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Membrana celular y la inespecificidad de las
nanoparticulas. ;Hasta donde puede llegar
un nanomaterial dentro de la célula?

Cell membrane and the nonspecificity of
nanoparticles. How far can a nanomaterial go
into the cell?

A. G. Rodriguez-Hernandez,*" ). C. Aguilar Guzman,* R. Vazquez-Duhalt*

ABSTRACT: In this work we review the different mechanisms of interaction of nanoparticles (NPs)
with the cell membrane. These mechanisms are so varied that they can even be influenced de-
pending on the type of nanoparticle, its chemical nature, shape and dimensions. Regardless of
the entry route of the NPs, both inside the organism and inside the cell, these will trigger differ-
ent cellular responses. The routes of exposure to the different types of nanoparticles will be as
diverse as their applications, putting a controversial issue on the table about the possible effects
on the environment and, as a consequence, constitutes a public health problem.
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RESUMEN: En este trabajo hacemos una revision de los diferentes mecanismos de interaccion
de las nanoparticulas (NPs) con la membrana celular. Estos mecanismos son tan variados que
incluso pueden verse influenciados en funcion del tipo de nanoparticula, su naturaleza quimi-
ca, formay dimensiones. Sin importar la via de entrada de las NPs, tanto al interior del organis-
mo, como al interior de la célula, éstas desencadenaran diferentes respuestas celulares. Las
vias de exposicion a los diferentes tipos de nanoparticulas seran tan diversas como lo son sus
aplicaciones, poniendo sobre la mesa un tema controversial acerca de los posibles efectos en
el ambiente y, como consecuencia, constituye un problema de salud publica.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas, membrana celular, receptores de membrana.

Industria de los nanomateriales en productos
de uso comun

Los llamados materiales nanoestructurados tanto ceramicos, metalicos, como
polimeros o compuestos se caracterizan por poseer dimensiones del orden de
nandmetros, lo cual les confieren diferentes propiedades comparado con su
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material microestructurado, proporciondndole ventajas tales como una ma-
yor relacién drea superficial/ volumen. Esta caracteristica les permite, por
ejemplo: ser altamente reactivos en diferentes aplicaciones en el drea quimica,
o, conferirle una mayor resistencia, en el caso de materiales compuestos con
aplicaciones estructurales. Areas como la medicina, la odontologia, la farma-
cologia, la biotecnologia, dptica, catélisis, microelectrénica, produccién y al-
macenaje de energia, industria alimentaria, productos de cuidado personal
(pastas dentales, bloqueadores solares, cosméticos), entre muchas otras estan
siempre en bsqueda de nuevas tecnologias para mejorar el producto final.

Materiales nanoestructurados como el 6xido de titanio (TiO,), que de-
bido a sus propiedades caracteristicas es el nanomaterial mas manufactu-
rado a nivel mundial, es usado como pigmento para pinturas (CI-6 o CI
77891); rellenos en cerdmicos, aditivos para alimentos (E-171), productos
de uso personal como pasta dental o cremas con filtros UV (Pandurangan,
2016), asi como excipientes de medicamentos (RCL-452, RCL-6, RCL-722,
RL-11A, RL18, RL91, AT-1y 3) (Rollerova, 2015). De igual manera, las nano-
particulas (NPs) de plata con una produccién global anual de aproximada-
mente 55 toneladas (Piccinno, 2012); son otras NPs ampliamente usadas en
diversos productos comerciales debido a su actividad antibacteriana, anti-
fungica y antiviral; lo cual ha hecho que se use en multiples aplicaciones
como recubrimientos de dispositivos contraceptivos, aplicaciones en sis-
temas caseros de purificacién y filtracién del agua potable, detergentes, tex-
tiles, productos cosméticos, pinturas, juguetes, teléfonos, etc. Ademas, las
NPs de plata han demostrado facilitar los procesos de cicatrizacién por lo
que, junto con el efecto antimicrobiano, hacen una excelente opcién para su
uso en apositos para lesiones cutaneas (Nair, 2007).

