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Resumen: Actualmente, estamos en una etapa en la que las ciencias biomédicas buscan mejorar el
diagnostico y la terapia de varias enfermedades, por medio del empleo de novedosos dispositivos
a escala nanométrica. Micelas poliméricas, liposomas, dendrimeros y nanoparticulas biodegrada-
bles, son algunos ejemplos de nanomateriales que se investigan en los laboratorios, que estan en
fase pre-clinica o ya se emplean en la clinica. En este momento se cuenta con numerosos nuevos
sistemas nanoestructurados con muiltiples y potenciales aplicaciones en el area biomédica. Sin
embargo, a pesar de que en muchos casos se han realizado caracterizaciones fisicoquimicas de
los mismos, no se ha estudiado su interaccidon con diferentes sistemas bioldgicos y con las nano-
biomoléculas que los componen.

En este articulo, mostramos la evolucion del trabajo que estamos llevando a cabo en nuestro la-
boratorio. En primera instancia, describimos las investigaciones que hemos realizado estudiando
diferentes nanobiomoléculas. Nuestro objetivo es intentar entender la sefalizacion y regulacion
de procesos biolégicos como la sintesis de proteinas en el sistema nervioso o la sintesis de ARN
en el nucleo celular. En segunda instancia, describimos estudios que estamos realizando utilizan-
do dendrimeros y analizando sus posibles aplicaciones en el tratamiento de enfermedades como
el parto prematuro, el cancer o la diabetes. Por tltimo, describimos brevemente la microscopia de
fuerza atdmica y sus aplicaciones en ciencias bioldgicas y biomédicas, finalizando con un ejemplo
concreto de nuestra investigacion.
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Asstract: We are nowadays in a new stage in which biomedicine searches the ways to improve
diagnosis and therapy of several diseases by using novel nanodevices. Polymeric micelles, liposo-
mes, dendrimers, biodegradable nanoparticles and others are examples of nanoparticulate mate-
rials researched in laboratories, undergoing preclinical development, or already used in the clinic.
At present, we have numerous nanoestructured systems with multiple potential applications in
the biomedical area. Nevertheless, in spite of the fact that in many cases physicochemical charac-
terizations of the mentioned nanosystems were carried out, their interactions with the biological
systems or the nanobiomolecules that compose these systems were not studied.

In this article, we show the research performed in our laboratory. First, we describe studies we
have carried out studying different nanobiomolecules. By these experiments we are trying to un-
derstand signaling and regulation of biological processes such as protein synthesis in the nervous
system or RNA synthesis in the cellular nucleus. Second, we describe experiments we are perfor-
ming using dendrimers and studying their possible applications to treat diseases such as prema-
ture labor, cancer or diabetes. Finally, we briefly describe atomic force microscopy applications in
biological and biomedical sciences and give a concrete example of our work.
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INTRODUCCION

Para poder comprender bien los conceptos de nanociencia, nanotecnologia, nanobio-
logia y nanomedicina y poder dar una definicién de los mismos, es conveniente esta-
blecer primero cuales son las principales diferencias entre ciencia y tecnologia. De
una manera general, podemos decir que la ciencia es el trabajo que se realiza en un la-
boratorio de investigacion, aplicando el método cientifico, en bisqueda de respuestas
para determinadas preguntas. Los resultados obtenidos de estas investigaciones, se
traducen en trabajos cientificos que se publican en revistas especializadas internacio-
nales. Estos trabajos, son previamente analizados por otros cientificos especialistas
en el tema en cuestion. La tecnologia parte de los conocimientos basicos establecidos
por la ciencia, para construir un dispositivo o un aparato que tenga una utilidad deter-
minada. El conocimiento necesario para generar el nuevo dispositivo o aparato, gene-
ralmente da origen a una patente (mecanismo utilizado para proteger la invencién y
los derechos de los inventores). La creacién de tecnologia, proporciona a los cientifi-
cos nuevas herramientas para contestar nuevas preguntas y avanzar en la ciencia, que
a su vez generara nueva tecnologia. Por lo tanto, podriamos decir que ciencia y tecno-
logia son las dos caras de una misma moneda.

El prefijo “nano” significa la mil millonésima parte de algo. En el caso de un nané-
metro, significa la mil millonésima parte de un metro, es decir 10°m. Dado que mu-
chas de las propiedades fisicas y quimicas de la materia se modifican en tamafos
comprendidos entre 0.1 y 100 nanémetros, éste seria el mundo “nano” estrictamen-
te hablando.

