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Editorial

El infinito interés por el conocimiento es una cualidad innata
del ser humano, a través de la historia hemos prestado especial
atencioén al estudio de sustancias que pueden ser Utiles para
aliviar la expresion clinica de las enfermedades.

En Meéxico, este interés es ancestral, las propiedades
farmacoldgicas de plantas medicinales utilizadas en tiempos
prehispanicosy descritas en el “Libellus de medicinalibus indorum
herbis” siguen creando lineas de investigacion aun en nuestros
dias.

El estudio de la Farmacologia en nuestra maxima casa de
estudios tiene su origen a principios de 1900 de la mano de
los doctores Ignacio Chavez, Ramoén Pérez-Cirera y Francisco
Fernandez del Castillo en la Escuela Nacional de Medicina,
antecesora de nuestra actual Facultad de Medicina.

Destacados académicos han forjado al Departamento
de Farmacologia, el Dr. Efrain Pardo Codina, mentor de
farmacologos excepcionales como Horacio Vidrio Loépez,
Enrique Hong, Rodolfo Rodriguez Carranza, Efrain Campos y
José Antonio Rojas Ramirez. El Dr. Juan José Mandoki Weitzner
mentor de los doctores Juan Molina, Alejandro Jiménez, Marco
Velasco. Profesoras e investigadoras destacadas como las
doctoras Consuelo lzazola, Cristina Lemini, Dolores Ramirez y
Yolanda Marin. Mdltiples generaciones han sido formadas en
las aulas de nuestra Facultad de lamano de nuestros profesores.

Esta revista es el espacio natural para mostrar los avances en
Farmacologia, asi como para dar reconocimiento a quienes lo
han hecho posible.

Este nimero habla de adelantos interesantes en nuestra materia,

la Nanotecnologia y la Farmacologia tratando de encontrar lo
qgue hemos buscado desde el principio, la salud.

Omar F. Carrasco
Editor
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Encapsulacion de la asparaginasa
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Resumen

La encapsulacion de farmacos en nanoaca-
rreadores es una prometedora técnica para
mejorar la farmacocinética y farmacodina-
mia de enzimas con fines terapéuticos. En-
tre los diversos acarreadores se destacan el
uso de particulas pseudovirales (VLPs) por
su capacidad intrinseca de autoensamblaje,
biodegradabilidad, biocompatibilidad, facil
modificacion y escalabilidad. Se presentan
los resultados que hemos obtenido en la
encapsulaciéon de la asparaginasa (ASNa-
sa), una enzima ampliamente utilizada en el
tratamiento de la leucemia linfocitica agua
(LLA), en VLPs del bacteriéfago P22y del Vi-
rus del Mosaico del Bromo (BMV). Con esta
tecnologia se espera sea posible disminuir

las reacciones alérgicas asociadas al uso
de la ASNasa, mejorar su estabilidad y pro-
longar su tiempo de vida media y en ultima
instancia, ofrecer una formulaciéon novedo-
sa que prometa un mejor prondéstico a los
pacientes con LLA.

Palabras clave:
Particulas pseudovirales, Asparaginasa,

Leucemia Linfocitica Aguda, Bacteri6fago
P22, Virus del Mosaico del Bromo.
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Introduccion

La leucemia linfocitica aguda (LLA) es
una proliferacion maligna que se produce
cuando los glébulos blancos primitivos
de origen linfoide se reproducen en
la médula ésea, la sangre y los sitios
extramedulares de manera descontrolada

sin convertirse en linfocitos B y T maduros.

La LLA es el principal cancer infantil en
pacientes menores de 14 afios. En 2020
se diagnosticaron 6,955 casos nuevos de
leucemia en México y se le considera uno
de los 10 canceres con mayor incidencia y
mortalidad (1).

