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ABSTRACT: Traditionally, in vitro evaluations to determine the cytotoxic effect of nanomaterials 
in cell cultures have been carried out in two-dimensional cultures, because the protocols to as-
sess it have been adapted from those used in toxicology. However, the interactions between cells 
are much more complex than those found in a monolayer arrangement. Thus, this is the main 
reason to promote the implementation of three-dimensional cell cultures also known as spher-
oids, to assess the effect of nanomaterials on cell cultures. Abundant information supports the 
idea that spheroids represent a better model for the study of cellular responses, since they 
emulate more precisely the cellular junctions, communication and physiology that occur in a 
tissue within an in vivo model. Herein, we discuss some points about the development of 3D 
cultures as a new and better methodology for nanotoxicological evaluations. 
KEYWORDS: spheroids, nanotoxicology, cytotoxicity, cell culture. 

RESUMEN: Las evaluaciones in vitro para determinar el efecto citotóxico de los nanomateriales 
en cultivos celulares se han realizado de forma tradicional en cultivos bidimensionales. Esto se 
debe a que dichos protocolos se han adecuado a partir de aquellos utilizados en la toxicología.  
Sin embargo, las interacciones entre las células son mucho más complejas que las observadas 
en un arreglo en monocapa, siendo esta la principal razón por la que, desde hace algunos años, 
se promueve la implementación de los cultivos celulares tridimensionales, a los que se les co-
noce como esferoides, para ser usados en las evaluaciones del efecto de los nanomateriales en 
cultivos celulares. Cada vez son más las evidencias que soportan la idea de que los esferoides 
representan un mejor modelo para el estudio de las respuestas celulares, pues emulan con 
mayor precisión las uniones celulares, comunicación y fisiología que sucede en un tejido dentro 
de un modelo in vivo. En este artículo, discutimos algunos aspectos sobre el desarrollo de los 
cultivos 3D como una nueva y mejor metodología para las evaluaciones nanotoxicológicas. 
PALABRAS CLAVE: esferoides, nanotoxicología, citotoxicidad, cultivo celular. 
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Introducción 

El creciente interés por la evaluación toxicológica de los nanomateriales 
(NMs) se debe en gran medida a sus diversas aplicaciones, principalmente 
en las áreas de la salud, alimentación e industrial. La revolución nanotecno-
lógica ha facilitado la síntesis de NMs con propiedades fisicoquímicas pecu-
liares muy interesantes, sin embargo, ha llegado el punto en que la síntesis 
ha sobrepasado la capacidad de análisis de los NMs. Actualmente las venta-
jas de las aplicaciones de los NMs son grandes; no obstante su creciente uso 
en productos comerciales ha despertado un inquietante cuestionamiento so-
bre su seguridad toxicológica. ¿Será posible que las bondades de los NMs su-
peren sus desventajas? ¿Somos capaces de evaluar el impacto ambiental y de 
salud que el uso prolongado e ilimitado de los NMs puede ocasionar en los 
diferentes sistemas biológicos? Y si ese fuera el caso, ¿cuáles son los mejores 
modelos para su evaluación in vitro e in vivo? En este artículo, exponemos 
uno de los modelos celulares de reciente uso que se ha adaptado para la eva-
luación nanotoxicológica: los esferoides. Este modelo celular es utilizado ac-
tualmente en las evaluaciones nanotoxicológicas, porque refleja con mayor 
detalle el comportamiento del arreglo tridimensional de las células cultiva-
das in vitro, de tal forma que la respuesta celular obtenida sea más parecida 
a la que podría presentarse en un sistema biológico multicelular in vivo. 

¿Qué es la nanotoxicología y cuáles propiedades de  
los nanomateriales contribuyen a su toxicidad?

La nanotoxicología es una rama de las nanociencias que surge de forma emer-
gente ante la necesidad actual de evaluar el efecto toxicológico de los NMs en 
diferentes sistemas biológicos, con la finalidad de explicar los fenómenos y 
respuestas celulares inducidas por la exposición a los diferentes NMs.