En el aflo 1959, varios afios antes de recibir el Premio Nébel de Fisica, el Dr. Ri-
chard Feynman pronunci6 en el Instituto de Tecnologia de California una conferen-
cia titulada “Hay mucho espacio al fondo” (There is plenty of room at the bottom). En
esta conferencia, el Dr. Feynman puso los pilares de lo que luego seria conocido como
nanotecnologia. En su charla, Feynman expuso sus ideas de como manipular, contro-
lar y fabricar objetos de muy pequefias dimensiones. Decia Feynman en su discurso:
“Los principios de la fisica, tal como yo los veo, no niegan la posibilidad de manipular
las cosas atomo por atomo. Al no violar ninguna ley, no hay motivo para que no pueda
hacerse”. “En el mundo de lo muy, muy pequefio, muchas cosas nuevas podran suce-
der, porque los atomos se comportan de manera distinta a como lo hacen los objetos
a mayor escala, pues deben satisfacer las leyes de la mecanica cuantica”. Y continua...
“A nivel atémico, aparecen nuevos tipos de fuerza, nuevas posibilidades, nuevos efec-
tos”. Esta es una de las ideas basicas de la nanotecnologia, que consiste en un cambio
de estrategia a la hora de fabricar estructuras: el paso de una tradicién de arriba ha-
cia abajo top-down a un futuro de abajo hacia arriba bottom-up, manipulando la ma-
teria a nivel atémico.

Podemos dar ahora una definicién entendible del concepto nanotecnologia: es el es-
tudio, sintesis y manipulacion de materiales y sistemas funcionales a través del control
de la materia a escala nanométrica; tiene como objetivo la fabricacién de materiales,
objetos y dispositivos tecnol6gicos a esa escala. Por otra parte, la nanociencia estudia la
materia a escala de estructuras moleculares y atémicas, utilizando las herramientas de
la fisica, quimica, biologia y ciencia de los materiales. De esta forma busca responder
preguntas basicas sobre el comportamiento de estructuras a esa escala.

Muchos componentes biolégicos como el ADN, las membranas celulares, las pro-
teinas, y las estructuras biolégicas como los ribosomas o los complejos de poros
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nucleares tienen tamafio nanométrico. Como todas las células eucariotas estan for-
madas por estos componentes comunes, podemos decir que en la biologia hay “vida
en el nanomundo”.

Una razoén para estudiar la biologia a nanoescala, es poder observar propiedades
que no se ven en escalas micro o macro. Por ejemplo, medir propiedades fisicas de
proteinas individuales nos puede dar informacién sobre su estructura y funcién. Esta
informacién sin duda nos ayudara a entender cdmo los diferentes componentes de un
sistema biolégico trabajan juntos.

La nanobiologia, podria ser definida como el estudio del material biolégico a es-
cala nanométrica. Sin embargo, los bi6logos moleculares han estado trabajando con
nanobiomoléculas desde hace varias décadas. Por lo tanto, estrictamente hablando,
se considera nanobiologia la disciplina que utiliza productos y conocimiento que sur-
gen de la nanotecnologia y los aplica a la investigacion en biologia. Seria la fusion de
la investigacion bioldgica con la nanotecnologia, asi como la nanomedicina se puede
definir como el uso de nanotecnologia en el campo médico. (Por consulta de publica-
ciones recientes ver Balogh, 2010; Kroll, 2012, Jain, 2012.).

A continuacién daremos algunos ejemplos sobre el trabajo de investigacion que
estamos desarrollando en nuestro laboratorio, en el Instituto de Investigaciones Bio-
légicas Clemente Estable. El primer ejemplo, corresponde a las investigaciones que
hemos realizado con nanobiomoléculas. El eje de estas investigaciones es el rol del
ion Ca*, su transporte y la regulacién de eventos trascendentes como la sintesis pro-
teica en terminales neuronales presindpticos o la regulacion de la sintesis de ARN. El
segundo ejemplo, corresponde a las investigaciones en curso donde utilizamos na-
nopolimeros artificiales llamados dendrimeros, donde estudiamos sus posibles apli-
caciones como transportadores de drogas o agentes de imagenologia en diferentes
sistemas biolégicos. Por dltimo, nos vamos a referir al microscopio de fuerza atémi-
cay las investigaciones que estamos realizando en el area de las ciencias bioldgicas
y biomédicas. Dado que en los dltimos dos ejemplos estamos incluyendo en nuestras
investigaciones productos surgidos de la nanotecnologia, podemos decir que son in-
vestigaciones genuinas en nanobiologia y nanomedicina.

TRABAJOS DE INVESTIGACION

Sefalizacion celular y nanobiomoléculas

Nuestro laboratorio se dedica al estudio de las sefiales celulares. La transduccién de
sefales es el conjunto de procesos o etapas que ocurren de forma concatenada, por
el cual una célula convierte una determinada sefal o estimulo exterior, en otra sefial
o respuesta especifica. El proceso de transmisién de sefial afecta a una secuencia de
reacciones bioquimicas dentro de la célula. Esto se lleva a cabo a través de proteinas
o enzimas unidas a otras sustancias llamadas segundos mensajeros. Los cambios en
la concentracion citosdlica de Ca?* han mostrado ser un sistema de sefializacién muy
versatil. Este sistema regula varios procesos celulares diferentes como la motilidad,
secrecion y la proliferacion celular, entre otros. Los cambios en la concentracion intra-
celular de Ca?* son detectados por las células como una sefial con un significado que
debe ser decodificado. Esta decodificacion de la informacién contenida en las sefiales
de Ca?" es mediada por proteinas capaces de unir Ca?* (sensoras de Ca%") que transmi-
ten esta informacidn al blanco final. Como forma de garantizar la funcién de sefializa-
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cion del Ca?, las células cuentan con varios sistemas de transporte de dicho ion, que
regulan su homeostasis en forma muy precisa (Sotelo y Benech, 1997). Uno de estos
sistemas de transporte, son las llamadas bombas de Ca?* (Ca**Mg**-ATPasas). Estas
bombas son proteinas y por lo tanto nanoestructuras biolégicas.