El tratamiento convencional comprende
tres fases: 1) fase de inducciéon a la
remision (IR), 2) fase de consolidacién y 3)
fase de mantenimiento. La fase IR se define
como aquella donde existe una presencia
de menos del 5% de blastos en médula
Osea, y donde se busca la restauracion de
la hematopoyesis normal mediante una
quimioterapia combinada. En los esquemas
infantiles, la asparaginasa (ASNasa) es un

farmaco fundamental durante la fase IR.

La administracién por 26 a 30 semanas de
ASNasa mejora la tasa de remision en mas
del 90% (2). Sin embargo, en México se
tiene una de las frecuencias de mortalidad
durante la IR mas elevadas del mundo e
incluso si se compara con otros paises en
vias de desarrollo, probablemente debido
al abandono del tratamiento con ASNasa
asociado a los severos efectos secundarios
y la falta de alternativas en el mercado
mexicano (3).

La ASNasa (EC 3.5.1.1) es una enzima
homotetramérica que cataliza la hidrolisis
de asparagina (Asn) en aspartato (Asp) y
amonio. El mecanismo de accidn consiste
en reducir la concentracion de Asn
disponible paralas células,dondelas células
leucémicas son especialmente sensibles

a esta disminucién en la concentracion
dados los bajos niveles de expresion de la
asparagina sintetasa, lo que conduce a su
muerte por apoptosis (4).

Entre los principales inconvenientes del uso
de la ASNasa se encuentran las reacciones
alérgicas asociadas a los 7-8 sitios de
reconocimiento en la superficie de la enzima.
Las reacciones de hipersensibilidad pueden
ocurrir en el 30% a 75% de los pacientes
y mas del 70% desarrollan anticuerpos al
sitio activo de la enzima, lo que conduce
a la inactivacion silenciosa del farmaco.
Otros inconvenientes del uso de la ASNasa
son los cortos tiempos de vida media en
sangre, su rapida eliminacion por el sistema
reticuloendotelial, asi como los efectos
secundarios relacionados a la acumulacion
de amonio y la actividad de glutaminasa (5).

Para superar estas limitaciones se han

propuesto nuevas formulaciones de
ASNasa con propiedades mejoradas
(eficacia, seguridad, tolerabilidad,

estabilidad o dosificacién) comparadas con
el farmaco original. Estas formulaciones
reciben el nombre de “biobetters”. Hoy
en dia los biobetters son un excelente
mercado en constante crecimiento, ya
que son preparaciones patentables con
un considerable menor tiempo y costo de
desarrollo comparado con el biofarmaco
de referencia. El biofarmaco de referencia
de la ASNasa es aquel derivado de E. coli
y comercializado como Elspar® desde
1978. Posteriormente, solo dos biobetters
de ASNasa han sido lanzados al mercado.
El primero una versiéon funcionalizada
con polietilenglicol (PEG), Oncaspar®,
aprobada en 1994 que ha resultado
muy exitosa por tener una efectividad
comparable al biofarmaco de referencia y
menor inmunogenicidad. Sin embargo, se
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ha reportado la formacién de anticuerpos
antiPEG que conducen a la inactivacién
silenciosa. El segundo, una ASNasa de
Erwinia chrysanthemi (Erwinase®) en
2011, que también exhibe una menor
inmunogenicidad, aunque éste no se vende
en México, y su costo es muy elevado (6).

Una estrategia que recientemente ha
cobrado atencion para mejorar las
propiedades de diversos biofarmacos
basados en enzimas, ha sido la nano- y
micro- encapsulacion, ya que la capsula
protege a la molécula cargo de la accién de
proteasas del medio, incrementa el tiempo
de vida media in vivo y en algunos casos,
reduce su inmunogenicidad (7).

Se han utilizado diversas nano- y micro-
capsulas, cada una con ventajas y limitantes.
La capsula ideal debera ser biocompatible,
escalable, no inmunogénica, estable, de bajo
costo, ademas debe permitir la dinamica
enzimatica y permitir la difusién del sustrato
a través de la membrana de la capsula.
Entre las nano- y micro- capsulas que se
han estudiado destacan los liposomas
(8); biopolimeros (9); polimerosomas (10);
nanoparticulas magnéticas (11); vesiculas
polidnicas (12); eritrocitos (13); nanoesferas
huecas (14); y mds recientemente particulas
pseudovirales (VLPs) (15).

