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Perfil fisiologico de los nanomateriales

Physiological profile of nanomaterials
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ABSTRACT: The objective of this work is to present the basis and potential application of various
experimental biological models that have allowed us to know a little more about the effect of
nanomaterials (NMs) when they enter and interact in a specific tissue, organ or system and,
with it, establish in real time, the physiological profile of a determined nanomaterial. The re-
sults of these physiological techniques and approaches are obtained relatively fast, with rela-
tively low cost and, provide important information related to the mechanisms of action in-
volved in the target organ. In this review, we describe some physiological models that can
provide relevant information in nano-toxicology and how they could be complemented through
in silico models. Likewise, we display as an example of study associated to the biological effects
induced by silver nanoparticles (AgNPs), using physiological systems such as isolated and per-
fused heart, isolated rings of blood vessels and respiratory tract.
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RESUMEN: El objetivo del presente trabajo es dar a conocer el fundamento y potencial aplica-
cion de diversos modelos bioldgicos experimentales que nos han permitido conocer un poco
mas acerca del efecto de los nanomateriales (NMs) cuando ingresan e interaccionan en un teji-
do, 6rgano o sistema determinado y, con ello, establecer en tiempo real, el perfil fisiolégico de
un nanomaterial especifico. Los resultados obtenidos de las técnicas y enfoques fisiologicos se
obtienen de forma relativamente rapida, con un costo comparativamente bajo y proporcionan
informacion importante sobre los mecanismos de accion involucrados en el drgano diana. En
esta revision, se describen algunos modelos fisiologicos que pueden aportar informacion rele-
vante en nanotoxicologia y como se podrian complementar a través de modelos in silico. Asi-
mismo, se presenta como ejemplo de estudio, el trabajo realizado por nuestro grupo de inves-
tigacion en referencia al efecto bioldgico de las nanoparticulas de plata (AgNPs) haciendo uso
de sistemas fisiologicos como el de corazon aislado y perfundido, anillos aislados de vasos
sanguineos y de vias respiratorias.

PALABRAS CLAVE: nanomateriales, fisiologia, modelos biologicos.

Introduccion

La nanotecnologia representa en nuestros dias un activo y dindmico cam-
po de las ciencias aplicadas, dedicada al control y manipulacién de la mate-
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ria a una escala menor a un micrémetro. De acuerdo con la Comisién Euro-
pea, se consideran nanomateriales (NMs) aquellos que cumplen con alguna
de las siguientes caracteristicas: 1) al menos una de sus dimensiones es de
12100 nm en el 50% de la distribucién del tamafio de particula; 2) tienen
estructuras internas o superficiales en el rango de 1-100 nm, o, 3) tienen
un radio de 4rea especifica/volumen (A/V) mayor a 60 m?/cm? excluyendo
materiales con tamafio menor a 1 nm (European Comission, 2012). Estas
nanoestructuras (del orden de la milmillonésima parte de un metro) gene-
radas y manipuladas intencionalmente por el conocimiento humano le
confieren novedosas propiedades al no obedecer las leyes cldsicas de la fisi-
cayla quimica. Es asi que, en la generacién de un material nanoestructu-
rado, se puede manipular su via de sintesis, modular su tamafio, forma, su-
perficie, ancho o largo, si es liso o rugoso, su adherencia o no a diversas
superficies, generando con ello propiedades particulares, reportadas en el
area de la electrénica, 6ptica, mecdnica y magnetismo, entre otras. Por tal
razén hoy en dia el uso y la aplicacién de NMs son muy comunes en todo el
mundo, desde las diferentes fases de la investigacién tedrica y experimen-
tal, hasta su uso y aplicacién masiva en la sociedad. Sin embargo, los ries-
gos potenciales o efectos benéficos en la salud, asi como los mecanismos de
accién a nivel celular, tisular y orgdnico, no han sido dilucidados y valida-
dos del todo (Gaffet, 2011).

Esta versatilidad y novedosas aplicaciones de los NMs han generado
grandes expectativas y controversias, desde su fabricacién hasta su uso y
aplicacién de forma masiva y a diferentes niveles, como en electrodomés-
ticos, electrénicos, comunicaciones, cosméticos, dispositivos médicos, na-
nofarmacos, armamento, entre otros (Lem et al., 2012).

