 = 

0,154060 nm). La composición química se determinó utilizando un ICP-MS, Bruker 

Aurora M90, y se analizó el porcentaje de Si, Al, Fe, Ca, Mg, Ti, P, Mn, Na, K, y S. 

Esta composición se confirmó por un micro análisis semi cuantitativo. Finalmente, 

para conocer la forma y tamaño de las partículas, las muestras se observaron por 

Microscopía Electrónica de Transmisión (TEM) y Microscopía Electrónica de 

Barrido (SEM) después de ser suspendidas en los medios de cultivo que se 

utilizaron en los ensayos in vitro e in vivo.  
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Preparación de soluciones stock de nanoarcillas y talco 

La nanoclinoptilolita, nano sepiolita  y el talco  se suspendieron por sonicación en 

los medios de cultivo. Para tal efecto 1.0 g de cada material se suspendió en 1 ml 

de medio y a continuación se sonicó  utilizando 4 ciclos de 15 s con un sonicador 

de punta Branson Sonifier con una amplitud de 50% y una frecuencia de 130 kHz. 

Este procedimiento previene la formación de agregados sin afectar el tamaño de 

las partículas (confirmado por microscopía electrónica). Para los cultivos 

amibianos se utilizaron suspensiones de nano arcillas y talco en medio TYI-S-33 

suplementado con 10% de suero de bovino adulto; para los ensayos con 

macrófagos los materiales se suspendieron en medio DMEM alto en glucosa 

suplementado con 10% de suero fetal bovino.  

 

Cultivo de trofozoitos de E. histolytica HM1-IMSS y tratamiento con 

nanoarcillas 

Un cultivo axénico de trofozoitos se mantuvo a 37°C en medio TYI-S-33 

suplementado con suero bovino al 10%, 3% de vitaminas (Diamond vitamina 

Tween 80 40x de soluciones, Sigma Aldrich, E.U.A.), y 0,1% de antibiótico 

(penicilina-estreptomicina10000 U / ml, GIBCO, E.U.A.). Al cabo de 72 h de 

incubación cuando los cultivos de amibas alcanzan la fase estacionaria de 

crecimiento, los tubos fueron colocados en hielo por 5 min para que las amibas se 

desprendan de las paredes y contados usando una cámara de Neubauer. A 

continuación, en tubos de 3 ml se sembraron 1x 105 amibas/ml e inmediatamente 
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se añadió la cantidad necesaria de la solución stock de cada nanoarcilla y del talco 

para alcanzar las concentraciones de 10, 100, 500, y 1000 mg/ml. Un tubo de 

cultivo sin el tratamiento con nanoarcillas fue usado como control de crecimiento. 

En todos los cultivos, el volumen fue aforado a 3ml con medio TYI-S-33 

suplementado. 

 

Viabilidad amibiana.  

La viabilidad y la morfología de los trofozoítos amibianos se evaluó a 24, 48 y 72 h 

de incubación con las nanoarcillas empleando dos métodos diferentes: 

(1) el marcador de exclusión vital azul de tripano, para evaluar la viabilidad;  

(2) el diacetato de carboxifluoresceína (CFDA kit vibrante, Invitrogen, E.U.A.), 

además de yoduro de propidio para evaluar la viabilidad y morfología. 

Los tubos de cultivo amibiano se incubaron en hielo durante 5 min para 

desprender los parásitos, se tomaron alícuotas de 100µl de cultivo y se marcaron 

con 1µl de azul tripano 0,4% (5 min a temperatura ambiente) o 1µl de CFDA 5 mM 

con 1µl de yoduro de propidio1.5 mM (15 min a temperatura ambiente). Las 

células se contaron utilizando un microscopio de fluorescencia Olympus BX51 en 

una cámara de Neubauer. Se realizaron seis experimentos independientes cada 

uno por triplicado. 
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Cultivo de macrófagos. 

Se cultivaron 3 diferentes tipos de macrófagos: i) macrófagos derivados de 

monocitos de sangre periférica humana, ii) macrófagos derivados de monocitos de 

médula ósea de ratones CD1, y iii) macrófagos de la línea celular RAW 264.7.  

i) A partir de 10 muestras de sangre de diferentes individuos sanos, se aislaron 

células mononucleares utilizando un gradiente de Ficoll Histopaque (GE 

Healthcare, E.U.A). Brevemente, se diluyen 15 ml de sangre periférica humana 

con anticuagulante en 15 ml de PBS, posteriormente se colocan sobre 10 ml de 

Ficoll. Se centrifuga el tubo a 400 g por 20 min, procedimiento que genera cuatro 

estratos en el tubo y con una micropipeta se retira el tercer estrato de abajo hacia 

arriba que es el que contiene las células mononucleares. Las células aisladas se 

lavan 3 veces resuspendiendo en 5 ml de PBS y centrifugando a 100 g por 10 min.  

Se sembraron 1x105 células/ml RPMI 1640 suplementado con 10% de suero 

autólogo, 1% gentamicina, y 1% de 2-mercaptoetanol, en cajas de cultivo de 50 ml 

con recubrimiento para células adherentes. Después de 2h de incubación a 37°C/ 

y 5% de CO2, las células no adherentes fueron removidas lavando 2 veces con 

PBS. Los monocitos se dejaron madurar durante 6 días realizando cambios de 

medio cada 48h. Una vez diferenciados a macrófagos, se colocan las células 

durante 10 min sobre hielo para desprenderlas, se toman alicuotas de 10 µl que se 

tiñen con azul tripano para asegurar la viabilidad y conocer el número de células.  

Para confirmar la diferenciación de monocitos a macrófagos se utilizó el anticuerpo 

específico F4/80 marcado con fluorescencia y se analizaron alícuotas de 1x106 

células por citometría de flujo.  
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ii) Para la obtención de los macrófagos derivados de monocitos de médula ósea 

de ratón, se sacrificaron ratones CD1 machos, de 4 semanas de edad y se retiró el 

fémur y la tibia. Los huesos fueron tratados durante 3 min con etanol absoluto y 

posteriormente se lavaron con medio RPMI 1640 no suplementado. La médula 

ósea fue retirada cortando a la altura de la metáfisis los huesos e inyectando 

medio de cultivo con una aguja de insulina a través de la diáfisis hasta extraer la 

totalidad de la médula ósea; las células se lavaron dos veces con el mismo medio 

y después se lisaron los eritrocitos utilizando 1 ml de PBS 10X restituyendo de 

inmediato la osmolaridad agregando 9 ml de agua destilada estéril. Las células 

blancas se lavaron 3 veces con PBS, se suspendieron en medio RPMI 

suplementado con 10% de suero autólogo, 1% gentamicina, y 1% de 2-

mercaptoetanol, se sembraron 1 X 105 células en cajas de Petri con 10ml de 

medio y se incubaron a 37°C con 5% de CO2. Se realizó el cambio de medio cada 

48h durante 5 días para la diferenciación de monocitos a macrófagos. Para 

confirmar la diferenciación de monocitos a macrófagos se utilizó el anticuerpo 

específico F4/80 marcado con fluorescencia y se analizaron alícuotas de 1x106 

células por citometría de flujo.  

iii) La línea celular RAW 264.7 se cultivó en medio RPMI 1640, suplementado 

como se describió anteriormente, y se mantuvo bajo las mismas condiciones.  
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Tratamiento de macrófagos con nanoarcillas y ensayos de viabilidad 

El efecto de las nanoarcillas y el talco se determinó en los tres tipos de 

macrófagos. Para cada experimento, se colocaron 1 x 105 macrófagos por pozo en 

cajas de 96 pozos en medio RPMI 1640 suplementado, a los cuales se les añadió 

con suspensión de cada material para tener concentraciones de 10, 100, 500, y 

1,000 mg/ml. A continuación, se añadió medio RPMI 1640 suplementado hasta 

alcanzar 100µl de volumen final en cada pocillo.  

Los cultivos de macrófagos de médula ósea de ratón y los de la línea celular RAW 

264.7 fueron incubados con los diferentes materiales durante 60 h, mientras que 

los macrófagos humanos sólo se incubaron durante 48 h. En ambos casos, cada 

12 h se tomó una alícuota para su evaluación. Se realizaron tres experimentos 

independientes cada uno por triplicado. En cada caso se valuó la viabilidad, 

apoptosis y necrosis de las células. 

Viabilidad, apoptosis y necrosis 

Alícuotas de 100µl fueron evaluadas cada 12 h para la determinación de 

viabilidad, apoptosis y necrosis celular utilizando el kit de detección Anexina V-

FITC   (BD Pharmingen, E.U.A.) siguiendo las instrucciones del proveedor. 

Brevemente, cada 12 h durante un máximo de 60 h, se retiró el medio de cultivo 

de cada pozo y se almacenó a -20°C para posteriormente analizar las citocinas 

secretadas. Los pozos se rellenaron con PBS, se añadieron los marcadores 
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Anexina V y Ioduro de propidio y después de 15 min de incubación a 37°C, las 

células se centrifugaron, lavaron y fijaron con 50µl de una solución de p-

formaldehído 3,7% para ser leídas en un citómetro de flujo FACS Canto (Becton 

Dickinson, E.U.A.). 

Determinación de citocinas Th1, Th2, y Treg 

Se determinó el patrón de secreción de citocinas de los macrófagos tratados con 

nanoclinoptilolita, nanosepiolita y talco, utilizando el medio de cultivo retirado a las 

24, 36 y 48 h. Se midió la expresión de GM-CSF, IFN-γ, IL-1α, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 

IL-10, IL-17 y TNF-α usando los kit Th1/Th2 10 plex Flow Cytomix Multiplex 

(eBioscience, E.U.A.) para ratón y para humano, en macrófagos derivados de 

monocitos de médula ósea de ratón y en macrófagos derivados de monocitos de 

sangre periférica humana, respectivamente,  de acuerdo con el protocolo del 

proveedor. Brevemente, los sobrenadantes de medio de cultivo se tratan durante 

15 min con las perlas del kit. Las perlas están recubiertas con anticuerpos lo que 

genera una unión específica a las citocinas, y posteriormente se agrega un 

segundo anticuerpo biotinilado que se une a las citocinas. Finalmente, se añade 

estreptavidina-PE que se une a la biotina y emite la señal fluorescente. Se 

determinan las diferentes citocinas ya que las perlas emiten una intensidad de 

fluorescencia específica según el anticuerpo que tienen. Las muestras se leyeron 

en un citómetro de flujo FACS Canto. Los datos fueron analizados utilizando el 

software Flow Cytomix Pro de Bender MedSystems. 
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Microscopía Electrónica de Transmisión 

Un cultivo de amibas y uno de macrófagos, tratados con las concentraciones más 

altas de cada nanoarcilla, se centrifugaron a 1800 rpm durante 5 min y se lavaron  

3 veces con PBS; después las células se fijaron con formaldehído al 4%y 

glutaraldehído al 1% toda la noche. Entonces, las células se trataron 3 veces 

durante 15 min con 8% de sacarosa y se fijaron con 1% de OsO4. La 

deshidratación se realizó con soluciones de etanol al 50, 70, 95 y 100% y óxido de 

propileno al 100%. La infiltración se realizó con resina LR White (Ted Pella Inc., 

E.U.A.). Finalmente, las muestras se pusieron en cápsulas de gelatina y se 

mantuvieron en el horno a 60°C durante 48h. Los cortes ultrafinos de 0.5 micras 

se recogieron en rejillas Formvar/Carbon de 200 mallas y en rejillas de níquel. Se 

tiñeron con acetato de uranilo y citrato de plomo. 

Análisis estadístico 

Los datos fueron analizados con una ANOVA de dos vías (𝑃<0,05), seguido de 

una prueba post hoc de Tuckey (𝑃<0,05) (Microsoft Excel 2010). 

Tratamiento de ratones con nanoarcillas 

Se utilizaron ratones CD1 de 4 semanas de edad, machos, mantenidos en el 

bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas bajo condiciones estériles con 

agua y comida at libitum. Todos los procedimientos a lo que se sometieron los 

ratones fueron aprobados por la Comisión Institucional para el Cuidado y Uso de 

Animales del Laboratorio (CICUAL).  
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En general, los animales fueron tratados al mismo tiempo por vías cutánea, 

subcutánea, oral, intramuscular e intraperiotoneal con las nanoarcillas siguiendo el 

siguiente esquema: 

 

Figura 2. Esquema de administración simultanea por varias vías de administración a 

ratones CD1 con las nanoarcillas y el talco,  y los diferentes tiempos a los que fue 

evaluado el efecto.  