Las VLPs son estructuras de multiproteinas
gue mimetizan la arquitectura de los virus,
pero al carecer de material genético éstas
no pueden replicarse dentro de las células.
A diferencia de otras nanoparticulas, las
VLPs pueden ser tanto quimica como
genéticamente modificadas para desplegar
antigenos en su superficie y ser usadas
como vacunas. Asimismo, también pueden
ser cargadas con farmacos, material
genético o enzimas (16). A continuacion,
se presentaran los avances que hemos
conseguido en nuestro grupo de trabajo con

el primer encapsulamiento reportado de
la ASNasa en VLPs. Ademas, se discutiran
las propiedades cinéticas, estabilidad vy
actividad antineoplasica de esta novedosa
formulacién de nanorreactores con actividad
de ASNasa.

Resultados

Nuestro grupo de trabajo recientemente
ha reportado la primera encapsulacion
de ASNasa en VLPs. La encapsulacion
genéticamente dirigida, se llevd a cabo
mediante una doble transformacion de
E. coli (BL21 DE3/pLysS) con un plasmido
que contiene la secuencia codificante
para la ASNasa fusionada a la proteina
de andamiaje (sp) (ASNasa-sp) y otro
plasmido que contiene la secuencia de la
proteina de capa del bacteriéfago P22 (CP).
Mediante una sobreexpresién diferencial
de la ASNasa-sp seguida por la CP, se
llevd a cabo el autoensamblaje in vivo
de los nanorreactores ASNasa-P22 (Fig.
1a). Una micrografia electrénica de los
nanorreactores ASNasa-P22 se muestra en
la Fig. 1b. Se caracterizaron los parametros
cinéticos de la enzima encapsulada y
se observd que el valor de la constante
aparente de Michaelis-Menten (Km) fue
15 veces mayor respecto a la enzima libre.
Esta diferencia indica que la afinidad por
el sustrato de la enzima encapsulada
disminuye probablemente debido a las
limitaciones en la difusion del sustrato a
través de las VLPs. Es importante destacar
que la ASNasa encapsulada fue estable,
mantuvo el 80% de su actividad hasta
por 24 h a 37° C, independientemente de
la presencia de 20% de suero sanguineo
humano (Fig. 1c). Ademds, se demostrd
que los nanorreactores ASNasa-P22 fueron
toxicos para las lineas celulares leucémicas
MOLT-4 y Reh de manera directamente
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proporcional a la concentracién usada (Fig. 1d). Por lo anterior se demostré por primera
vez que es posible encapsular ASNasa en VLPs, manteniendo su actividad antineoplasica y
estabilidad en éptimas condiciones (15).
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Fig. 1. Produccién y caracterizacion de los nanobiorreactores ASNasa-P22. a) Esquema de la
encapsulacion genéticamente dirigida de la ASNasa en VLPs del bacteriéfago P22. b) Micrografia
electronica de transmision de los nanobiorreactores ASNasa-P22. ¢) Andlisis de la estabilidad de
ASNasa-P22 incubada a 37° C en presencia de 20% v/v de suero sanguineo humano. Negro, 0 h; azul,
24 h; y rojo, 48 h. d) Analisis de la citotoxicidad de ASNasa-P22 hacia las lineas celulares humanas
de leucemia linfocitica aguda MOLT-4 y Reh (n = 3). Las barras de error representan la desviacion
estandar. Las significaciones estadisticas se calcularon mediante un método bidireccional de analisis
de varianza (ANOVA), seguido de una prueba de Tukey. (*) p<0.05, (**) p<0.01. Modificado de (Diaz-
Barriga C., et al., 2021).

No obstante, este sistema posee un
inconvenientequeeslaaltainmunogenicidad

asociada a las VLPs del bacteriéfago P22.

