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Sumario. Los inhibidores de proteasas constituyen herramientas importantes en la biomedicina, la biotecnologia y el
diagnostico. Varias metodologias micro- y nanobiotecnolégicas, basadas en la inmovilizacién de biomoléculas en su-
perficies s6lidas, han permitido la identificacién de inhibidores de proteasas en extractos naturales, y su posterior ca-
racterizacion. Se destacan la atenuacion de la intensidad de la sefial de espectrometria de masas y la resonancia super-
ficial de plasmones. Su empleo, combinado con métodos tradicionales como la difraccién de rayos-X y la dispersion
dindmica de la luz, también permite conocer detalles de los complejos proteasa-inhibidor a escala nanométrica.

Abstract. Protease inhibitors have a great importance in biomedicine, diagnostic and biotechnology. Some micro-
and nanotechnologies, such as intensity fading mass spectrometry and plasmon surface resonance, have allowed iden-
tification and further characterization of natural protease inhibitors. Their combination with dynamic light scattering

and X-ray crystallography, allows obtaining nanometric details of protease-inhibitor complexes.

Palabras clave. Nanotechnology biomedical applications, 87.85.Qr, 87.85.Rs, 81.16.-c

1 Introduccion

La nanobiotecnologia, disciplina en la frontera entre la
nanotecnologia y la biotecnologia, permite estudiar na-
noestructuras funcionales inherentes a los seres vivos,
por ejemplo las proteinas. Su empleo en la identifica-
cién, cuantificacién y caracterizacién de la funcién y el
plegamiento de las proteinas, ha posibilitado avances en
el diagnéstico y la terapéutica de multiples enfermeda-
des'?. Por otra parte, el desarrollo de la Genémica y la
Proteémica, también ha contribuido al desarrollo de la
nanobiotecnologia, debido a la posibilidad de identificar
nuevas proteinas diana presentes en pequefias cantidades
en mezclas complejas de tejidos y fluidos bioldgicos”.

Entre las dianas terapéuticas mds atractivas, se en-
cuentran las proteasas, que catalizan la ruptura de los en-
laces peptidicos, actividad necesaria en todo el ciclo de
vida de un organismo vivo™®. Sus contrapartes molecula-
res, los inhibidores de proteasas (IP), constituyen regula-
dores endégenos de la actividad proteolitica. Esta activi-
dad ha motivado su uso en la biotecnologia y en el dia-
gnéstico o terapéutica de enfermedades tan diversas co-
mo el cancer y el Alzheimer, enfermedades inmunoldgi-
cas, inflamatorias, cardiovasculares y respiratorias e in-
fecciones parasitarias, fingicas y virales, como la mala-
ria, el virus de inmunodeficiencia humana (VIH), las
Hepeatitis, entre otras®.

Entre las metodologias micro- y nanobiotecnoldgicas
utilizadas para el estudio de IP, se destacan las que se
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basan en la inmovilizacién de biomoléculas en superfi-
cies sélidas. Ejemplos de estas metodologias son la reso-
nancia superficial de plasmones (BIAcore)’ y la atenua-
cién de la intensidad de la sefal de espectrometria de
masas (IF MALDI-TOF MS)'*!! itiles para caracterizar
las propiedades funcionales de los IP y las proteasas.
También se han desarrollado nuevos métodos mads efi-
cientes de nano-cristalizacién de proteinas, para diluci-
dar su estructura tridimensional (3D), que permiten ob-
tener cristales a partir de volimenes pequefios de mues-
tras en el orden de las decenas de nanolitros. Estas nue-
vas metodologias pueden complementarse con métodos
tradicionales como la difraccién de rayos-X (DRX)'? y la
dispersion dindmica de la luz (DLS), técnica que permite
determinar el radio hidrodindmico (Rh) de nanoparticu-
las de diferente naturaleza en un intervalo de 1-1000
nm'’. Por su parte, la DRX permite caracterizar la fun-
cioén y el plegamiento o estructura 3D de las proteinas y
de complejos macromoleculares, como es el caso de los
complejos proteasas:IP'>™,

En el presente articulo se describe el empleo de BIA
core e [F MALDI-TOF MS, en la identificacién y carac-
terizacion de IP de importancia terapéutica y diagndstica,
a partir de su fuente natural. También se describe el uso
de DLS y DRX como herramientas complementarias pa-
ra la caracterizacién de estas nanoparticulas y sus com-
plejos con proteasas dianas.