El Centro de Investigación y Desarrollo Tecnológico S.A. de C.V. productor de 

nanoarcillas estimó que los trabajadores de la planta estaban expuestos a 

200mg/Kg en una semana de trabajo. Considerando un individuo promedio de 

70Kg corresponde a 2.85mg/kg por lo que se administraron 1, 2.5, y 5 mg/Kg de 

peso de cada una de las nanoarcillas evaluadas de manera independiente, por 

cada una de las vías en el mismo ratón. A cada tiempo de evaluación (24, 48, 72 

h, 1 semana y 1 mes) se obtuvo sangre total de la cola de los ratones y se 

sacrificaron 3 animales para cada dosis en una cámara de CO2. Posteriormente, 

se recolectó el tejido asociado al sitio de administración, una porción de piel 
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(administración cutánea y subcutánea), músculo (administración intramuscular), 

peritoneo (administración intraperitoneal), además de los estómagos 

(administración intragástrica), hígados y riñones (para analizar una posible 

acumulación de nanarcillas). Las muestras fueron enviadas a la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootencia para el análisis histológico. En todos los casos 

un lóbulo del hígado y un riñón se utilizaron para analizar la concentración de 

aluminio. 

Administración aérea 

En otro ensayo independiente, se realizó la administración aérea de cada 

nanoarcilla siguiendo el siguiente esquema: 

 

Figura 3. Esquema de administración por vía aérea a ratones CD1 de las nanoarcillas y el 

talco,  y los diferentes tiempos a los que fue evaluado el efecto. 

En este caso, se diseñó una cámara de dispersión de polvos (Figura 4) de tal 

manera que cada ratón recibiera una dosis conocida de nanoarcilla vía aérea. Se 

utilizaron dosis de 1, 2.5 y 5 mg/Kg de peso.  
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Figura 4. Fotografía de la cámara de dispersión. Cámara de dispersión diseñada para 

administrar por vía aérea las nanoarcillas a los ratones CD1. 

 

En cada una de las cámaras señaladas en la figura, se coloca un ratón CD1 de 4 

semanas de edad, macho. En el dispensador se pone la cantidad a evaluar de 

nanoarcilla y se enciende el ventilador controlando que la presión en el sistema 

sea siempre la misma (10 mmHg). Después de 5 min se retiran los ratones, se 

lava el sistema y se repite la operación para los siguientes ratones.  

Se recolectaron las mismas muestras y se sacrificaron el mismo número de 

animales en cámara de CO2 como en el caso de los animales que recibieron el 

tratamiento por las múltiples vías de administración. 
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Para ambos estudios, las muestras de suero derivado de la sangre y las del tejido 

asociado al sitio de administración fueron enviados a la Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia, UNAM. En la muestra de suero se evaluó la funcionalidad 

hepática y renal determinando urea, AST (aspartato aminotransferasa), ALT 

(alanino aminotransferasa), creatinina, proteínas totales y bilirrubinas. Los hígados 

y riñones fueron enviados a la USAI, Facultad de Química, UNAM, para la 

determinación de la acumulación de Aluminio por absorción atómica. 

 Exposición crónica a nanoarcillas de ratones a lo largo de 3 generaciones 

Se utilizaron ratones CD1 machos y hembras de 4 semanas de edad, mantenidos 

en el bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas bajo condiciones 

estériles, con agua y comida at libitum. Se siguió el siguiente esquema de 

experimentación.  
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Figura 5. Diagrama de evaluación del efecto a la exposición durante 8 meses. 

Diagrama que representa las diferentes generaciones de ratones y las cruzas realizadas. 

En negro se representan las cajas de ratones sin tratamiento utilizadas como control; en 

rojo las de los animales tratados con nanoclinoptilolita y en azul las de los animales con 

nanosepiolita. El esquema en la parte inferior muestra como se realizó el tratamiento de 

las diferentes generaciones.  
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En este caso, se se colocaron 2 hembras y 2 machos por caja y se realizaron las 

cruzas entre los ratones nacidos en las diferentes generaciones hasta alcanzar 3 

generaciones expuestas desde el nacimiento a las nanoarcillas (Figura 5). La 

exposición crónica al material se realizó agregando cada una de las nanoarcillas 

por separado como material de cama en una proporción 1:1 (3 cm3 de aserrín con 

3 cm3 de nanoarcilla). Los ratones se mantuvieron así durante 8 meses bajo las 

mismas condiciones, realizando el cambio de cama 2 veces por semana.  

Se determinó la temperatura y el peso corporal de todos los animales una vez por 

semana durante los 8 meses del experimento. Al término del mismo,  los animales 

fueron sacrificados y  enviados a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, 

UNAM para la realización de estudios histopatológicos.  La concentración de 

aluminio en riñón, hígado y pulmón se determinó por absorción atómica, en la 

USAI, Facultad de Química, UNAM. 
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Resultados 

Caracterización de nanoclinoptilolita y nanosepiolita 

La difracción de rayos X de polvos de las nanoarcillas evaluadas, muestra una 

distribución típica de planos de difracción asociados con las zeolitas sepiolita y 

clinoptilolita. El patrón de difracción de la nanosepiolita muestra una 

correspondencia perfecta con el modelo obtenido en la base de datos PDF-2 del 

ICCD (Centro Internacional de datos de difracción) y el patrón de la 

nanoclinoptilolita corresponde a Nickel Ammonium Aluminium Silicon Hydroxide 

Oxide Hydrate (Ni-Clinoptilolita) (Figura 6).  

 

Figura 6. Patrón de difracción de rayos X de polvos. Se muestran los patrones de 

difracción obtenidos de las muestras de nanoclinoptilolita y nanosepiolita. 

 

El análisis de la composición química de las nanoarcillas determinado mediante la 

espectroscopia de absorción atómica, mostró para nanoclinoptilolita: 21.7% Na2O, 

0.0078% MgO, 57.3% SiO2, 9.2% Al2O3, 1.4% CaO, 1%  TiO2 y 0.01% MnO; para 
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nanosepiolita: 2.16% Na2O, 27.79% MgO, 37.15% SiO2, Al2O3 12.01%, 3.72 % 

K2O, CaO 3.92%, 3.60% TiO2 y 7.22% MnO. También, a partir de las 

microscopías de barrido (SEM) de ambas muestras se realizó el microanálisis de 

elementos metálicos y de carbono (Figura 7). Estos resultados confirman que las 

nanoarcillas corresponden a nanoclinoptilolita y nanosepiolita respectivamente.  

 

Figura 7. Microanálisis de composición de nanoarcillas. Composición de 

nanoclinoptilolita y nanosepiolita obtenida por microanálisis de las microscopías 

electrónicas de barrido. 

 

Por otra parte, la comprobación del tamaño nanométrico de las particulas se 

determinó por SEM y TEM de las muestras. Se observó que el 80% de las 
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nanopartículas de clinoptilolita tenían un tamaño de menos de 30 nm, siendo el 

tamaño promedio de partícula de 17,5 nm. En la muestra de nanosepiolita, el 70% 

de las nanopartículas mostró un diámetro de hasta 20 nm, y una longitud de hasta 

500nm dado que es un material fibroso (Figura 8). 

 

 

Figura 8. Microscopías electrónicas de barrido y de transmisión de las muestras de 

nanoarcillas. Las fibras de nanosepiolita tienen un diámetro inferior a los 20nm (a), 

mientras que la nanoclinoptilolita son octaedros deformados de menos de 30nm de 

diámetro.    
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Efecto de la nanoclinoptilolita y nanosepiolita en cultivos de Entamoeba 
histolytica 

 

La viabilidad y el crecimiento de los trofozoítos de E. histolytica fueron afectados 

de diferente manera por las nanoarcillas. Cuando los trofozoítos se incubaron con  

nanoclinoptilolita, ni la viabilidad, ni el crecimiento se vieron afectados de manera 

significativa a ninguno de los tiempos ni concentraciones evaluados (Figura 9A). 

Además, bajo microscopía de fluorescencia, se confirmó la integridad de los 

trofozoítos con la tinción fluorescente de CFDA más ioduro de propidio. Sin 

embargo, el tratamiento con nanosepiolita afectó entre 13 y 21% la viabilidad de 

los trofozoitos a las 72 h de incubación con concentraciones superiores a 

100µg/ml de manera dosis dependiente (p <0,05 respecto a los cultivos no 

tratados). Se observó una ligera recuperación de la viabilidad amibiana a las 48 h 

para los cultivos tratados con 100 y 500 µg/ml; lo que también se observó pero 

menos pronunciado a las 72 h para cultivos tratados con 1,000 µg/ml (Figura 9B). 

La tinción con CFDA más ioduro de propidio mostró que la viabilidad de las 

amibas disminuye a lo largo del tiempo de una manera dosis dependiente;  los 

núcleos rojos muestran las células muertas (ioduro de propidio positivas) (Figura 

9, fotos). 
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Figura 9. Viabilidad de trofozoítos de E. histolytica después del tratamiento con 

nanoarcillas. En los cultivos tratados con nanoclinoptilolita(A) o nanosepiolita (B) por los 

periodos de tiempo indicados, se determinó la viabilidad amibiana por la tinción con azul 

tripano. Las fotografías de la parte baja de la figura, muestran los trofozoítos teñidos con 

CFDA/IP después de los tratamientos a los tiempos y concentraciones indicados. Los 

núcleos rojos representan las amibas muertas. 

 

Con la finalidad de demostrar la incorporación y la localización de las nanoarcillas 

en los trofozoítos amibianos, se realizaron microscopías electrónicas de 

transmisión de las amibas de cultivos tratados durante 24 h con 100 µg/ml de cada 
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nanoarcilla de manera independiente. La nanoclinoptilolita se encontró 

principalmente dispersa en el citosol y como agregados dentro de las vacuolas 

amibianas (Figura 10b),  mientras que las partículas de nanosepiolita se 

encontraron principalmente en forma de agregados dentro de grandes vacuolas y 

en algunos casos, parecen causar la ruptura de la membrana vacuolar (Figura 

10c, flecha roja). 

 

Figura 10. Microscopías electrónicas de transmisión de amibas tratadas con 

nanoarcillas. Amibas control, sin tratamiento (a); amibas tratadas con nanoclinoptilolita 

(b); amibas tratadas con nanosepiolita (c). Las flechas negras señalan las membranas 

vacuolares, las flechas punteadas las membranas citosólicas y la flecha roja muestra la 

posible ruptura de la membrana vacuolar por nanoarcillas de sepiolita. 

 

Efecto de la nanoclinoptilolita y nanosepiolita en cultivos de macrófagos  

Se realizaron microscopías de transmisión para evaluar la localización de las 

nanopartículas en macrófagos de sangre periférica humana tratados durante 24 h 

con 100 µg/ml. La nanoclinoptilolita se observó en una vacuola fagocítica más 

grande comparada con las vacuolas observadas en las amibas tratadas con la 

misma nanoarcilla, (Figura 11b, flecha verde), mientras que la nanosepiolita se 
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observó al interior de abundantes vacuolas fagocíticas de tamaño entre mediano y 

pequeño (Figura 11c, flecha rosa). 

 

 

 

 

 

Figura 11. TEM de macrófagos de sangre periférica humana tratados con 
nanoarcillas. Macrófagos sin tratamiento (a), macrófagos tratados con nanoclinoptilolita 
(b); macrófagos tratados con nanosepiolita (c). La flecha punteada señala la membrana 
citosólica, la fleche verde la acumulación de nanoclinoptilolita y la fleche rosa la 
acumulación de nanosepiolita.  

 

La viabilidad de los macrófagos de la línea celular RAW 264.7 tratados con la 

concentración más alta de cada una de las nanoarcillas (1000 µg/ml) disminuyó un 

15% a las 24 h, alcanzando un 20% a 60 h, cuando se trataron con 

nanoclinoptilolita; mientras que la nanosepiolita y el talco afectaron la viabilidad en 

un 25% a las 24 h y alrededor del 40% a 60 h (Figura 12; paneles superiores).  
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Los macrófagos de sangre periférica humana mostraron un patrón similar, pero 

fueron menos afectados; en este caso, la concentración más alta (1000 µg/ml)  de  

nanoclinoptilolita y nanosepiolita afectó la viabilidad en alrededor de 25% y el talco 

solo 14% a 60 h.  

En contraposición, se observó un efecto dramático en la viabilidad de los 

macrófagos de cultivo primario de médula ósea de ratón, disminuyendo 65%, 73% 

y 82% cuando son tratados con 1000 µg/ml de nanoclinoptilolita, nanosepiolita y 

talco respectivamente, 24 h post tratamiento. Este efecto es aún mayor a las 60 h, 

cayendo La viabilidad A 80%, 98% y 88%, respectivamente para cada tratamiento 

(Figura 12, paneles superiores).  