Para disminuir la respuesta inmune hacia
las VLPs, éstas han sido funcionalizadas en
su superficie con moléculas, siendo una de
las mas eficaces el PEG. Sin embargo, se
ha observado que pacientes a los que se

les ha administrado ASNasa funcionalizada
con PEG, 13% presentaron alergias y 6-8%
desarrollaron anticuerpos antiPEG lo que
conduce a una inactivacion silenciosa y
abatimiento del efecto del biofarmaco (17).

Un tipo de VLPs que resulta promisorio
como una nano capsula no inmunogénica
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Fuerzaiénica

hacia mamiferos, son aquellas basadas en
virus de plantas. Un ejemplo de ello son las
VLPs derivadas del BMV bajo la hipdtesis
de que estos pasaran desapercibidos para
el sistema inmune (datos no publicados).
Recientemente, se ha demostrado que VLPs
basadas en BMV no activan macréfagos
in vitro, lo cual sugiere que las VLPs de
BMV podrian ser menos inmunogénicas
y aplicarse  potencialmente  como
nanoacarreadores no inmunogénicos que
abatan la inmunogenicidad intrinseca de la
ASNasa (18).

En nuestro grupo de trabajo estamos
explorando esta hipotesis y hemos logrado
la encapsulacion de la ASNasa también
en BMV. El virus BMV pertenece al género
de los bromovirus que infecta las plantas
de cebada (Hordeum wvulgare). BMV tiene
un diametro exterior de 28 nm y peso
molecular de 4.6x10% kDa. Esta constituido
por una capside icosaédrica formada por
180 proteinas idénticas que forman 12
pentdmeros y 20 hexdmeros (19).

B Capsides huecas
y RNA libre

J

Virus ensamblado Didlisis 24 h, 4° C
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L | |
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Fig. 2c Fig. 2b

(Buffer de desensamble

(Buffer de ensamble bajo

En el laboratorio, el virus BMV se obtuvo
y purificé segun lo reportado (18). BMV
posee la capacidad de autoensamblarse
dependiendo de las condiciones de pH
y fuerza idnica como se muestra en el
diagrama de fases de la Fig. 2a. A baja
fuerza ibénica las proteinas del BMV se
autoensamblan. A elevadas fuerzas ionicas
y pH menores a 6.5 el virus se dilata y
libera su material genético. A pH mayor de
6.5 y elevada fuerza iénica la capside se
desensambla por completo en monémeros
y oligbmeros.

Esta propiedad de  autoensamble
electrostaticamente regulado puede
aprovecharse para el encapsulamiento de
cargosdeinterésenelinteriordelascapsides
virales como la ASNasa. El procedimiento
para el desensamble de virus BMV y su
posterior reensamble en VLPs cargadas
con ASNasa se muestra en la Fig. 2b. A la
ASNasa encapsidada en VLPs de BMV les
hemos denominado nanobiorreactores
ASNasa-BMV y se muestran en la Fig. 2c.

Recuperacion de fracciones
(Am>0.1 yA >1.5)

280/260

v

. -
Didlisis 12 h, 4° C

(Buffer de proteinas alto
en Na*, pH7.2)

Mezcla
CP-ASNasa
(Relacion
motor 7:1)

A

|
g

Didlisis 12 h, 4° C
(Buffer de ensamble bajo
enNa‘,pH7.2)

4_

. =
Didlisis 6 h, 4° C
(Buffer de suspension de
virus base acetatos, pH 4.5)

Fig. 2. Proceso de encapsulacion de la ASNasa en VLPs del BMV. a) Diagrama de fases para el ensamble
y desensamble de BMV. (Modificado de 20). b) Encapsulacion de ASNasa en VLPs de BMV. ¢) Micrografia
electrénica de transmision de los nanobiorreactores ASNasa-BMV. (Resultados no publicados).
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Se caracterizaron las propiedades cinéticas
de los nanobiorreactores ASNasa-BMV
encontrandose que la constante aparente
de Michaelis-Menten (Km) es 1.7 veces
mayor y la velocidad maxima (Vmax) 0.46
veces menor en el caso de la ASNasa
encapsulada con respecto a la enzima libre.
Esta diferencia podria indicar que la enzima
encapsulada tiene una menor afinidad por
el sustrato probablemente debido a que la
capside viral provoca una limitacién en la
difusiondela Asn, lo cual reduce lavelocidad
de la reaccién (datos no mostrados).