Otro ejemplo son las nanoparticulas de carbén que con diversas formas
y dimensiones tienen varias aplicaciones, las cuales son utilizadas como ma-
teriales de recubrimientos, en microelectrénica, almacenamiento de energia,
biotecnologia o como rellenos en matrices poliméricas (De Volder, 2013).

Es claro que cada dia estamos en contacto directo con una amplia gama de
productos que contienen materiales nanoestructurados de diferente natura-
leza quimica, forma y dimensiones. Esto hace también que las vias de exposi-
cién a los diferentes tipos de nanoparticulas sean tan diversas como lo son sus
aplicaciones, poniendo sobre la mesa un tema controversial acerca de los posi-
bles efectos en el ambiente y como consecuencia un problema de salud publica.

Toxicidad de los materiales nanoestructurados

Algunos estudios realizados con materiales nanoestructurados como las Nps
de TiO,, como el elaborado en 2007 por la comparia Dupont®, en el cual se
evalud su citotoxicidad, se concluye que presentan un bajo potencial de ries-
go para la salud, sus descubrimientos son: bajo potencial inflamatorio en
pulmones o ligero enrojecimiento reversible de la conjuntiva en animales de
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experimentacién como ratones y conejos. Sin embargo, en su trabajo men-
cionan haber observado una inhibicién de la actividad mitética en células de
ovario de hamster a >750pg/mL (Warheit, 2007). A pesar de las multiples
aplicaciones del TiO, los efectos en el medio ambiente, inocuidad y toxicidad
son un tema de controversia actual. La Agencia Internacional para la Inves-
tigacién del Cancer (1ARC) ha clasificado a las Nps de TiO,, como posibles
agentes carcinogénicos (Grupo 2B) y la European Chemicals Agency abri6 la
propuesta de clasificar al TiO, como carcinogénico (Car 1B) en la Unién Eu-
ropea (Wallin, 2017), debido a los efectos por su inhalacién asociados con
una exposicién prolongada, para quienes las fabrican o las manipulan duran-
te los diferentes procesos en sus multiples aplicaciones.

Nanoparticulas y sus efectos en la respuesta celular

Son innumerables la cantidad de articulos que han demostrado los efectos y
darios en diferentes tipos de células, en contacto con muy diferentes tipos,
tamafios y formas de nanoparticulas en estudios in vitro. Se ha reportado,
principalmente, que éstas pueden afectar el potencial de membrana y la fun-
cién mitocondrial (Hussain, 2005), comprometer la integridad de la mem-
brana celular y afectar la restructuracién de los filamentos del citoesqueleto
(Mironava, 2010), reducir los niveles de glutatién e incluso incrementar de
manera importante los niveles de especies reactivas de oxigeno (Xie,, 2011)
(Ershova, 2016) (Steyawati, 2014) (Mittal, 2014) (Chairuangkitti, 2013), lo
cual puede llevar a las células a apoptosis (Lankoff, 2013) (Mittal, 2014),
ademads de ocasionar alteraciones morfoldgicas de las células.

En general se ha considerado que las NPs son encapsuladas en vesiculas e
internalizadas ya sea por mecanismos activos o por penetracién pasiva hacia
el interior celular. Sin embargo, la internalizacién no es la tinica manera por
la que las NPs ejercen un efecto en el interior de la célula, pues la interaccién
de éstas con diferentes receptores de membrana puede desencadenar muy di-
ferentes y variadas vias de sefializacion intracelular (Shang, 2014).

Membrana celular y los mecanismos de internalizacion
de las NPs

Las NPs pueden entrar al entorno bilégico por multiples vias, tales como la
inhalacién, la ingesta o en muchos casos, a través de la piel. Una vez dentro,
estardn en contacto directo con multiples y muy variadas biomoléculas, in-
cluyendo proteinas, lipidos, sacéridos, etc. (que se encuentran formando
parte de la sangre, la linfa o incluso en los espacios intersticiales e intercelu-
lares), que se adheriran inmediatamente a la superficie de las NPs (formando
lo que se conoce como corona) confiriéndole una identidad biolégica comple-
tamente diferente. Esto hace que la interaccién con la membrana celular
(Mc) se vea influenciada por las variaciones en la especificidad de las NPs,
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modificando los mecanismos de internalizacién y/o activando diferentes
vias de sefializacién intercelular.