Por otra parte, el tipo de muerte celular se determinó en los cultivos de 

macrófagos tratados utilizando el kit de Anexina V/ioduro de propidio. Se observó 

que tanto los macrófagos de línea celular, como los de cultivo primario de médula 

ósea de ratón murieron principalmente por necrosis en todos los tiempos 

evaluados, mostrando una diferencia clara entre los diferentes tratamientos 

(Figura 12, paneles inferiores). En contraste, los cultivos de macrófagos de sangre 

periférica humana fueron los menos afectados en la viabilidad, mostrando que 

aproximadamente dos tercios de las células muertas, lo hicieron por apoptosis en 

todos los tiempos ensayados. Los diferentes efectos observados dependiendo del 

origen de los macrófagos así como las vías de muerte celular, sugieren que los 

procesos celulares que activan a los macrófagos tratados con nanoclinoptilolita 

son diferentes que los activados por nanosepiolita y talco. (Figura 12, paneles 

intermedios). 
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Figura 12. Viabilidad, apoptosis y necrosis de macrófagos después del tratamiento con 
nanoarcillas. Macrófagos de la línea celular RAW 264.7, derivados de monocitos de médula ósea 
de ratón y de monocitos de sangre periférica humana, fueron tratados con 1000 µg/ml de las 
nanoarcillas y talco por los tiempos indicados y luego teñidos con Anexina V y ioduro de propidio 
para evaluar la viabilidad, apoptosis y necrosis.  
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Patrón de secreción de citocinas de macrófagos humanos y murinos 

tratados con nanoarcillas 

Las citocinas secretadas por los macrófagos murinos y humanos en presencia 

tanto de las nanoarcillas como del talco se determinaron en el medio de cultivo a 

las 24, 36 y 48 h post-tratamiento por citometría de flujo. Las citocinas fueron 

indetectables a las 12 h y no se determinaron a las 60 h.  

En general, las citocinas pro-inflamatorias aumentaron a lo largo del tiempo en los 

dos tipos de macrófagos, pero a diferentes niveles dependiendo de los 

tratamientos (Figura 13). Se observó un perfil pro inflamatorio más claro en los 

cultivos tratados con nanosepiolita y talco en comparación con los tratados con 

nanoclinoptilolita. En los macrófagos humanos tratados con nanosepiolita o talco 

se detectaron algunas cantidades de IL-1α e IL-6 que aumentaron ligeramente con 

respecto al tiempo. Sin embargo, la liberación de IL-6 e INFγ no se detectó en los 

macrófagos murinos ni en los humanos tratados con nanoclinoptilolita en ninguno 

de los tiempos evaluados (Figura 13a y b, respectivamente).  

La citocina/quimiocina IL-8 fue liberada sin un patrón claro en ningún tratamiento, 

pero su producción fue considerablemente mayor en los cultivos de macrófagos 

murinos tratados con nanosepiolita o talco, en comparación con los tratados con 

nanoclinoptiloita (p<0,05) (Figura 13a). También se observó la secreción de esta 

citocina en los medios de cultivo de macrófagos humanos tratados con 

nanoclinoptilolita y talco. La otra citocina altamente expresada fue IL-17, que se 

determinó para tratamientos con nanoclinoptilolita, nanosepiolita y talco en 
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diferentes tiempos, siendo mayor su producción en macrófagos murinos y 

humanos tratados con talco. El INFγ se observó de manera creciente en los 

cultivos de macrófagos murinos tratados con talco y de forma puntual en los 

macrófagos humanos tratados con nanosepiolita y talco, pero no se observó en 

ningún cultivo tratado con nanoclinoptilolita.  

El factor GM-CSF y las citocinas de perfil Th2, IL-4 e IL-5, no se detectaron bajo 

ninguna de las condiciones evaluadas. Se detectaron niveles bajos de la citocina 

reguladora IL-10 en los medios de cultivo de macrófagos murinos tratados (Figura 

13a); en comparación, los macrófagos humanos tratados con nanoclinoptilolita 

expresaron niveles más altos de esta citocina con respecto a los tratados con 

nanosepiolita y talco (p<0,05) (Figura 13b). 
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Figura 13. Patrón de secreción de citocinas de cultivos de macrófagos tratados con 
nanoarcillas y talco. Se determinó un panel de citocinas Th1 y Th2 en los medios de cultivo de los 
macrófagos derivados de médula ósea de ratones (a) y macrófagos de sangre periférica humana 
(b) a las 24 h (barras blancas), 36 h (barras grises) y 48 h (barras negras) después del tratamiento 
con nanoarcillas y talco. Todos los niveles de citoquinas se muestran en pg / ml.  
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Resultados de la administración simultánea por diferentes vías a ratones 

CD1 

En éste caso, ratones CD1 machos de 4 semanas de edad fueron tratados con 

nanoclinoptilolita o nanosepiolita simultaneamente por 4 diferentes vías (cutánea, 

subcutánea, intraperitoneal e intramuscular) o un segundo grupo  tratados sólo por 

vía aérea. Se utilizaron 3 ratones para cada tiempo y cada dosis evaluada. 

Con el fin de determinar el estado de salud general de los ratones  se les tomó la 

temperatura y el peso a 24, 48, 72 h, 1 semana y 1 mes post administración. En 

todos los tiempos evaluados los ratones presentaron una temperatura de 36.5 ± 

0.7 °C que consideramos normal comparando con la temperatura de referencia 

36.5 ± 0.5 °C reportada por los laboratorios Charles River. De la misma forma el 

peso estuvo dentro de los parámetros considerados como normales para esta 

población de ratones y no hubo diferencias significativas entre los animales 

tratados y los controles sin tratamiento (Figura 14). 
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Figura 14. Registro del peso de los ratones tratados con nanoarcillas. En las gráficas de la 
izquierda se representan los datos del peso de los ratones a los diferentes tiempos de evaluación; 
la gráfica de la derecha es la reportada para la población de ratones CD1. 

 

Los animales no presentaron alteraciones en la conducta (alimentación, 

movimiento, jugueteo, agresividad, etc) y un mes después de la administración de 

las nanoarcillas, se observaron a simple vista, cúmulos en los sitios de inyección 

además, los análisis de la Facultad de Veterinaria y Zootecnia, nos reportaron que 

no se observaba inflamación o daño alrededor de dichos cúmulos; la 

administración cutánea no generó ningún daño evidente y en ningún caso 

presentaron cuadros diarreicos o de estreñimiento derivados de la administración 

oral (Figura 15). 
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Figura 15. Fotos representativas de los efectos observados en los sitios de administración. 
En la figura se muestran los sitios asociados a la vía de administración de ratones tratados con 5 
mg/kg de nanoarcillas. Las flechas verdes señalan los cúmulos observados después de 1 mes de 
tratamiento. 

La determinación de la funcionalidad hepática y renal por determinación de 

analitos en sangre mostró en todas las muestras niveles dentro de los intervalos 

reportados como normales para ratones CD1, solamente un ratón presentó un 

nivel ligeramente más bajo de ALT (alanina aminotransferasa). Sin embargo, la 

diferencia no es significativa (Figura 16).  
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Figura 16. Determinación de analitos en suero de sangre de ratones tratados con 
nanoclinoptilolita y nanosepiolita. En la gráfica se muestran todos los datos de los analitos 
determinados en el suero de la sangre de todos los ratones tratados con nanoarcillas. AST 
(aspartato aminotransferasa), ALT (alanina aminotransferasa). 

En las dos figuras anteriores se encuentran combinados los datos que 

corresponden tanto a los animales administrados por 4 vías como los de los 

animales tratados por vía aérea. Los resultados obtenidos con respecto a los 

parámetros fisiológicos y bioquímicos muestran que los ratones tratados se 

encontraron sanos a lo largo de todo el experimento y no presentan daños 

hepáticos ni renales. Por otra parte, se hicieron determinaciones de las 

concentraciones de aluminio en hígados, riñones y pulmones de los animales 

tratados a 48 h y 1 mes, con el fin de determinar si existe acumulación de 

nanoarcillas, lo cual se podría reflejar efectos adversos posteriores debido a la 

toxicidad del aluminio (Figura 17). 
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Figura 17. Determinación de aluminio por absorción atómica en órganos de los ratones 
tratados con nanoarcillas. En las gráficas se muestra la presencia de aluminio (pg/mg) en 
pulmones, hígados y riñones de los animales tratados con nanoarcillas por múltiples vías (cutánea, 
subcutánea, intragástrica, intraperitoneal e intramuscular) y por vía aérea.  Las líneas en escala de 
grises representan el tratamiento con nanosepiolita y las líneas a color el tratamiento con 
nanosepiolita. 

 

Como se puede observar, el tratamiento con nanoclinoptilolita por vía cutánea, 

subcutánea, intraperitoneal e intramuscular en el mismo ratón, no resultó en 

acumulación de aluminio en ninguno de los órganos en ninguno de los tiempos 

evaluados. Por el contrario, la administración aérea resultó en la acumulación 

temprana (48 h) de aluminio en los pulmones, la cual cayó 1 mes después del 

tratamiento, disminuyendo la concentración 150 veces con respecto a las 48 h. En 

el caso del tratamiento con nanosepiolita, se observan diferentes cantidades de 

aluminio en los diferentes órganos con ambos esquemas de tratamiento. El órgano 

que presentó mayores cantidades de aluminio acumulado es el hígado, 

independientemente de la vía de administración. Sin embargo, sólo en animales 

tratados vía aérea se observó aluminio en hígado y pulmón 1 mes después del 

tratamiento, 2.8 y 11 veces menos que a 48 h respectivamente.  
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Sorprendentemente, aún cuando los parámetros evaluados hasta el momento 

para estimar la salud de los ratones se encuentran dentro de los intervalos 

reportados como normales; se observaron efectos adversos en el sistema 

gastrointestinal de los ratones tratados vía aérea con nanosepiolita. La menor 

concentración administrada (1mg/Kg) de nanosepiolita no provocó ningún efecto, 

sin embargo, la adminitración de 2.5 mg/Kg provocó la reducción del tamaño del 

estómago y zonas hemorrágicas en el mismo. Contrario a lo esperado, una mayor 

concentración (5mg/Kg) de nanosepiolita no provocó un mayor efecto en los 

estómagos de los ratones tratados, pero sí se observaron zonas hemorrágicas en 

el intestino (Figura 18). En ningún otro caso se observaron este tipo de efectos 

secundarios. 
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Figura 18. Efecto de la administración de nanosepiolita por vía aérea en ratones. Las 
fotografías muestran los efectos observados en los estómagos e intestinos de los ratones CD1 
después de 1 mes de la administración de nanosepiolita. 

En este caso particular, se observa que aún cuando todos los parámetros 

evaluados (peso, temperatura, acumulación de aluminio, funcionalidad hepática y 

renal) se encuentran dentro de los parámetros reportados como normales, la 

administración aérea de nanosepiolita produce un efecto negativo en el sistema 

gastrointestinal y no en el sistema respiratorio. Lo anterior pone en evidencia que 

cuando no se conocen los mecanismos de distribución de nanoarcillas in vivo, es 
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necesario realizar pruebas de toxicidad tomando en cuenta múltiples parámetros 

de evaluación (fisiológicos, bioquímicos e histopatológicos) de tal manera que 

cualquier efecto adverso pueda ser determinado.     

Efecto de la exposición constante a nanoarcillas 

En este caso se mantuvieron ratones CD1 durante 8 meses poniendo las 

nanoarcillas como material de cama. Se analizaron 3 generaciones expuestas 

desde el nacimiento y la generación de inicio donde los ratones tenían 4 semanas 

de edad al iniciar la exposición a las nanoarcillas. Se tomó la temperatura y el 

peso de los animales 1 vez por semana, se determinó la concentración de 

aluminio en riñón, hígado y pulmón; finalmente los animales fueron enviados a la 

facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM para la realización de análisis 

histopatológicos. 
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Figura 19. Peso de ratones tratados durante 8 meses con las nanoarcillas. En las gráficas se 
muestra el peso promedio de los ratones expuestos durante 8 meses a las nanoarcillas como 
material de cama. Están considerados tanto los ratones tratados con nanoclinoptilolita como los 
tratados con nanosepiolita.  

 

Para la determinación de aluminio por absorción atómica en hígado, riñón y 

pulmón, se sacrificaron 6 ratones de cada generación después de 1, 4 y 8 meses 

de exposición a las nanoarcillas. En los animales tratados por un mes, se observó 

la presencia de aluminio en hígado y riñón pero no en los pulmones (Figura 20). A 

los 4 meses de exposición se observó aluminio en los tres órganos evaluados y 

fue en éste tiempo cuando se observó la concentración más alta. Finalmente, en 

los animales expuestos durante 8 meses la presencia de aluminio no presentó un 

patrón, pero disminuyó con respecto a las concentraciones encontradas a los 4 

meses de exposición (Figura 20). Esto nos muestra que lo animales con el tiempo 
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van eliminando el aluminio presente en los órganos evaluados, lo cual puede estar 

relacionado con un bajo efecto tóxico. 

