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RESUMEN

El zinc es el segundo elemento traza mas abundante en los animales y uno de los
micronutrientes mas importantes en plantas. Su homeostasis, funciones y los efectos que tienen
las deficiencias y excesos de este metal en el organismo son analizados en este trabajo para
comprender su importancia en estos seres vivos. Por otra parte, el trabajo se centra
fundamentalmente en el estudio de las nanoparticulas de Oxido de zinc. Estos novedosos
compuestos formados por zinc y oxigeno atraen cada vez mas atencién dentro de la comunidad
cientifica debido a sus interesantes propiedades y a las potenciales funciones que poseen. Se
explica en qué consisten estas particulas, cuales son las formas de sintesis mas comunes y sus
funciones méas importantes, siempre desde el punto de vista biologico. Para terminar, se
exponen una serie de conclusiones que permiten establecer en qué punto se encuentra la
investigacion de estas nanoparticulas, de qué forma se puede avanzar en este campo y
finalmente se destaca la importancia de estos compuestos, sobre todo en los campos de la
investigacion biomédica y clinica.

Palabras clave: Biomedicina, cancer, nanoparticulas, éxido de zinc, sistemas bioldgicos,
zinc.

ABSTRACT

Zinc is the second most abundant trace element in animals and one of the most important
micronutrients in plants. Its homeostasis, functions and the effects that deficiencies and
excesses can produce in the organism are analyzed in this work to understand its importance in
these living organisms. On the other hand, the work focuses fundamentally on the study of the
zinc oxide nanoparticles. These novel zinc and oxygen compounds are attracting more and more
attention within the scientific community due to their interesting properties and the potential
functions they possess. It explains what these particles consist of, what are the most common
forms of synthesis and their more important functions, always from a biological point of view.
To sum up, a series of conclusions are presented that allow us to establish at what point the
research of these nanoparticles is, in what ways we can advance in this field and finally the
importance of these compounds is highlighted, especially in the fields of biomedical and clinical
research.

Keywords: Biological systems, biomedicine, cancer, nanoparticles, zinc, zinc oxide.



1. Objetivos.
En este trabajo se pretende realizar un estudio del zinc basado en sus funciones en los sistemas
bioldgicos para conocer su relevancia. Ademas, se profundizard de forma especifica en un
novedoso modo de utilizacion de este metal, las nanoparticulas de 6xido de zinc: qué son, cdmo
se pueden sintetizar y de que formas pueden ser utilizadas en un ambito biomédico y de

investigacion.

2. Introduccién.

2.1. Propiedades del zinc.
El zinc es un metal de transicion que se encuentra en el grupo 12, periodo 4 de la tabla periddica,
tiene nimero atémico 30 y su simbolo es Zn. Tiene cinco isdtopos estables: ®4Zn (48.63%),
%6Zn (27.90%), 57Zn (4.90%), ®8Zn (18.75%) y "°Zn (0.62%), dando una masa molecular media
es de 65.38 u.m.a. En las plantas, se pueden encontrar en mayor proporcion isétopos pesados
en las raices e iso6topos ligeros en los brotes (Weiss et al., 2005). Tiene otros is6topos que son
inestables, unos 30, entre las masas atdbmicas de 54 y 83. EI mas estable dentro de este grupo es
el %5Zn, con un tiempo de vida medio de 244.26 dias. El zinc en disolucion existe con un estado
de oxidacion de +2 y es estable frente a oxidaciones y reducciones debido a que tiene una
configuracion electronica de 1s?, 2s2, 2p®, 3d*° (figura 1) en este estado, con todos los orbitales
completos. Tiene un radio i6nico que varia entre 0.68 y 0.83 A en funcién de como esté
coordinado y tiene una ratio de radio-carga muy baja, lo que le permite comportarse como acido
de Lewis y formar enlaces covalentes fuertes con 4tomos de azufre, nitrégeno y oxigeno. El
zinc es un metal de color blanco azulado con un punto de fusion de 692.68 K (420 °C) y punto
de ebullicion de 1180 K (907°C), por lo que se mantiene en estado sélido en condiciones
normales (Barak y Helmke, 1993). Tiene roles muy importantes en el campo de la biologia y,

en este caso, se profundizara en sus funciones en plantas y en animales.
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2.2.  Zincy plantas.
El zinc en las plantas es uno de los micronutrientes mas importantes. Se encuentra en el suelo
de cinco formas diferentes: diluido en agua, intercambiable, absorbido, quelado o0 en complejos
de zinc y en funcién de la forma en la que se encuentre el metal en el suelo, serd mas facil o
mas dificil de absorber por las plantas. Este metal puede ser transportado en forma de ion Zn?*
0 unido a acidos organicos, aunque también se cree que se puede tomar en forma de catién
monovalente ZnOH*. Por ejemplo, la absorcion del zinc en forma intercambiable puede

describirse sencillamente de la siguiente forma:
Zn?* + M-Suelo S Zn-Suelo + M?*
Donde M es cualquier otro catién divalente (Tsonev y Lidon, 2012).

El zinc se acumula en la zona de las raices y via simplasto y apoplasto entra al xilema, a través
del cual se transporta hacia los brotes, donde se lleva hacia los drganos en desarrollo. Incluso,
en caso de ser necesario, existe un movimiento via floema desde las hojas méas desarrolladas
hacia los tejidos que lo necesiten. Este se cree que es el sistema principal, pero también se
pueden observar concentraciones altas de este metal en el floema de las raices, lo que parece
indicar que el zinc puede ser absorbido y transportado mediante ambos xilema y floema segln

las necesidades del momento (Noulas et al., 2018).

<+— Xylem transport
<«— Phloem transport

Figura 2. Diagrama de transporte via xilema (flechas
negras) y floema (flechas rojas) para tres micronutrientes
importantes en las plantas, entre ellos, el zinc (Page y
Feller, 2015).

Zn Ni Mn
En cuanto a los mecanismos moleculares de estos eventos, se han logrado muchos avances,

sobre todo en los Gltimos 15 afios. Gracias a la aplicacion de diferentes técnicas de genética
molecular, se han ido descubriendo un amplio nimero de genes implicados en el transporte de
metales en plantas. En el caso del zinc, las primeras secuencias relacionadas con su transporte
se identificaron en Arabidopsis thaliana. Estos genes, forman la familia ZIP1-4 (del inglés zinc
regulated ZRT/IRT-like transporter proteins) y se descubrid que su expresion se veia
influenciada al alza o a la baja en funcion del uso de fertilizantes con zinc en el suelo en el que
se cultivaban las plantas. Estos transportadores se pueden denominar con una referencia a la

especie de planta a la que pertenecen delante, como los MtZIP para los transportadores de
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Medicago truncatula o los OsZIP de Oryza sativa (Tsonev y Lidon, 2012). También se
descubrio un gen de un transportador que se denomind ZAT, de la familia de los CDF (del
inglés cation difusion facilitator). No se conoce al cien por cien su funcion, pero la hipétesis
mas aceptada es la de que tiene que ver con el secuestro vacuolar de zinc y por tanto interviene
en la regulacion de la homeostasis y la tolerancia al zinc (Hall y Williams, 2003). Otro tipo de
transportadores son los CAX (cation exchanger), PCR (plant cadmium resistance) y los HMA
(heavy metal ATPase). Muchos de estos transportadores, ademas del zinc, estan involucrados

en el transporte de otros metales como el hierro, cadmio, cobre, cobalto o0 manganeso.
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Figura 3. Localizacién de varios transportadores de zinc diferentes en una célula vegetal. Todos estos
transportadores estan involucrados de forma importante en procesos de transporte, detoxificacion y
homeostasis de zinc. Se pueden distinguir los transportadores ZIP1, 2 y 4 y los HMA2 regulando la entrada
y salida de zinc a través de la membrana plasmatica y los transportadores CAX (MHX1), ZAT, HMA2 y 4
y ZIP4 regulando el transporte de zinc en las membranas de los diferentes organulos. En cuanto a la
familia PCR, sobre todo es utilizado para la detoxificacion de la célula. HMAL tiene la misma funcién,
pero en el cloroplasto (Ajeesh et al., 2017).