A pesar de suimportante contribucién en la sociedad, el uso de la nano-
tecnologia genera intensos debates debido a posibles efectos adversos que
pueden ocasionar los NMs cuando entran en contacto con organismos vivos,
incluyendo a los seres humanos, lo que pudiera ocasionar serios dafios a
corto, mediano y largo plazo. A los posibles efectos adversos, se unen la
falta de normas regulatorias para el uso, disposicién y eliminacién de los di-
versos NMs.

El objetivo del presente trabajo es dar a conocer el fundamento y poten-
cial aplicacién de diversos modelos bioldgicos experimentales que nos han
permitido conocer un poco mas acerca del efecto de los NMs cuando in-
gresan e interaccionan en un tejido, 6rgano o sistema determinado y, con
ello, establecer en tiempo real, el perfil fisiol6gico de un NM determinado.
Es decir, como el NM en estudio podria modificar o no las funciones propias
de un 6rgano o sistema determinado en funcién de su tamario, concentra-
cién, dosis, tiempo y via de exposicién. En otras palabras, este tipo de téc-
nicas experimentales permite poner en contexto el papel y la aplicacién de
los sistemas fisiol6gicos como una alternativa preliminar de validacién y

evaluacién de NMs.
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Los modelos fisiolégicos se han utilizado durante mucho tiempo como
herramienta de gran utilidad para el estudio de moléculas endégenas como
hormonas, neurotransmisores y otros mediadores bajo condiciones nor-
males o fisiopatoldgicas como, por ejemplo, alteraciones cardiovasculares,
respiratorias, digestivas, por mencionar algunas (Reddy, et al., 2005).

A la fecha, existe una gran gama de modelos experimentales que per-
miten medir diversos parametros fisiol6gicos; sin embargo, algunos de
ellos toman tiempos de ejecucién prolongados para obtener resultados,
que en ocasiones resultan poco confiables, con una alta inversién finan-
ciera, gran esfuerzo, y escasos datos que contribuyan a la dilucidacién de
sus efectos. El uso de los sistemas fisiolégicos descritos en este articulo, es-
pecificamente los de érganos y tejidos aislados, nos permiten obtener in-
formacién de diversos pardmetros fisiolégicos en tiempo real, asi como de-
terminaciones de indicadores bioquimicos asociadas con el efecto (s)
ocasionado(s) por un NM(s) determinado(s), de forma confiable, rdpidaya
bajo costo (Meek et al., 2013).

Los modelos fisioldgicos ex vivo de tejidos y 6rganos aislados utilizados
para la evaluacién de NMs permiten evaluar el funcionamiento particular
de un tejido u 6rgano; por ejemplo, conductos relacionados con el sistema
cardiovascular (aorta, arteriolas; mesentérica, etc.), sistema respiratorio
(traquea, bronquios, bronquiolos), sistema digestivo (intestino delgado o
grueso); o bien, en el estudio de érganos como el corazén, rifién, pulmén,
higado, asi como las comunicaciones bioquimicas involucradas entre los
6rganos y tejidos (Bachler et al., 2013; Christensen et al., 2010). Nuestro
grupo de investigacién se ha dado a la tarea de estudiar, evaluar y dilucidar
las vias de sefializacién que confieren diversos NMs, a través de su perfil fi-
sioldgico, tal es el caso de las nanoparticulas de plata (AgNPs), de oro
(AuNPs), nanotubos de carbono (CNTs) y nanoparticulas de magnetita
(Fe50,). Los resultados obtenidos a partir de estas investigaciones, nos
han permitido profundizar en los mecanismos de accién que disparan
estos NMs en diversas estructuras biolégicas, asi como reorientar las inves-
tigaciones futuras en el estudio y conocimiento de sus efectos toxicold-
gicos, potenciales aplicaciones biomédicas, o bien en el establecimiento de
medidas de bioseguridad.

A continuacién, se describen algunos sistemas de tejidos y érganos aislados,
los pardmetros fisioldgicos que brindan y su interpretacién fisioldgica, datos que
permitirdn continuar con estudios mds detallados y finos en el conocimiento de
los NMs y sus acciones a nivel bioldgico.