La Mc es una bicapa de fosfolipidos y diferentes biomoléculas (siendo en
su mayoria proteinas), cuya funcién principal es proteger los organelos celu-
lares aisldndoles del entorno extracelular y controlando la entrada y salida
de iones y moléculas, incluidos los materiales nanoestruturados.

De las vias mds conocidas y estudiadas para la entrada de las NPs al interior
de las células, estan los mecanismos activos de internalizacién: endocitosis, ma-
cropinocitosis, fagocitosis y pinocitosis (siendo ésta la mas comun). Estos meca-
nismos encapsulan a las NPs en vesiculas selectivamente transportadas y se es-
tima que en cada mecanismo estd involucrado el tamario de la particula, su carga
superficial, asi como la maquinaria de transporte (Shang, 2014). Sin embargo, se
sabe también que existen mecanismos pasivos de internalizacién en células que
no presentan mecanismos de endocitosis como los eritrocitos (Shi-Qiang, 2008).

Por otro lado, también se han reportado diferentes interacciones entre
las NPs y proteinas de la Mc. Esta interaccién puede desencadenar muy va-
riados mecanismos intracelulares, lo cual derivard en diferentes respuestas
celulares (Goni, 2014). Proteinas como la G acopladas a receptores (GPCRs,
por su nombre en inglés), los receptores tipo Toll (TLRs) o los canales iénicos
son algunos de los ejemplos mds representativos.

Internalizacion por mecanismos activos

Como ya se mencioné anteriormente, los diferentes mecanismos de endoci-
tosis han sido los més estudiados en los cuales se ha visto que existen una
gran cantidad de caracteristicas tanto de la nanoparticula como de la célula
(es decir, el tipo de célula y en qué fase de su ciclo celular se encuentra), que
influyen en la especificidad del mecanismo de internalizacién (Shang, 2014),
asi como la distribucién celular (figura 1).

En el caso del tamafio de las NPs, ésta parece que afecta directamente la
efectividad del mecanismo de internalizacién y su cinética, sin dejar a un lado la
naturaleza quimica del mismo. Se ha visto que, en algunos casos, las NPs mono-
dispersas de dimensiones muy pequefias (entre 1.4-8 nm) (Yang, 2013) (Jiang,
2010) (Tsoli, 2005), se acumulan inicialmente sobre la membrana celular para
posteriormente entrar en la célula gradualmente, mientras que a mayor ta-
marno, como en el caso de las NPs de Au de 45 nm, el mecanismo de internaliza-
cién es a través de la endocitosis mediada por la clatrina (Mironava, 2010).

Interaccion con receptores de membrana celular
y senalizacion intercelular

GPCRS
Hasta el dia de hoy se han identificado aproximadamente 800 tipos de protei-
nas G asociados con receptores (GPCRs) en el humano (Venter, 2001), las cua-
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FIGURA 1. Micrografia de una nanoparticula de 6xido de silicio con fluoresceina (verde), localizada en
elinterior de un macréfago (P338D-1) por microscopia confocal. Marcado en rojo: la a-tubulina (DM1A)
y en azul el nicleo (DAPI).

10 um

Fuente: Rodriguez-Hernandez A. G.

les, se sabe, estan directamente relacionadas con muy particulares y diferentes
mecanismos de sefializacién celular, como: la percepcién de las sefiales extra-
celulares que pueden incluir a los protones, pequefias moléculas o proteinas e
iones; ser el blanco de diferentes farmacos (Venkatakrishnan, 2013), o, regular
la reorganizacién tanto de la membrana celular asi como de las fibras de actina
del citoesqueleto, esto ultimo se debe a que las GPCRs se adhieren directamen-
te con las proteinas Racl y Rac2 a la membrana celular (Bigay, 2012).