Posteriormente se evalud la citotoxicidad
de los nanobiorreactores ASNasa-BMV
hacia las lineas celulares leucémicas de
linfoblastos humanos T (MOLT-4) (sensible a
ASNasa) y células de linfoblastos humanos
(Reh) (tolerantes a ASNasa) y se comparé
su efecto con la enzima libre comercial.
De acuerdo con nuestros resultados, los
nanobiorreactoresASNasa-BMVylaASNasa
libre tuvieron una toxicidad comparable en
ambas lineas celulares, siendo ligeramente
mayor en la linea sensible que en la
tolerante, como se esperaba. A las 24 h
post tratamiento, ambas lineas expuestas
a ASNasa libre o encapsulada disminuyeron
su viablidad 10%, mientras que a las 132 h
MOLT-4 disminuy6 60% su viabilidad inicial y
Reh 50% (datos no publicados).

Los resultados obtenidos en cultivos
celulares abren la puerta para explorar
la respuesta inmune hacia la ASNasa
encapsulada en VLPs de BMV comparada
con la enzima libre. Para ello estamos
actualmente evaluando los niveles de
anticuerpos tipo IgM (respuesta inmediata)
e IgG (respuesta tardia) en ratones retados
con nuestras formulaciones. Estos
experimentos se estan realizando en
colaboracién con la Dra. Laura A. Palomares,
investigadora del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM, bajo los criterios del comité
de bioética de dicho instituto segun lo
establecido por la NOM-062-Z00-1999.

Conclusiones

Las formulaciones disponibles actualmente
de ASNasa en el mercado generan
frecuentemente  reacciones  alérgicas
severas en los pacientes, lo que propicia el
abandono del tratamiento e impide alcanzar
la remision de la LLA; por otro lado, no se
venden en México y/o los costos pueden
ser muy elevados. La falta de formulaciones
alternativas clinica y econdmicamente
viables en el mercado mexicano es un reto
para la salud publica. De ahi la necesidad
de ser autosuficientes en la produccion de
farmacos mexicanos que sean efectivos
y accesibles para nuestra poblacion. La
nano- y micro- encapsulacion de enzimas
recientemente ha cobrado gran relevancia
al conferir resistencia a protedlisis e
incrementar el tiempo de vida media de
las enzimas cargo en suero sanguineo.
Nuestro grupo de trabajo es pionero
en la encapsulacion de la ASNasa en
VLPs del bacteriéfago P22 y BMV. Estas
novedosas formulaciones se encuentran
actualmente en ensayos preclinicos con
ratones para determinar de manera rigurosa
su inmunogenicidad y bioseguridad.
Esperamos que nuestros resultados sirvan
de base para futuros ensayos clinicos, y
en Ultima instancia fructifiguen en una
tecnologia mexicana para el beneficio
social.
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Produccion de nanoparticulas

metalicas mediante el uso de los

hongos: una alternativa contra
microorganismos patogenos

Ernestina Castro-Longoria’

Resumen

Las nanoparticulas metalicas (NPs) como
las de plata, oro, cobre y otros metales han
demostrado ser efectivas contra microorga-
nismos que presentan multirresistencia a
los antibidticos convencionales. Es por ello
qgue actualmente se investiga el uso de ma-
teriales biolégicos como agentes reducto-
res para la produccion de NPs, como una al-
ternativa eco-amigable. Diversos materiales
biol6gicos como bacterias, hongos, plantas,
algas, etc., han sido utilizados para sinteti-
zar NPs metalicas. No obstante, los hongos
son microorganismos que presentan mayor
ventaja sobre otros sistemas bioldgicos ya
que poseen una alta tasa de crecimiento, re-
quieren de nutrientes simples y son de facil
manejo en el laboratorio. Hasta el momento
hemos llevado a cabo con éxito la produc-
cion de NPs de diversos metales utilizando