Es un micronutriente esencial en el crecimiento de las plantas, necesario en pequefias
cantidades, pero critico en numerosas funciones fisiol6gicas a nivel de membrana plasmatica,
fotosintesis, regulacion de expresion génica o metabolismo de lipidos y acidos nucleicos, entre
otras. Esto es asi debido sobre todo a sus importantes roles en dominios cataliticos de diversas
enzimas, donde suele actuar como cofactor (Noulas et al., 2018). Se ha visto en algunos estudios
que, en el desarrollo de diferentes tipos de cultivos, como en el arroz y las habas, el zinc es un
factor muy importante, pudiendo producirse tanto faltas como excesos de este metal y
provocando diferentes rendimientos en la obtencién de materia seca (Baligar et al., 2001). En
el caso del arroz, de entre todos los micronutrientes, la deficiencia de zinc junto con la de

molibdeno son las que mas reducen el rendimiento en peso seco (Fageria y Baligar, 1997). La
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deficiencia de zinc afecta significativamente al sistema de raices, reduciendo su desarrollo y
por tanto afectando la absorcién de agua y de nutrientes del suelo. También causa importantes
deficiencias en el sistema de reproduccion, causando una disminucion significativa del tamafio,
forma y viabilidad del polen y en el tamafio y capacidad de produccion de polen de las anteras
(Pandey et al., 2006).

En general el problema suele ser la deficiencia de este metal en los suelos, por lo que puede
resultar muy interesante suplementarlo utilizando fertilizantes. En pocos casos el zinc causa
toxicidad, pero puede ocurrir. El principal efecto de la toxicidad por zinc es, al igual que la
deficiencia, un retraso en el crecimiento del cultivo acompafiado de una consecuente pérdida
de rendimiento en materia seca, enrollamiento de las hojas jovenes y generalmente causa
clorosis (Rout y Das, 2009). En la mayoria de casos que ocurre toxicidad por este metal, esta
causada por contaminacion ambiental derivada de actividades industriales y agrarias como por
ejemplo emisiones de fundiciones e incineradoras, dispersion de desechos de minas, uso
excesivo de fertilizantes y pesticidas con zinc en sus componentes o utilizacion de lodos de
depuradoras, estiércol o desechos industriales contaminados con Zn como fertilizantes (Tsonev
y Lidon, 2012).

2.3.  Animales.
En animales, el zinc es uno de los elementos traza mas importantes. De hecho, sin contar el
hierro unido a hemoglobina, es el metal de transicion mas abundante en mamiferos (Vasak y
Hasler, 2000). El cuerpo humano tiene entre 2 y 3 gramos de zinc en total. Alrededor del 90%
de este se encuentra en el masculo y el hueso y el resto se reparte en los demas tejidos, habiendo
mayores concentraciones en tejidos especificos como la préstata, rifiones, higado, piel,
pulmones o cerebro (Wastney et al., 1986; Llobet et al., 1988). A nivel celular el zinc se
encuentra en un 30-40% en el nacleo, un 50% en el citoplasma y el resto esta asociado a
membranas. Las cantidades de zinc a nivel celular se regulan mediante procesos muy finos para
mantener la homeostasis. El mecanismo principal es mediante el uso de proteinas
transportadoras de zinc (Vallee y Falchuk, 1993). Estas proteinas se engloban en dos grandes
familias: las ZIPs (zinc importer proteins) con 14 miembros conocidos y ZnTs (zinc
transporters) con 10 miembros conocidos. Se encuentran en las membranas plasmética y de los
diferentes organulos y actian de forma contraria, las primeras introducen iones de zinc en el
citosol, mientras que las segundas los retiran de este hacia el espacio extracelular o hacia dentro

de los orgéanulos (Baltaci y Yuce, 2018).
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Figura 4. Localizacién de varios transportadores de zinc diferentes en una célula animal. Estos diferentes
transportadores participan en los procesos de transporte, detoxificacion y homeostasis de zinc. Por un lado,
estan los transportadores de tipo ZnT, que regulan la salida del zinc del interior del citoplasma hacia el
exterior de la célula o hacia el interior de los organulos. Por otro lado, estén los transportadores ZIP
regulando el transporte de zinc hacia del citoplasma desde el medio extracelular y desde el interior de
orgénulos (Baltaci y Yuce, 2018).

Ademas, hay un tercer tipo de proteinas que regulan la concentracion de zinc en la célula: las
metalotioneinas 0 MTs junto con su apoproteina la tioneina. Estas proteinas son capaces de
formar complejos con iones metélicos. En concreto, cada metalotioneina es capaz de unirse a 7
iones de zinc. De esta forma, funcionan como amortiguadoras de la concentracién del ion,
contribuyendo a paliar excesos que pudieran provocar efectos toxicos indeseados (Krezel y
Maret, 2007).

La concentracion de iones zinc en las células necesita de una regulacion fina por la importancia
que este tiene, ya que desempefia funciones cataliticas, ademas de funciones estructurales y de
regulacién de factores de transcripcion que resultan ser esenciales para el correcto desarrollo

del organismo.

El zinc es cofactor de mas de 300 enzimas (Rink y Gabriel, 2000) que cubren los 6 tipos
diferentes, haciéndolo un elemento fundamental en procesos de crecimiento, desarrollo del
sistema nervioso, formacion de hueso o curacion de heridas, entre otros (Mocchegiani et al.,
2000). Aproximadamente el 10% de las reacciones quimicas que son catalizadas por enzimas
requieren zinc en al menos uno de los mecanismos implicados en la catalisis. Tal y como se
representa en la figura 5, de todas las enzimas que necesitan de zinc para funcionar, en un 64%
de los casos el zinc es un atomo esencial en el sitio catalitico, en un 22% el zinc se une a la

enzima como elemento estructural, en un 10% de los casos el zinc pertenece al sitio activo y
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ademas se une en un lugar diferente de la enzima como componente estructural y, en el resto
de los casos, puede actuar como regulador de la actividad de la proteina o ser el propio sustrato
de esta en el 1% de los casos o0, en el 3% restante, tiene roles todavia desconocidos en el

funcionamiento de la enzima (Andreini y Bertini, 2012).

Unknown Regulatory
1%

Figura 5. Roles del 4tomo de zinc en el proceso de
catalisis enzimatica. Los porcentajes se refieren a las
enzimas asociadas a un nimero EC y cuya estructura

es conocida (Andreini y Bertini, 2012). -

64%

Tiene importantes funciones estructurales como, por ejemplo, a la hora de garantizar la
estabilidad de las proteinas con dedos de zinc (Zfp, del inglés zinc finger proteins). Estas
proteinas pueden ser de varios tipos diferentes, pero todas tienen en comun que el zinc es su

componente central y mas importante a la hora de mantener su estructura y funcion.

Las proteinas con dedos de zinc conforman la superfamilia de proteinas de unién a acidos
nucleicos mas grande que se conoce y son las encargadas de regular numerosos procesos del
metabolismo celular mediante la unién a los dominios de unién de zinc. Esto es posible
precisamente gracias a los dominios de dedos de zinc o los dominios RING que poseen
(Joazeiro y Weissman, 2000; Chasapis y Spyroulias, 2009). Por lo tanto, el zinc también tiene

importantes funciones en la regulacion de factores de transcripcion.