Debido a las peculiares interacciones fisicoquímicas que los NMs exhiben 
con otros compuestos y moléculas biológicas, ha sido necesario adecuar las téc-
nicas convencionales de la toxicología, para el análisis del efecto de los NMs en 
diferentes sistemas biológicos. En muchos casos, tales modificaciones no han 
sido exitosas y son limitadas por las características fisicoquímicas intrínsecas 
de los NMs como su insolubilidad, capacidad de aglomeración, agregación y se-
dimentación, entre otras (Xia et al., 2010; Gagner et al., 2012). Además, una ca-
racterística determinante de algunos NMs es su gran reactividad química con 
las proteínas y otros componentes presentes en los medios de cultivo celular. 
Las proteínas presentes en los medios biológicos y que eventualmente pueden 
rodear al NM forman lo que se conoce como “corona proteica”, esta capa de mo-
léculas bioactivas alrededor del NM puede cambiar su química superficial, su 
tamaño y carga, modulando así sus interacciones con la célula y afectando de 
forma directa los procesos de internalización del NM y, por lo tanto, la acti-
vidad biológica del mismo (Laurent et al., 2012; Zhdanov, 2019). 
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Un NM es aquel material que al menos una de sus dimensiones tiene un 
tamaño entre 1 a 100 nm, existen diferentes tipos, siendo las nanopartículas 
(NPs) las más estudiadas y utilizadas, estas se caracterizan al estar todas sus 
dimensiones en la escala nanométrica anteriormente señalada. Existe una 
enorme cantidad de NMs, con diferentes propiedades fisicoquímicas que 
afectan sus interacciones y efectos en los sistemas biológicos y, en conse-
cuencia, es muy importante contar con la mayor información relacionada 
con las características fisicoquímicas de los NMs. Las mediciones típicas ini-
ciales incluyen la determinación de la distribución del tamaño del NM, su 
forma, composición química, porosidad, química superficial, estructura cris-
talina y potencial Zeta, estabilidad en medios acuosos, entre otros (Hussain 
et al., 2015). Si el NM tiene propiedades fisicoquímicas adicionales como, 
por ejemplo, luminiscencia o magnetismo, entonces se requiere de análisis 
fisicoquímicos que soporten estas propiedades específicas, por ejemplo, para 
el caso de los NMs luminiscentes ensayos de fotoluminiscencia, decaimiento 
y rendimiento cuántico, entre otros estudios que aportan información para 
sustentar las actividades de estos NM en una célula. 

Así pues, para garantizar la seguridad química y biológica de los NMs, es 
indispensable contar con un estudio completo de sus propiedades fisicoquí-
micas, para relacionarlas con sus respectivas actividades o propiedades bio-
lógicas y las respuestas celulares que puedan ocasionar. 

¿Cuáles son los modelos estándares para la evaluación 
citotóxica de los NMs y qué variables hay que evaluar?

De forma muy general se considera que un determinado NM puede inducir 4 
tipos de respuestas en las células: 

1) Cambios en la morfología celular.
2) Cambios en la viabilidad celular (comúnmente conocidos como efec-

tos citotóxicos que involucran la muerte y la proliferación celular).
3) Genotoxicidad (alteraciones o daños en el material genético de la cé-

lula), y, 
4) Activación de la respuesta inmune (mediante la inducción de una 

respuesta pro– o anti–inflamatoria en el caso de las células anima-
les, o bien, una respuesta de defensa en el caso de bacterias, proto-
zoarios, hongos y plantas). 

Tomando en cuenta estas respuestas, las evaluaciones mínimas dentro 
de un estudio nanotoxicológico deberían ser los cambios en la morfología ce-
lular, citotoxicidad, genotoxicidad e inflamación. 

En el caso de los análisis utilizados para determinar el efecto citotóxico 
en células animales, los modelos estándares para la evaluación in vitro son 
realizados en cultivos bidimensionales, en los cuales crece un número cono-
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cido de células en una placa o caja de cultivo celular. En este tipo de superfi-
cies, las células que tienen la capacidad de adherencia a un sustrato, crecen 
sobre este formando un estrato continuo de células, a esta estructura se le co-
noce como “monocapa”. 