 

 

Figura 20. Determinación de aluminio en hígado, riñón y pulmón de ratones expuestos 
permanentemente a nanoarcillas. Las gráficas muestran la concentración de aluminio en pg/mg 
en rinón, hígado y pulmón a 1, 4 y 8 meses de exposición en las 4 generaciones evaluadas; se 
observa una concentración máxima a los 4 meses. Las líneas en escala de grises representan los 
tratamientos con nanosepiolita y las líneas a color los tratamientos con nanoclinoptilolita. 

 

Finalmente, se enviaron todos los ratones de la generación F0 y 10 (5 machos y 5 

hembras) de cada una de las siguientes generaciones (F1, F2 y F3) para estudios 

histopatológicos a la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, UNAM. En el 

reporte se indicó que los animales expuestos a la nanoclinoptilolita no presentaron 
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efectos adversos. Sin embargo, en el caso de los animales expuestos a la 

nanosepiolita se observaron en 3 machos y 4 hembras de la generación F3 

“ligeras hemorragias” cerebrales que no se observaron en ninguno de los 

controles y que podrían estar relacionadas con la exposición a la nanoarcilla. 

 

DISCUSIÓN 

La clinoptilolita y la sepiolita se han propuesto para aplicaciones farmacéuticas en 

la producción de tabletas (122), como sistemas de liberación prolongada (123), en 

la terapia contra el cáncer en combinación con fármacos (124), como adyuvantes 

(125) y para atrapar el plomo por administración intravenosa en niños con TDAH 

(126). Principalmente, el desarrollo de nanopartículas como sistemas de 

administración de fármacos aumentó el interés en las nanoarcillas debido a las 

modificaciones en las propiedades físicas y químicas en comparación con las 

arcillas naturales. Sin embargo, aunque la toxicidad de las arcillas se ha evaluado 

ampliamente (127,128), la Agencia Internacional para la Investigación del Cáncer 

informa que hay pocos estudios sobre la toxicidad in vitro e in vivo de la 

nanoclinoptilolita y la nanosepiolita (129). Por ello, en este trabajo se presenta una 

evaluación del efecto citotóxico de nanoclinoptilolita y nanosepiolita en dos de las 

células reportadas como más fagocíticas (118-119), macrófagos y amibas,  como 

una primera aproximación a la toxicidad de nanoarcillas. En éste sentido, los 

macrófagos son células fundamentales de la respuesta inmune innata, 

especializados en la contención de cuerpos extraños en mamíferos y han sido 

ampliamente utilizados en ensayos de toxicidad;  han mostrado ser un modelo 
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apropiado para estudios de citotoxicidad in vitro (130,131) además de que las 

nanoarcillas podrían alcanzar el torrente sanguíneo y otros tejidos debido a sus 

aplicaciones como acarreadores de fármacos. Por otro lado, la amiba Entamoeba 

histolytica, el parásito protozoario que causa la amibiasis humana, se encuentra 

entre las células fagocíticas y proteolíticas más activas en la naturaleza, y se ha 

utilizado como un modelo para evaluar la toxicidad de nanotubos de carbono 

(120,121). A pesar de que las grandes diferencias entre los macrófagos y las 

amibas comparten la característica de ser células altamente fagocíticas, 

favoreciendo la incorporación del material y el estudio de la toxicidad de los 

mismos incluso en bajas concentraciones. 

Es importante señalar que para las pruebas in vitro se debe tomar en cuenta que 

la nanoclinoptilolita puede modificar la composición iónica de los medios de 

cultivo, lo que puede alterar los ensayos citotóxicos enmascarando la toxicidad de 

las nanoarcillas (130). Para evitar esto, las suspensiones de nanoarcillas fueron 

preparadas en medio de cultivo suplementado, de tal manera que la 

nanoclinoptilolita puede tomar los iones del medio y proteínas del suero utilizado 

para suplementar, así cuando se agrega la suspensión a los ensayos se asume 

que el intercambio iónico y protéico es mínimo. También la formación de 

agregados puede alterar los resultados,  por lo que se sonicaron las suspensiones 

de nanoarcillas para reducir el efecto de este parámetro. Con este tratamiento se 

asumió que la composición de iones fue casi constante y que la agregación no fue 

significativa, por lo que ninguna de los dos es la principal causa de muerte celular 

en los cultivos evaluados. 
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Nuestros resultados muestran que la nanoclinoptilolita no tiene efecto citotóxico 

contra trofozoítos de E. histolytica, mientras que la nanosepiolita tiene un efecto 

citotóxico significativo con concentraciones superiores a 0.1 mg/ml. El efecto 

observado fue tiempo y dosis dependiente. Sin embargo,  la tinción fluorescente 

de los cultivos tratados no muestra cambios morfológicos en los trofozoítos, lo que 

podría sugerir un mecanismo de muerte celular vía apoptosis (131) (Figura 12), un 

análisis que necesita ser llevado a cabo en futuros estudios. Por otra parte, la 

viabilidad de los cultivos de macrófagos se vio afectada en diferentes grados, pero 

de manera tiempo y dosis dependiente de los tratamientos con nanoarcillas. El 

tratamiento con nanosepiolita mostró un efecto comparable con el del talco libre de 

asbesto, utilizado como compuesto control con una larga historia probada de uso 

seguro (132,133). Sorprendentemente, el efecto citotóxico depende del origen 

celular, siendo los cultivos de macrófagos murinos los más afectados (más de 

80% de la reducción de la viabilidad a 60 h), seguido de los macrófagos de línea 

celular RAW 264.7 y finalmente los macrófagos humanos (Figura 12). En este 

sentido, Sohaebuddin et al. (2010) reportaron que diferentes tipos de células 

tienen una respuesta citotóxica diferente en contra de las nanopartículas. Nuestros 

resultados sugieren que no sólo el tipo, sino también el origen de la célula se 

deben considerar cuando se prueba la citotoxicidad de las nanoarcillas, lo que 

podría extrapolarse a cualquier nanopartícula. Sin embargo, esto no se puede 

generalizar y debe ser confirmado usando una amplia variedad de células de 

diferentes fuentes. Los macrófagos derivados de médula ósea de ratón fueron 

altamente susceptibles a la exposición a nanoarcillas y probablemente a cualquier 
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otro nanopartícula. En contraste, la línea celular RAW 264.7 ha sido ampliamente 

utilizada para el análisis de citotoxicidad de sílice, polímeros, óxidos metálicos, 

plata y nanopartículas de oro (134-136), incluyendo dos informes sobre 

nanopartículas de hidroxiapatita y bohemita (137,138), pero estas células son 

menos susceptibles al tratamiento con las nanoarcillas evaluadas en este trabajo.  

En este trabajo, el tratamiento sobre macrófagos de la línea celular RAW 264.7 

con 1 mg/ml de nanoclinoptilolita o nanosepiolita mostró una reducción de la 

viabilidad de 20% y 40% a 60 h de exposición, respectivamente (Figura 12). Los 

resultados son similares a los reportados para nanomontmorillonita en la línea 

celular hepática humana HepG2, donde la viabilidad celular se redujo en más de 

20% con la misma concentración (139). Incluso cuando se utilizaron diferentes 

líneas celulares, la nanoclinoptilolita y la nanomontmorillonita mostraron un efecto 

similar sobre la viabilidad, probablemente debido a su estructura (140). Sin 

embargo, no podemos descartar la posibilidad de que las diferencias estén 

asociadas a las características particulares de cada línea. Debido a las posibles 

aplicaciones de las nanarcillas en biomedicina y tomando en cuenta la 

recomendación de la ISO 10993-5 para la evaluación biológica de dispositivos 

médicos, se decidió analizar la toxicidad de nanoclinoptilolita y nanosepiolita en 

cultivos primarios de macrófagos derivados de sangre periférica humana. 

Sorprendentemente, éstos cultivos fueron los menos afectados por los 

tratamientos con nanoarcillas o talco, pues nunca se observó más del 25% de la 

reducción de la viabilidad en el tiempo y las dosis ensayadas (Figura 12). Esto es 

particularmente interesante si tenemos en cuenta que las posibles aplicaciones 
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médicas de las nanoarcillas conducirán en cualquier punto al encuentro de las 

nanopartículas con el macrófago altamente fagocítico. Los macrófagos derivados 

de sangre periférica humana se han utilizado para evaluar la toxicidad de muchas 

partículas presentes en el polvo, aire contaminado, polímeros y otros (141-143). 

Sin embargo, en nuestro conocimiento, no hay reportes del uso de éstas células 

para evaluar el efecto de nanoarcillas y sólo se han utilizado para evaluar la 

citotoxicidad de nanotubos de carbono y nanopartículas de óxido de titanio y de 

zinc, mostrando que éstas células con altamente susceptibles a ambos metales 

(144,145). 

Una observación importante es que la incorpración de nanoarcillas tanto por 

trofozoítos amibianos como por macrófagos parece ser muy similar, debido a su 

localización dentro de grandes vesículas fagocíticas o lisosomas, lo que sugiere 

un proceso fagocítico o macropinocítico (Figura 10 y 11). Esto muestra que la 

agregación y distribución de las nanoarcillas dentro de las células puede estar 

directamente relacionada con su citotoxicidad. De tal manera que, la mayor 

agregación de nanosepiolita dentro de grandes vesículas puede afectar la 

membrane vacuolar comparando con la menor agregación de la nanoclinoptilolita, 

lo que se podría relacionar con el mayor efecto citotóxico de la nanosepiolita en 

los cultivos tanto de amibas como de macrófagos. Como la toxicidad de las 

nanopartículas depende del tamaño y la composición del material (2) y el estado 

de agregación está asociado con la estructura de la nanoarcillas, entonces la 

estructura fibrosa de la nanosepiolita podría contribuir al el efecto de agregación y 

a pinchar la membrana vesicular más fácilmente que las nanopartículas de 



70 
 

clinoptilolita cuya estructura es la de un octaedro deformado, explicando así el 

mayor efecto tóxico de la nanosepiolita.  

La vía de muerte celular de los macrófagos inducida por el tratamiento con 

nanoarcillas y talco se determinó por la tinción con anexina V y ioduro de propidio. 

En este caso, se observó que la muerte celular fue diferente en función del origen 

de los macrófagos estudiados. Así, los cultivos de la línea celular RAW 264.7 y los 

macrófagos derivado de médula ósea de ratón murieron principalmente por 

necrosis (dos y tres veces más con respecto al número de células apoptóticas, 

respectivamente), mientras que los macrófagos derivados de sangre periférica 

humana murieron preferentemente por una vía apoptótica (dos veces con respecto 

al número de células necróticas); esto podría ser comparable con los cultivos 

amibianos donde la morfología de las células muertas sugiere un proceso 

apoptótico. Los mecanismos de activación de la muerte de los macrófagos por las 

nanoarcillas y el talco, así como los eventos de señalización subyacentes que 

conducen a la apoptosis o necrosis son desconocidas. Pero podrían implicar que 

la activación de los receptores de superficie y de la caspasa 9 mitocondrial como 

se describe para el efecto tóxico de nanopartículas de óxido de zinc (146). En 

términos de citotoxicidad, la muerte vía apoptosis podría ser preferible que la 

muerte vía necrosis, debido a que los restos celulares de una muerte por necrosis 

puede promover una respuesta pro-inflamatoria que se asocia con lesión en los 

órganos (147). La respuesta pro-inflamatoria implica la liberación por los 

macrófagos y otras células innatas de citocinas y quimiocinas que promueven el 

reclutamiento de nuevas células en el sitio de la infección o daño. Por lo tanto, el 
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patrón de secreción de citoquinas en el sobrenadante de cultivo de los macrófagos 

de cultivo primario (humanos y murinos) tratados con nanoarcillas y talco se 

analizó por citometría de flujo. Como era de esperarse, se encontró una 

correlación entre los patrones de citocinas liberadas por los macrófagos tratados 

con nanoarcillas y las vías de muerte celular observadas. De este modo, los 

cultivos de macrófagos murinos, que fueron más afectados por los tratamientos y 

mueren principalmente por necrosis, secretan niveles elevados de citocinas pro 

inflamatorias IL-1α, IL-8 y IL6, en comparación con los cultivos de macrófagos 

humanos. De acuerdo con los resultados, se ha informado que los macrófagos / 

monocitos humanos estimulados con nanotubos de carbono o nanopartículas de 

sílice indujeron la liberación de IL-1α, IL-6 e IL-8 asociada con un resultado pro-

inflamatorio (148). Además, la presencia de clinoptilolita natural en el alimento de 

ratones durante 28 días produjo un aumento de la concentración sérica de LSA 

(amida de ácido D-lisérgico o ergina) lo que podría estar relacionado con la 

liberación de TNF-α e IL-1 por los macrófagos (148). Como se mencionó 

anteriormente, los cultivos de macrófagos murinos secretaron una mayor cantidad 

de citocinas pro-inflamatorias que los macrófagos humanos, principalmente IL-8 e 

IL-6 (Figura 10). Además, la liberación de IL-8 en los cultivos de macrófagos 

murinos fue mayor con nanosepiolita que con nanoclinoptilolita. La inducción de 

algunas de estas citocinas pro-inflamatorias por las nanoarcillas podría estar 

relacionada con su estado de agregación (149) y con el tamaño de las partículas, 

la más grande produciendo la mayor secreción (150). Esto podría explicar la 

mayor producción de IL-8 en cultivos de macrófagos murinos tratados con 
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nanosepiolita con respecto a los tratados con nanoclinoptilolita; como ya se 

mencionó, la nanosepiolita es más grande que la nanoclinoptilolita lo que además 

podría facilitar la formación de agregados. 