Trabajando con este transportador hemos obtenido aportes relevantes. Encontra-
mos evidencias de que en ciertas condiciones experimentales, la bomba de Ca?* pue-
de comportarse como un canal de Ca* (Benech et al.,, 1991, 1995; Garcia-Teijeiro et
al., 1999). Caracterizamos el ciclo de reacciones de la Ca?* ATPasa del sistema tubular
denso de plaquetas humanas y mostramos que la estequiometria de esta SERCA (Sar-
co Endoplasmic Reticulum Calcium ATPase) es diferente a la SERCA de reticulo sarco-
plasmico de musculo esquelético de conejo (Benech et al., 1995). También mostramos
la capacidad de ciertas drogas de desacoplar la enzima y promover un aumento en el
eflujo de Ca?* pero sin sintesis de ATP (Garcia-Teijeiro et al., 1999).

Por otra parte, en colaboracion con el Dr. J. R. Sotelo, hemos trabajado en aspec-
tos metabolicos del sistema nervioso, especialmente en la sintesis proteica en el te-
rritorio axonal, sindptico y su regulacidn. En los, organismos eucariotas la sintesis de
proteinas extra mitocondriales ocurre en nanoestructuras biolégicas denominadas ri-
bosomas. Este es un tema de investigacién muy interesante e importante, ya que en
los ultimos afios han aumentado las evidencias de la existencia de ribosomas y poliso-
mas activos en el dominio axonal y presindptico. De acuerdo con el dogma establecido
en las células nerviosas todas las proteinas son sintetizadas en el soma de la neuro-
nay luego transportadas por transporte axonal, al ax6n y al terminal nervioso (véase
Ochs, 1982). Sin embargo, varios grupos de investigacion (Dr. E. Koenig, Universidad
de Buffalo, USA; Dr. A. Giuditta, Universidad de Napoles, Italia; Dr. Jaime Alvarez, Uni-
versidad Catélica de Chile), incluyendo el nuestro, han presentado evidencias muy
convincentes que apoyan la existencia de un Sistema Local de Sintesis de Proteinas en
axones y terminales nerviosas. En este sentido, hemos contribuido con varias publica-
ciones utilizando diversas técnicas como auto radiografia a nivel de microscopia 6p-
tica, inmunocitoquimica a nivel 6ptico y electrénico, inmunoprecipitacién, Northern
blot, RT-PCR, inmunoblot, etc. (Sotelo y Benech, 1997; Sotelo et al, 1999; Sotelo-Sil-
veira et al,, 2000; Calliari et al,, 2002). (Véase también Koenig y Giuditta, 1999 y Alva-
rez et al., 2000).

Con respecto al terminal nervioso, al inicio de la década de los 90, se reporté que la
fraccién sinaptosomal obtenida del 16bulo éptico del calamar fue capaz de sintetizar
proteinas extra-mitocondriales (Crispino et al., 1993). Esta fraccién fue caracterizada
por técnicas bioquimicas y de auto radiografia a nivel de microscopia electrénica. Se
encontrd que la fraccién corresponde al componente presindptico de las neuronas fo-
torreceptoras del 16bulo éptico del calamar, el cual contiene polisomas activos (Cris-
pino et al., 1997). La caracterizacién de la existencia de sintesis local de proteinas a
nivel axonal y del terminal nervioso, nos llevo a estudiar posibles mecanismos de re-
gulacion y uno de los candidatos obvios era el Ca?'. En este sentido, en colaboracion
con el Dr. A. Giuditta comenzamos a estudiar la modulacién del sistema local de sinte-
sis proteica en los sinaptosomas preparados del 16bulo 6ptico del calamar. Observa-
mos que este proceso estaba muy proximo de su maximo, a la concentracién basal de
Ca?* citosdlico y era marcadamente inhibida cuando la concentracion de este i6n era
disminuida o aumentada (Benech et al., 1994, 1996, 1997, 1999). La posibilidad de
que el Ca?* module la sintesis local de proteinas sinaptosomal, fue confirmada midien-
do la concentracion de Ca?* en un tnico sinaptosoma (figura 1), previamente cargado
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con Fura-2-acetoximetil éster (FURA2 AM). Estos experimentos fueron realizados en
colaboracién con el Dr. E. Brown del Laboratorio de Neurobiologia de la Estacién Zoo-
légica de Napoles, Italia. En su estado de reposo, la concentracion de Ca** fue de 80 nM
(n=10). La adici6n de cafeina, tapsigargina y KCl, aumentaron la concentracién de Ca**
a 300 nM. Por otra parte, el quelante de Ca?* BAPTA AM disminuyd la concentracion
citosélica de dicho ion a menos de 100 nM (Benech et al, 2000). El conjunto de estos
resultados sugiere que el rango de sensibilidad de modulacién de la sintesis proteica
local esta en una “ventana” de Ca?* entre 80 y 300 nM. Estos resultados sugieren que
la nanomagquinaria de sintesis proteica eucariota (ribosomas) estd presente a nivel pre-
sindptico. Los resultados también sugieren, que variaciones en la concentracién del
Ca? citosolico en el terminal presinaptico, producto de la actividad neuronal, pueden
contribuir a la modulacién de la sintesis local de proteinas con importancia para pro-
cesos pldsticos neuronales como la memoria o el aprendizaje. Por tltimo, los resultados
también sugieren la existencia de poblaciones de ARNm especificas a nivel del termi-
nal nervioso, aspecto que llevo a interesarnos en el proceso de sintesis de ARN a nivel
del nucleo celular y su regulacion.