Por estas tres grandes funciones, el zinc es esencial para la regulacién del ciclo celular,
diferenciacion, homeostasis, desarrollo y mantenimiento de tejidos, produccién de hormonas y
el desarrollo y actividad del sistema nervioso, ademas de participar en procesos de apoptosis,
estrés oxidativo y envejecimiento (Chasapis et al., 2012).

La toxicidad derivada de altas cantidades de zinc en el organismo no es demasiado importante,
ya que suele ser algo poco comdn y mas adelante se ahondara en el tema. La cuestion que genera

mas problemas habitualmente es la falta de este elemento en el organismo.

Hay dos principales causas de una posible deficiencia de zinc. Por un lado, las deficiencias
pueden ser derivadas de disfunciones metabolicas o genéticas como sindromes de mala
absorcion, enfermedad de Crohn, enfermedades renales cronicas o tratamiento con farmacos

gue contengas sustancias que impidan la correcta absorcion del zinc, como la penicilamina o la
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histidina. Por otro lado, la deficiencia puede ser también a causa de la nutricion, que de hecho
suele ser lo mas comun (Salgueiro et al., 2000) Hay estudios tan antiguos como de 1961
relacionando deficiencias de zinc en la poblacion estudiada con sintomas como hipogonadismo,
retrasos en el crecimiento, desordenes en la piel y letargo y cansancio mental (Prasad et al.,
1961). Otros estudios posteriores sefialan de nuevo que la deficiencia de zinc, sobre todo
derivada de las dietas que se siguen en las diferentes partes del mundo, provocan sintomas como
retardo en el crecimiento, complicaciones en el embarazo, atrofia del timo, depresion del
sistema inmunologico, ,dermatitis o discapacidades relacionadas con procesos
neurofisioldgicos, entre otros (Sandstead, 1991). También puede existir una deficiencia de zinc
debida a ingestas de alcohol excesivas 0 a causa de una enfermedad presente en el paciente que

afecte a la absorcién del metal.

En cuanto a la toxicidad por la exposicion excesiva a este metal, puede provocar efectos en
varios 0rganos segun la via de exposicion, ademas de los efectos de intoxicacion sistémica. Si
la exposicion es por inhalacion, puede provocar un sindrome denominado fiebre de los humos
metalicos (FHM) o fiebre del soldador. Esta es causada por inhalacion de éxido de zinc, muy
presente en humos generados en actividades como la fundicion o la soldadura, de ahi su nombre
comun. Algunos sintomas son tos, dolor de pecho, dificultad para respirar y sabor metalico y
suele durar unas 48h, pero puede tardar 4 dias en remitir (Brown, 1988). La exposicion dérmica,
por otro lado, no suele ser peligrosa, pudiendo causar como mucho una irritacion local
(Lansdown, 1991). De hecho, se relaciona la acumulacion de zinc en las heridas abiertas con
una mejora de los procesos de cicatrizacién, mejorando la re epitelizacién y protegiendo el
tejido de infecciones, por lo que podria utilizarse para tratamientos médicos en estos casos
(Lansdown et al., 2007). Para el caso de la exposicion oral, llegar a una dosis tan alta como
para general efectos toxicos es complicado, pero puede ocurrir. La dosis letal media esta
calculada sobre los 27g/dia (Syracuse Research Corporation, 2005), basada en estudios en ratas
y ratones y sobrepasar esta dosis causa efectos como dolor abdominal, nauseas, vomitos,
pancreatitis y puede causar fallo renal (Fox, 1989). También puede tener otros efectos como un
efecto de aumento del riesgo de cancer de proéstata, en caso de suplementarse altas dosis durante
un tiempo prolongado, aunque este efecto podria ser no tanto a causa del zinc como tal, sino
mas bien derivado de la inmunosupresion que puede causar en altas dosis (Leitzmann et al.,
2003). En cuando a los efectos sistémicos y hablando de la inmunosupresion, este es un efecto
secundario de un exceso de zinc bastante importante. Una cantidad adecuada de zinc en el

organismo es esencial para el correcto funcionamiento de los linfocitos y de alguna hormona
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como la timulina, necesaria para la funcion del sistema inmune. Sin embargo, un exceso de zinc
puede afectar a la funcion de los linfocitos T e incluso inhibirla y también es importante para la
union de algunos superantigenos bacterianos a la cadena 3 de la molécula del MHC de clase II.,
provocando entonces una disminucién de la intensidad de la respuesta inmune (Campo et al.,
2001). Por ultimo, la deficiencia de cobre derivada de zinc también es un efecto sistémico
negativo de un exceso de zinc en el organismo. La toma de altas dosis de zinc puede causar una
relacion de absorcién competitiva entre el zinc y el cobre en enterocitos mediada por las MT.
La expresion de estas enzimas se ve aumentada por dietas con alto contenido en zinc y se unen
con mas afinidad al cobre que al zinc, por lo que se genera un gran nimero de complejos MT-
cobre que son excretados de la célula. Algunos de los sintomas mas tipicos de este sindrome
son anemia, leucopenia o un aumento del ratio entre el colesterol de baja densidad y colesterol
de alta densidad (LDL:HDL) (Plum et al., 2010).

Zinc excess Zinc deficiency

Brain Brain

« Decreased nerve conduction
= Neuropsychiatric disorders

* Neurosensory disorders

» Mental lethargy

* lethargy
» focal neuronal deficits

Respiratory tract

+ respiratory disorder after I Thymus

inhalation of zinc smoke ;
+ Metal fume fever * Thymic athrophy
............. Skin
Gastrointestinal tract .. « Skin lesions

* Decreased wound healing

* nausea/vomiting :
+ Acrodermatitis

* epigastric pain

* diarrhea Reproductive system

* Infertility
« Retarded genital development
+ Hypogonadism

Prostate

» elevated risk of prostate
cancer

Systemic symptoms Systemic symptoms

« Growth retardation
* Immune dysfunction and infection

+ Copper deficiency and sequelae
+ Altered lymphocyte function

Figura 6. Comparacion de los efectos de la intoxicacion por zinc con los efectos de la deficiencia de este.
Tanto una intoxicacién por exposicion desmesurada o por ingesta excesiva (mitad izquierda de la imagen),
como una insuficiencia causada por malnutricion o una condicion médica (mitad derecha de la imagen),
tienen efectos nocivos en diferentes sistemas del organismo. Los efectos que no se pueden clasificar dentro
de un 6rgano o sistema definido se han recopilado como sintomas sistémicos en la parte inferior (Plum et
al., 2010).

Como ya hemos visto hasta este punto, el zinc es un elemento muy versétil, vital para
practicamente todos los procesos fisiologicos tanto de plantas como de animales y también
puede ser utilizado como agente terapéutico en el tratamiento de diversas condiciones. Uno de
los usos del zinc que estd cobrando bastante importancia en los ultimos afios gracias a los

avances que se han logrado en la materia, es el uso en forma de nanoparticulas de 6xido de zinc.
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3. Nanoparticulas de 6xido de zinc (ZnO-NPs).