 

En contraste, el INFγ que es también una citocina pro-inflamatoria, no se observó 

en los sobrenadantes de los cultivos de macrófagos murinos tratados con 

nanosepiolita y nanoclinoptilolita incluso cuando la IL-1, IL-8 e IL-6 fueron 

secretadas. El talco provocó un aumento en la secreción de esta citocina con 

respecto al tiempo (Figura 13). Por otro lado, se observó la inducción de INFγ en 

cultivos de macrófagos humanos sólo en dos tiempos de tratamiento con 

nanosepiolita y talco (36 h y 24 h después de la exposición, respectivamente), 

pero no se observó secreción de INFγ con el tratamiento con nanoclinoptilolita. En 

cuanto a TNF-α, fue indetectable en los cultivos de macrófagos con cualquier 

tratamiento (nanoarcillas o talco), esto sugiere una baja toxicidad ya que se ha 

demostrado que los materiales más biocompatibles inducen bajos niveles de TNF-

α que tienden a cero con el paso del tiempo (150). Por otra parte, la expresión de 

citocinas IL-17 después de 48 h de tratamiento, sugiere que las nanoarcillas y el 

talco pueden inducir una respuesta alérgica, tal como se ha descrito en los 

macrófagos alveolares de animales tratados por vía oral nanopartículas de PLGA 

recubiertas con quitosano y PEG (151). Además del patrón de citocinas pro-

inflamatorias, los cultivos de macrófagos humanos liberan mayor cantidad de IL-10 

que los cultivos de macrófagos murinos en presencia de nanoarcillas; ésta es una 

citocina reguladora, probablemente producida para contrarrestar el perfil pro-
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inflamatorio. Curiosamente, la expresión de IL-10 se ha asociado con una mayor 

biocompatibilidad, ya que contribuye a la inhibición o la resolución de la 

inflamación asociada a nanocompuestos (152), lo que podría estar relacionado 

con la menor toxicidad de las nanorcillas en los macrófagos humanos. 

 

Los resultados de las evaluaciones in vitro, en cultivos de E. histolytica y de 

macrófagos de diferentes orígenes expuestos a nanoarcillas, muestran que la 

nanoclinoptilolita y la nanosepiolita son altamente bicompatibles; en comparación, 

con lo que se describe en la literatura acerca de nanotubos de carbono o 

nanopartículas de óxido de silicio u óxidos metálicos que presentan mayor 

toxicidad. En este caso, no sólo el tamaño de las nanopartículas de arcilla, sino 

también el origen de las células utilizadas para la evaluación influye en los 

resultados de la citotoxicidad, mostrando importantes diferencias entre los 

macrófagos derivados de médula ósea de ratón con respecto a los de monocitos 

de sangre periférica humana. Sin embargo, no podemos descartar que la especie 

de origen a partir de la cual se obtienen las células, ratones o humanos, también 

podría influir en la respuesta citotóxica. 

En cuanto a las evaluaciones in vivo, se utilizaron ratones CD1 de 4 semanas de 

edad para la administración de nanoarcillas por diferentes vías. Los resultados 

muestran que a lo largo del experimento (1 mes) los animales tuvieron 

temperatura y peso dentro del intervalo reportado como normal por los 

Laboratorios Charles River y en comparación con los controles (Figura 14). 

Existen pocos ensayos de toxicidad de nanoarcillas in vivo, sin embargo en 
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nanopartículas de óxico de cerio (CeO2) se han observado alteraciones en el peso 

de ratones CD1 que se han asociado con la respuesta inflamatoria observada en 

hígado y riñón (153). En este caso, el tratamiento con nanoclinoptilolita o 

nanosepiolita no presentó alteraciones en el peso de los ratones ni se observó 

proceso inflamatorio en hígados y riñones según lo reportado por los estudios 

histopatológicos. Por otra parte, la acumulación de las nanoarcillas en el sitio de 

aplicación (Figura 15) es señal de que se diseminan poco a otros órganos, 

además de que al no observar proceso inflamatorio alrededor de los cúmulos, 

puede ser indicativo de que las nanoarcillas son altamente biocompatibles. Las 

enzimas detectadas por química sanguínea se asocian con la funcionalidad del 

hígado y del riñón y se encuentran dentro de los parámetros normales cuando no 

existen lesiones graves en éstos órganos (154). Los analitos determinados en 

suero de sangre de los animales tratados (urea, AST, ALT, creatinina, proteínas 

totales y bilirrubinas) se encontaron dentro de los intervalos reportados como 

normales, lo que es indicativo de que la funcionalidad hepática y renal no se ven 

afectadas por la administración de nanoarcillas. Además, no se observó 

inflamación en éstos órganos. Por otra parte, se determinó la presencia de 

aluminio en pulmones, hígados y riñones a las 48 h y 1 mes después de la 

administración de arcillas. El aluminio está presente en las arcillas y ha sido 

asociado con toxicidad, se ha asociado con malformaciones en eritrocitos, estrés 

oxidante y neurodegeneración (155, 156). En el caso de la administración por vía 

intramuscular, intraperitoneal, cutánea, subcutánea y oral de nanoclinoptilolita, no 

se observó presencia de aluminio en ninguno de los órganos analizados. Sin 
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embargo, la administración vía aérea mostró 1.5 ± 0.3 pg/mg a las 48 h que 

disminuye hasta 0.01 ± 0.005 pg / mg después de 1 mes. Esta disminución se 

puede deber a que el aluminio se elimine en heces y orina. En el caso de la 

administración de nanosepiolita por las mismas vías, sí se observa la presencia de 

aluminio en el riñón y el hígado a las 48 h de exposición. Pero, cuando se analiza 

después de 1 mes de exposición no se observa en ninguno de los órganos 

evaluados, por lo que asumimos que la nanosepiolita se está excretando 

totalmente. En el caso de la administración aérea se observaron diferentes 

concentraciones de aluminio en los órganos (riñón, hígado y pulmón) de animales 

tratados con nanosepiolita a las 48 h de exposición y una disminución importante 

en el hígado y pulmón a 1 mes post administración , además de la total 

eliminación en el riñón. La administración de nanoclinoptilolita o nanosepiolita in 

vitro tanto en amibas como en macrófagos no muestra efectos citotóxicos 

significativos, tampoco se observan efectos adversos en ratones CD1 tratados por 

vía intramuscular, intraperitoneal, cutánea, subcutánea y oral. Sin embargo, el 

efecto de la nanosepiolita es siempre mayor que el de la nanoclinoptilolita; en el 

caso de la administración vía aérea una dosis intermedia (2.5 mg/Kg) provoca 

zonas con hemorragia en el estómago de los animales tratados, mientras que una 

dosis más alta (5 mg/Kg) sólo afecta la morfología de los estómagos y las zonas 

hemorrágicas se observan en el intestino. La agregación, así como la 

concentración de nanopartículas se ha asociado con su efecto tóxico, en el caso 

de nanopartículas de óxido de zinc, una mayor concentración conduce a una 

mayor agregación y por lo tanto el efecto tóxico es más evidente. En éste caso, el 
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efecto observado puede estar asociado a la agregación de la nanosepiolita. Una 

mayor agregación de nanosepiolita por administración aérea puede generar la 

producción de una flema dónde la nanoarcilla quedaría atrapada, después el ratón 

podría deglutir la flema y de esa manera llegaría al tracto digestivo lo que podría 

explicar los efectos observados en el estómago e intestino de los ratones. Dada la 

estructura fibrosa de la nanosepiolita ésta podría agregarse y a su paso por el 

tracto digestivo causar daño en la mucosa tanto del estómago como del intestino. 

Sin embargo, dado que todos los parámetros serológicos, así como el peso y la 

temperatura se encuentran dentro de los intervalos reportados como normales, es 

probable que el daño sea sólo durante el paso de la nanosepiolita a lo largo del 

tracto gastrointestinal.  

Por otra parte, las nanopartículas fibrosas se han asociado con un alto índice de 

toxicidad. Por esta característica, se han clasificado como nanopartículas 

biopersistentes cuando no pueden ser disueltas en el pulmón dentro de un periodo 

de tiempo aceptable y como biosolubles cuando las fibras no son fagocitadas por 

los macrófagos y van desapareciendo rápidamente del pulmón. En éste sentido, la 

exposición crónica  de ratas a nanopartículas de óxido de titanio (TiO2) causan 

tumores de pulmón lo que se ha asociado con su característica fibrosa (157). La 

evaluación del efecto de la exposición constante a nanoarcillas es indispensable 

para asegurar su bioseguridad. Es por esto que se realizaron ensayos exponiendo 

de manera constante a ratones CD1 a las nanoarcillas. Las nanoarcillas se 

colocaron en una proporción 1:1 con el material de cama, esto con el fin de 

exponer a los animales de una forma no invasiva. Se realizaron las cruzas 
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necesarias para obtener 3 generaciones (F1, F2 y F3) a partir de dos pies de cría 

para cada nanoarcilla (F0) (Figura 5). A lo largo del experimento y en todas las 

generaciones evaluadas, los ratones no presentaron alteraciones evidentes a 

simple vista. El número de crías fue de entre 6 y 9 ratones por camada tanto en 

los animales tratados como en los controles. En este caso se determinó el peso y 

la temperatura una vez por semana durante los 8 meses de duración del 

experimento, en todos los casos estos parámetros se encontraron dentro de los 

intervalos reportados como normales (Figura 19). Por otra parte, se realizaron las 

determinaciones de aluminio por absorción atómica en pulmones, hígados y 

riñones. Se encontraron trazas de éste metal, tanto en hígado como en riñón, 

desde el primer mes de exposición y en las 4 generaciones evaluadas de ratones 

tratados con nanoclinoptilolita y nanosepiolita. En el caso de la presencia de 

aluminio en pulmón, se observó desde el primer mes de exposcición sólo en la 

segunda generación (F2) de ratones tratados con nanosepiolita. Se observó una 

concentración máxima de aluminio en los tres órganos (riñón, hígado y pulmón) a 

los 4 meses de exposición a nanoclinoptilolita o nanosepiolita, siendo siempre 

mayor la concentración de nanosepiolita comparando con la de nanoclinoptilolita. 

Al término del experimento, 8 meses después de la exposición constante a las 

nanoarcillas, los ratones presentaron una menor concentración de aluminio en los 

tres órganos evaluados en comparación con la encontrada a los 4 meses de 

exposición. En algunos casos el aluminio se elimina por completo de los 

pulmones, hígados y riñones; probablemente se excreta en orina y heces. Lo 

anterior sugiere una mayor biocompatibilidad de las nanoarcillas en comparación 
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con otras nanopartículas como las de óxido de titanio (TiO2), dónde  ratas 

expuestas durante 20 días presentan acumulación en hígado, pulmón y cerebro 

(155). Además, la administración intratraqueal de las mismas nanopartículas 

causa fibrosis renal en ratones tratados durante 4 semanas, dónde la producción 

de especies reactivas de oxígeno parace ser la principal causa del daño (158). Es 

importante tomar en cuenta que hasta el momento no existe ningún reporte de 

toxicidad de nanoarcillas dónde el tiempo de exposición sea similar al que se 

evaluó en este trabajo. Sin embargo, los daños reportados para exposiciones más 

cortas a otras nanopartículas generan daños significativos en los animales 

tratados. Finalmente, los animales expuestos durante 8 meses a las nanoarcillas 

como material de cama, fueron enviados a la Facultad de Medicina Veterinaria y 

Zootecnia, UNAM con el fin de realizar los estudios histopatológicos y evaluar el 

posible daño provocado por las nanoarcillas. En éste caso, no se encontraron 

efectos adversos en los animales tratados con nanoclinoptilolita. En el caso de los 

animales tratados con nanosepiolita se encontraron “ligeras hemorragias” 

cerebrales lo que podría relacionarse con el efecto reportado por Younes, dónde la 

acumulación de nanopartículas de óxido de titanio en el cerebro de ratas tratadas 

podría afectar el rendimiento neuroconductual (155).  