Dada la amplia gama de sefializaciones vinculadas con la estimulacién
de las GPCRs, las cuales estan directamente relacionadas con el crecimiento,
migracién y diferenciacién de células tanto sanas como tumorales, las con-
vierte en “interruptores moleculares” para el control de vias de sefializacién
intracelular, abriendo una posibilidad de tratamiento con materiales na-
noestructurados de diversos padecimientos como el cdncer (Cho, 2008). Mu-
chos trabajos estan enfocados en obtener NPs que, ademds de mejorar la bio-
distribucién del medicamento asociado con el tamaifio y propiedades de
superficie (las cuales le permiten incrementar el tiempo de permanencia en
el torrente sanguineo), mantengan su alta afinidad celular pero, al mismo
tiempo, posean una caracteristica de especificidad para un receptor especi-
fico (Hild, 2010). Sin embargo, existe la posibilidad de que la gran cantidad
de GPCRs cause mutaciones en células normales convirtiéndolas en tumori-
génicas si éstas son expuestas a un exceso local de factores antagonistas (Ju-
lius, 1989), v, sin dejar de lado que la sobrexpresién de GPCRs estd directa-
mente ligada a la proliferacion de células cancerosas (Dorsam, 2007).

Autores como O’Hayre, las han considerado como sitio susceptible y on-
cogénicos, ya que han mostrado la capacidad de transformar el proto—on-
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cogen MAS, presentan un exceso de disponibilidad como receptores y que
éstas se sobrexpresan en muchos tipos de cincer. En su trabajo, explica que
estos receptores han sido ligados directamente con el crecimiento de células
tumorales en ciertos tipos de cdncer, pues se ha visto que éstos pueden des-
encadenar la activacién de Gas por accién de COX-2, lo cual puede promover
un incremento en la expresién de factores pro—angiogénicos como VEGE,
CXCL8 y CXCL5, menciona también que una inadecuada activacién del com-
plejo GPCRs/proteina G, puede ocasionar una sefializacién que puede oca-
sionar el inicio de un tumor, asi como la progresién y metastasis del mismo
[O’Hayre 2014].

TLRS

Los TLRs, son receptores de reconocimiento de patrones con una funcién
Unica y esencial en la inmunidad animal. Estudios recientes han demostrado
que los TLRs tienen un papel crucial en el reconocimiento de la firma mole-
cular de infecciones microbianas, induciendo diferentes vias de sefializacién
(Applequist, 2002). Y, no hace mucho, se descubrié que este receptor es su-
mamente necesario al iniciar la respuesta inmune de los macréfagos al estar
en presencia de nanoparticulas (Ho, 2013). Al parecer, los macréfagos son
propensos a volverse disfuncionales si aumenta la carga de nanoparticulas
en su interior. Esto puede deberse a la sensibilidad de los macréfagos a lige-
ras variaciones en su entorno por su propia naturaleza, relacionada con su
actividad fagocitica como célula involucrada en la respuesta inmunitaria in-
nata (Eidukaite, 2004). Ademas, Roy y colaboradores observaron el compor-
tamiento de los receptores TLRs ante la presencia de nanoparticulas de zinc,
en el cual se demostré que las nanoparticulas indujeron una respuesta infla-
matoria (Roy, 2014).

Canales i6nicos

Todas las células vivas tienen un potencial de membrana inherente que esta
determinado por la permeabilidad i6nica y se encuentra modulada mediante
procesos que incluyen: estimulacién eléctrica o agonista, canales iénicos y
cambios en las concentraciones i6nicas intracelulares frente a extracelulares.
Ademas, el potencial de membrana en si mismo puede controlar una canti-
dad de vias intracelulares, incluida la concentracién de iones de calcio intra-
celular, el ciclo celular y la proliferacién celular frente a la apoptosis; cada
uno es importante no sélo para la estructura y la funcién de la célula normal,
sino también en la progresién de las enfermedades, especialmente del can-
cer (Monteith, 2007).