La nanotecnologia es un foco de investigacion muy importante en la ciencia de los materiales.
Se considera nanotecnologia a la sintesis, caracterizacion y exploracion de materiales en la
escala nanométrica (1-100 nm). Opera en el primer nivel de organizacion de los atomos y
moléculas de los organismos vivos. A estas escalas es donde las propiedades y funciones de los
sistemas vivos son definidas (Yadav, 2013). Algunas nanoparticulas (NPs) metélicas, como las
de Oxido de zinc (ZnO), oxido de titanio o plata son las que mejor caracterizadas estan en
funcién de su tamafio, composicion, cristalizacion y morfologia. Las NPs son capaces de
interaccionar de una forma Unica con las biomoléculas de las células y de esta forma se facilita
la transferencia fisica de las NPs al interior de las células y estructuras celulares, gracias a las
caracteristicas quimicas, mecanicas, eléctricas o estructurales entre otras, que presentan estas
particulas. Ademas, las NPs tienen normalmente un porcentaje muy alto de sus atomos en la
superficie, lo que las hace poseer una reactividad alta en esta zona, facilitando que sean cargadas
con agentes terapéuticos u otras moléculas que seran dirigidas a las células diana (Rasmussen
etal., 2010).

El 6xido de zinc se describe como un material inorganico, semiconductor del grupo 11-VI, con
propiedades quimicas, eléctricas y Opticas Unicas, que permiten su uso en diversos campos
como el de la electronica, tecnologia laser, generacién de energia, industria cerdmica o
biomedicina, entre otros. Este compuesto en forma de polvo se utiliza mucho como aditivo en
numerosos materiales y productos incluyendo ceramicas, cristal, plastico, pigmentos, comidas
(como suplementacidon de zinc), baterias etc. (Parihar et al., 2018). Puede formar varios tipos
de estructuras nanométricas que lo clasifican dentro de una categoria de nuevos materiales con
numerosas potenciales aplicaciones en el campo de la nanotecnologia (Kolodziejczak-
Radzimska y Jesionowski, 2014). Dependiendo del método de sintesis, se pueden formar
estructuran en 1 dimension, 2 dimensiones o 3 dimensiones. Algunos ejemplos de estructuras
de 1 dimension son los nanocables o las nanovarillas (Banerjee et al., 2003); en el caso de las
estructuras en 2 dimensiones, tenemos las nanolaminas o los nanopellets (Chiu et al., 2010) y

en el caso de las de 3 dimensiones nos podemos encontrar estructuras en forma de erizo (Xie et



al., 2005) o de copo de nieve (Polshettiwar et al., 2009). El 6xido de zinc proporciona una de

las mayores variedades de estructuras en sus particulas de todos los materiales conocidos.

Figura 7. Ejemplos de posibles estructuras del 6xido de zinc. De izquierda a derecha y de arriba abajo:
Estructura en 1 dimensién en forma de nano-varilla, estructura en dos dimensiones en forma de nano-
pellet, formacion en 3 dimensiones en forma de erizo, formacién en 3 dimensiones en forma de copo de
nieve. Figura creada a partir de imagenes extraidas de los trabajos de Banerjee et al., Xie et al.,
Polshettiwar, Baruwati y Varma y Chiu et al (Banerjee et al., 2003; Xie et al., 2005; Polshettiwar et al.,
2009; Chiu et al., 2010).

Las nanoparticulas de éxido de zinc, que son unas de las nanoparticulas de metales mas
importantes, se utilizaron primero en la industria del caucho, porque son capaces de
proporcionar un aumento a la resistencia al desgaste del compuesto de caucho y, por
consiguiente, aumentan su vida util (Sahoo et al., 2007). También se han utilizado en la
industria textil, del cuidado personal, medicina, electrénica, en electrodomésticos, en la
produccién de cemento o en la industria quimica, entre otras. Como se puede observar, estos
compuestos se pueden utilizar en numerosas industrias diferentes, gracias a sus propiedades

fisicas y quimicas.

4. Sintesis de las ZnO-NPs.
La funcién de las nanoparticulas depende de diversos factores, incluyendo las propiedades de
la superficie, la distribucién de su masa, el tamafio, la forma o su reactividad. Por lo tanto, el
desarrollo de nanoparticulas utilizando métodos que proporcionen un producto uniforme en

tamafio, morfologia y funcion, es esencial para su posterior uso en el &mbito de interés (Jiang
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et al., 2018). Ademas, es interesante desarrollar métodos que sean sencillos, baratos y
eficientes, que permitan obtener nanoparticulas que cumplan con los requerimientos

cuantitativos y cualitativos necesarios (Parihar et al., 2018).

La sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc se puede realizar utilizando varios métodos, que
pueden ser separados en tres grandes categorias: métodos fisicos, métodos quimicos y métodos
bioldgicos. Luego, dentro de cada una de estas categorias, se pueden clasificar en otras tres:
métodos de fase solida, de fase liquida y de fase gaseosa/vapor. Hay una gran cantidad de
métodos diferentes para la sintesis de estas particulas y se han recogido mas adelante en la

figura 10. A continuacion se explicaran més en profundidad los mayormente utilizados.

4.1. Meétodos fisicos.

4.1.1. Evaporacion térmica.
El método de evaporacion térmica es el método fisico de sintesis mas utilizado. Se toma un
material de partida en forma de polvo y se vaporiza a elevadas temperaturas. Después, el gas
resultante de este proceso se condensa bajo unas condiciones de temperatura, presion y
composicion de la atmdsfera, que seran las que en ultima instancia definan las caracteristicas
del producto obtenido. Con este método se pueden obtener diferentes tamafios y formas como
varillas, cinturones, peines, anillos y tubos, todos a escala nanométrica. Este método tiene como

ventajas que es sencillo, barato y no necesita de catalizadores (Dai et al., 2003).

Figura 8. En la parte superior, imagen tomada por
microscopia electrénica de transmisién (TEM) de un
conjunto de nano-cinturones de 6xido de estafio. Las
imégenes ampliadas permiten observar al detalle la
geometria de las estructuras. En la parte inferior,
imagen tomada por TEM de un nano-cinturén de
oxido de zinc con un defecto de apilamiento en la
parte central. La estructura es la misma que en las
imagenes obtenidas del 6xido de estafio. Imagenes
extraidas del trabajo de Dai et al. (Dai et al., 2003).

100 nm J0nm
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4.2.  Métodos quimicos.

4.2.1. Precipitacion quimica.
Este es el método mas popular de sintesis de ZnO-NPs. Hay varias formas de realizar la
precipitacion, pero normalmente se necesitan dos agentes reactivos: por un lado, un precursor
de zinc de alta pureza, como por ejemplo en acetato de zinc (Zn (CH3COO)2). También se
pueden usar nitrato de zinc o sulfato de zinc. Por otro lado, se necesita un agente precipitante,
como el hidroxido de sodio (NaOH) o el hidroxido de amonio. Generalmente, el proceso
consiste en afiadir gota a gota el precipitante a una solucion en la que se encuentra el precursor
de zinc e ir midiendo el pH. Cuando este llega en torno a 10, las soluciones se mezclan
homogéneamente y se obtiene como producto intermedio hidroxido de zinc (Zn (OH).), de
coloracion blanca. Este compuesto es el que se convierte en ZnO mediante un proceso de secado
y calcinado a altas temperaturas. El producto es un polvo formado por estructuras del orden de
nandmetros y sus caracteristicas dependen de parametros como el pH, la temperatura o el
tiempo de la precipitacion. De esta forma Bisht et al. consiguieron sintetizar las nanoparticulas
con una media de didmetro de 18.67 nm. (Bisht et al., 2016). En este tipo de sintesis, cada vez
se estan utilizando mas los surfactantes para controlar la nucleacién y el crecimiento de las
particulas. Un ejemplo de surfactante es el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), que fue
utilizado por Wang et al. para obtener un polvo final formado por particulas de 50 nm de
didmetro (Wang et al., 2002). Este método es sencillo y facil de controlar, ademés de escalable
a la industria. El punto negativo es que se forman agregados con relativa frecuencia, provocando

una pérdida de la calidad del polvo obtenido (Jiang et al., 2018).