Sistema de tejidos aislados

El sistema de tejidos aislados es el método tradicional para investigar la fi-
siologia y la farmacologia de vasos sanguineos aislados, vias respiratorias e
intestinos. Se pueden realizar mediciones isoténicas o isométricas con
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transductores apropiados. La medicién isométrica se utiliza cominmente
para evaluar la contractilidad manteniendo la longitud del tejido constante.
Mientras que, en la medicién isotdnica, la longitud del tejido se acorta por
el cambio de fuerzas. El sistema de anillo aislado, acoplado a transductores
isométricos, se utiliza principalmente para monitorear la tensién en peque-
fias secciones de tejido y anillos (Ko, et al., 2010). El transductor isométri-
co es un transductor o segmento de material conductor, que permite medir
la presidn, carga o par, basado en el efecto piezorresistivo, que es una pro-
piedad que poseen ciertos materiales para cambiar su resistencia eléctrica
cuando se somete a ciertos esfuerzos. A los anillos o segmentos del tejido
en estudio, se les colocan en sus extremos dos ganchos metélicos, que se su-
mergen en cdmaras de doble pared con solucién fisiolégica oxigenada a 37
°C. Uno de los ganchos esta fijado en el fondo de la cdmara, mientras que el
otro estd conectado al transductor isométrico, acoplado a su vez a un siste-
ma de adquisicién de datos, los cuales son visualizados en una computado-
ra por medio de un software especializado, que registra en tiempo real, tan-
to la tensién basal que se aplica a los anillos en estudio, como los efectos
dilatadores (disminucién de la tensién) o contractiles (aumento de la ten-
sién) ejercidos por un agente determinado (Cameron, 1986). De esta for-
ma, el anillo en estudio puede ser tratado o no con sustancias bioactivas
control, para contraer el anillo o incrementar su tensién, a través de au-
mentar su resistencia eléctrica. Adicionalmente, en la solucién fisiolégica
que contiene al anillo, bajo un tratamiento determinado, se puede realizar
la cuantificacién de una variedad de mediadores o moléculas que se produ-
cen de ese tratamiento; tales como 6xido nitrico, un radical libre de tiempo
de vida media y con efectos duales, citotéxicos (altas concentraciones) o va-
sodilatadores (bajas concentraciones) (Chuang et al., 2016; Mohamed et al.,
2012; Silva et al., 2014); derivados del 4cido araquidénico como las prosta-
glandinas (Ge et al., 2013; Wischke et al., 2013) ; mediadores proinflamato-
rios, como histamina (Galanzha et al., 2007; Meiring et al., 2005), interleu-
cinas (Basak et al., 2015; Dong et al., 2015; Gerloff et al., 2013), entre otros,
o bien evaluar la expresién proteica en el mismo tejido u 6rgano en el cual
se realizan las evaluaciones fisiol6gicas (Ramirez-Lee et al., 2017a,b; Rami-
rez—Lee, et al., 2018) (figura 1).

Los modelos murinos permiten estudiar la estructura y funcién de
diversos érganos, tanto en condiciones fisiolégicas como patolédgicas y
constituyen una herramienta esencial en el estudio de las respuestas in-
ducidas por NMs. Estos modelos pueden clasificarse en orgdnicos, tisu-
lares y celulares. Los modelos orgdnicos mds utilizados son el corazén
aislado y perfundido de Langendorff, la perfusién aislada de higado y
rifién. Dentro de los modelos tisulares se encuentra el uso de anillos ais-
lados de aorta, trdquea, bronquiolos e intestino delgado (ileon), para la
evaluacién del tono del musculo liso. Derivado de los modelos tisulares,
se realiza el aislamiento y cultivo primario de diversas células, principal-
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FIGURA 1. Organos, tejidos y cultivos celulares primarios obtenidos a partir del modelo experimental
murino.

Anillos aislados de traq yb juiol
Modelo experimental utilizado para estudiar el

tono de masculo liso de vias aéreas.

Modelo murino Anillos aislados de aorta

Modelo empleado para evaluar los cambios en
el tono de musculo liso vascular.
Parametros: tensién (g), liberacién de
mediadores como éxido nitrico, derivados del

acido araquidonico, calcio, etc.

Parametros: tension (g), liberacién de
mediadores como 6xido nitrico, derivados del
acido araquidénico, calcio, etc...

Higado aislado y perfundido Corazon aislado y perfundido de Langendorff

Modelo utilizado en la investigacion de Modelo empleado para evaluar los cambios en el tono
hepatotoxicidad, parametros hemodinamicos vascular coronario, la contractilidad miocardica, transmisién
y liberacion de bilis. eléctrica.

Parametros: Velocidad de flujo, presion de Parametros: Presiél} de perfus.ién y qel ven‘tln’(ulo izquierdo
vena porta, produccién y flujo biliar, liberacién (mmHg), retardo auriculo-ventricular liberacién de

@l & tabbli al ~ mediadores como 6xido nitrico, especies reactivas de
le enimas metabolicas y consumo de oxigeno, oxigeno, expresién proteica.
entre otros.