FIGURA 1. A: Microscopia laser confocal de un sinaptosoma tipico obtenido del I6bulo 6ptico del cala-
mar en agua artificial de mar (imagen de transmision). B: Imagen confocal de fluorescencia del mismo
sinaptosoma incubado previamente con Fluo-3. La sefal de fluorescencia fue fijada al maximo con pro-
positos ilustrativos. Barra de escala, 2pm.

En los dltimos afios, el papel del Ca* como segundo mensajero se ha expandido
a una gran variedad de eventos, desde mecanismos celulares de transduccion ya cla-
sicos, como lo es el acoplamiento excitacién-contraccion en las células musculares, a
fendmenos cognitivos tan complejos como el aprendizaje y la memoria. En este con-
texto, el nicleo celular se ha convertido en uno de los focos principales de investi-
gacion. En particular, como las sefiales de Ca?* que se generan en el citosol pueden
afectar fendmenos nucleares. Asimismo, de un tiempo a esta parte, se ha comenza-
do a concebir al niicleo como un organelo capaz de generar y mantener su propia ho-
meostasis de Ca?* con relativa independencia de las variaciones en el Ca* citosélico
(Hardingham et al.,, 1997; Itano et al., 2003; Echeverria et al.,, 2003). En esta linea de
investigacion, estamos estudiando la sefializacion a nivel nuclear por Ca* y el proce-
so de transcripcion (figuras 2 y 3). Estamos utilizando como paradigma experimen-
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FIGURE 2. Carga de Ca2+ dependiente de ATP y sensibilidad a thapsigargin e ionomicina. Nucleaos
aislados fueron incubados en un medio de reaccion conteniendo: TmM ATP, 20 iM GTP, CTP, UTP, 80
mM KCl, 3mM NaCl, 5mM MgCI2, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM oxalato de potasio y 1 iM Ca2+ libre
suplementado con 45Ca2+ (0.5 iCi/ml). La concentracion de Ca2+ libre fue calculada de las constantes
de asociacion aparentes Ca-EGTA de acuerdo con Schwartzenbach, usando un programa de computacion
como descrito por Fabiato & Fabiato, 1979. (A) Carga de calcio condicién control (1iM Ca2+ libre y TmM
ATP) (?), control méas 10 iM thapsigargin, TG (), o control mas 2 iM lonomycin (}, o 1iM Ca2+ libre sin ATP
(. (B) Movilizacion del 45Ca2+ por EGTA. Se dejaron a los nucleaos aislados cargar 45Ca2+ por 15 min
y luego se adiciono 0.5mM EGTA al medio de reaccion.

Imagenes microscopia confocal (C—E). Nticleos aislados fueron cargados con fluo-3, AM y tratados como
descrito en (Benech et al, 2005). (C) 1iM Ca2+libre y 1TmM ATP tiempo cero; (D) iM Ca2+ libre y TmM
ATP a los15 minutos; (E) 1iM Ca2+libre y TmM ATP a los 15 minutos, pero con 5iM thapsigargin. Barra
de escala: 5im. Reproducido con permiso de Elsevier Ltd.
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FIGURE 3. Modelo actualizado de sefales de Ca?* en el nucleo celular.
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tal nucleos aislados de higado de rata y células en cultivo (cultivo primario de células
miometriales humanas y de neuronas). Hemos encontrado la existencia de por lo me-
nos 2 componentes de Ca?* que afectan la sintesis de ARN: a) concentracién de Ca%" en
el nucleoplasma en si misma; b) calcio acumulado en el envoltorio nuclear en forma
dependiente de la bomba de calcio SERCA presente en dicho envoltorio (Benech et al.
2002,2003y 2005; Escande et al., 2007 a, by c]. Hemos encontrado también, que la li-
beracién de Ca** desde el envoltorio nuclear en respuesta a IP, fue capaz de promover
la fosforilacion del factor de transcripcion CREB y que un aumento del Ca?* nuclear
a 500 nM, promovio la activacidn de la transcripciéon del ARNm de PGC1-4 (Escande,
tesis de maestria, 2007). Esta proteina es un co-activador de la trascripcion y en con-
junto con CREB estimula la expresion de los mensajeros de PEPCK1 y G-6-Pasa, con-
tribuyendo de esta forma a la regulacion de la gluconeogénesis en higado.