4.2.2. Sol-Gel sintesis
El primer método que se planted con este método de sintesis se hizo en 1991 por Sphanel y

Anderson (Spanhel y Anderson, 1991). El proceso consta de tres etapas:
1. Preparacion del precursor de zinc.

Se utiliza como precursor el acetato de zinc, que se disuelve en etanol y se coloca en un
destilador. Se calienta hasta ebullicion y se agita con un agitador magnético para obtener
finalmente un condensado y una solucion higroscopica (en la que ocurria precipitacion con la
adicion de pequefias cantidades de agua) con 6xido de zinc y derivados de acido acético, que

se utilizara para la reaccion.
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2. Preparacion de los clusteres de 6xido de zinc.

La solucién higroscdpica preparada en el paso anterior se diluye de nuevo en etanol y se le
afiade polvo de hidroxido de litio (LiOH), que queda suspendido. Con el uso de un bafio de
ultrasonidos se homogeneiza la mezcla rompiendo el polvo poco soluble y se acelera la
liberacion de iones de OH, resultando en una reaccidn espontanea de formacion de ndcleos de
ZnO estables.

3. Crecimiento de los cristales.

El crecimiento de los cristales es espontaneo a temperatura ambiente. La reaccion es la

siguiente:
Zn (CH3COO); -:2H,0 + 2LIOH —— Zn (OH), + 3CH3;COOL.i + 2H,0

Zn (OH), + 2H,0 —— Zn (OH),2 + 2H*

Zn (OH)sZ «—s ZnO + H,0 + 20H"

Este método tiene como ventaja su simplicidad y rapidez, ademéas de que es escalable a nivel
industrial y se realiza en condiciones suaves. Se forman nano cristales de ZnO de un tamafio de
particula de unos 45 nm, homogéneos en cuanto a su morfologia. Hay méas formas de realizar
este método, con diferentes reactivos y distintas condiciones y tiempos, pero todos tienen en
comun el esquema general. Se prepara una solucion coloidal (sol) que se convierte en gel y
material solido. Se producen reacciones de hidrdlisis, condensacion y polimerizacién. Al igual
gue en el método de precipitacion quimica, se pueden utilizar aditivos como surfactantes para

mejorar el rendimiento de las reacciones (Krol et al., 2017).

4.2.3. Transporte de vapor.
Un método muy comun se sintesis quimica es el que utiliza un proceso de transporte de vapor.
Hay dos tipos: EI método sin catalizador vapor-sélido (VS) y el método asistido por catalizador
vapor-liquido-solido (VLS), dependiendo de como es el proceso de formacion de las
nanoparticulas de ZnO. El mas interesante es el método libre de catalizador VS, que es capaz
de generar una amplia gama de estructuras nanométricas en forma de cinturones, de varillas, de
cable...(Parihar et al., 2018).
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Kong y Wang sintetizaron utilizando este método nanoestructuras complejas de ZnO en forma
de nanohélices y nanocinturones. En este proceso, se tomaron polvos de ZnO de alta pureza 'y
se colocaron en un horno en el que se indujo el vacio y se calentaron a 1350°C. Después de
unos minutos, se inyectd Argon a razon de 25 cm® por minuto durante 30 minutos y las
estructuras nanométricas formadas se recogieron y se analizaron con técnicas de TEM (Kong y
Wang, 2003).

Figura 9. Imagen obtenida por TEM de las
regiones que se corresponden con los patrones de
difraccion sefialados de un nanocinturén de ZnO.
Las diferencias en los patrones de difraccién se
corresponden con las diferencias de curvatura de
las regiones locales. Los cinturones tenian una
anchura de 10 a 60 nm, un grosor de 5a20 nmy
longitudes que llegaban a varios cientos de
nanémetros (Kong y Wang, 2003).

100 nm

En este procedimiento, el Zn y el oxigeno se mezclan en los vapores generados y reaccionan
formando las estructuras que se pueden ver en la figura 9. El problema principal del método
descrito es la necesidad de alcanzar tales temperaturas tan elevadas. Otro punto negativo es que
con este método se tiene menos control sobre la homogeneidad en la geometria de las particulas

formadas, su alineamiento y su localizacion (Krol et al., 2017).

4.3.  Métodos bioldgicos.
Los métodos fisicos y quimicos de sintesis de ZnO-NPs son muy utilizados y estdn muy
estudiados y desarrollados. Pero en la actualidad, el desarrollo de un nuevo método utilizando
seres vivos, mediante la llamada quimica verde, atrae mucho la atencion, sobre todo gracias a
que son respetuosos con el medio ambiente. Ademas, estos métodos también permiten controlar
con bastante exactitud el tamafio y forma de las particulas (Krdl et al., 2017). En los métodos
bioldgicos se necesita tener en cuenta varios parametros como la seleccién de un organismo
adecuando en cuanto a sus actividades enzimaticas y rutas metabdlicas y las condiciones de
crecimiento de la biomasa y de actividad de las enzimas que permitan obtener mayores
rendimientos en la produccion (temperatura, pH, agitacion, sustratos...). En base a estos

parametros las caracteristicas finales de las nanoparticulas sintetizadas podran variar. Se pueden
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utilizar varios organismos diferentes para la sintesis como bacterias, hongos o plantas (Ahmad

et al., 2003; Prasad y K. Jha, 2009; Iravani, 2011), cada uno con sus peculiaridades distintivas.

Estos son algunos de los métodos mas utilizados para la sintesis de ZnO-NPs, pero como ya se
ha mencionado anteriormente, hay un gran nimero de métodos distintos. En la siguiente imagen

se recogen la mayoria de estos.

Deposicion fisica de vapor

Meétodo del arco de plasma
Evaporacion térmica

Irradiacion ultrasonica

Extractos de plantas

Microemulsion Bacterias
Preciptacion quimica Hongos

Sol-gel ) )
Métodos bioquimicos
Método hidrotérmico

Método solvotérmico
Deposicion quimica de vapor

Reduccion quimic

Meétodo piroltico en estado sélido

Figura 10. Esquema representativo de los diferentes métodos de sintesis de nanoparticulas de 6xido de
zinc. En la parte superior izquierda los métodos fisicos, en la parte inferior izquierda los métodos quimicos
y en la parte derecha media los métodos biolégicos. Imagen de elaboracion propia.

5. Usos de las ZnO-NPs.
Las nanoparticulas de ZnO, atraen cada vez mas interés en diferentes campos donde podrian
ser utilizadas, sobre todo gracias a sus caracteristicas en cuanto al precio, poca toxicidad en
organismos Vvivos y sus propiedades. Uno de los campos en los que mas importancia estan
cobrando es el de la biomedicina. Dentro de esta, pueden ser utilizadas como agentes

antibacterianos, agentes anticancerosos, antidiabéticos, para transporte de farmacos a sus dianas
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0 para analisis de bioimagenes. En general, las nanoparticulas de ZnO de tamafios menores de
100 nm son consideradas compatibles con su uso en seres vivos, 10 que promueve que surjan
todas estas y aplicaciones biomédicas y abre nuevos frentes de investigacion en este campo
(Jiang et al., 2018).