Rifién aislado y perfundido

Modelo utilizado para estudiar la funcién renal
bajo condiciones definidas.

Parametros: Velocidad y presién perfusion,

Anillos aislado de intestino delgado
Modelo experimental utilizado para estudiar el
tono de masculo liso gastrointestinal.
Parametros: Tension (g), liberacion de
mediadores como 6xido nitrico, derivados de
4cido araquidénico, calcio, glucosa, etc..

velocidad de filtracion glomerular, flujo de
orina, excrecién de sodio y reabsorcién de
glucosa.

Células musculares lisas de vias aéreas
El cultivo primario de células musculares lisas
de vias aéreas se emplea para estudiar la fisiologia

Células endoteliales y de misculo liso vascular
El cultivo primario de células de la pared vascular se

emplea para estudiar la fisiologfa celular y mecanismos |
celular y mecanismos de accién relacionados a los efectos de NMs. de aqcién de accién relacionados a los efectos inducidos
por NMs. :
Parametros: Ensayos de citotoxicidad, proliferacién, apoptosis, liberacién de lactato
id N i6n de enzimas por blot, patch clamp, generacién de
mediadores como 6xido nitrico, p glandi b leucotrienos, etc.

Parametros: Ensayos de citotoxicidad, proliferacién, apoptosis, liberacién
de lactato deshidrogenasa, expresién de enzimas por Western blot, patch

clamp, generacién de mediadores como éxido nitrico, derivados de acido

araquidénico, hormonas, etc

Fuente: Imagen realizada con base en lo reportado por Bekersky et al., 1983; Epstein et al., 1982; Siva-
raman et al., 2005; Rosas-Hernandez et al., 2009; Gonzalez et al., 2011; Bell et al., 2011; Ramirez-Lee
etal.,2017a,by 2018.

mente el endotelio vascular y el musculo liso, tanto vascular como de vias
aéreas. Los modelos experimentales expuestos involucran el uso de ratas
de la cepa Wistar; sin embargo, pueden ser extensivos a otras cepas de
rata (Sprague-Dawley, Wistar Kyoto, etc.) y a otros roedores, incluyendo
cobayo y ratén.

Sistema de organos aislados y perfundidos

Los érganos aislados, por ejemplo, corazén, rifién e higado, que se separan
de un sistema in vivo, como roedores de experimentacién, pueden seguir
manteniendo su viabilidad, funcionalidad y procesos metabdlicos durante
un tiempo limitado. En ese periodo de tiempo, el 6rgano en estudio tiene la
capacidad de brindar y mantener pardmetros fisiolégicos y bioquimicos que
aportan conocimiento basico acerca del comportamiento de una sustancia a
nivel organico, sin tener la interferencia de otras estructuras y mediadores
provenientes de un sistema in vivo. Es necesario mencionar que los 6rganos
aislados son perfundidos; es decir, se pasa solucidn fisioldgica a través de los
vasos sanguineos que irrigan al érgano en estudio, manteniendo las condi-
ciones fisioldgicas de oxigenacién, pH y temperatura.
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Corazon aislado y perfundido o preparacion Langendorff

El modelo de corazén aislado y perfundido de Langendorff ha permitido ob-
tener descubrimientos fundamentales en la comprensién actual de la biologia
y la fisiologia cardiovasculares. Hay dos modalidades del modelo de Langen-
dorff: a presion constante y a flujo constante (Bell et al., 2011). El principio
basico del modelo de corazén aislado de Langendorff es mantener la actividad
cardiaca, perfundiendo el corazén a través de las arterias coronarias usando
una canula adrtica insertada en la aorta ascendente. La solucién de perfusién
entra en el corazén de forma retrégrada a través de la cdnula adrtica. La per-
fusion retrégrada es producida por una presién hidrostética (modelo de pre-
sién constante) o por una bomba (modelo de flujo constante) que cierra la
vélvula adrtica; de esta manera, la solucién de perfusién fluye a través de la
aorta, de manera contraria a como se lleva a cabo al flujo cardiaco in vivo. Con
la columna de solucién de perfusién dentro de la aorta, la vasculatura de la ar-
teria coronaria se llena a través de dos estructuras conocidas como ostios co-
ronarios (izquierdo y derecho) (Bell et al., 2011; Zimmer, 1998). Luego, la so-
lucién de perfusién cruza el lecho vascular, entra en la auricula derecha a
través de otro vaso conocido como seno coronario y es expulsada a través del
ventriculo derecho y la arteria pulmonar (Dhein, 2005; Skrzypiec-Spring et
al., 2007). El modelo de corazén aislado y perfundido de Langendorff en el
modo de presién constante es ideal cuando se desea estudiar eventos que de-
penden de la autorregulacién del corazén sobre el tono coronario, particular-
mente cuando hay una ligacién en parte del lecho de perfusién, como en mo-
delos de isquemia miocédrdica regional. Por otro lado, la modalidad de flujo
constante es adecuado para el estudio de la funcién del tono vascular corona-
rio / musculo liso / endotelio (Bell et al., 2011). Este sistema nos permite mo-
nitorear de manera simultdnea la presién de perfusién, como indice del tono
vascular o el grado de relajacién o contraccién de los vasos coronarios que irri-
gan al corazén, medir la fuerza con la que el corazén se contrae, asi como la
conduccién eléctrica en este 6rgano. Asimismo, con este modelo de estudio se
pueden evaluar pardmetros bioquimicos asociados con el tratamiento y el
efecto fisiolégico provocado por éste (figura 2).