especies de hongos no patégenos. En parti-
cular las NPs de plata y cobre poseen exce-
lentes propiedades antimicrobianas y una
de las principales ventajas es que presen-
tan baja toxicidad en lineas celulares de ma-
miferos. En esta nota se resume el trabajo
realizado hasta el momento y se espera que
en un corto plazo se lleven a cabo los en-
sayos de laboratorio in vivo, para demostrar
su eficacia y asi poder presentarlos como
una alternativa para los casos dénde las in-
fecciones microbianas no respondan a los
antibidticos convencionales.

Palabras clave:

Nanoparticulas, biosintesis, antimicrobianos.

1 Investigador Titular D. Departamento de Microbiologia. Centro de Investigacién Cientifica y de Educacién
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Introduccion

Desde tiempos antiguos se conocen las
propiedades antimicrobianas de la plata,
y en las ultimas décadas el uso de plata
nanomeétrica y otros nanometales se han
presentado como una alternativa para el
manejo de la resistencia microbiana a los
antibidticos convencionales.

Las nanoparticulas (NPs) metélicas pueden
producirse mediante métodos fisicos y
quimicos, los cuales involucran una gran
cantidad de energia y el uso de algunos
quimicos potencialmente téxicos. Es por
ello que una gran variedad de agentes
biolégicos se han propuesto para producir
NPs (Quester et al., 2013). Dentro de los
materiales biolégicos que se han utilizado,
los hongos han sido identificados como una
excelente alternativa, eco-amigable, para
la produccién de NPs de diversos metales
(Castro-Longoria, 2016). Los hongos
son microorganismos degradadores de
materia organica, por lo tanto tienen el
potencial de secretar una gran cantidad de
enzimas y metabolitos secundarios. Tanto
los componentes intracelulares como los
compuestos secretados al medio, pueden
utilizarse para la formacion y estabilizacion
de las NPs.

Para llevar a cabo la biosintesis de NPs
metdlicas se han utilizado con éxito
diferentes protocolos, como el uso de la
biomasa fungica, el filtrado libre de células,
el extracto de hongos y el sobrenadante
de cultivos liquidos. El uso de extractos y
sobrenadantes resulta ventajoso ya que
no se tiene que resolver el problema de la
extraccion de las NPs de la biomasa del
hongo (Castro-Longoria, 2016).

La biosintesis de NPs mediante el uso
de hongos representa una alternativa
econdémica, eco-amigable y biocompatible
que potencia la aplicacion de las NPs
obtenidas en biomedicina, ya que diversos
estudios han reportado que las NPs de
algunos metales poseen excelente actividad
antimicrobiana contra bacterias hongos
y virus, incluso contra microorganismos
multirresistentes ~ (Castro-Longoria et
al., 2017). Ademads, algunas especies de
hongos secretan moléculas con actividad
antimicrobiana y se ha demostrado que
las NPs obtenidas son aun mas efectivas
para inhibir microorganismos patogenos.
Un aspecto fundamental para sugerir su
uso en la clinica, es realizar estudios de
citotoxicidad para comprobar que las NPs
obtenidas no posean alta toxicidad en
células de mamiferos, asi como realizar los
ensayos de laboratorio in vivo.