5.1.  Agentes anti microbianos
Las ZnO-NPs pueden utilizarse como agentes antibacterianos por sus propiedades superiores,
como su alta area especifica y su capacidad de bloquear numerosos agentes patdgenos. Se cree
que el mecanismo por el que producen esta actividad antibacteriana es la toxicidad que causan
por su habilidad de inducir la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) en las células.
Las ZnO-NPs se acumulan en la membrana y en el citoplasma y liberan iones de zinc, que
pueden causar dafios en la membrana, dafios en las proteinas, en el ADN, en las mitocondrias
y finalmente la muerte de la célula (Jiang et al., 2018). Se han probado numerosos métodos
para evaluar la actividad antibacteriana de las ZnO-NPs. El mas utilizado es el de cultivo de
células diluidas junto con las nanoparticulas en placas de agar, seguido del conteo de colonias.
Los microorganismos mas utilizados para estudiar las propiedades antibacterianas de las
nanoparticulas son el gram negativo Escherichia coli y el gram positivo Staphylococcus aureus.
Hay estudios realizados en otros microorganismos de especies importantes como Streptococcus
y Lactobacillus (Kasraei et al., 2014), Bacillus y Listeria (Mirhosseini y Barzegari Firouzabadi,
2015), Pseudomonas (Sangani et al., 2015) o Salmonella (Akbar et al., 2019), pero los dos
anteriores son los que mayor respaldo cientifico tienen. Estudiando la actividad antibacteriana

de las ZnO-NPs se ha llegado a varias conclusiones.

Dependiendo del microorganismo estudiado, la eficacia es diferente. Raghupati et al. llegaron
a esta conclusion en 2001 cuando estudiaban las propiedades antibacterianas de las ZnO-NPs
en S. aureus. Calcularon que la concentracién minima inhibitoria (CMI) se encontraba entre 4
y 7 mM dependiendo de la cepa especifica con la que se realizase el experimento (Raghupathi
etal., 2011). Por otro lado, dependiendo también del género de bacteria que se esté estudiando,
las nanoparticulas tendran una mayor eficiencia antibacteriana o menor. Por ejemplo, hay varios
estudios que indican que las ZnO-NPs tienen mayor actividad antibacteriana frente a gram
positivos que frente a gram negativos, pero la explicacion de por qué esto ocurre asi no parece
estar del todo clara. Lo mas probable es, tal y como explican Hoseinzadeh et al., que debido a
la estructura rigida y gruesa de la pared celular de los gram positivos las nanoparticulas
encuentran mas dificultades para llegar a la membrana y penetrar dentro de la célula,
provocando una eficiencia antibacteriana menor (Hoseinzadeh et al., 2014). En algunos casos,
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también se cree que puede ser debido a una diferencia entre las concentraciones internas de
antioxidantes de cada especie, como en el caso de E. coli y S. aureus, donde Applerot et al.
achacan la menor eficiencia antibacteriana de las nanoparticulas contra S. aureus a que esta
especie tiene grandes cantidades de pigmento carotenoide en su citoplasma, lo que la dota de
una gran resistencia frente al estrés oxidativo, que es la principal via de toxicidad causada por
las ZnO-NPs, por induccién de la produccién de ROS (Applerot et al., 2009).

La actividad antibacteriana de las ZnO-NPs depende también de su tamafio y concentracion.
Después de hacer pruebas en E. coli con nanoparticulas de varios tamafios (12 nm, 45 nmy 2
um), las nanoparticulas de 12 nm resultaron ser méas eficientes que el resto en cuanto a su
capacidad antibacteriana y viendo los resultados de las otras dos, se concluy6 que hay una
relacién inversa entre el tamafio de la nanoparticula y su eficiencia antibacteriana. En este
mismo estudio también se probaron diferentes concentraciones de cada tamafio de
nanoparticula y también se observO una clara relacion directamente proporcional entre la

concentracion y la eficiencia (Padmavathy y Vijayaraghavan, 2008).

Por altimo, la actividad antibacteriana de las ZnO-NPs depende también de su forma. Stankovic
et al. investigaron la influencia de la morfologia y del tamafio de las nanoparticulas de ZnO en
sus propiedades antibacterianas. Utilizando S. aureus y E.coli, llegaron a la conclusion de que
en ambas especies se observaba una diferencia significativa de la eficiencia antibacteriana de
las nanoparticulas en funcion de su forma, siendo las mas eficientes las nanoesferas, seguidas
de las elipsoides y por ultimo las nanoparticulas en forma de prisma. También se concluye en
el mismo estudio que en funciéon del tamafio hay diferencias, como ya se ha explicado

anteriormente (Stankovic et al., 2013).

5.2.  Terapia anti cancer
Cancer es un término que se utiliza para referirse a un amplio nimero de enfermedades que
tienen en comun una desregulacion del crecimiento y proliferacion de las células. Normalmente
se trata utilizando terapias de radiologia, quimioterapia y cirugias en caso de ser posible, pero
estas formas de enfrentarlo suelen tener una amplia gama de efectos secundarios negativos para
el paciente. La terapia mas utilizada, la quimioterapia, utiliza farmacos citotoxicos que afectan
negativamente a células sanas y células cancerosas al mismo tiempo. Los tejidos mas afectados
son la médula dsea, las mucosas gastrointestinales, los foliculos pilares y las gonadas, que son
los tejidos donde se produce una proliferacion alta de células de forma natural. Por lo tanto, los

efectos secundarios méas inmediatos son la mielosupresion, nauseas, vomitos, pérdida de peloy
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reduccion de la fertilidad. También es importante tener en cuenta que los agentes citotoxicos
suelen ser muy teratogénicos (Corrie, 2008). Ademaés, los agentes citotdxicos generan
resistencia poco a poco, por lo que cada vez es necesario utilizar dosis mas altas para conseguir
el mismo efecto, empeorando el perfil de efectos secundarios (Sharma et al., 2016).
Recientemente, la nanomedicina basada en nanomateriales ha demostrado un gran potencial
para paliar estos efectos. El zinc es un nutriente esencial en adultos y el 6xido de zinc esta
considerado como una sustancia segura in vivo. Teniendo en cuenta estas ventajas, las ZnO-
NPs pueden utilizarse como plataformas biocompatibles y biodegradables para el tratamiento
del céncer (Jiang et al., 2018). En esta materia, se pueden utilizar desde varios frentes. Estos

son algunos de los mas importantes:

5.2.1. Induccion de apoptosis.
En un estudio realizado en 2012 con células humanas de cancer de higado HepG2, se utilizaron
las ZnO-NPs para ver qué efecto tenian y explorar la posibilidad de utilizarlas como terapia. En
el estudio se observé que las células HepG2 que se exponian a las ZnO-NPs mostraban mayores
dafos y un descenso significativo de la viabilidad celular, efectos que fueron asociados a un
aumento de la apoptosis generado por un aumento de la liberacion de ROS en las mitocondrias.
Esto provoca una lisis de la membrana de las mitocondrias y un aumento de la ratio Bax/Bcl2,
lo que provoca la liberacion de diferentes factores que promueven la apoptosis por la via de las
caspasas como el citocromo c. También se observo que causaban dafios oxidativos en el ADN,
pero estos podian ser evitados utilizando N-acetilcisteina (NAC) y también se producia una
clara activacion de las vias JNK y p38 y una induccién de la fosforilacion de p53, pero la
apoptosis se considero independiente de estas vias. (Sharma et al., 2012). Lo mismo observaron
Chandrasekaran y Pandurangan cuando investigaron las ZnO-NPs y su citotoxicidad contra
células C2C12 de mioblastoma y células 3T3-L1 de adipocitos. Se producia una inhibicion del
ciclo celular e induccion de la apoptosis mediada por las ROS, la via p53, la ratio Bax/Bcl2 y
la via de la caspasa 3 en las células C2C12, comparado con las células 3T3-L1 (Chandrasekaran
y Pandurangan, 2016). Con estos resultados se puede plantear la idea de que las ZnO-NPs
pueden tener la capacidad de inducir vias de apoptosis en células cancerosas mientras que
resultarian poco o nada tdxicas en células sanas, por lo que podrian identificarse como

candidatos prometedores para la terapia del cancer.
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Figura 11. Mecanismos de induccion de apoptosis en las células humanas provocados por la exposicién a
ZnO-NPs (Sharma et al., 2012).