2 Micro y nanobiotecnologias para la
identificacion y caracterizacion de IP

Inmovilizacion de biomoléculas en superficies so-
lidas. La inmovilizacién es el término tradicional em-
pleado para describir la metodologia de fijacién o atra-
pamiento de una biomolécula en una superficie sdlida y
generalmente insoluble. También puede definirse como
la localizacion de las biomoléculas en una fase, con re-
tencién de su actividad funcional, y la posibilidad de ser
utilizada de manera continua y repetitiva’’. Esta metodo-
logia es ttil en procesos industriales y biotecnolégicos
de bioconversién asi como en la Biomedicina '>'®. En los
ultimos afios se ha logrado reducir la escala operacional
de estas metodologias hasta 5-10 micrémetros y se han
disefiado nuevos prototipos de biomoléculas inmoviliza-
das en particulas nanométricas. Por otra parte, la utiliza-
cién de estas micro- o nanoestructuras con fines terapet-
ticos, permite disminuir la antigenicidad de los firmacos
y mejorar su distribucién o direccionalizacién en el or-
ganismo’.

El tipo de micro- o nanoparticula, el método de ob-
tencién y el grado de inmovilizacién (GI) se seleccionan
de acuerdo al ligando, el analito, la fortaleza de su inter-
accién y la posterior aplicacién de la particula'®. En ge-
neral, se recomiendan valores de la constante de equili-
brio de disociacién (Kp) de las moléculas interactuantes
entre 10*-10" M, para lograr su uso continuo y repetiti-
vo. En el caso de los IP end6genos, con valores de cons-
tante de inhibicién (K;) < 10~ * M, el GI debe ser bajo,

(2-7 pg/ ng de superficie) para disminuir los impedimen-
tos estéricos y las interacciones inespecificas'> '

El disefio de matrices de afinidad con este tipo de mi-
cro- o nanoparticulas, también permite la captura selecti-
va de biomoléculas, lo que aumenta la resolucién y el
rendimiento de la purificacién y ahorra tiempo y recur-
sos. Esto es especialmente importante en IP y otras pro-
teinas con potencialidades terapéuticas, las que requieren
de un alto grado de homogeneidad"”.

Para optimizar la inmovilizacién de proteasas e IP,
nuestro Laboratorio ha desarrollado una estrategia de di-
seflo racional que permite calcular la densidad de grupos
reactivos que pueden interactuar con la proteina en la
superficie sélida, minimizar los impedimentos estéricos
y estimar la cantidad mixima tedrica de proteina por
unidad de superficie. Esta prediccion in silico permite
predecir las caracteristicas mas importantes de la particu-
la y ahorra recursos y tiempo de experimentacién'®. Esta
estrategia, ejemplo de convergencia de las micro- y na-
notecnologias, la biotecnologia y la informadtica, ha per-
mitido inmovilizar por primera vez, varias proteasas di-
anas. La posterior identificacién y purificacién de IP
frente a estas enzimas, pudiera contribuir al diagndstico
o terapéutica de enfermedades, entre las que se encuen-
tra, la malaria'"'*%°,

Aplicaciones de la inmovilizacion en la identifi-
cacion y caracterizacion de IP

Meétodos proteomicos. La atenuacién de la intensi-
dad de la sefial de espectrometria de masas con el méto-
do de ionizacién asistida por matriz y analizador de
tiempo de vuelo (IF MALDI-TOF MS: del inglés “inten-
sity fading”, ‘‘matrix-assisted laser desorption ioniza-
tion”, “time of flight”, “mass spectrometry”) posibilita
detectar la formacién de complejos entre moléculas, par-
ticularmente proteinas, mediante la utilizacién de la es-
pectrometria de masas como transductor'®'’.