Ensayos para la evaluación de la citotoxicidad de 
nanomateriales en cultivos in vitro

Los análisis para medir la viabilidad y proliferación celular en los cultivos bi-
dimensionales en monocapa se realizan, en su mayoría, a través de ensayos 
colorimétricos. Algunos de estos son muy sencillos, se denominan ensayos de 
exclusión por colorimetría y se basan en la capacidad que tiene la célula de ex-
cluir el paso de un reactivo solo si la membrana plasmática conserva intacta 
su estructura física, algunos ejemplos de este tipo de reactivos son el azul de 
tripano o el rojo neutro. En cualquier caso, es posible identificar si las células 
son viables pues adquieren una coloración diferente a la de las células muer-
tas, por esta razón el nombre del ensayo es exclusión. 

Otros análisis colorimétricos más complejos tienen como fundamento 
medir el cambio de coloración de un reactivo mediante su reducción por en-
zimas citoplasmáticas o mitocondriales, las cuales tienen un papel funda-
mental en la fisiología celular. De este modo, el funcionamiento y actividad de 
estas enzimas, refleja el estado vital y metabólico de la célula. Al reducir el 
compuesto en cuestión, las enzimas generan un producto con coloración o 
fluorescencia, que puede ser cuantificado mediante espectrofotometría o fluo-
rimetría y determinar así, con base en la cantidad del compuesto reducido, la 
cantidad de células existentes. También es posible correlacionar el resultado 
de estos experimentos con el estado metabólico de las células, después de que 
fueron expuestas a diferentes concentraciones de NMs y durante una ventana 
de tiempo definida. Ensayos más elaborados para medir la viabilidad celular, se 
basan en la cuantificación de moléculas clave del metabolismo celular, por 
ejemplo, la cuantificación de la concentración intracelular del ATP o de la en-
zima lactato deshidrogenasa, entre otras. 

En este sentido, el fenómeno de la muerte celular pareciera albergar una 
pregunta determinante: ¿existe la muerte celular inducida por un NM? Sin 
embargo, la respuesta a esta interrogante no es dicotómica en el sentido de au-
sencia o presencia. Por el contrario, conocer cuál tipo de muerte celular fue ori-
ginada por la exposición a un NM, proporciona información particular sobre el 
efecto y la respuesta celular que un NM determinado puede desencadenar en 
un sistema biológico.

Por lo tanto, si existe un conocimiento previo de que un NM ocasiona 
muerte celular, entonces, los análisis posteriores deberían involucrar el es-
tudio sobre el tipo de muerte celular inducida por el NM y determinar si se in-
dujo necrosis, apoptosis, necroptosis o autofagia. La información obtenida 
en los ensayos permite definir el mecanismo molecular y bioquímico de la to-
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xicidad y deducir a priori si el NM pudiera tener un potencial efecto geno-
tóxico o de inflamación en un determinado sistema biológico. 

Si bien los análisis de citotoxicidad han sido establecidos en cultivos en 
monocapa desde hace muchos años, con el descubrimiento e implementa-
ción de los cultivos tridimensionales (3D) se ha generado una controversia 
sobre si las evaluaciones citotóxicas en cultivos bidimensionales (2D) pro-
porcionan información real sobre la respuesta celular hacia algún agente tó-
xico (Laurent et al., 2012). Esto se debe a que el crecimiento de una mono-
capa celular adherida al plástico de la caja de cultivo, provoca que las células 
adquieran una arquitectura diferente y, por lo tanto, su fisiología y las res-
puestas celulares ante los estímulos podrían variar (Verjans et al., 2018) y 
ser diferentes a las observadas en un organismo multicelular, ante un estí-
mulo interno o externo. En este sentido, las respuestas diferenciales entre 
los cultivos 2D y 3D hacia algunos tipos de fármacos anticancerígenos, su-
gieren que existen distintas zonas de crecimiento celular muy definidas 
dentro del esferoide (Jarockyte et al., 2018). Cada una de ellas con caracterís-
ticas particulares en relación con el metabolismo, disponibilidad de oxígeno, 
nutrientes y comunicación celular, las cuales están implicadas en la capa-
cidad de un esferoide para responder a la exposición ante un fármaco. Existe 
un arreglo celular 3D, cuyas interacciones determinan en conjunto la res-
puesta específica (Kapałczyńska et al., 2018; Huang y Gao, 2018). Además, 
se ha reportado que los patrones de expresión de proteínas en los cultivos 
3D, son más cercanos o similares a aquellos encontrados en los tejidos y en 
las muestras de tumores primarios (Verjans et al., 2018). De esa forma, 
desde hace algunos años se han utilizado estructuras celulares tridimensio-
nales para las evaluaciones nanotoxicológicas in vitro, con la finalidad de 
emular con mayor precisión el comportamiento celular 3D ante un NM de-
terminado, lo cual ha revelado información sorprendente, como se describe 
a continuación. 