En conjunto, estos resultados sugieren que el nicleo celular es capaz de gene-
rar y mantener su propia homeostasis de Ca?". Variaciones en la homeostasis de
Ca?'nuclear originadas en el propio nucleo celular, podria estar modulando procesos
tan importantes como la transcripcidon.
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APLICACIONES DE LOS DENDRIMEROS A LA NANOBIOLOGIA Y NANOMEDICINA

Dendrimeros y musculo liso

Los dendrimeros son una clase unica de vehiculos nanoestructurados para la entrega
de drogas y material genético a blancos intracelulares (Kolhe et al., 2003; Perumal et al.,
2008). Como agentes de entrega de drogas, los dendrimeros presentan ventajas como
la monodispersion y la multivalencia (Perumal et al., 2008; Cho et al., 2008). Se carac-
terizan por poseer un nucleo central y un gran nimero de grupos superficiales. Esto
hace que moléculas pequefias como drogas, enzimas o agentes de imagenologia, pue-
dan ser encapsulados o conjugados a los dendrimeros (Tassano et al.,, 2011; Hamoudeh
etal.,, 2008). Estos polimeros han mostrado ser capaces de producir altos niveles intra-
celulares de droga y por lo tanto tienen un gran potencial terapéutico [He et al, 2011;
Perumal et al., 2008). Asimismo, han demostrado un gran potencial como agentes de
diagnostico (Perumal et al., 2008). Su interaccién con las membranas celulares y su in-
ternalizacion celular parecen depender del tamafio, generacion y grupos funcionales de
superficie (Perumal et al.,, 2008). En los ultimos afios, se han realizado varios estudios
para evaluar los dendrimeros como transportadores de droga por via oral [Sadekar y
Ghandehari, 2012]. Por otra parte, ha sido observado que los dendrimeros PAMAM de
la generacion 4 redujeron los niveles de glucosa en sangre en ratas diabéticas [Karol-
czak, K. et al,, 2012] y que dendrimeros modificados PAMAM-OH inhibieron la activi-
dad de la Na*/K* ATPasa y Ca?* ATPasa de eritrocitos humanos (Ciolkowski et al., 2011).

La interaccion de los dendrimeros con las membranas celulares y la internaliza-
cién celular parecen depender del tamafio, generacién y grupos funcionales de su-
perficie (Perumal et al. 2008). Particularmente, los grupos funcionales superficiales
pueden producir una densidad de cargas altamente localizada, que puede tener una
influencia importante en la interaccién del dendrimero con la membrana celular y su
internalizacion celular.

Nuestro grupo de investigacion esta estudiando las posibles aplicaciones de los
dendrimeros en enfermedades que involucran al musculo liso (como el parto prema-
turo) y el cancer.

El parto prematuro es la causa predominante de morbilidad y mortalidad en re-
cién nacidos. Los nanomateriales actualmente en estudio pueden resultar ttiles en
cuanto al desarrollo de nuevas terapias para tratar los problemas fisiopatolégicos de
la contraccion del musculo liso miometrial (que conllevan al parto prematuro). Para
el desarrollo de estas terapias, el conocimiento de los mecanismos de captacion celu-
lar de los distintos nanomateriales empleados por diferentes tipos celulares, se vuel-
ve primordial. En este sentido, nuestro grupo esta estudiando los mecanismos de
captacion de un nanoconjugado en cultivos primarios de células miometriales huma-
nas (CMH). El nanoconjugado, G4-FITC, fue obtenido al marcar dendrimeros de polia-
midoamina (PAMAM) de la generacién 4 (G4) con fluoresceina isotiocianato (FITC).

El nanoconjugado obtenido fue caracterizado usando HPLC, NMR y microscopia
de fuerza atémica. La concentraciéon de nanoconjugado empleada en los experimen-
tos (7 pg/ml), mostrd no afectar significativamente la viabilidad de las CMH hasta las
48 h. El analisis por microscopia laser confocal de CMH incubadas con G4-FITC mos-
tro sefial de fluorescencia a nivel perinuclear a partir de las 5 h o mas (24, 36 y 48 h)
de incubacién. A las 24 h, G4-FITC co-localiz6 parcialmente con “Lysotracker” (figu-
ra 4), un compuesto fluorescente capaz de marcar organelos acidicos en células vivas
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FIGURA 4. Co-localizacién parcial de G4-FITC y Lysotracker. Las HMC fueron incubadas por 24 h con
G4-FITC y luego 1 h con Lysotracker. Las iméagenes se obtuvieron por LCM. G4-FITC (A), Lysotracker (B),
Merge (C). Magnificacion: 180 x, las barras de escala indicando un tamaiio de 10 pm. La longitud de onda
de excitacion fue de 488 nm y 543 nm para FITC y Lysotracker, respectivamente. Las iméagenes fueron
superpuestas mediante el software del sistema LCM para observar co-localizacion.