El método fue desarrollado para identificar IP a partir
de mezclas naturales complejas mediante su capacidad
de interaccién con las proteasas que inhibe'’. La forma-
cién del complejo se detecta mediante la atenuacién o
apagamiento de la intensidad idnica molecular de una
proteina, después de adicionar su contraparte molecular,
cuando se compara con un espectro de masas control de
la muestra inicial’. Una variante desarrollada posterior-
mente, incluye una etapa de afinidad con la proteasa in-
movilizada en microparticulas poliméricas'’. El inhibi-
dor retenido en la microparticula puede ser eluido selec-
tivamente y analizado mediante espectrometria de ma-
sas'?!. De esta forma, la reaparicién o el aumento de la
intensidad de la sefal en el espectro de la fraccién elui-
da, corrobora la presencia de una molécula capaz de in-
teractuar con la proteasa inmovilizada y descarta la posi-
bilidad de interacciones inespecificas (Figura 1).

Esta metodologia ha permitido identificar IP en ex-
tractos heterogéneos de invertebrados marinos. Por
ejemplo, la interaccién del extracto del anélido marino
Sabellastarte magnifica con carboxipeptidasa A (CPA),
produjo la disminucién de una sefial correspondiente a
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20 kDa (Fig. 1). La posterior elucién de los componentes
retenidos, sugirié la presencia en el extracto de un in-

hibidor de CPA con una masa molecular de 20 kDa, que
fue posteriormente purificado y caracterizado®.
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Figura 1. Izquierda: estrategia general de identificacion de IP a partir de mezclas complejas mediante IF MALDI-TOF MS. El
circulo negro representa la particula de agarosa donde se inmoviliza la enzima. Derecha: Identificacion de actividad inhibidora de
CPA en el extracto de S. magnifica. La interaccion con la enzima (pH 5 y temperatura ambiente) provoca la desaparicién de la se-
fial iénica con m/z ~20 kDa presente en el extracto crudo (ver flecha), que reaparece al eluir con 0.1% TFA, pH 1.

Esta metodologia también permite caracterizar el
espectro de actividades inhibitorias de IP previamente
purificados. Por ejemplo, el estudio mediante IF MALDI
TOF, del inhibidor recombinante ShPI-1, indicé que éste
mantiene las principales caracteristicas funcionales del
inhibidor natural, obtenido de la anémona de mar
Stichodactyla helianthus. La molécula natural interactia
con proteasas de tipo serino (tripsina) y aspértico (pepsina)
y constituye el primer IP descrito’activo frente a
proteasas de tres clases mecanisticas diferentes,
propiedad que le confiere ventajas para su uso
biotecnoldgico y diagnéstico™>.

Por otra parte, se ha demostrado que la intensidad rela-
tiva de la sefial i6nica del IP, en funcion de las concentra-
ciones de la enzima diana, responde a un comportamiento
cinético tipico de estas moléculas. Este resultado posibilita
clasificar a priori los IP en base a su fortaleza de interac-
cidn, a escala semicuantitativa. Por lo tanto, la metodologia
IF MALDI-TOF MS complementa los ensayos cinéticos
tradicionales y confirma la presencia de IP capaces de
interactuar con sus proteasas diana. El conocimiento de
las masas moleculares de los IP detectados, facilita su
purificaciéon y caracterizaciéon. Es posible, ademads,
realizar la deteccién en un intervalo amplio de masas
moleculares y no existe limite de masa para la molécula
diana. Otras ventajas estan relacionadas con su rapidez y
sensibilidad (deteccion de muestra en el intervalo sub-
micromolar) y la posibilidad de su integracién a un

formato de alto flujo.