Nuestro grupo de investigacion busca
obtener NPs biocompatibles que puedan
ser utilizadas como  microbicidas.
Resultados recientes utilizando especies
de hongos no patégenos para la produccion
de NPs de plata han demostrado una alta
efectividad para la inhibicién de bacterias
Gram-positivas 'y Gram-negativas, a
concentraciones menores 0 iguales
a 10 pg/ml. Cabe sefalar que las NPs
obtenidas conservan sus propiedades
antibacterianas aun después de un afio de
estar almacenadas a temperatura ambiente,
lo cual es importante para un uso exitoso.
Ademas, los ensayos de citotoxicidad en
fibroblastos mostraron baja citotoxicidad,
por lo que podrian tener uso potencial en
la clinica. Queda por realizar la evaluacién
en modelos in vivo para demostrar su
efectividad y determinar su efecto a nivel
sistémico.
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Biosintesis de NPs metalicas mediante el
uso de los hongos

La biosintesis de NPs metalicas utilizando
hongos fue reportada por primera vez
en el 2001. A partir de entonces, una
cantidad creciente de especies de hongos
se han utilizado y reportado como una
alternativa mds limpia para la produccion
de NPs (Castro-Longoria, 2016). La lista
de especies de hongos reportada para
la produccion de NPs va en aumento
y algunos estudios han incluido el uso
potencial de las NPs obtenidas. Tal es el
caso de las NPs de plata, cobre, oro y zinc,
que se han propuesto para ser utilizadas
como agentes antimicrobianos. En el caso
de las NPs de oro, estas también podrian
tener uso potencial para tratamientos
contra el cancer. Incluso, algunas formas
y tamafos de NPs de oro biosintetizadas
con el extracto del hongo Neurospora crassa
(Figura 1A) se han propuesto para uso
potencial en la deteccion de moléculas
mediante espectroscopia Raman reforzada
por efectos de superficie (SERS) (Quester et
al.,, 2013).

Como se menciond previamente, el uso
de hongos no patdgenos es una excelente
alternativa para la sintesis de NPs, sobre
todo si se busca una aplicaciéon médica. En
nuestro grupo de trabajo se han utilizado

mayormente hongos considerados seguros
para el humano. En los primeros trabajos
de investigacién se utilizé la biomasa del
hongo N. crassa para la produccion de NPs
de plata, oro, bimétalicas de oro y plata
(Castro-Longoria et al, 2011) y platino
(Castro-Longoria et al., 2012). Esta especie
de hongo es utilizada como organismo
modelo para diversos estudios de Biologia
celular y molecular y es considerada no
patoégena para plantas, animales y humanos.
En estudios subsecuentes se han utilizado
los extractos y/o sobrenadantes de cultivos
liquidos (Quester et al., 2013, 2016).

Actualmente se estan utilizando los hongos
Lentinus y Ganoderma para la biosintesis de
NPs de plata y cobre (Figura 1B-C). Estas
especies de hongos son comestibles
y se han utilizado tradicionalmente en
paises asiaticos ya que se les atribuyen
propiedades medicinales. También se
esta trabajando con especies del hongo
Trichoderma, estos hongos son utilizados
como bioremediadores en cultivos agricolas
y en general se consideran seguros. Sin
embargo, como medida precautoria los
extractos y sobrenadantes de cultivos
liquidos utilizados para la sintesis, son ultra-
centrifugados para eliminar la biomasa.
Posteriormente son filtrados con filtros de
0.22 pym de tamafio de poro para eliminar
todo resto de biomasa que pudiera contener
el liquido en donde se cultiva el hongo.
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Figura 1. Micrografias de nanoparticulas metadlicas sintetizadas mediante extractos de hongos 'y
analizadas bajo microscopia electrénica de transmision. (A) nanoparticulas de oro, (B) platay (C)
cobre. En los recuadros se muestran las suspensiones de cada tipo de nanoparticula.

Aplicacion de nanoparticulas metalicas
contra microorganismos patégenos

Las NPs metalicas tienen un gran potencial
como agentes antimicrobianos. En
particular, las de plata han sido evaluadas
para la inhibicién de hongos y bacterias y
se han reportado excelentes resultados. En
el mercado se pueden encontrar productos
impregnados de plata coloidal y con NPs
de plata, incluidos Acticoat®, Aquacel® Ag,
Contreet®, Actisorb® Silver 220, Urgotul
SSD® y Avance® entre otros (Dowsett,
2004). Estos productos se utilizan para
tratar infecciones en heridas quirurgicas,
quemaduras y heridas crénicas como
Ulceras en las piernas (Lansdown, 2004), sin
embargo hasta donde tengo conocimiento,
la aplicacion directa de soluciones de plata
todavia no se realiza. Lo que si es claro
es que la cantidad de plata en tamafios
nanométricos es mucho menor que la
plata coloidal, la cual incluso se vende para
consumo directo. Sin embargo hacen falta
estudios para determinar si la aplicacion
tépica es segura. Aunque el uso en pacientes
solo seria recomendable para aquellos que
presenten infecciones cutaneas que no