En el modelo de corazén aislado y perfundido de Langendorff (mostrado
en la figura 2), la solucién de perfusién es propulsada a flujo constante por la
aorta, a través de una bomba peristéltica (A) por medio de una cdnula aértica
(B) y una serie de conductos (C). La solucién de perfusién (D) se encuentra
en un reservorio de doble pared (E) lleno de agua, el cual recibe gasificacién
(95% de oxigeno y 5% de diéxido de carbono) (F), ademas establece una tem-
peratura constante (37 °C) ajustada por un termostato (G). La presion de
perfusion (PP) de la solucién se refleja en la presién de la circulacién coro-
naria, la cual es registrada en tiempo real por un transductor (H) situado por
encima de la canula adrtica. La presién del ventriculo izquierdo (LVP) es re-
gistrada por un segundo transductor (I) conectado a un globo de latex (J) si-
tuado en el ventriculo izquierdo. Los dispositivos estan, a su vez, conectados
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FIGURA 2. Esquema de un ejemplo caracteristico de 6rgano aislado y perfundido.
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y perfundidos aislados
Higado y rifion
C perfundidos
“ s Presion de
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Fuente: Imagen realizada con base en lo reportado por Bekersky et al., 1983; Epstein et al., 1982; Siva-
raman et al., 2005; Bell et al., 2011; Ramirez-Lee et al., 2017a,b y 2018.

a una computadora (K) que permite analizar en tiempo real, los cambios en
PPy LVP en respuesta al tratamiento con NMs, el cual es administrado por un
puerto de inyeccién (L) localizado cerca de la canula adrtica. Durante el expe-
rimento, se colectan muestras del efluente venoso (solucién de perfusiéon
proveniente del érgano) para el andlisis de diferentes metabolitos como
6xido nitrico (M). La preparaciéon de 6rgano perfundido no se limita al es-
tudio de pardmetros cardiacos, por el contrario, puede ser acoplado a otros
6rganos tales como el higado y rifdn(*). De manera similar, tanto el modelo
de corazén aislado y perfundido, como el de otros érganos, pueden ser ex-
tensivos a otras especie s, incluyendo cobayo, rata y ratén.

Otros organos aislados y perfundidos: rinén e higado

Lo sistemas fisiolégicos que involucran el estudio de rifién e higado aislado y
perfundido brindan la ventaja de poder estudiar acciones directas de distin-
tos compuestos o tratamientos, evitando la influencia nerviosa y de la circu-
lacién sistémica o general. La perfusion del rifién aislado se lleva también a
cabo mediante una bomba peristaltica, en donde la solucién de perfusién in-
gresa a través de la arteria renal a un flujo constante y su salida es a través de
la vena renal, el efluente se colecta para futuras determinaciones bioquimi-
cas. La presién de perfusién se evalia con un transductor de presién y es re-
gistrada en tiempo real a través de un software especial. La recoleccién de
orina, también se puede obtener en este sistema y llevar a cabo los analisis
correspondientes. Para determinar la viabilidad de este 6rgano, una serie de
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pardmetros bioquimicos pueden ser cuantificados y analizados con base en
rangos de referencia ya establecidos para dicho sistema, esta validacién per-
mite establecer comparaciones cuando un NM sea evaluado. Los pardmetros
funcionales que brindan informacién en este érgano son: la presién de per-
fusién, flujo de perfusién, velocidad de filtracién glomerular, reabsorcién de
glucosa y electrolitos, consumo de oxigeno y la concentracién de orina (dilui-
da o concentrada), (Bekersky et al., 1983; Epstein et al., 1982).