Métodos de interaccion en tiempo real. El estu-
dio de las interacciones moleculares —asistido por tecno-
logia basada en el fendmeno fisico de Resonancia de
Plasmones de Superficie— se realiza en un sensor chip,
cuya superficie combina una alta capacidad de unién, re-
producibilidad en las medidas y resistencia quimica’. A
pesar de que existen bioships de diversos formatos, el
mas empleado es el Biacore (Biacore AB), en el que una
molécula (ligando) se inmoviliza en una superficie de
oro, recubierta por cadenas de carboximetildextrano.
Posteriormente, su contraparte molecular (analito) se in-
yecta a flujo continuo sobre la superficie derivatizada.
Como resultado de la interaccion, ocurre un aumento de
la densidad de masa en la superficie, lo que genera un
cambio del indice de refraccion en la vecindad del bio-
chip. Este fenémeno es transducido en tiempo real por el
sistema Optico acoplado al sensor, que genera un perfil
continuo de la unién (sensograma). En la fase inicial del
experimento, la forma del sensograma refleja la produc-
cién simultinea de los procesos de asociacion-
disociacion. En la fase final (cuando circula solucién li-
bre de analito) el sensograma representa solo el proceso
de disociacién (Fig. 2 arriba). Para eliminar los efectos
inespecificos, el analito se inyecta en paralelo a través de
una superficie control virgen (o derivatizada con otro li-
gando) y el sensograma control es sustraido del senso-
grama original **,
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Cuando se aplica al estudio de sistemas proteasa (li-
gando)-inhibidor (analito), esta herramienta puede sumi-
nistrar dos tipos de informacién. Primeramente, el anali-
sis de la forma del sensograma puede demostrar la pre-
sencia de (uno o mds) compuestos capaces de interactuar
especificamente con la proteasa inmovilizada®. Ade-
mds, si se conoce la relacién estequiométrica del com-
plejo y la cantidad de enzima activa inmovilizada en el
biochip, es posible estimar la masa molecular del inhibi-
dor y su concentracién®®. En segundo lugar, es posible
seguir el curso temporal de los procesos de asocia-
cién/disociacion y obtener informacién cinética de estos
fendémenos. Para esto es necesario obtener sensogramas
sucesivos, mediante la inyeccién de soluciones con con-
centraciones crecientes del inhibidor (Fig. 3 abajo). Este
procedimiento permite calcular las constantes cinéticas
de asociacion (k,s) y disociacion (ky;), asi como la cons-
tante de equilibrio de disociacion del complejo proteasa-
inhibidor (Ki), mediante el ajuste de los datos obtenidos
a modelos matemdticos®. De esta forma, es posible se-
leccionar los IP mids prometedores atendiendo a diferen-
tes pardmetros cinéticos. Ademds de la Ki, que refleja la
fortaleza de la inhibicién, resulta muy informativo el va-
lor de ky;s, que es proporcional a la estabilidad temporal
del complejo enzima-inhibidor y por tanto, podria ser in-
dicativo de efectos mas prolongados in vivo™.

La tecnologia BIAcore se ha empleado en la seleccion
y caracterizacién de IP sintéticos contra la proteasa as-
pértica del VIH? y las proteasas dcidas secretadas por
Candida albicans™. También, en la bisqueda y caracte-
rizacién funcional de IP a partir de fuentes naturales,
frente a enzimas dianas de diversas clases mecanisticas.
Por ejemplo, se ha realizado la biisqueda de inhibidores
de tripsina (proteasa de tipo serino) y carboxipeptidasa B
(de tipo metalo) en varias especies vegetales”. También
se utiliz6 en el tamizaje primario en invertebrados mari-
nos, de inhibidores de papaina, una proteasa de tipo cis-
teino de origen vegetal (http://www.bioveg.bioplantas.cu
paglll). A partir de ese tamizaje se identific6 un IP de
unién fuerte en la gorgonia P. homomalla, que se en-
cuentra actualmente en estudio (Fig. 3B).