5.2.2. Autofagia
La autofagia es un proceso catab6lico muy conservado que sirve para aumentar el indice de
supervivencia de las células cuando estas son sometidas a situaciones adversas como dafios en
organulos, ROS, agentes anticancerosos, agregados de proteinas o falta de nutrientes. Este
proceso natural consiste en el secuestro de parte del citoplasma de una célula en una membrana
que se fusiona con un lisosoma para su degradacién. Posteriormente, los productos generados
se liberan al citosol mediante permeasas y pueden ser reciclados (Rubinsztein et al., 2011). Un
dafo celular excesivo puede desembocar en la muerte de las células por apoptosis posterior a
los eventos de autofagia, que no serian suficientes para paliar el estrés al que estad sometida la
célula. Esto puede ocurrir derivado de la exposicion de las células a nanoparticulas como las de
ZnO. Esto mismo estudiaron Yu et al. en su trabajo, las ZnO-NPs pueden provocar una
acumulacién de ROS en células humanas de piel sana, derivando en un aumento de los procesos
de autofagia y provocando consigo un aumento de la muerte por apoptosis, principalmente
causada por los dafios generados a las mitocondrias por las ROS (Yu et al., 2013). El

mecanismo mas exacto lo analizaron Zhang et al. en 2017. Tomaron células de epitelio
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pulmonar humano A549 y las sometieron a las ZnO-NPs. Primero, demostraron que estas
inducian autofagia, pero, ademas, observaron que las ZnO-NPs podian Ilegar a los lisosomas y
liberar iones de zinc dentro de estos. Esta liberacion masiva de iones de zinc produce dafios a
los lisosomas, que no son capaces de funcionar correctamente y se impide el proceso de
autofagia que se habia inducido, produciéndose una acumulacion en la célula de los
denominados autofagosomas. A la vez, y como ya se habia descrito anteriormente, las ZnO-
NPs causan un aumento de la produccion de ROS, que dafian las mitocondrias y es lo que causa
la induccion de la autofagia. Con la produccion de ROS dafiando las mitocondrias y el proceso
de autofagia siendo impedido por las ZnO-NPs, las ROS se acumulan hasta que la célula

termina muriendo por apoptosis (Zhang et al., 2017).
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Figura 12. A la izquierda, western blot para analizar la expresion de LC3y p62 en las células A549 tratadas
con BAFA1 (100nM), ZnO-NPs (30 ug/ml) y BAFAI junto con ZnO-NPs, tras 24h de tratamiento. A la
derecha el numero autofagosomas y autolisosomas contados en las imagenes del experimento y pasados a
porcentaje. Los valores representados son la media de los obtenidos en 3 experimentos independientes +
error estandar, *P<0.05 y **P<0.01. Figura creada a partir de imagenes extraidas del trabajo de Zhang et
al. (Zhang et al., 2017).

La bafilomicina A1 (BAFAL), es un inhibidor especifico de ATPasas vacuolares de tipo H*,
que impide la fusién del autofagosoma con el lisosoma. Cuando la funcion del lisosoma se ve
inhibida, la cantidad de LC3B-Il depende estrictamente de la produccion del mismo y esto
refleja si la autofagia es inducida. P62 es un sustrato especifico que interviene en los procesos
de autofagia. Los efectos que tiene el tratamiento de las células con este compuesto son
comparables a los del tratamiento con ZnO-NPs en cuanto a los niveles de LC3B-1I/LC3B-1 y
p62, que son marcadores de autofagia. Por lo tanto, se puede deducir que las ZnO-NPs causan
una induccién de la autofagia. Por otro lado, se hizo otro experimento con la rapamicina (Rapa),
que es un inductor de la autofagia. Se trataron células transgénicas con rapa, rapa + BAFAly
ZnO-NPs y se realizo un conteo de los autofagosomas y autolisosomas. Con el tratamiento con

rapa se observa un aumento de los autolisosomas, lo que indica que se promueve el flujo

-20-



autofagico. Cuando se trata con rapa'y BAFAL al mismo tiempo, se produce un aumento muy
significativo de autofagosomas y una gran disminucion de los autolisosomas, lo que indica que
se estd produciendo un aumento de la sintesis de autofagosomas y, por tanto, induciendo la
autofagia, pero al mismo tiempo se produce un bloqueo del flujo autofagico al inhibirse la
fusion de los autofagosomas con los lisosomas y formar los autolisosomas. Este mismo efecto
es el que tienen las ZnO-NPs (figura 12). Por lo que segun sugieren los datos, parece que estas

particulas promueven la autofagia y al mismo tiempo impiden que el proceso se lleve a cabo.

En definitiva, un exceso de dafio celular debido a ROS, por ejemplo, puede conducir a una
induccion del proceso de autofagia y si este no funciona correctamente y/o no es suficiente para
asegurar la supervivencia de la célula dafada, el proceso culmina en la muerte celular por
apoptosis de la célula cancerosa. Por tanto, la autofagia no solo puede promover la
supervivencia, sino que también es capaz de encender mecanismos en las células tumorales que
son letales para estas y por tanto, si se disefia un sistema para que las ZnO-NPs se dirijan a estas

células podrian ser una interesante terapia potencial para esta enfermedad (Zhang et al., 2017).

5.2.3. Envio dirigido de farmacos.

El uso de las nanoparticulas para el envio de farmacos provee de oportunidades que pueden
resultar muy interesantes para mejorar la seguridad y la eficiencia de los tratamientos contra el
cancer. Si se consigue apuntar a lugares especificos para llevar los farmacos que componen el
tratamiento mediante el uso de nanoparticulas, se podrian reducir considerablemente las
cantidades de farmacos que se tienen que utilizar, produciendo un efecto de mejora en la
eficacia del tratamiento y ademas de reduccion de efectos secundarios no deseados. Por tanto,
las ZnO-NPs cada vez estan despertando mas interés en el tratamiento del cancer por envio de
farmacos, ya que diferentes medicamentos como la doxorrubicina, paclitaxel o curcumina
pueden cargarse en las ZnO-NPs, individualmente o combinados, para mejorar su solubilidad,
incrementar su toxicidad y dirigirse a las células tumorales. (Rasmussen et al., 2010).

Puvvada et al. probaron este método para cargar paclitaxel (PAC), un miembro de la familia de
los taxanos que se dirige especificamente a la disociacion de microtubulos, en nanoparticulas
de ZnO, para estudiar su eficacia contra el cancer de mama tanto in vitro como in vivo. Para
dirigir las nanoparticulas a las células tumorales utilizaron un conjugado con acido félico. En
el estudio concluyen que los complejos de las nanoparticulas se acumulaban en las células de
cancer de mama (celulas MCF-7 y MDA-MB-231) gracias a los receptores de folato que son

sobreexpresados en estas células. De esta forma, la toxicidad que tienen las nanoparticulas se
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dirige a estas células y se puede reducir la proliferacion de los tumores, también en ratones

vivos (Puvvada et al., 2015).
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Figura 13. Apoptosis provocada por los transportadores nanométricos, PAC, HZnO y FCPZnO en células
MCF-7 y MDA-MB-231 mediante estudio de distribucion de fase. Los resultados son representativos de
tres experimentos independiente. (Puvvada et al., 2015).