Un poco de historia sobre los esferoides

El arreglo tridimensional de las células animales inicia desde el desarrollo 
embrionario, esta conformación celular permite el contacto célula–célula y 
célula–matriz extracelular, fundamental para el mantenimiento de la ho-
meostasis, proliferación y diferenciación celular, entre otras funciones (Las-
chke y Menger, 2017). Estas estructuras 3D forman naturalmente una esfera 
multicelular, que se organiza en capas celulares, razón por lo que se les ha de-
nominado esferoides. Este tipo de arreglo celular exhibe diferentes propieda-
des a aquellas células que crecen en una monocapa 2D, algunas de las carac-
terísticas mejoradas por este tipo de estructuras son: incremento en la 
viabilidad celular, morfología estable, capacidad de polarización, interaccio-
nes y uniones celulares, y una actividad metabólica incrementada, (Antoni et 
al., 2015; Kapałczyńska et al., 2018; Huang y Gao, 2018).
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En los años 50 del siglo pasado se inició la investigación sobre las pri-
meras estructuras celulares in vitro con arreglos 3D para estudios de prolife-
ración e invasión celular (McElwain et al., 1993), pero no fue si no hasta 1971, 
que existió el primer reporte en donde se utilizó el término “esferoide” para 
nombrar a este tipo de estructuras celulares en 3D (Sutherland et al., 1971). 
Ya en los años 90’s se empezó a estandarizar la técnica para el cultivo in vitro 
de esferoides, no solo de células de cáncer sino de otros tipos celulares (Djord-
jevic y Lange, 1990), siendo así posible reconocer la importancia que tiene la 
matriz extracelular en la dinámica celular (Nederman et al., 1984).

De esta forma, los esferoides como modelo celular in vitro se utilizaron 
como una herramienta para estudiar los procesos fundamentales de los me-
canismos de la biología celular del cáncer. De acuerdo con los reportes, esto 
se debe a que el ensamblaje tridimensional de los esferoides es capaz de 
emular el microambiente celular y, por otro lado, se ha distinguido que las 
células tumorales y su contraparte in vitro en una conformación tipo esfe-
roide, comparten similitudes no solo estructurales, sino funcionales, mole-
culares y, por supuesto, biológicas (Weigelt et al., 2015). 

Sin embargo, estas estructuras se empezaron ha utilizar en diferentes 
áreas, por ejemplo, como otro modelo celular en las evaluaciones toxicológicas 
(Weiswald et al., 2015), para los estudios de farmacocinética y farmacodi-
namia (Griffith et al., 2006), en la ingeniería de tejidos para el co–cultivo de cé-
lulas (Pampaloni y Stelzer, 2010), para los estudios de migración, crecimiento 
y diferenciación celular (McElwain y Pettet, 1993), entre otros (figura 1).

Nota: En la parte superior se ilustra el método de “gota colgante” utilizado para la formación de esfe-
roides y la representación de la formación de esferoides. En la parte inferior, se presentan microgra-
fías de células de fibroblastos de ratón L929, cultivadas para la formación de esferoides, en donde se 
evidencia el cambio en la distribución de las células conforme aumentan los días del cultivo celular y, 
finalmente, la formación de un esferoide en el último día de cultivo.
Fuente: Ilustraciones y fotografías proporcionadas por las autoras K. Angüis Delgado y K. Juárez–Mo-
reno, respectivamente.