En un estudio, se observé que las nanoparticulas de oro producen des-
polarizacién de la membrana e incrementan la concentracién de iones de
calcio por el aumento en el flujo de estos iones y la participacién en la libera-
cién de reservas intracelulares de Ca?* (por ejemplo, a través de los canales
del receptor IP3 del reticulo endopldsmico). Estos cambios pueden dar como
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resultado un aumento de apoptosis y una disminucién de la proliferacién ce-
lular, segin el tipo de célula. La modulacién adicional de la apoptosis y la
proliferacién puede implicar efectos directos de las nanoparticulas en los
mecanismos de sefializacién intracelular (Arvizo, 2010).

Localizacion de las NPs en diferentes organelos celulares

Las NPs, una vez internalizadas, pueden tomar diferentes rutas dentro de la
célula. Por ejemplo, los puntos cudnticos (nanoestructura semiconductora),
al interactuar con macréfagos humanos son endocitados rapidamente, pos-
teriormente son dirigidos por el transporte citoplasmético activo al nacleo,
al cual ingresan mediante los complejos de poro nuclear hasta llegar al nu-
cleosoma en donde se acumulan (Nabiev, 2007). Ademas, en la Universidad
de Beira Interior, en Portugal, se acaba de realizar un estudio en el cual se da
seguimiento a moléculas de ADN con un ligando de nanoparticulas de carbo-
nato de calcio para un estudio relacionado con el transporte de farmacos,
dando como resultado la acumulacién de nanoparticulas en citosol, lisoso-
mas e inclusive mitocondrias (Costa, 2017). Incluso se han encontrado NPs
de Au con dimensiones de 1.4 nm, incluidas en el nacleo de células MV3 y
BLM (metastasicas de melanoma) adheridas a la cadena de ADN (Tsoli, 2005).

Conclusiones

Sin importar la via de entrada de las NPs, tanto al interior del organismo,
como al interior de la célula, es muy importante dejar en claro que éstas des-
encadenaran diferentes respuestas celulares, que dafiaran diferentes organe-
los, desde la pérdida de sus funciones basicas, la pérdida de su integridad es-
tructural, pudiendo incluso llegar hasta el ADN y desencadenar diferentes
vias de sefalizacién intracelular como el mecanismo de apoptosis.

En el caso del uso de las NPs como nanovehiculos para el tratamiento de
muy diversos y variados padecimientos, incluidos tipos de cancer (cdncer de
mama, leucemia, cdncer de colon), éstas han mostrado una gran efectividad,
al ver que pueden afectar estas células; sin embargo, su especificidad (para
estas células) es un tema controversial, ya que todos los receptores de mem-
brana en los cuales se ha estudiado la interaccién de las NPs existen tanto en
células normales como en las afectadas por estas enfermedades. Y hay la pro-
babilidad de que una interaccién no deseada con diferentes receptores de
membrana, pudiese desencadenar diversas vias de sefalizacion intracelular,
pudiendo ocasionar la iniciacién, progresién y/o metastasis de un tumor
(O’Hayre, 2014) (Lappano, 2012).

Organismos internacionales, como el Center for International Environ-
mental Laws (CIEL, por sus siglas en inglés), han puesto sobre la mesa la in-
negable necesidad de profundizar en la evaluacién del riesgo a la salud vin-
culado con la nanotecnologia. En Latinoamérica, México es el segundo pais
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en investigaciéon y desarrollo (I+D) en nanotecnologias después de Brasil,
entre 2000 y 2012 se publicaron cerca de 4,500 articulos en el drea y se es-
timan 188 empresas que trabajan y/o investigan en el tema (INEGI, 2013; Za-
yago, 2015), por lo tanto, en necesario establecer una normativa para aplica-
ciones de los nuevos materiales nanoestructurados en productos de uso
comun, asi como en el manejo de sus residuos.
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