En la figura 13 se pueden ver los resultados del analisis del efecto del PAC, las nanoparticulas
de ZnO con folato y nanoportadores sin farmaco sobre la distribucion del contenido de ADN
de MCF-7 y MDA-MB-231, para conocer en qué momento del ciclo celular se encuentran y la
apoptosis que esta ocurriendo. Tanto las nanoparticulas como el PAC inducen un aumento de
la apoptosis que se observa en una acumulacion de células al inicio del eje horizontal, ademas
de una reduccion de la proliferacion. La reduccion de la proliferacién derivada de las
nanoparticulas de ZnO con folato fue mayor en las células MCF-7 que en las MDA-MB-231,
pero en ambos casos hubo un 10% mas de apoptosis en el tratamiento con ZnO-NPs que en el
tratamiento con PAC solo. Los nanoportadores de HZnO, sin farmacos cargados, no mostraron
efectos significativos en las células en comparacion con el control. Estos resultados parecen
indicar que las ZnO-NPs con folato cargadas con el farmaco son capaces de atacar directamente
a las células tumorales, probablemente gracias al transportador de folato que estas
sobreexpresan, y por lo tanto estas particulas son mas eficientes que el PAC solo para esta
mision.

Experimentos parecidos hicieron Hariharan et al., probando la capacidad que tienen las ZnO-
NPs de transportar diferentes farmacos de forma especifica a las células tumorales. En este caso
se utilizaron las nanoparticulas para llevar doxorrubicina (DOX) a células de cancer cervical

HelLa humanas y se encontraron con que no solo asi se aumentaba la acumulacion intracelular
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de DOX, sino que también se midié una inhibicién de la proliferacion de las células HelLa que

era dosis dependiente (Hariharan et al., 2012).

5.3. Otras.

Las funciones descritas en este trabajo son las més relevantes a nivel biomédico, pero las ZnO-
NPs tienen muchas funciones méas. Por ejemplo, se pueden utilizar para tratar la diabetes. En
2015, Nazarizadeh y Asri-Rezaie realizaron un estudio utilizando estas nanoparticulas para
tratar ratas con diabetes y se encontraron con que estas eran capaces de reducir muy
significativamente los niveles de glucosa en sangre y de incrementar los niveles de insulina,
ademaés de servir al mismo tiempo como suplementacion de zinc para elevar sus niveles en
suero. El problema que observaron fue que a altas concentraciones provocaban estrés oxidativo
a los eritrocitos, disminuyendo la capacidad antioxidante del suero (Nazarizadeh y Asri-Rezaie,
2016).

Otra funcion que pueden tener las nanoparticulas de ZnO es la de antiinflamatorios. Nagajyothi
et al. describieron un método de sintesis de ZnO-NPs sencillo, barato y ecoldgico y estas se
probaron para estudiar sus propiedades antiinflamatorias con macréfagos estimulados con LPS.
Las ZnO-NPs produjeron una supresion de la produccién de NO y de diferentes compuestos
pro inflamatorios como TNF-alfa, IL-6, IL-1beta 0 COX-2 (Nagajyothi et al., 2015).

Por ultimo, una funcién interesante es la de bioimagen. Tang et al. sintetizaron ZnO-NPs y
estudiaron su emision de luz en diferentes condiciones de pH. Estas emitieron luz azul, verde,
amarilla o roja dependiendo del pH de la solucién en la que se encontrasen y los investigadores
determinaron que esta diferencia se debia a la disponibilidad de moléculas de oxigeno en la
superficie de las nanoparticulas. A pH alto, el zinc domina en la superficie y la longitud de onda
emitida es mayor (el color se mueve hacia el rojo). A pH bajo domina el oxigeno en la superficie

y la longitud de onda emitida baja (el color se mueve al azul) (Tang et al., 2010).
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Figura 14. A, C y E son imagenes obtenidas
mediante  microscopia de contraste de
interferencia diferencial de células NIH/3T3
marcadas con ZnO-NPs. B, D y F son imagenes
obtenidas mediante microscopia de fluorescencia
de las mismas células que las presentes en la
fotografia a la izquierda de cada una. Las
imagenes reflejan las diferentes emisiones que
puede generar el marcaje con ZnO-NPs. El
grafico G se corresponde con los datos de
viabilidad de las células incubadas durante 24 h
con concentraciones de ZnO-NPs en aumento. La
viabilidad fue medida utilizando el ensayo MTT
(Tang et al., 2010).

6. Conclusiones

El zinc es un i6n metalico casi omnipresente, no solo es un elemento vital en varios procesos
fisiolégicos sino también un farmaco en la prevencion y el tratamiento de muchas
enfermedades. El reconocimiento de la importancia de este elemento ha llevado mucho tiempo
y no es hasta hace pocos afios que se ha conseguido. Es muy importante tener en cuenta que
casi la mitad de la poblacién mundial esta en riesgo de tener una ingesta inadecuada de este
metal, por lo que es importante que para controlar las deficiencias que esto genera la sanidad
publica formule planes para combatir esta situacién. No obstante, la falta de biomarcadores
estandarizados para estudiar los niveles de zinc ha impedido realizar estudios concluyentes
sobre la importancia real de la deficiencia de zinc en la poblacion. Aun asi, se esta estudiando
cada vez mas su utilizacion como agente terapéutico y han surgido formas de utilizarlo que cada
vez cobran mas importancia como las nanoparticulas de 6xido de zinc.

Las ZnO-NPs han mostrado aplicaciones biomédicas prometedoras basadas en su actividad
anticancerosa, antibacteriana, antidiabética, antiinflamatoria, de administracion de farmacos y
de bioimagen. Debido a la toxicidad inherente de las ZnO-NPs, poseen fuertes efectos de
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inhibicién contra las células cancerosas y las bacterias, al inducir la generacion de ROS
intracelulares y activar la via de sefializacion apoptética, lo que convierte a las ZnO-NPs en un
candidato potencial como agentes anticancerigenos y antibacterianos. Ademas, también se sabe
que las ZnO-NPs promueven la biodisponibilidad de farmacos terapéuticos o biomoléculas
cuando funcionan como portadores de estas para lograr una eficacia terapéutica mejorada. Por
otro lado, con la capacidad de disminuir la glucosa en sangre y aumentar los niveles de insulina,
las ZnO-NPs han demostrado el potencial prometedor para tratar la diabetes y atenuar sus
complicaciones y también pueden actuar como antiinflamatorios, produciendo descensos en la

sintesis de factores proinflamatorios o como marcadores para realizar ensayos de bioimagenes.

Las ZnO-NPs estan listadas como sustancia segura por la FDA. Sin embargo, algunos aspectos
criticos de las ZnO-NPs aln necesitan ser explorados mas a fondo, que incluyen lo siguiente:

(1) Falta de anlisis comparativos de sus ventajas bioldgicas con otras nanoparticulas metélicas.

(2) Las limitaciones de la toxicidad de las ZnO-NPs hacia los sistemas biolégicos siguen siendo

un problemay este es un tema especialmente controvertido en las investigaciones recientes.

(3) Falta de investigacion aleatorizada basada en evidencia que explore especificamente los
roles terapéuticos en la mejora de las actividades anticancerigenas, antibacterianas,

antiinflamatorias y antidiabéticas.

(4) Falta de informacion sobre el estudio correspondiente en animales sobre su actividad
anticancerigena, antibacteriana, actividades antiinflamatorias y antidiabéticas a nivel

molecular.

Los estudios que puedan venir centrados en los problemas mencionados anteriormente podrian
ayudar a dilucidar y comprender ain mas el uso potencial de las nanoparticulas de ZnO en los
campos terapéuticos y de diagnéstico biomédico. Los nanomateriales pueden promover
drasticamente el desarrollo de la medicina y es de esperar que las nanoparticulas de ZnO hagan

contribuciones muy interesantes en estos campos en los afios siguientes.
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