Figura 1. Cultivo de células de fibroblastos de ratón L929 para la formación de esferoides.

Cultivo de células para esferoides

Formación de esferoides de fibroblastos murinos L929 en cultivo
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¿Cuáles son las ventajas y desventajas de los esferoides 
respecto de otros cultivos?

Las ventajas del crecimiento celular en estructuras 3D radica principalmente 
en que no requieren de un andamio celular para proliferar. Además de ello, se 
ha observado que el comportamiento 3D de las células arregladas en esferoi-
des se asemeja por mucho al comportamiento que las células tienen in vivo 
en un organismo multicelular (Fey y Wrzesinski, 2012; Huang y Gao, 2018).  
En lo que concierne a los estudios de toxicología, se ha reportado que los es-
feroides son uno de los modelos biológicos preferidos, al tener una mayor 
vida media y, en consecuencia, ser adecuados para realizar estudios de expo-
sición crónica a ciertos agentes tóxicos (Messner et al., 2013). Además de lo 
anterior, en el campo de la biología del cáncer, se han utilizado los esferoides 
porque al igual que en esa patología, las células que los constituyen también 
son heterogéneas (Huang y Gao, 2018). 

Algunas de las ventajas para el uso de los esferoides respecto de su con-
traparte en 2D, es que permiten el estudio de las interacciones célula–célula 
y célula–matriz extracelular como sucede en un tumor (tabla 1).

Por otro lado, los estudios realizados en cultivos 3D se han intensificado 
por la necesidad de generar modelos in vitro de células humanas, lo cual per-
mitirá estudiar a profundidad las respuestas celulares y moleculares deri-
vadas de este tipo de células. Un ejemplo es el caso de la hepatitis C, en el que 
las evaluaciones clínicas de la respuesta a patógenos especie–específicos y la 
toxicidad hepática ha sido evaluada en cultivos 3D, permitiendo crear un 
modelo predictivo adecuado, para evitar que las evaluaciones clínicas fallen 
(Sivaraman et al., 2005). 

El cultivo de células en estructuras 3D provee conocimiento sobre la di-
námica y mecánica celular, muy diferente al observado en un cultivo 2D. Esto 
se debe a que las proteínas de adhesión celular y los procesos de señalización 
pueden ser afectados directamente por el tipo de arreglo celular. Este arreglo 
tridimensional le permite a la célula depositar la matriz extracelular para co-
municarse con el exterior, llevar a cabo procesos de morfo-diferenciación y re-
modelación, por mencionar algunos procesos biológicos importantes (Griffith 
y Swartz, 2006). 

Se ha demostrado también que los esferoides presentan una mayor resis-
tencia a los fármacos que las células que han crecido en estructuras bidimensio-
nales, este comportamiento es atribuido a las propiedades del microambiente 
donde se encuentran los esferoides, reflejando con mejor detalle las condi-
ciones existentes en el microambiente tumoral in vivo (Mikhail et al., 2013). 

En el caso de las evaluaciones de NMs en sistemas 3D, se ha reportado 
que la unión e internalización de estos puede ser diferente a la respuesta en 
monocapa, debido a la compleja fisiología de los cultivos esferoidales. Por 
ejemplo, en un estudio se realizó la comparación morfológica de 40 líneas ce-
lulares de diferentes orígenes tumorales que fueron cultivadas para la forma-
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ción de esferoides, con ello se logró identificar tres grupos de esferoides de 
acuerdo con su arquitectura celular: a) esferoides estrechos; b) esferoides de 
agregación compacta, y, c) esferoides de agregación laxa (Vinci et al., 2015). 
Estos modelos in vitro de cultivo celular, tratan de imitar en la medida de lo 
posible, el microambiente celular in vivo, siendo además de ello, un modelo re-
lativamente sencillo y mucho más barato que los modelos animales (Tchoryk 
et al., 2019). Por lo que de forma tradicional se ha reconocido a los esferoides 
como el modelo celular intermediario entre los análisis in vitro y los estudios 
in vivo (Mikhail et al., 2013). 