Los ensayos in vitro muestran que ambas nanoarcillas son menos citotóxicas que 

el talco utilizado como control, en el caso de los efectos in vivo, los resultados 

muestran una tendencia, siendo siempre la nanosepiolita menos biocompatible 

que la nanoclinoptilolita. Mientras en los ensayos in vivo no se observa ningún 

efecto en los animales tratados con nanoclinoptilolita, el tratamiento con 
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nanosepiolita causó daño a nivel de aparato gastrointestinal por administración 

aérea, así como ligeras hemorragias cerebrales por la exposición durante 8 

meses.  

En los ensayos realizados se observó un mayor efecto citotóxico en los cultivos 

tratados con nanosepiolita en comparación con los tratamientos con nanosepiolita. 

Las evaluaciones in vivo muestran que sólo los ratones tratados con nanosepiolita 

presentan efectos adversos.  
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Conclusiones 

Los resultados obtenidos muestran un efecto tiempo y dosis dependiente en los 

cultivos de E. histolytica tratados con nanoclinoptilolita y nanosepiolita, siendo esta 

última la única que presenta un efecto significativo en este cultivo. Por otra parte el 

tratamiento en cultivos de macrófagos muestra una dependencia entre el efecto y 

el origen de la célula siendo los macrófagos de médula ósea de ratón los más 

afectados. En comparación con el talco no se observaron diferencias significativas. 

El perfil de expresión de citocinas mostró una respuesta pro-inflamatoria con 

expresión de una citocina reguladora (IL-10). En el caso de las evaluaciones in 

vivo se observaron efectos adversos en los animales tratados durante 8 meses 

con nanosepiolita.  
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Nanoclays have potentiaJ applications in biomedicine raising the need to evaluate the ir toxicity in ;1I vUro models as a fi rst approach 
lo ils biocompatibility. In Ihis study, itl v/tro loxicity of c1 inoptilolile and sepiotile nanoclays (NC) lVas anal)'zed in highly phagoc)'tic 
cultu res of amoebas and human and mice macrophages. While amebie vlability was significantly affecled only by ""piolite NC al 
concentralions higher \han 0.1 mg/m L. Ihe effecl on macrophage cultures was dependent on \he origin of \he ceUs. Macrophages 
derived from human peripheral blood monocytes were less a/fecled In viability (25% decrease al 48 h). foUowed by \he RA W 264.7 
ceU line (40%). and final l)'. macrophages derived from mice bone marrolV monocytes (98%). Moreover. \he ceU line and mice 
macrophages die mainly by necrosis. whereas human macrophages exhibit increased apoptosis. Cytokine expression analysis in 
media ofsepiolite NC Irealed cullures showed a proinflammatory profile (INFy. IL- la, IL-8, and IL-6). in contrasl wi\h cl inoptilolite 
NC that induced lees cytokines with concomitant production of I L-IO. The results show that sepiol1te NC is more toxic to amoebas 
and macrophages than cli noptiloli te NC, mostly in a time and dose-dependent manner. However. the effect of sepiolite NC v.ras 
comparable wi\h Ialc polVder suggesling Ihal bo\h NC have lolV cytotoxlcity ill 1'itro. 

1. Introductlon 

Clinoptilolite and sepiolite day are zeolites that belong to a 
comple..x group of alumin osilicates used fo r nanoconlposites 
applications [1, 2]. They are used as meta.! oxides support s, 
antim icrobials [3], enzyme stabilizers [4] , for absorption of 
heavy meta.Is (5-7], and additives fo r the developmenl of 
nanocomposites (8]. Because of th is, in the last deeade they 
have attracted increasi ng ¡nte fest in bionledicine, mainly, 
nanod ays ( el dispersed into po lym eric m atrices which 
have been p roposed as good candidates fo r drug delivery 
systems [9- 14], denla.I adhesives [15], bone tissue engineering 
[16], and Lmmunosensors [17] , Ho wevcr, the ir use in hUJnans 
has been harnpered by the insuflicienl info rmation regarding 
their safe!)', and toxicological assessment on iTl vitro and iTl 
vivo m odels is absolulely necessary [1 8-20]_ These eva.Iuations 

are needed because the properties of nanom aterials, such as 
the su rface area, zeta pOlentia.I, and size, can modify the ir bio-
10gica.I inleraetions compared to m icrosized materia.Is [2 IJ. 
Mo reover, it has been reported that toxicity of nanom aterials 
a lso depends on th e model used (22], emphasizing the need 
for appropriate melhodologies an d a unified eva.Iuation (23]. 

According lo Ihe lnternationa.I Agency for Research o n 
Cancer, there are few repo rts regarding ill vitro and in vivo 
d inoptilolite and sepiolite NC biocompatibili!)' [24 ]. ln this 
sense, nl acrophages can be an appropriate nlo del fo r in vUro 

cytotoxic studies [25, 26 J due lo the NC applicatio ns as 
nanovehides which can reach the bloodstream and other 
tissues. Macrophages are pivotal cells of the inn ate irn mune 
response, specia.Iized in the scavenging of foreign bodies in 
mam m a.Is and widely used in toxici!)' assays [27- 29]; besides, 
m aerophages are considered one of lhe m osl phagocytic cells 
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in In anlluals. On the other hand, the amoeha Entamoeba 
histolytica, the pro tozoan parasite causing hUln an amoebiasis, 
is among the most active phagocytic and p roteolytic cells in 
nature, and it has been used as a rnodel to evaJuate toxicity 
of carbon nanotubes [30]. Even though the two systems are 
quite far apar! (mammal and protozoan, for defense and 
feeding, resp.), they share the characterist ic of being the most 
active highly phagocytie cells in nature, favoring the uptake 
of the mate r ial and the study of toxicity thereof even at low 
concentrations. In this work, we evaluated the cytotoxicity 
of elinoptilolite and sepiolite NC ill vi/ro by determ ining 
their effect on the viabi li ty of macrophages from hwnan, 
miee, and the RA W 264.7 cell line as \VeU as in E. Iristolylica 
t rophozoite cultures, the type of ceU death induced (apoptosis 
or necrosis), and the cytokine protiles reJeased by treated 
macroph ages, aIl of them as a tirst approaeh to determining 
dinoptilolite and sepiolite NC biocompatibili ty. 

2. Materlals and Metbods 

2.1. Characterizatioll ofClirwpti/o/ite alld Sepio/i/e NG. Char­
aeterization analysis was performed in the USAl , Facultad 
de Química, UNAM. To deternlÍne the chem ical structu re 
of C, X-ray powd er diffraction was obtained in a Bruker 
d iffractometer m odeJ 08 Advance, with a copper anode as X­
ray so urce (Ka' = 0.154060 nm); ehemieal composition was 
determined using a IC P-ms, Bruke r Au rora M90 foJlowing 
the percentage of the enlisted eJements Si, Al, Fe, Ca, Mg, 
T i, P, Mn, a, K, and S. Finally, samples after the sus ­
pension p rocedure in c ulture media (beJow) were observed 
in Low Vacuwl1 Transmission Electron Microscopy (TEM) 
and Scann ing Eleetron MicTOSCOpy (SEM). Q ualitative and 
seJniquantitative 111icroanaJysis was performed to determ ine 
the size and shape of nanod ays. 

2.2. Nalloe/ays and Tale SILspension. Suspensions of dinop ­
tilolite NC (Valfor-100, Silicatos y der ivados S.A. de C.Y. 
Mexico), sepiolite NC (sepiolite powder, Sigma-Aldrieh, 
USA) and asbestos-free taJe powder (Talc, tested according 
to Ph. Eu r; Sigma-Aldrich, USA) were obtained by sonieation 
of each NC in c ul ture media fOUT t imes during 15 s eaeh 
with a m plitude of 50% and a frequency of 130 kHz using a 
sonieator tip Branson Sonifier, USA. TYIS-33 media supple­
mented wi th 10% of adult bovine serwn and h igh glucose 
OMEM medi a supplemented with 10% of fetal bovine serum 
were used fo r amoeb a and macrophages, respectiveJy. This 
t reatment was efficient preventing N C aggregates without 
affecting partide size (d ata not sh own). Stock susp e nsions of 
eaeh C containing 1000 I'glmL in each media were p repared 
as mentioned, stored at 4 ' C, and used fo r the follmving 
experitnents. 

2.3. Parasíte Clllture alld Trea/ment. E. histolylica HMI-IMSS 
trophozoites were ax.enieally grown at 3í c in TY1 -S33 
JnediUlTI suppleln ented \\rjth 10% bovine serUll1, 3% vita­
mins (O iamond Vitamin Tween 80 Solution 40x, Sigma 
Ald rieh, USA), and 0.1% antibiotic (Pen icillin-Streptomycin 
1O,000U/ mL, G IBCO, USA) . Amoebas (1 x 105 /mL) were 
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plaeed in tubes with supplemented TY1 -S33 and ad ded with 
dinoptilolite or sepiolite NC so that th e tinal volume was 3 mL 
and the concentrations of eli noptilolite an d sepiolite C were 
as foUows: lO, 100, 500, and 1000 pglmL. 

2.4. Amoebie Viability. The viabili ty and m o rphology of 
all10ebic trophozoites were assessed at 24, 48, and 72 h of 
coincu bation with the N C employing two different methods: 
(1) the vit al marker trypan blue to evaluate viabil ity and (2) 
the carboxyflu oreseein diacetate (CFOA Vibrant ki t, Invitro ­
gen, USA) plus propiclium io clide to evaluate morphology. 
In brief, amoebic culture tubes were incubated on ice for 
5 min in o rder to detaeh the parasites, and 10 pL of Trypan 
blue 0.4% or II'L CFOA 5 pM plus 1 pL propidium iodide 
I.sl'M was added to a ¡¡quots o f 100I'L an d incu bated at 
room tempe rature for 15 mino Viable and dead ce)]s were 
counted in a f)uo rescence microscope O lympus BXsl using a 
haenl0cytometer. Of six independent experiments each ane 
by triplicate was done for eaeh NC assayed. 

2.5. Macrophage Cllltllre. Macroph ages from th ree differ­
ent sources were used: macrophages derived from human 
peripheral blood monoeytes (HMDM), maerophages derived 
from CDI mice bone marrow monocytes (MMDM), a nd the 
RAW 264.7 cellline. H MDM were derived from monocytes 
isolated from blood samples of 10 healt hy individuals at th e 
Hospital Arnau de Vilanova (L1 eida, Spain) wi th written 
cansent. Monocytes were ísolated in a Ficoll gradient and 
then p laced in Petri dishes with supplemented RPMl 1640 
mediwn at 37' C under 5% CO2 for 5 d ays, ch anging the 
mecliwn every 48 h fo r the monocytes differentiation into 
macrophages. 

MMOM were obtained from fo ur-week-age C OI mice. 
Once euthanized, the femUT and tibia were carefully removed 
and kept in PBS. After treatment with absolute ethanol for 
3 min , the femur and tibia were washed with RPMl 1640 
mediwn supplemented w ith 10% fetal bovine serum, 1% 
gentamicin, and 1% of 2 -mercaptoethanoJ. Bone marrow 
ce)]s were removed from the bones using seissors, washed 
tw:ice with nonsupplem ented RPMI 1640 medium, and fol ­
lowed by erythrocytes Iysis. Adhe rent white blood ceUs were 
washed with PBS and suspended in supp lemented RMPI 1640 
mediw n. Cells we re har vested in Petri d ishes with 10 mL of 
mecliwn an d incubated at 3í C an d 5% CO2 , changing th e 
m ed iw n every 48 h d ur ing 5 d ays for monocytes d ifferentia­
tion into m acroph ages. The RAW 264.7 ceU line was cultured 
in RPM I 1640 med iwn supplemented as described above 
and m aintained at 37' C und er a 5% CO2 • Macrophages were 
sorted by f)ow cytometry usi ng a specific F4/80 antibody. 