Para la identificacion exitosa de IP en fuentes natura-
les, es necesario el procesamiento de un gran nimero de
muestras en corto tiempo, con métodos que ofrezcan una
alta confiabilidad y reproducibilidad de los resultados.
En tal sentido, se ha desarrollado una estrategia que
combina: (i) ensayos enzimdticos de alta productividad
(mimero de muestras/operario/dia) para el tamizaje pri-
mario y (ii) la re-evaluacion de los extractos positivos
mediante BIAcore. Con este objetivo, se han utilizado
ensayos enzimaticos heterogéneos para la identificacién
a gran escala, de inhibidores de la proteasa del VIH® y
de Plasmepsina 2 (PImII)*, proteasa de tipo aspartico de
P. falciparum, agente causal de la malaria. El re-andlisis
de los extractos mis prometedores mediante BIAcore,
permitid la posterior purificacién y caracterizacién de un
inhibidor de PlmlI en el extracto de P. homomalla"®.

Entre las ventajas de la tecnologia BIAcore se en-
cuentran: la baja frecuencia de aparicion de falsos positi-

vos, su alta sensibilidad y que no requiere el marcaje de
sus componentes. Entre sus limitaciones se halla la difi-
cultad para estudiar analitos de muy bajo peso molecular
y los sistemas de asociacién muy rapida (k,>10° Ms")
y/o disociacién muy lenta (kdis<10'5 s')9.

Por ultimo, se han desarrollado sensores basados en
SPR, completamente automatizados y de alta productivi-
dad, mediante su acoplamiento con técnicas analiticas de
alto flujo como MALDI-TOF MS™. Esta metodologia
posee un enorme potencial para el estudio de interaccio-
nes en proteomas completos, empleando micro-arreglos
complejos de proteinas y técnicas de andlisis de image-
nesm, lo que abre nuevos horizontes a esta potente
herramienta en la era post-genémica.
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Figura 2. Arriba: Sensograma tipo de un experimento de inter-
accién analito-ligando por el método BIAcore. Se muestra la
forma tipica de la curva en las distintas etapas del experimento.
Abajo: Familia de sensogramas resultantes de la interaccién en-
tre la Papaina, inmovilizada en el bioship y concentraciones de
proteina crecientes del extracto de la gorgonia P. homomalla.
Lineas oscuras: sensogramas tedricos del ajuste del modelo de
Langmuir a los datos experimentales (estequiometria 1:1).

3 Metodologias complementarias para
el estudio de nanoparticulas: aplicacio-
nes a la caracterizacion de complejos
proteasa:inhibidor

Dispersion dindmica de la luz. La técnica DLS (del
inglés “Dynamic light scattering”), conocida también
como espectroscopia de correlacion de fotones (PCS), ha
demostrado ser eficaz en el estudio de nanoparticulas de
diferente naturaleza'’. Los aspectos experimentales y
tedricos de esta metodologia han sido ampliamente do-
cumentados, por lo que no se abordardn en este articu-
103!, Este método, detecta las fluctuaciones de la dis-
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persion de la luz laser debidas al movimiento Browniano
de las particulas, y que dependen del tamafio de estas
moléculas. Las variaciones en el tiempo de este proceso
fisico, se describen a través de la funcion de autocorrela-
cién (D), a partir de la cual puede calcularse el radio
hidrodinamico (Rh) de las particulas en solucién'*?",

La metodologia DLS fue propuesta inicialmente para es-
tudiar el proceso de nucleacion de cristales de proteina
en solucion, lo que permitié distinguir entre precipitados
amorfos y cristalinos en soluciones supersaturadas. En
los tiltimos afios DLS se ha aplicado a otros sistemas con
el objetivo de conocer el grado de polidispersion (Fig. 3)
de las muestras y se considera un método analitico de
prediccién y monitoreo del proceso de cristalizacién'*?!.
También ha cobrado gran interés el estudio del estado de
agregacién y el cdlculo de Rh de proteinas utilizadas en
nanoparticulas con aplicaciones en la nanomedicina, ya
que estos paramétros pueden influir en la efectiva libera-
ciény la actividad de la proteina.