2D MONOCAPA 3D ESFEROIDES

Ventajas

Heterogeneidad celular: se 
pueden utilizar co-cultivos.
Resistencia a los fármacos.

De fácil manejo y no requiere 
matriz especial para su 

crecimiento.
Se pueden cultivar células en 

suspensión y adherentes.
De bajo costo y alta 

reproducibilidad.

Heterogeneidad celular: 
distintos tipos de células 
pueden ser usadas para 

producción de esferoides.
La expresión génica y el 

fenotipo son similares a los 
tumores in vivo.

Una vez establecidas las 
condiciones es de alta 

reproducibilidad.

Desventajas

No imita la organización 3D de 
tumores o tejidos in vivo.

Expresión débil de proteínas 
ECM y pobre interacciones entre 

células ECM.

Tienen un núcleo necrótico y 
una capa periférica de células 
con tasa alta de proliferación.
No todas las líneas celulares 

pueden formar esferoides y, por 
lo tanto, se requiere utilizar una 

matriz de inducción del 
crecimiento. 

Tiempo de crecimiento lento, 
además de ser un poco más 

costoso.

Formas de cultivo

Placas multipozo de cultivo 
celular.

Cajas de Petri para cultivo 
celular.

Frascos de cultivo.

Placas de baja adherencia.
Placa multipocillo Seivax 

NanoCulture.
Placas para cultivo por método 

de gota colgante: Perfecta3D 
and GravityPLUS 3D.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los cultivos en monocapa (2D) y en esferoides (3D). 

Fuente: Elaboración de los autores.
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Ejemplos de nanomateriales evaluados con esferoides

La gran mayoría de los estudios reportados sobre el uso de esferoides para la 
evaluación citotóxica de nanopartículas (NPs) se basan en la comparación de 
sus efectos citotóxicos, su capacidad de internalización y difusión en cultivos 
celulares en monocapa (2D) y en esferoides (3D). En ese sentido, se presen-
tan reportes en los cuales se describe la evaluación de NPs de metales y óxi-
dos en estos sistemas tridimensionales. 

Se ha evaluado el efecto citotóxico y la capacidad de internalización de 
nanopartículas de dióxido de titanio (NPs TiO2) en cultivos celulares de os-
teoblastos humanos para estudiar las respuestas de la interacción célula–cé-
lula en el tejido óseo (Souza et al., 2019). Los resultados de esa investigación 
demostraron que después de 72 horas de exposición a las NPs TiO2, la viabi-
lidad celular no se afectó. Sin embargo, la incubación de los esferoides de os-
teoblastos con concentraciones elevadas de NPs TiO2, influenciaron su ciclo 
celular permitiendo su diferenciación y mineralización. Un hallazgo impor-
tante es que las concentraciones elevadas de NPs TiO2 indujeron la expresión 
de citosinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento involucrados en la 
homeostasis del hueso y la osteólisis (Souza et al., 2019). En otro estudio, se 
evaluó la eficacia de la terapia fotodinámica utilizando NPs de TiO2 en células 
de glioma cultivadas en esferoides, los resultados muestran una disminución 
significativa de la viabilidad celular en las primeras 6 horas post–tratamiento 
inducida por la radiación con luz UV (Yamaguchi et al., 2010). También se ha 
evaluado el papel de la deposición de colágeno y la capacidad de diferencia-
ción de células óseas y la producción de citosinas pro–inflamatorias en pre-
sencia de NPs de TiO2 en modelos 3D de osteoblastos (Souza et al., 2019). 