2.6. Macrophages Treatmen/ wi/h /he NC and Viabi/ity Assays. 
Effect of clinoptilolite and sepiolite N C was determi ned for 
the three types of macrophages. For each experiment , 1 x 
105 maerophages per weU \Vere plaeed in 96-well plate 
with lOO I'L of supplemented RPM I 1640 and enough NC 
suspension to reaeh concentrations of 10, 100, 500, and 
1000 pglmL in each welL RAW 264.7 and MMOM culture 
treated were ineubated for 60 h , whe reas HMOM were 
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incubated only during 48 h, taking an aliquot every 12 h for 
determining viabiHty and death as described below. Of three 
independent experiments eaeh one by triplicate was done for 
each e assayed. There are no reports of the concentrations 
of elinoptilolite and sepiolite NC to which humans could be 
exposed; however, the reports where e toxicity has been 
analyzed reported concentrations between 1 and IO00l'glmL. 

2.7. Trallsmis.sioll EleclTo" Microscopy. Amoebie and m aero­
phage c ul ture treated with eaeh C were eentrifuged at 
1800 rpm for 5 min and washed 3 times with phosphate 
buffer solution (PBS, pH 7.4). CeUs were then tixed in 4% 
formaldehyde and 1% glutaraldehyde in PBS by mixing equal 
volume of fixative and cel! suspension. After centrifugation 
at 1800 rpm for 10 min, the pellet \Vas kept in fresh fixative 
overnight. lben, the cells were treated 3 times for 15 m in with 
8% (0.2 M) SUeTose in PBS after /ixation with 1% Os04 in 
PBS for 1 h and rinsed with PBS for 30 mino For dehydration 
process, ethanol solutions (50, 70, and 95%) were added to the 
pellets for 15 min eaeh one, absolute ethanol for 15 min twice, 
and 100% of propylene oxide for 30 mino Infiltration \Vas done 
with LR wh ite resin (Ted Pella Ine., USA), tirst adding 1: 1 
LR White: Propylene Oxide for 2 h to the peUets and then 
stored overnight in 2 : 1 LR "'¡hite: Propylene Oxide. Samples 
\Vere embedded in gelatin capsules and baked in 60' C oven 
fo r 48 h. Ultrathin sections of O.5l'm were collected on 
Formvar/Carbon 200 mesh and ickel grids and stained with 
uranyl acet ate for 15 min and lead eitrate for 3 mino 

2.8. Viability, Apoptosis and Necrosis. lbe vi ability, apop­
tosis, and necrosis of macrophages treated with e \\'ere 
determined every 12 h using the Annexin V-FITC Apoptosis 
detection kit 1 (BD Pharmingen, USA), according to the 
protocol of BD Pharmingen. Brietly, for each time point, the 
culture medium of each well was placed in an Eppendorf 
Tube and stored at -20' C u ntil use for cytokine _nalysis, and 
the weUs were reti lled with lOO I'L of PBS. Annexin V and 
propidium iodide markers were added and the ceUs further 
incubated for 15 nün . After the incubation rune, the cells \\'ere 
fixed with 50 flL of a stock solution of p-formaldehyde 3.7%, 
and the samples were read in a FACS Canto tlow cytometer 
(Becton Dkkinson, USA). 

2.9. 7hJ, 11.2, and Treg Cytokines Deter",inatiol1. lbe cyto­
kine seeret ion pattern of maerophages incubated with c1inop­
tilolite or sepiolite NC was determined in the supernatant of 
cultures at 24, 36, and 48 h after eoincubation. lbe expression 
of GM-CSF, IF -y, IL-la, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-IO, IL-
17, and TNF-a \\'"3.S measured using the mouse and human 
lb l/lb 2 IOplex FlowCytomix MuItiplex kit (eBioseienee, 
USA) aceording to the provider protocol. Brietly, marked 
beads \\rere added to the supernatant, and after incubation 
for 15 min the cytokines were measured in a FACS Canto tlow 
cytometer. 

2./0. Statislical AI/a/ysis. Data were analyzed with a Two-way 
ANOVA (P < 0.05) foIlowed by a Tuckey post hoc test (P < 
0.05) (Microsoft Excel, 2010). 

3 

3. Results 

3. J. C/¡aracterization 01 C/il/opti/olite al!d Sepio/ite NC. x­
ray powder diffraet ion pattern of nano elays showed a typical 
d istributio l1 of diffraction planes assodated w ith the sepioli te 
and eli noptilolite zeolites. Sepioli te C pattern showed a 
pertect match with the pattern obtained from PDF-2 database 
of ICCD (lnternational Center for Diffraction Data) and the 
dinoptil oHte NC pattern corresponded to a ickel Ammo­
l1ium A1uminium Silicon Hydroxide Oxide Hydrate (see 
Figure SI in the Supplementary Material avai lable onHne 
at http://dx.doi.orgllO.1l5S/ 2015/164980) . lbe chemical com­
position of nanoelays was determined by atomic absorp­
tion speetroscopy resul ting in d inoptilolite nanoelays: 21.7% 
Na,O, 0.0078% MgO, 57.3% Si02 , 9.2% AI,O" 1.4% CaO, 
1% T i02 , 0.01% MnO, and for sepiolite nanoelays: 2.16% 
Na,O, 27.79% MgO, 37.15% Si02, 12.01% A120" 3.72% K2 0 , 
3.92% CaO, 3.60% TiO" and 7.22% MnO. In addition, the 
microanalysis of metallic elements and carbon was evaJuated 
in the SEM miuographs (Figure S2). Results showed that 80% 
of dinoptilolite nanopartieles had a size down to 30 nm, with 
an average s ize of 17.5 run, and 70% of sepioHte nanopartieles 
hacl a cl i3.J11eter size clown to 20 mu. As this nanoday is a fiber, 
tibers over 500 11m \Vere a1so fOWld (Figure 1) . 

3.2. Eifect 01 CJinopti/oJite and Sepiolite Nafloclays 01/ E. 
"isloJytiea Cultures. lbe viability and growth of E. /¡islo/yt¡ea 
t rophozoites were affeeted to different extents by the nano­
elays. When treated with dinoptilolite NC, viability and 
growth were not s ignitieantly affected by ineubation with 
any concent ration at any time evaluated (Figure 2(a)). lbe 
integrity of trophozoites treated with dinopti lolite NC was 
contirmed on CFDA p lus PI stained cells under tluores­
cenee microscopy. In contrast, trealment with sepiolite C, 
decreases the viability of t rophozoites around 13 to 21% at 
72 h with coneentrations higher than lOO ¡<glmL in a dose­
dependent manner (P < 0.05 with respect to the untreated 
cultures). A slight recovery of amoebic viability was observed 
at 48 h for c ultures treated with 100 and S00l'glmL; this 
recovery was apparent for cultures tre_ted with 1000 flglmL 
u nti l 72 h posttreatment (Figure 2(b» . lbe staining with 
CFDA plus PI showed that viability of amoebas seenlS to 
d iminish over the time in adose dependent manner, shifting 
from green to yellowish tluoreseence, indudi ng red nudei of 
death ceUs (Figure 2(c). 

In order to demonstrate the uptake and ceUular loeation 
of NC on treated cells, transmission electro n microscopy 
(TEM) of E. /¡istolytica trophozoites and hunlan peripheral 
blood macrophages treated for 24 h with 100 I'glmL of eaeh 
NC was performed. C linoptilolite NC were found dispersed 
in the cytosol and as aggregates inside the anloebie vacuoles 
(Figure 3(b)); in contrast, sepioli te NC were mainly found 
as aggregates i nside large vaeuoles and, in some cases, seenl 
to cause the rupture of the vacuolar membrane (Figure 3(c), 
red arrow). In HMDM, elinoptilolite C were observed 
i ns ide phagocytic vacuoles larger than those observed in 
the amoebic cultures (Figure 2(e), green arrow); in the case 
of sepiolite NC, the distribution and size of the phagocytie 
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SEM TEM 

(a) 

(b) 

F IGURE k Transmlsslon and scannlng electro n mleroscopy of seplolite and cllnoptllollle nanoclays prepared In lhe DMF.M culture media. 
Seplollte nanoelays are fibers wllh a dlameler sl2e down to 20 nm (a). whereas ellnoptllollle nanociays are deformed oclahedrons wllh a slze 
down lo 30 nm (b). 

vacuoles were similar lo those of amoebas (Figure 3(f), pink 
arrow). 

3.3. Effec/ of Cli'JOptiloli/e alld Sepiolite NC on Macrophage 
CI/ltl/res. Adose and time dependent effeet was observed 
on the viability of maerophages ",hen treated with NC and 
tale, used here for comparing with the nanopartide due lo 
his long and proven history of safe use (311 as well as in 
vi/ro modest effeet on periloneal mouse macrophages (32]. 
Viability of RAW 264.7 macrophages decreased 15% al 24 h, 
reaching 20% at 60 h when treated with dinoptilolite NC, 
whereas sepiolite NC and tale affected the viability by 25% at 
24 h to around 40% at 60 h (Figure 4; upper panels) . HMDM 
showed a similar pattem but were less affected; in this case, 
clinoptiJolite and sepiolite NC decreased the viability in 
around 25% and tale 14% at 60 h. However, a dramatie effect 
on the viabil ity was rapidJy observed in MMDM cultures, 
decreasing it to 65%, 73%, and 82% when treated with 
clinoptilolite NC, sepiolite e, and tale al 24 h, respeetively. 
The viability drops to 80%, 98%, and 88% at 60 h, respectively 
(Figure 4, upper panels). CeIJ death determined in the treated 
maerophage cultures using the Annexin V Ipropidiunl iodide 
kit showed that most RAW 264.7 and MMDM died by 

necrosis al aU assay time, with no dear d istinction between 
the different treatments (Figure 4, lower panels). [n contrast, 
HMDM cultures, wh ich were the least affected in viabi li ty, 
showed that about two thirds of the eells die by apoptosis 
at all times tested, suggesting that the cell processes that 
activate in macrophages the dinoptilolite C are different 
than those activated by sepiolite NC and tale, leading to 
different oulcomes (Figure 4, middJe panels). 

3.4. Cylokine Secreliol1 Patlern fro", HMDM and MMDM 
Trealed wilh NC. The cytokines secreted by HJvlDM and 
MMDM (not RAW 264.7) in the preseneeofboth NC and tale 
\Yere determi ned in the culture med ia at 24, 36, and 48 h post­
t reatment by lIo\Y cytometry. Cytokines were undetectable at 
12 h (data not shown) and were not determ ined at 60 h. [n 
generallerms, proinflanln13tory cytoki nes increased ayer the 
time in the two types of macrophages, but at different levels 
depending on treatments (Figure 5). A proinllanlmatory 
profile was dearer with sepiolite NC and the tale treatments, 
compared with dinoptilolite NC treatment. Thus, in HMDM 
treated with sepioli te NC or tale, some amounts of IL­
la and I L-6 were detected that slightly increased over the 
time. In contrast, release of [L-6 and [ Fy was not detected 
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FIGURE 2, ViabUity or E. Ii/stoly llca after me trealment wim nanodays. Amoebic cullures were Ireated wlm elinoptilolite (a) or sepiolile (b) C 
ror Ihe perlod orllme Indlcalro and me vlability measurro by me 1Typan blue memod. Bollom plclures show CFDA/PI slalnro Irophozoiles 
from the treated cultures al the concentratlons and time indlcated. Controls are amoebas from a culture without lrealment. The shlfting of 
green lo yeUowlsh fluorescenl Indlcales decrease ofvlabUlty. Red nuelel come from dead ceUs. 

in neither MJvIDM nor HJvIDM treated with clinoptilolite 
at any time evaluated (Figures 5(a) and 5(b), resp.). The 
cytokine/chemokine IL·S was relea sed withoul a dear pattern 
by any treatment, but its production was considerably higher 
in MMDM treated with sepioHte C or tale, compared with 
cUnoptilolüe C (P < 0.05) (Figure S(a». Few levels of this 
cytokine were detected in medium hom HM DM treated. The 
other cytokine highly expressed was I L-17, which appeared 
under any trealment at ditferent times, with its production 
being higher in MMDM and HMDM treated with tale. INFy 
\Vas increasingly induced only by tale in MMDM and by 
sepioHte C and tale in HMDM, bul not by clinoptilolite 
NC. GM-CSF and Th2 cytokines lL-4 and IL-S \Vere nol 
detected under any condition tested (not shown). Low leveJs 

of the reguJatory cytokine IL-1O were detected in media 
from treated MMDM (Figure 5(a» in contrast with high 
levels detected in HMDM treated with clinoptiloHte C with 
respect to sepioHte NC and tale (P < 0.05) (Figure 5(b)). 