Al separar el rifién de la circulacién general, se facilita la identificacién
precisa de los metabolitos generados por este érgano como resultado de una
exposicién a agentes xenobidticos (Bekersky et al., 1980). Asimismo, este
sistema fisiolégico es util para establecer y estudiar mecanismos de accién
relacionados con el tono vascular renal (dilatacién o constriccién del vaso
sanguineo) e inducidos por el agente en estudio, como farmacos, contami-
nantes, y ahora también, productos derivados de la nanotecnologia.

Por otra parte, el higado puesto en un sistema fisiolégico de perfusién
como 6rgano aislado, representa otra pieza clave que por si misma brinda re-
sultados valiosos. El higado es considerado como la caja metabdlica por exce-
lencia, pues es donde se metabolizan y transforman una serie de sustancias
enddgenas y agentes xenobiéticos (Sivaraman et al., 2005). El sistema de hi-
gado aislado y perfundido se canula a través de la vena porta, la via biliar y la
vena cava en donde se puede controlar y registrar el flujo de perfusién con-
trolado a una temperatura de 37 °C y oxigenacién constante. Asimismo, se
pueden cuantificar en la solucién que perfunde al higado, una serie de molé-
culas y metabolitos derivados de la transformacién hepatica; por ejemplo,
antioxidantes, citocinas, que proveen informacién sobre algin evento infla-
matorio; enzimas como la alfa glutatién—S—-transferasa, enzima citosélica
predominantemente localizada en los hepatocitos y que representa un para-
metro temprano de dafio en la membrana de las células hepéticas. También
se puede cuantificar lactato deshidrogenasa, una enzima localizada en el ci-
tosol y, si se detecta en el efluente hepdtico, es considerado como un mar-
cador de dafio como resultado del rompimiento de las células. Otras molé-
culas y enzimas de importancia para cuantificar en el efluente hepatico son
6xido nitrico, calcio, radicales libres, acidos biliares, fosfatasa alcalina, tran-
saminasas (Vernetti et al., 2016) (figura 2).

Ejemplo de estudio: las nanoparticulas de plata

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido ampliamente utilizadas en la
industria de la medicina y la quimica debido a sus propiedades antimicro-
bianas. Sin embargo, la informacién acerca de sus propiedades biofisicas,
funciones y efectos en diferentes niveles de organizacién bioldgica, asi
como su impacto en la salud humana es ambigua o contradictoria. Durante
los ultimos afios, nuestro laboratorio ha investigado los efectos biol6gicos
que confieren las AgNPs a diferentes niveles, y sus posibles implicaciones
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toxicas o benéficas en los sistemas cardiovascular (CVS) y respiratorio (RS),
principalmente.

Hemos observado, en el sistema de anillos aislados de aorta de rata que
las AgNPs exhiben una serie de eventos en funcién de la concentracién, forma
y tamario; por ejemplo, las AgNPs esféricas, de 37.5 nm, inducen dos tipos de
efectos: a bajas concentraciones de AgNPs se incrementa la vasoconstriccién
en anillos aislados de aorta de rata precontraidos o no con fenilefrina, mien-
tras que con altas concentraciones de AgNPs, se observa un efecto vasodila-
tador en anillos de aorta precontraidos con fenilefrina. Las AgNPs poseen la
capacidad de bloquear las acciones de potentes agentes vasodilatadores pro-
ducidos en el organismo como es la acetilcolina (ACh). Particularmente, a
altas concentraciones (50 y 100 ug/ml), las AgNPs estimulan la vasodilata-
cién mediada por la activacion de la 6xido nitrico sintasa endotelial (eNOS),
que produce bajas concentraciones de 6xido nitrico (NO), un importante
agente vasodilatador y antihipertensivo (Ramirez—Lee et al., 2018). Asi-
mismo, dicho efecto fue dependiente del endotelio (E) (capa interna que
rodea los vasos sanguineos), cuando este se removid, se suprimio la produc-
cién de NO y se perdio el efecto vasodilatador (Rosas—Hernandez et al., 2009).
Un efecto semejante sucedié en corazones aislados y perfundidos, donde
también percibimos dos tipos de efectos semejantes a los observados en
vasos sanguineos. Con estos efectos fisiolgicos fue posible evaluar las res-
puestas inducidas por las AgNPs, asi como el estudio de los posibles meca-
nismos de accién involucrados. Por lo cual se utilizaron cultivos celulares pro-
venientes de los vasos coronarios que irrigan al corazén y que modulan la
relajacién y contraccién. En estos estudios, se encontrd que la viabilidad ce-
lular disminuyé y aumentd la citotoxicidad cuando las células fueron ex-
puestas a bajas concentraciones (0.1 -10 ug/ml), mientras que altas concen-
traciones de las nanoparticulas (50 y 100 pug/ml) estimularon la proliferacién
celular ligada al incremento de NO derivado de la activacién de la sintasa de
NO endotelial (eNOS). Este tipo de técnicas y modelos fisiol6gicos nos han
permitido evaluar el perfil fisiolégico de las AgNPs asi como estudiar sus
efectos en el sistema cardiaco en condiciones de diabetes e hipertension. Bajo
esas condiciones patolégicas, se observé que las AgNPs generan toxicidad car-
diaca al incrementar el estrés oxidativo y dariar las fibras musculares de co-
razon, y, en consecuencia, generar la pérdida de la funcién cardiaca (Rosas-
Hernédndez et al., 2009; Gonzalez et al., 2011 y 2016; Ramirez-Lee, et al.,
20172y 2018).