Otras NPs de óxidos que han sido evaluadas en cultivos de 2D y de esfe-
roides son las de óxido de zinc (ZnO NPs). Un estudio reportó la capacidad 
de las ZnO NPs de 25 nm de diámetro de inducir una respuesta citotóxica de 
muerte celular dependiendo del tipo de arreglo dimensional que tenían las 
células del colon (Chia et al., 2015). Una contribución importante de los au-
tores es su propuesta sobre la dinámica de recambio celular presente en los 
esferoides, los cuales se comportan como “capas de cebolla”, cuyas células se 
desprenden por el daño generado y por los procesos de inflamación causados 
por la exposición a las NPs; esto permite que exista un capa inferior de cé-
lulas viables la cual responde de forma diferente a los efectos de las NPs de-
pendiendo de su arreglo dimensional (Chia et al., 2015). 

Las nanopartículas de oro (AuNPs) también han sido estudiadas en los 
cultivos esferoidales, y se han reportado NPs ultrapequeñas con tamaños 
menores a los 10 nm, son capaces de internalizarse con mayor rapidez que 
las de 15 nm. Además, se determinó que las AuNPs de 2 a 6 nm se encon-
traban en el citoplasma y podían penetrar la membrana nuclear, en tanto 
que las AuNPs de 15 nm solo se localizaban en el citoplasma. En el artículo 
publicado, los autores comparan los resultados de los cultivos in vitro, con la 
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penetración de las AuNPs en un tumor in vivo y concluyen que los modelos 
3D o esferoides representan una buena aproximación para el estudio de la 
internalización y distribución de las NPs in vitro (Huang et al., 2012). Por 
otro lado, se han realizado evaluaciones de la internalización de nanopartí-
culas de oro (AuNPs) con diferentes formas como nanoanillos y nanobas-
tones (Yang et al., 2018), en este caso se ha evaluado su papel como nanoa-
carreadores de fármacos antineoplásicos en cultivos en monocapa y se han 
comparado con los esferoides (Mikhail et al., 2013). Otros estudios sugieren 
que la morfología de las AuNPs, ya sean en forma de rodillo o esferoidales, 
tienen capacidades distintas de poder ser internalizadas por las células (Lu y 
Stenzel, 2018). Adicionalmente, los esferoides de células de cerebro se han 
utilizado como modelo in vitro, para determinar la biocompatibilidad y la ca-
pacidad de las AuNPs y las NPs de ácido poliláctico de atravesar la barrera he-
matoencefálica (Matsumoto et al., 2019). 

Se ha comparado la toxicidad de NPs bimetálicas de plata y oro (Ag/Au 
NPs), en esferoides de células de cáncer de mama, colon, riñón e hígado, y las 
mismas células cultivadas en 2D, concluyendo que los cultivos esferoidales 
son mucho más susceptibles a la toxicidad de las NPs (Katifelis et al., 2018).  

Otras NPs no metálicas también han sido evaluadas en los cultivos 3D, 
por ejemplo, se ha comparado el efecto citotóxico de diferentes concentra-
ciones de NPs de SiO2 de varios tamaños y funcionalizaciones, en cultivos 
2D y 3D de células de cáncer de pulmón (A549), carcinoma bucal (células KB) 
y fibroblastos murinos (L929) (Pellen-Mussi et al., 2018). Los autores encon-
traron que las NPs de SiO2 no eran citotóxicas en las células de cáncer de 
pulmón y los fibroblastos, sin embargo, sí afectaban la viabilidad de las cé-
lulas KB y este efecto era más evidente en los cultivos en esferoides, por lo 
cual concluyen que la susceptibilidad de las células a las NPs depende del tipo 
y arreglo dimensional (Pellen-Mussi et al., 2018). También, existen reportes 
de la incorporación de nanoalambres en esferoides de células cardiacas para 
generar redes de conductividad eléctrica para mejorar las contracciones de 
los cardiomiocitos (Tan et al., 2015). 

Asimismo, se han realizado estudios sobre la internalización de NPs de 
poliestireno de 44 y 100 nm de tamaño en fibroblastos y fibrosarcoma (cáncer 
de piel) y se encontró que la difusión de las NPs de 100 nm en los cultivos 3D, 
era significativamente más lenta que en los cultivos 2D. Es importante men-
cionar que el citoesqueleto tiene un papel determinante en la internalización 
de las NPs en los cultivos 3D, no así en los 2D, siendo la macropinocitosis el 
mecanismo principal por el cual las NPs se internalizan en los cultivos 3D 
(Belli et al., 2017). 