4 . Dlscusslon 

CHnoptiloHte and sepioHte have been proposed for pharma­
ceutical applications inc.luding tablet manufacture [33J, slow 
reJease systems [34J , in combination with drugs for cancer 
therapy (35), being as adjuvants (36) , being as adsorbent trap­
ping lead in children with ADHD by intravenous administra­
tion [51 , and, in general terms, for diverse therapy in humans 
[37J . In this sense, the development of nanopartides as drug 
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FIG URE 3, Uptake of nanoclays by amoebas and maerophages. TEM of5¡.m thickness eross secUon of amoebas (a- e) and human rnaerophages 
(d-f) nontreated <a) and (d) or treatOO with d inoptilolile NC (b) and <el or sepiolite NC <e) and (f). Dashed arrows are showing Lbe eytosolle 
membrane of amoebas and macrophages. 81ack arrows are showtng the vacuolar membrane. many ofthem conlainlng high accurnulatlon of 
clinoptUolite and sepiolile N G Red arrow shows a possible v3cuolar membrane rupture for sepiolite NC accumulation. lbe green and pink 
arrows show the aeeumulation of dinopUlolite and seplolite NC In maerophages. respectlvely. 

delivery syste.ms increased the interest in nanoclays [3-81 due 
to their physical and chemical properties in comparison to 
the natural days. However. even if Ihe toxicity of microsized 
days has been evaluated [38. 391 . the lntemational Agency 
for Researeh on Caneer reports that there are few repor!s 
regarding in vi/ro and in vivo clinoptilolite and sepiolite C 
biocompatibility [24J . Thereby. in Ihis work we evaluated Ihe 
cytotoxic effect of dinoptilolite and sepiolite C in two of 
the most highly phagocytic ceUs reported [27- 29]. as a fust 
approach to detemlining nanoclays biocompatibility. One 
of the precautions that need to be laken inlo accounl for 
i1l vitro lests wilh cünoptilolite is that this nanoclay could 
modify Ihe ion composition of the culture media and Ihereof 
mask the toxicity of this nanoday [40]. In order to prevent 
Ihis, nanoclay suspensions stocks were prepared in supple­
mented TY1-S-33 and DMEM culture medium. exposing Ihe 
nanodays to serum and glucose prior to its addition to the 
experimental cullures decreasing Ihe probability of affecting 

the cellular cultures by the ion-exchange features of C. In 
addition, the nanoclays suspensions were sonicated in order 
to reduce any possible unspecific effeet of the NC aggregation. 
With this treatments we assUDled that ion conlposition of 
the medium and dispersion ratio of NC was nearly eonstant 
d uring the experiments, so neither oflhe two is the principal 
cause of cellular dealh in our cultures. 

Our results showed that even when both C were 
highly phaghoeytosed by amoebas, cünoptilolite NC was not 
toxie to E. IIistolytica trophozoites, in contrast to sepiolite 
NC Ihat showed significant eytotoxie effect, suggesting thal 
c1inoptiloüle is less toxie than sepiolite C , at least against 
Ihe parasite. As Ihe sepioüte NC-treated trophozoites did not 
show evidenee of Iysis or signifieant morphologieal ehanges, 
\Ve think thal amoebas probably die by an apoptotie process, 
a type of eellul.r death known th.t oeeurs in amoeba [41 ] 
(Figure 2). However, apoptosis of amoeba was not analyzed 
in tWs work and should be conducted in further studies. 
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FIGURE. 4: Viability. apoptosis. and necrosis of macrophages culture after trealment with nanoclays. Macrophages of RAW 264.7 cell Une. 
from miee bone marrow monocytes and from human peripheral blood monocytes stained with Annexin V and propidium iod ide lo evaluate 
viabil ity. apoplosis. and necrosis. Treatmenls with nanoclays and tale al O, 12.24.36.48 and 60 h are shown. 

On the other hand, viability of macrophages cultures 
was affected at differenl extents, but in a dose and time 
depen denl manner by the c. Even when the viability of 
the macrophages was affected in a larger extent than the 
E. /1istolytica trophozoites, in agreement with the results 
obtained with amoebas. c1inoplilolite C were less toxic than 
sepiolite NC in al! the macrophage cultures tested , supporting 
d inoptilolite C as more biocompatible. However, sepiolite 
NC treatment showed a comparable effect wi th asbestos -free 
talc powder used as nanoparticle compound with a proven 
long history of safe use [31] . suggesting thal even when 
sepiolite C is more cytotoxic than d inoptilolite NC, both 
are relatively harmless. Sohaebuddin et al. [22] have repo rted 
that a d ifferent type of cells has a differenl cytotoxic response 
against nanoparticles_ Remarkably. we observed in this study 

that the Cytoloxic effect also depends on the cel! on gm. 
with the MMDM cultures being the most affected (more 
than 80% of viability reduction al 60 h) followed by RAW 
264.7 and finally HM DM (Figure 4). lhe RAW 264.7 ceU 
line has widely been used fo r analyzjng cytotoxicity of sil ica, 
po lymers. metal oxides, silver. and gold nanoparticles [42-
45]. induding t\Vo reports on hyd roxyapati te and boehmite 
NC [46,47], showing higher susceptibility than the resulls 
obtained here with the NC. lhus, ou r results suggest that not 
only the type bul also the o rigin of the cell should be taken 
into account when testi ng cytotoxicity ofNC, which could be 
extensive to any nanoparticle. Ho\\'ever, we cannot ruJe out 
that other factors can influence the results and therefore, such 
proposa! needs to be confirmed using a \vide variety of ceUs 
frOln different sou rces. 
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F IGURE 5: Cytokine s.cretlon pattem from NC treatOO macrophages cultures. A panel ofTh I and Th2 cytokines \Vas determ inOO In the culture 
med ia of mico bone marrow maerophages (a) and hu man peripheral blood macrophages (b) at 24 h (open bars) , 36 h (gray bars), and 48 h 
(black bars) posttreatment with NC and lale. AlI cytokine levels are shown in pg/mL • p < 0.05. 

In Ihis work, Ihe results oblained in Ihe RAW 264.7 
cellline macrophages were similar to the effeet reported fer 
montmoriUonile NC o n the human hepat ie cell line HepG2. 
where cell viability was redueed in more Ihan 20% with 
the same dose of Img/mL [48J. Even when different cell 
Unes were used, dinoptiloUte e and montmorillonite e 
showed a s imilar effeel on viability probably due lo Iheir 
sl ructu re [49J. However, we cannol rule out Ihe possibilily 
of differences associated with the particular characteristics 
of eaeh cell lineo Remarkably, HMDM cu ltures were the less 
affected by lhe treatments with C or tale, never showing 

more than 25% of viability reduction al the time and doses 
tesled (Figure 4). Th is is partieularly interesting if we consider 
that potential biomerueal applications in hwn ans of e will 
lead in any point lo Ihe encowl ler of the nanopartides with 
the highly phagocytie scavenger maerophage, and its use 
is highly recommended by Ihe international standard ISO 
10993-5 for Ihe biological evaluation of medical devices. In 
this sense, HM DM has been used lo evaluate the toxicity of 
many partid es presenl in dust, polluted air, polymers, and 
others [50-52). However, in our k.nowledge, HMDM cultures 
have only been used lo assess the cytotoxicity of MWCNTs 
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and nanoparticles of titani unl and zi!le Inetal oxide, but not 
nanodays [53, 54] . 

Interestingly, uptakes of both C by amoebas and 
HMDM appear to be simiJar, due to their location inside large 
phagocytic vesides or Iysosomes, suggest ing a phagocytic o r 
maeropinocytic process (Figure 3). In this sense, the greater 
aggregat ion of sepioli te C inside larger vesicles could affect 
the vacuolar membrane compared to the less aggregation of 
elinopt ilolite NC, which could be a1so related with the h igher 
cytotoxie effeet of sepioUte NC on the cultures. As the toxicity 
of nanopartides depends on the size and composition of the 
material [22J and the aggregation state is associated with the 
NC structure, the nanofiber structure of sepiolite NC could 
aggregate and puncture the veside melnbrane more easily 
than the deformed octahedron dinoptiloUte NG, explain ing 
the higher toxie effect of sepioUte NC. 

Regarding the type of cell death induced by the NC, note­
worthy, the predominant eell death was different depending 
on the macrophage culture studied. Thus, RA"" 264.7 and 
MMDM cultures mainly died by necrosis (two- and threefold 
over the number of apoptot ic cells, resp.), whereas HMDM 
preferably died by an apoptotie pathway (twofold over the 
nwnber of necrotic eells). HMDM death could be comparable 
with amoebie cultures, where the morphology of the death 
trophozoites suggests an apoptotic process. The meehanisms 
triggering the macrophage death by the C and talc as 
well as the underlying signaling events leading to apoptosis 
or necrosis are unknown, but they could involve surface 
scavenger recepto rs and activation of mitochondrial caspase 
9 as described for the toxic effect of zinc oxide nanopartides 
[55J. 

In terms of cytotoxicity, apoptosis death could be more 
preferable than necrosis, due to the polential of necrotic 
cellu lar debris to promote a proinflammatory response that 
is associated with tissue dan13ge [56J. The proinflammatory 
response involves the release by the macrophages and o ther 
innate cells of cytokines and ehemokines that promote 
recruitment of new cells to the site of infection or damage. 
Therefore, the cytoldn.e secretion pattern in the supernatant 
of primary culture maerophages (MMDM and HMDM) 
treated with the NC and tale was analyzed by flow cytometry. 
As expected, a correlation bet\'l{een the cytokine patterns 
released by the NC exposed maerophages and the observed 
ceUular death pathways was found. Thus, the MMDM cul­
tu res, \\'hich were the mast affected by the treatments and 
mainly dying by necrosis, secreted h igher levels of proin­
flanunatory eytokines JI-la:, IL-8, and IL6, in eomparison 
\\rith HMDM cultu res. In agreenlent with our results, it has 
been reported that human macrophages/monocytes stimu­
lated with single-waUed earbon nanotubes (CNT) or silica 
indueed the release of IL- Ia:, IL-6, and IL-8 associated with 
a proinflanunato ry outcome [53]; a1so, the applicat ion of 
natural clinoptilolite in mice food for 28 days produced an 
inereased serunl LSA concentration whieh could be related 
with the release of TNF-a and IL-I by maerophages [57J. 
As mentioned before, MMDM cultured with NC released 
higher anl0unt of proinflanunatory eytokines than HMDM, 
mainly IL-8 and IL-6 (Figu re 5). In addition, the release of 
IL-8 in MMDM was higher with sepiolite NC than with 
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dinoptiJolite C. The induction of sorne of these proin ­
fl ammatory cytokines by the NC could be related to their 
agglomeration state [58J and to the part icle size, the bigger 
the particle the higher release [59J. Therefore, the h igher IL-8 
release from MMDM in the presence of sepioli te NC could be 
related to the bigger size of sepiolite C in comparison with 
dinoptilolite NG. 

This was also observed for INFy, another important 
proinflammatory cytokine, which was only detected in two 
time points of HMDM treatment with sepiolite NC and tale 
(36 h and 24 h postexposure, resp.), but not with clinoptiJolite 
NC (Figure 5). On the other hand, TNFa: was undetectable in 
the maerophage cultures wilh any C or tale (not shown) , 
suggesting low toxicity as the most biocompatible materials 
have been shown to induce low TNF-a levels th at tend to 
drop to zero over the time [60]. Moreover, the expression 
of cytokine IL-17 at lale time (48 h) suggests thal NC and 
tale have the potential to induce an a11ergie response, as 
it has been described in alveolar macrophages of animals 
oraUy treated with PLGA NPs coated with chitosan and 
PEG [61J . In addition to the proinflammatory pattern of 
cytokines, HMDM cultures reJease higher amount of IL- IO 
than MMDM cultures in the presenee of C, a regulatory 
cytokine probably produced to counterbalance the proin­
fl ammatory profile. Interestingly, the expression of IL-IO has 
been associated with a greater biocompatibility contributing 
to the inh¡bition or resolution ofthe inflarnln ation associated 
with nanocomposites [59], which could be related with the 
lower toxicity ofNC on HMDM. 

The results of this work showed that clinoptiloli te and 
sepioUle NC are weU to lerated when tested in highly phago­
cytic eell cultures, showing results comparable with asbestos­
free tale powder suggesting that both could be h ighly biocom­
patible. However, when compared, clinoptilolite C appears 
to be less loxie than sepiolite NC, which is very import.ant 
taking into account the potential biomedieal applieation of 
dinoptilolite in humans. These cytotoxie assays could con­
tribute to the necessary knowledge for future applieation of 
nanoclays; however, additional studies regarding the cellu lar 
physiology a1 terations of eells from different Uneages as 
welJ as ill vivo studies at short and long term exposure to 
confirm the safety of dinoptilolite and sepiolite nanod ays 
are necessary before thinking in their use for biomedical 
appUeations. 
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