FIGURA 5. El G4-FITC ingresa en ntcleos aislados de HMC e higado de rata. Los nucleos aislados fueron
incubados por 1 h con G4-FITC y observados por LCM. Ntcleos aislados de HMC: G4-FITC (A), DAPI (B),
Merge (C). Nucleos aislados de higado de rata: G4-FITC (D). Magnificacion: 120 x. Las barras de escala
indican un tamaiio de 10 pm (imégenes a, b, y ). Magnificacién: 100 x. Las barras de escala indican un
tamano de 20 pm (imagen d).

A
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(lisosomas). Por otra parte, utilizando diferentes tipos de inhibidores de endocito-
sis y citometria de flujo, logramos identificar el mecanismo de ingreso del nanocon-
jugado a las CMH. De acuerdo con nuestros resultados, en CMH en cultivo, el G4-FITC
estaria siendo captado por medio de endocitosis dependiente de clatrina. Esta conclu-
sion, se basa en el hecho de que la clorpromazina (inhibidor de la endocitosis media-
da por clatrina), inhibi6 la captacidn de transferrina (control positivo de endocitosis
mediada por clatrina) y G4-FITC de forma significativa. La filipina (inhibidor de la en-
docitosis mediada por caveolina), sin embargo, no mostré tener un efecto inhibitorio
significativo en la captacién de BODIPY-LacCer (control positivo de endocitosis me-
diada por caveolina) ni de G4-FITC. Es interesante destacar, que en CMH, nunca detec-
tamos sefal de fluorescencia del nanoconjugado caracterizado (G4-FITC) a nivel del
nucleo celular. Sin embargo, cuando electroporamos CMH en presencia de G4-FITC,
detectamos fluorescencia a nivel de algunos ntcleos de CMH. Comprobamos experi-
mentalmente que nucleos aislados de CMH incubados con G4-FITC presentaron se-
fial de fluorescencia (figura 5). Esta serie de resultados sugieren que los G4-FITC en
CMH estarian siendo internalizados por endocitosis dependiente de clatrina, con lo-
calizacion lisosomal a las 24 h. Por otra parte, los resultados también sugieren que la
electroporacion modifica la distribucidn intracelular del G4-FITC en este tipo celular,
pudiendo convertirse en una tecnologia interesante para electrotransferir drogas al
citosol o al nucleo de células de musculo liso (Oddone, N. et al., 2013).

Dendrimeros y cdncer

El efecto EPR (efecto del incremento de la permeabilidad y retencién) se basa en las
caracteristicas fisiopatologicas tnicas de los tumores sélidos, las cuales otorgan una
ventaja al uso de nanoparticulas como vehiculos de agentes terapéuticos. Este efec-
to, surge como consecuencia de la angiogénesis extensa que resulta en la hiper-vas-
cularizacioén, drenaje linfatico limitado y aumento de la permeabilidad a los lipidos y
macromoléculas. Estas caracteristicas, ayudan a asegurar el suministro adecuado de
nutrientes para satisfacer las necesidades metabdlicas de los tumores de crecimiento
rapido (Heuser et al., 1986; Maeda et al., 2000).

El abordaje experimental que emplea nanoparticulas tradicionales polidispersas,
como por ejemplo liposomas y polimeros convencionales, mostr6 serias complica-
ciones. Afortunadamente este problema (la capacidad de ajustar tamafos exactos y
uniformes) puede ser abordado con éxito empleando dendrimeros, ya que es posible
la selecciéon de una entidad de tamafio exacto (Choi y Baker, 2005). La capacidad de
construir poblaciones monodispersas de dendrimeros en el rango de tamafio nece-
sario para aprovechar el efecto EPR, es un paso alentador hacia la explotacion de las
propiedades tumorales como estrategia de captacidn pasiva de los dendrimeros. En
un trabajo reciente de nuestro grupo (Tassano et al., 2011), se logré marcar los den-
drimeros PAMAM G4-FITC con el intermediario [*™Tc(C0)3(H20)3]+ con una pure-
za radioquimica de ~90%. Desarrollamos un método de analisis por HPLC usando
columnas C18 y encontramos que el compuesto fue estable por 24 horas. En ratones
con melanoma inducido, observamos que el patrén de biodistribucion del conjuga-
do fue similar al encontrado en ratones normales. Sin embargo, a la hora post-inyec-
cién, observamos una alta captacidn del conjugado por parte del tumor. La captacion
tumoral, fue 4-10 veces mayor que la captacion observada por la musculatura circun-
dante, lo que permitié un buen contraste y la obtencion de buenas imagenes cente-
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llograficas (figura 6). La elevada captacion por parte del tumor puede ser explicada
por el efecto EPR descrito anteriormente. El analisis de las imagenes por microsco-
pia confocal, mostraron que el " Tc(CO)3-dendrimero-FITC fue internalizado por las
células del higado y del tumor, con sefial fluorescente detectada a nivel del citoplas-
ma celular (figura 7). Los estudios biol6gicos mostraron el potencial del compues-
to desarrollado en la obtencién de imagenes moleculares oncolégicas (Tassano et al,
2011). Por otra parte, nuestro grupo estudi6 la biodistribucién de *™Tc(C0)3-dendri-
mero en otro modelo de tumor murino. Dicho estudio fue realizado en ratones Balb-