Por otro lado, y a diferencia de los efectos observados a nivel vascular,
en anillos aislados de trdquea (estructura que forma parte del SR), se de-
mostré que AgNPs poseen un efecto contractil similar al ejercido por la ace-
tilcolina (ACh) en este sistema. Adema4s, el evento contractil estimulado por
AgNPs depende de la activacién del receptor muscarinico de ACh y a la ge-
neracién de NO, que fue 25 veces superior en comparacién con su control
(sin tratamiento con AgNPs). Considerando que el musculo liso de vias aé-
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reas (MLVA) es el blanco celular determinante del tono de las vias respirato-
rias, y tomando en cuenta que el primer enfoque experimental sugiere que
las AgNPs podrian tener acciones sobre el MLVA, la exposicién directa de cé-
lulas de MLVA a AgNPs en la caracterizacién de sus acciones en el SR. Los re-
sultados a nivel celular indicaron que AgNPs exhiben un efecto anti-proli-
ferativo asociado con la activacién del receptor muscarinico de ACh y con la
generacién de NO derivado de la activacién de la sintasa de 6xido nitrico in-
ducible, capaz de mediar efectos citotéxicos y citostaticos del sistema in-
mune (Ramirez-Lee et al., 2014). En esta investigacion a nivel del SRy scv,
es importante destacar que los efectos inducidos por las AgNPs dependen
del blanco celular, tisular y organico. Estas acciones nos permitirdn integrar
un panorama general acerca del comportamiento o perfil fisiolégico de las
AgNPs (u otros NMs), y, en consecuencia, tomar de decisiones sobre los fu-
turos experimentos a realizar. Los trabajos actuales y futuros en nuestro
grupo de investigacién permitirdn complementar los resultados previos y
establecer una relacién con la informacién de otros estudios, por ejemplo,
cultivos celulares, determinaciones moleculares y modelos de estudio in
vivo (figura 3).