La citotoxicidad de algunos nanomateriales luminiscentes también ha 
sido evaluada mediante el uso de esferoides, como, por caso, nanopartículas 
de sílica mesoporosa cargadas con gadolinio (Matsumoto et al., 2019). 

Algunos datos muy interesantes relacionados con la comparación citotó-
xica entre los cultivos 2D y 3D hacia los NMs incluyen algunos estudios que 
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reportan que los cultivos esferoidales de células de cáncer de colon (HT29) y 
células de riñón (SPEV), exhiben una citotoxicidad diferencial a las AuNPs, 
siendo las de cáncer mucho más susceptibles a la exposición de esas nano-
partículas (Pavlovich et al., 2017). Otro caso incluye la susceptibilidad dife-
rencial de fibroblastos (NIH-3T3) y células de cáncer de pulmón (A549) hacia 
ZnO NPs y TiO2 NPs. Siendo los esferoides de las células A549 mucho más 
sensibles a las ZnO NPs en comparación con los cultivos en monocapa, es 
probable que esto se deba a la conformación laxa de los esferoides formados 
por las células de pulmón. Por el contrario, los esferoides formados por los fi-
broblastos son mucho más compactos, y no muestran una citotoxicidad dife-
rencial hacia las ZnO NPs respecto de su contraparte en dos dimensiones 
(Sambale et al., 2015).

Es importante resaltar que las TiO2 NPs resultaron no ser citotóxicas en 
ninguna de las dos líneas celulares, sin embargo, el parámetro que se afectó 
por la presencia de esos NMs fue la formación de los esferoides, ocasionando 
que su tamaño disminuyera considerablemente (Sambale et al., 2015). 

En la actualidad, el uso de cultivos esferoidales para las evaluaciones na-
notoxicológicas es una ventaja y es cada vez más evidente que los modelos 
3D podrían emular el microambiente celular que existe en un organismo, 
además al proveer información importante sobre las distintas respuestas 
asociadas con la arquitectura celular, permite la comparación entre los cul-
tivos bidimensionales en monocapa y el entendimiento de las respuestas ce-
lulares hacia los NMs en relación con el arreglo arquitectónico de las células 
(Lu y Stenzel, 2018). 

Conclusiones

La nanotoxicología es una ciencia emergente originada por la necesidad de 
evaluar el impacto de los materiales nanoestructurados en la salud y el am-
biente, por esta razón, los protocolos convencionales de las evaluaciones to-
xicológicas han tenido que ser adaptados, y algunas veces su optimización es 
complicada debido a las características fisicoquímicas de los nanomateriales. 
En ese sentido, las evaluaciones del efecto citotóxico y de proliferación celu-
lar de los nanomateriales se han realizado de forma tradicional en cultivos 
bidimensionales (2D). No obstante, los cultivos celulares de arreglos tridi-
mensionales se utilizan cada vez más, al existir evidencias contundentes so-
bre la diferencia en la susceptibilidad que tienen los cultivos 2D respecto de 
los esferoides o cultivos en 3D. 

La mayoría de los estudios apuntan a que los cultivos de esferoides re-
presentan una mejor aproximación a la organización de las células en un sis-
tema in vivo, por consiguiente, las repuestas celulares que arrojan emulan 
con mayor precisión aquellas que se presentan en un modelo in vivo. 

La susceptibilidad de las células a los nanomateriales es diferente en los 
cultivos 2D que en los 3D, y todo indica que las células cultivadas en arreglos 
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de dos dimensiones tienen una mayor resistencia a los agentes químicos, ne-
cesitando de mayores concentraciones para que estos ejerzan una actividad 
citotóxica considerable. Con este artículo, evidenciamos la necesidad de im-
plementar los cultivos tridimensionales en esferoides como un parámetro im-
portante de comparación al momento de realizar evaluaciones en materia de 
nanotoxicología.
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