En el caso de los IP, el proceso de autoagregacion en
solucién del inhibidor de tripsina de pédncreas bovino
(BPTI o aprotinina) ha sido uno de los fendmenos mas
estudiados™, lo que resulta imprescindible debido a sus
aplicaciones biomédicas. Este inhibidor se ha utilizado
para mejorar la respuesta terapéutica a la administracion
por vial oral de biomoléculas peptidicas™ (Tabla 1).

Otra aplicacion de esta metodologia ha sido el moni-
toreo del valor Rh de una nanoparticula proteica debido
a su interaccién con otras proteinas, lo que permite de-
mostrar la presencia de complejos macromoleculares.
También ha permitido investigar caracteristicas de com-
plejos macromoleculares, por ejemplo la relacién este-
quiométrica y la estabilidad de complejos proteasa-
sustrato y proteasa-inhibidor, respectivamente'**. La
comparacién del Rh de muestras monodispersas del in-
hibidor recombinante ShPI-1 en forma libre y en com-
plejo con tripsina bovina, corroboré la formacién del
complejo ShPI-1-tripsina. Asimismo, se evidenci6 la es-
tabilidad del complejo debido a la permanencia de la se-
fal de DLS de la nanoparticula en solucién por mas de
12 dfas™.

Cristalografia/Difraccion de Rayos-X. Esta me-
todologia permite dilucidar la relacién estructura-funciéon
de las proteinas mediante la determinacidn de su estruc-
tura 3D. A su vez, este conocimiento ha permitido abor-
dar el disefio racional de nuevos inhibidores y estrategias
de mutagénesis sitio especifico de IP naturales. Por
ejemplo, la mayoria de los inhibidores sintéticos de la
proteasa del VIH, utilizados en la actualidad en la terapia
antirretroviral, se diseflaron teniendo en cuenta la estruc-
tura 3D de esta enzima y de inhibidores de la renina y
otras proteasas de tipo aspértico™.

La determinacion de la estructura 3D de proteinas in-
volucra el empleo de la radiacién de rayos-X, con longi-
tudes de onda similares a las dimensiones de este tipo de
biomoléculas (0.1nm-1nm). Sin embargo, debido a que
la difraccién que produce una molécula individual es
muy débil, se requiere obtener un cristal con moléculas
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Figura 3. Medicién mediante DLS, del grado de polidispersion
y el radio hidrodindmico de dos muestras del inhibidor recom-
binante ShPI-1A. Arriba: Histograma de una muestra polidis-
persa. Abajo: muestra monodispersa con un solo tipo de parti-
cula en solucién y un valor Rh=7.69 £ 0.10 nm.

Tabla I
Ejemplos del uso de IP en nanoparticulas con aplica-
ciones en la nanomedicina
Actividad
Inhibidor inhibido- Aplicacién en la nanomedicina
ra
Vesiculas multilamelares que encap-

Proteasas sulan medicamentos peptidicos. In-

BPTI de tipo se- hibicién in vitro de tripsinay 1 con-

rino centracion en sangre de drogas (ad-
ministracion oral)™>.

Encapsulamiento en liposomas. 1 es-

/SLPI Leuco- tabilidad de rSLPI frente a catepsina

proteasa 1 L. Terapéutica de enfermedades pul-

monares” .