La figura 3 exhibe el esquema representativo que muestra la secuencia
de enfoques fisiolgicos en el estudio de las AgNPs, desde un sistema de te-
jido aislado; vasos (aorta) y traquea, seguido por su evaluacién en corazén
aislado y perfundido de rata. Posteriormente se describe el estudio de los
mecanismos de accién en cultivos celulares especificos como células endo-
teliales de vasos coronarios y musculo liso de traquea. Las acciones de las
AgNPs sobre el sistema respiratorio (SR) y cardiovascular (scv) se estu-
diaron inicialmente en modelos fisiolégicos de anillos aislados de aorta y
traquea de rata. Las AgNPs indujeron dos tipos de efectos; bajas concentra-
ciones de AgNPs (0.1-10 ug/ml) estimularon la vasoconstriccién, en ani-
llos ailslados de aorta de rata precontraidos o no con fenilefrina, mientras
que con altas concentraciones de AgNPs (50 y 100 ug/ml), se observ6 un
efecto vasodilatador dependiente de NO en anillos de aorta precontraidos
con fenilefrina. Tanto el efecto contractil, como vasodilatador inducido
por las AgNPs fue dependiente del endotelio (+E), ya que al removerlo (-E),
ambas respuestas fueron abolidas. El segundo enfoque seleccionado en la
caracterizacién de las acciones de AgNPs sobre el scv, fue el corazén ais-
lado y perfundido de Langendorff. En este modelo, también se observé la
presencia de dos tipos de efectos, semejantes a los observados en vasos
sanguineos. Estas evidencias mostraron que el endotelio (E) juega un papel
importante en las acciones vasculares de AgNPs, considerando que las cé-
lulas endoteliales (CE) participan en la modulacién del tono vascular, el
tercer enfoque experimental incluyé la exposicién directa de CE de vasos
coronarios (CEC) a AgNPs, evidenciando que bajas concentraciones de
AgNPs disminuyeron la viabilidad celular, mientras que altas concentra-
ciones estimularon la proliferacién celular ligada a la generacién de NO de-
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FIGURA 3. Efecto de las nanoparticulas de plata (AgNPs) de 37.5 nm en el sistema cardiovascular y
respiratorio.
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rivada de la activacién de la sintasa de NO endotelial (eNOS). Por otro
lado, en el SR, se demostr6 en anillos aislados de tridquea, que AgNPs esti-
mularon un efecto contréctil similar al ejercido por la acetilcolina (ACh) en
este sistema. Mas aun, el efecto contrictil de las AgNPs fue dependiente de
la activacién del receptor muscarinico de ACh y de la produccién de NO ge-
nerado por la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS). Considerando que
el musculo liso de vias aéreas (MLVA), es el blanco celular determinante del
tono de las vias respiratorias, y tomando en cuenta que el primer enfoque
experimental sugiere que las AgNPs podrian tener acciones sobre el MLVA,
la exposicion directa de células de MLVA a AgNPs consistié en la caracteri-
zacion celular de sus acciones. Los resultados indicaron y confirmaron que
las AgNPs exhiben un efecto anti-proliferativo asociado con la activacién
del receptor muscarinico de ACh y ala generacién de NO dependiente de la
sintasa de ¢6xido nitrico inducible (iNOS). Este estudio resalta la impor-
tancia del uso de modelos celulares, tisulares y organicos con la finalidad
de poder tener un panorama general acerca de los efectos de AgNPs en el
SRy SCV, que permita y facilite tomar decisiones sobre los futuros estudios

a realizar.
&
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Modelos complementarios a los fisiologicos:
biosimulacion, modelos in silico

Debido al creciente uso y aplicacién de NMs en productos de consumo y dispo-
sitivos biomédicos, asi como a la preocupacién/incégnita sobre sus efectos ad-
versos/téxicos, la necesidad de estudiar y evaluar los riesgos a la salud huma-
na, como consecuencia de la exposicién a NMs, se ha convertido en un punto
crucial en el desarrollo de las diferentes 4reas relacionadas con la nanotecnolo-
gia, principalmente para la nanomedicina. Hasta el momento, la informacién
sobre los niveles de exposicién a NMs y rangos de bioseguridad es escasa, lo
cual, a su vez, limita la capacidad de establecer y definir los ensayos y pruebas
necesarias para la evaluacién de las acciones de los NMs en sistemas biolégicos
(Christensen et al., 2010). Por este motivo, el empleo de modelos experimen-
tales que simulen las interacciones de los NMs con sistemas biolégicos ha co-
brado relevancia en los tltimos afios (Bachler et al., 2013). Un ejemplo claro es
el modelo farmacocinético con base fisiolégica (PBPK, por sus siglas en inglés
physiologically based pharmacokinetics), el cual consiste en un método que es-
tructura y contextualiza los datos disponibles a través de programas computa-
cionales, sin necesidad de realizar experimentos (Bachler et al., 2013; Meek et
al., 2013). PBPK establece una relacién entre la dosis externa de NMs y las con-
centraciones internas organicas, sanguineas y de excreciéon (Bachler et al.,
2013). De esta manera, PBPK provee informacién detallada de la absorcién,
distribucién, metabolismo y excrecién (ADME) (Reddy et al., 2005) para los
NMs en estudio. Gracias a los estudios in silico o de biosimulacién, es posible re-
ducir el empleo de animales de experimentacién, tiempo, recursos financieros,
generacion de residuos contaminantes y alcanzar el dptimo uso de los resulta-
dos acerca de los efectos de los NMs generados hasta la fecha (Bachler, et al.,
2013). En particular, paralas AgNPs, de las cuales existe una informacién limi-
tada sobre los productos en los que son utilizadas (Lem et al., 2012), los mode-
los in silico han sido considerados imperativos. Finalmente, estos modelos pue-
den ser validados con datos independientes y servir como un referente para la
exposicién humana a NMs a través de diferentes rutas (Bachler et al., 2013).
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