FIGURA 6. Imagen centellografica de raton normal (A) y ratdn portador de melanoma (B) inyectados con
99mTc (CO)3-dendrimero-FITC, 1 h post-inyecciéon. (A) Las flechas blancas y amarillas muestran el higado y
los rifiones, respectivamente. (B) En blanco se muestra la region donde se localiza el tumor. En amarillo
se muestra la region abdominal (higado y rifiones) sobre la cual se colocé una mascara de de manera
que no interfiera con la imagen de la region del tumor.

FIGURA 7. Iméagenes de microscopia laser confocal: secciones de higado (A) y tumor (B) provenientes
de ratones portadores de melanoma inyectados con °**"Tc (CO)3-dendrimero-FITC, 24 h post- inyeccidn

20 um
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¢ con tumor mamario inducido con células 4T1. La biodistribucién empleando *™Tc
(CO) 3-dendrimero en ratén con tumor mamario fue similar a la observada en rato-
nes normales, con una captacidn significativa, 1 h post-inyeccién. Los resultados es-
tan expresados en % actividad/g a los tiempos 1 h y 3 h, respectivamente. Se observé
acumulacion hepatica (21.9 + 3.4, 16.4 + 3.3), renal (27.9 + 10.2, 12.8 + 0.9) y tumo-
ral (1.39 £ 0.2, 0.77 + 0.1). A nivel del tumor, el % actividad/g fue de 3-4 veces mayor
que en el musculo circundante donde el % actividad/g fue: 0.4 + 0.05y 0.3 £ 0.2 alos
tiempos 1 hy 3 h, respectivamente.

En este modelo, también se inyecté dendrimero-FITC en forma intravenosa. Se
evalué la captacion por las células del tumor a las 24 h post-inyeccién por micros-
copia laser confocal. Se observd sefial de fluorescencia en el citosol de las células tu-
morales.

MICROSCOPIA DE FUERZA ATOMICA EN CIENCIAS BIOLOGICAS Y BIOMEDICAS

La microscopia de fuerza atémica (MFA) va emergiendo como una herramienta muy
poderosa en la investigacién en general y particularmente aplicada a las ciencias bio-
logicas y biomédicas. La MFA permite el analisis topografico y mecanico de todo tipo
de materiales (conductores y no conductores) a escala nanométrica. El MFA de nues-
tro instituto tiene acoplado un microscopio déptico invertido de epifluorescencia, el
cual posibilita la combinacién de imagenes topograficas con el marcaje de células y
tejidos utilizando colorantes, sondas o anticuerpos especificos. Permite el analisis to-
pografico y mecanico a escala nanométrica de material bioldgico vivo.

Las posibilidades para la investigacion en el area biolégica y biomédica son mul-
tiples permitiendo:

1. Imagenologia de células vivas:
a) Identificacién de biomoléculas y estructuras celulares.
b) Observacion en tiempo real de eventos de sefializacion celular.
¢) Estudios de farmacologia in situ.
d) Observacion de eventos de interacciones celulares y adhesion celular.

2. Imagenologia de alta resolucion de moléculas:
a) ADN y plasmidos.
b) Estructura de biopolimeros.
¢) Imagenologia de membranas biolégicas.
d) Combinacién de experimentos de fluorescencia con MFA.

3. Estudios funcionales:
a) Medidas de elasticidad de membranas celulares.
b) Espectroscopia de fuerza, volumen.
¢) Nano-manipulacién.
d) Estudio de plegamiento de proteinas.
e) Estudio de interacciones receptor-ligando.

Por revision reciente ver Whited, A. M & Park, P. S.-H., 2013.
Utilizando MFA, estamos obteniendo imagenes de alta resolucién estudiando el
proceso de internalizacidn celular de nanocompuestos como dendrimeros y SPIONs
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FIGURA 8. Imagenes de microscopia de fuerza atomica de CMH incubada con G4-FITC y fijada con PFA
3%. (A) Imagen de altura CMH. (B) Imagen de deflexién CMH. (C) Imagen de deflexion de region de
CMH donde se observan actimulos de G4-FITC sobre la misma. Las barras de escala indican un tamafio
de 15 um (Ay B). La barra de escala indica un tamano de 1 uym (C).