IP péptido Proteasa  Encapsulacién en liposomas y direc-

miméticos VIH cionalizacién a células infectadas*.

Reduccién de la carga viral por di-
. . Proteasa . ., B

Ritonavir VIH reccionalizacién en nanoparticulas,

hacia el sistema nervioso central*'.
Encapsulacién en nanoparticulas, di-
Proteasas reccionalizacién a células tumorales
Cistatina  de tipo cis- de mama. Inactivacién de catepsina

teino B del tumor y reduccién de metdsta-

. 42
sis™.
1: Aumento, rSLPI: inhibidor recombinante de la leucopro-

teasa 1, referencias: 33, 39-42.
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La nanocristalizacion de proteinas, con el empleo de
sistemas automatizados, ha permitido disminuir los vo-
Iumenes de la muestra a cristalizar, hasta 20-100 nL, en
experimentos de difusién al vapor
(http://www .bfsc.leidenuniv.nl/research/nano. html).
También se ha descrito la posibilidad de crecer cristales
en volimenes de gota de hasta 1 nL*, lo que permite en-
sayar un mayor nimero de condiciones de cristalizacién
con igual cantidad de muestra. El empleo de este tipo de
sistema permiti¢ determinar la estructura 3D del comple-
jo rShPI-1A-:tripsina bovina, utilizando volimenes de
solucién de protefna de 20 nL'.

Por otra parte, el desarrollo y la optimizacién de los
sistemas de colecta de datos de DRX en la actualidad,
estd permitiendo el uso de cristales de proteinas con di-
mensiones nanométricas”. La colecta de datos con el
empleo de Sinchrotrones de tercera generacién, usual-
mente requiere cristales de, al menos 20 wm, debido al
dafio que provoca la radiacién. Las dimensiones del cris-
tal también dependen del tamafio de la celda unitaria, lo
que es particularmente critico en el caso de proteinas con
masas moleculares elevadas. Por ejemplo, para la deter-
minacion de la estructura 3D de la proteina de membrana
fotosistema I, se utilizaron cristales mayores de 500
um”. Estas limitaciones, sumado a las dificultades de la
produccién de cristales, han motivado el interés en la
llamada “powder protein crystallography’>, utilizada
fundamentalmente para proteinas de membrana®. Esta
metodologia se basa en la determinacion de la estructura
3D mediante la colecta de cientos de conjuntos de datos
parciales, a partir de muchos cristales con dimensiones
nanometricas’*%. Por lo tanto, la cantidad de proteina
utilizada actualmente en experimentos de DRX es mu-
cho mayor que la necesaria para producir cristales, lo
que demuestra las potencialidades futuras de optimiza-
cién de los métodos de cristalizacién de proteinas.

La nanocristalizacién de proteinas, favorecerd la de-
terminacion de la estructura 3D de proteinas minoritarias
a partir de genomas completos. Por lo tanto, pudiera
complementar los resultados de identificacién y caracte-
rizacién de IP con aplicaciones potenciales en la biome-
dicina.

4 Consideraciones finales

Uno de los grandes retos de la nanobiotecnologia es el
desarrollo de "nanoterapias" dirigidas especificamente a
los tejidos y drganos enfermos, sin dafiar a las células
sanas. Entre las biomoléculas utilizadas con este objetivo
se encuentran también los IP, lo que abre un camino po-
tencial a la obtencion de sistemas de liberacion y protec-
cién de este tipo de biomoléculas (Tabla 1). De esta ma-
nera, las herramientas y técnicas en la micro- y la na-
noescala han sido empleadas no s6lo para la identifica-
cién y estudio molecular de los IP, sino también en su
manipulacién para el desarrollo de nanoparticulas con
aplicaciones en la nanomedicina. Esto pudiera producir
grandes avances diagndsticos y terapéuticos, lo que a su

vez, demuestra la importancia de estas tecnologias para
la identificacién y caracterizacién de nuevos IP.
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