|
(Superparamagnetic iron oxide nanoparticles) en diferentes cultivos de lineas celula-
res o cultivos primarios como las CMH mencionadas anteriormente (figura 8).
También estamos estudiando por AFM las propiedades materiales de cardiomio-
citos vivos obtenidos de ratones control o diabéticos. La prevalencia de la diabetes
mellitus (DM) esta creciendo rapidamente. Ha sido estimado que el nimero de perso-
nas adultas afectadas por la diabetes a nivel global aumentara de 171 millones en el
2000 a 300 millones en el 2030 (Wild et al,, 2000). La DM es un factor de riesgo bien
reconocido por desarrollar insuficiencia cardiaca. De hecho, el Framingham heart stu-
dy ha mostrado que la frecuencia de insuficiencia cardiaca es 2 veces mayor en hom-
bres diabéticos y 5 veces mayor en mujeres diabéticas en comparacion con sujetos
controles de la misma edad (Kannel y McGee, 1979). Por lo tanto, complicaciones car-
diovasculares son la causa principal de morbilidad y mortalidad relacionada con la
diabetes (Garcia et al., 1974).

La DM es responsable de diversas complicaciones cardiovasculares como aumen-
to en la arteriosclerosis en las grandes arterias y el corazon, lo que aumenta el riesgo

FIGURA 9. Imégenes de microscopia de fuerza atémica de cardiomiocito aislado fijado en PFA 3%. (A)
Imagen de altura. (B) Imagen de deflexidn. Las barras de escala indican un tamarfio de 5 ym (Ay B).
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de infarto de miocardio (Boudina y Abel 2007). En modelos animales de diabetes, va-
rias alteraciones funcionales y estructurales del corazén han sido documentadas tan-
to en diabetes tipo I como tipo II. En diabetes tipo I, la mayoria de los estudios se han
realizado en animales en los cuales la diabetes se induce por administracién de es-
treptozotocina (droga que elimina las células beta del pancreas) (Joffe II et al., 1999;
Nielsen et al., 2002; Boudina y Abel, 2007). Nuestro grupo de investigacion esta tra-
bajando con ratones CD1, a los cuales se les induce diabetes tipo I por inyeccidn intra-
peritoneal de la droga antes mencionada. Hemos constatado un aumento en la muerte
de ratones diabéticos en comparacién con ratones control de la misma edad. Como
mencionado anteriormente, el MFA permite medir y conocer las propiedades mate-
riales dindmicas visco-elasticas de las células vivas. Las medidas de elastografia que
se realizan por MFA, permiten mapear la distribucion espacial de las propiedades me-
canicas de la célula. Estas propiedades mecanicas son reflejo de la estructura celular.
A través de las medidas obtenidas, seria posible detectar cambios promovidos por va-
rias enfermedades a nivel de célula tnica. Estos cambios han sido observados en va-
rios tipos celulares y enfermedades diferentes (Somer y Meiselman, 1993; Hansma y
Hoh, 1994; Wu et al., 2000; Alexopoulos et al., 2003; Shelby et al., 2003; Costa, 2004;
Perrault et al., 2004). Los resultados preliminares obtenidos con cardiomiocitos vi-
vos aislados de corazones de ratones diabéticos o de ratones control mostraron que
el moédulo eldstico aparente medido por MFA resulté un 100% mayor en los cardio-
miocitos diabéticos. Estos resultados sugieren que los cardiomiocitos de los ratones
diabéticos son mas duros que los provenientes de ratones control. Los resultados su-
gieren que la diabetes, estaria modificando las propiedades mecanicas de los cardio-
miocitos, aspecto que abordaremos préximamente.

CONCLUSION

La base de datos actual de clasificacion de toxicidad de una sustancia se basa en el he-
cho de que una vez probada la toxicidad de la misma, todas las sustancias similares
seran clasificadas como toxicas. Este mismo razonamiento aplica para sustancias no
toxicas. Sin embargo, esta légica no puede ser aplicada en el caso de sustancias for-
muladas a nanoescala, pues aqui intervienen otro tipo de elementos tales como tama-
Mo, area de superficie, morfologia de las particulas, composicién quimica, reactividad,
entre otros aspectos.

Hoy contamos con numerosos sistemas nanoestructurados nuevos con multiples
aplicaciones potenciales en el area biomédica. Es necesario, ademas de la caracteriza-
cién fisicoquimica de estos materiales (tamafio de particulas, potencial zeta, solubili-
dad, estabilidad, etc.), estudiar su interaccién con los sistemas bioldgicos. Asimismo,
conocer la capacidad de estos sistemas nanoestructurados de ingresar en las células,
su mecanismo de ingreso, su posible metabolizacién y su interaccién con nanobio-
moléculas. Y, desde luego, conocer también si puede provocar dafio a nivel celular o
del organismo y caracterizar el tipo de dafio. Un conocimiento detallado de la interac-
cién de los sistemas nanoestructurados con los sistemas biolégicos nos conduciré al
desarrollo de sistemas nanoestructurados biocompatibles. Este conocimiento permi-
tira desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de enfermedades como parto pre-
maturo, cancer, enfermedades neurodegenarativas, diabetes, por mencionar algunas.
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