respondanalosantibiéticos convencionales.

El mecanismo de accion de las NPs de
plata contra los microorganismos incluye
la generacién de especies reactivas de
oxigeno, dafio en pared y membrana celular
y dafio en el ADN. En Candida albicans
se determind que las NPs de plata se
adhieren a la pared celular liberando iones
que al internalizarse forman pequefias
NPs, las cuales terminan destruyendo el
material intracelular causando la muerte

del hongo (Vazquez-Mufioz, et al., 2014).

En otro estudio se evalué la capacidad
antimicrobiana de wun irrigante dental

modificado con NPs de plata contra C.

albicans'y Staphylococcus aureus y se encontro
que fue capaz de inhibir el crecimiento tanto
de células plancténicas como biopeliculas
(Martinez-Andrade et al., 2018). Las NPs de
plata se observaron cubriendo la superficie
de pseudo-hifas de C. Albicans (Figura 2A)
asi como la forma levaduriforme (Figura
2 B). En el caso de S. aureus, las células
también se encontraron con NPs adheridas

en gran parte de la superficie (Figura 2C-D).

Los resultados obtenidos demuestran que
las NPs metdlicas tienen un alto potencial
para su uso en la clinica.

Revista Farmacologia

15




Mediante el desarrollo de métodos eco-
amigables para la produccion de NPs
metalicas se ha logrado la sintesis de
particulas de tamafnos pequefios, con un
rango de tamafos de 1-60 nm (Figura 1B-
C). Numerosos articulos cientificos han
reportado que este rango de tamano es
Optimo para la inhibicién de bacterias
patégenas. Se ha reportado que las NPs
de plata de tamafios iguales o menores a
10 nm son muy eficientes para la inhibicién
de patogenos porque cubren una mayor
superficie del microorganismo, ademas que
liberan una mayor cantidad de iones (Ag"),
los cuales son microbicidas incluso a bajas
concentraciones. Esto fue corroborado
con NPs de plata obtenidas mediante el
hongo N. crassa. Se evaluaron las NPs para
determinar su capacidad antifungica contra
tres especies del hongo patégeno Candida.
Se obtuvieron mejores resultados con NPs
de 1-10 nm de diametro y la concentracion
minima inhibitoria (CMI) obtenida fue de 20
ug/mL para C. albicans, C. parapsilopsis y C.
glabrata (Quester, 2014).

Las NPs de plata obtenidas mediante el uso
de los hongos Ganodermay Lentinus también
sondetamanopequefio,conunrangode1-20

Figura 2. Micrografias de
microscopia electronica de
barrido de microorganismos
expuestos a nanoparticulas
de plata. (A-B) biopelicula

de Candida albicans, (C-D)
biopelicula de Staphylococcus
aureus. En (B) y (D) se
muestra una amplificacion
en la que se observa a

la mayoria de las células
cubiertas por nanoparticulas.
Las flechas indican algunas
de las células completamente
cubiertas por nanoparticulas
de plata.

nm y mostraron excelente inhibicion contra
las bacterias Escherichia coli, Pseudomonas
aeuroginosa y S. aureus. La concentracion
minima inhibitoria (CMI) fue menor o igual a
10 pg/ml para estas bacterias. Los ensayos
de citotoxicidad con fibroblastos mostraron
que a las concentraciones necesarias para
la inhibicion de las bacterias la toxicidad fue
baja. Adicionalmente, las NPs se evaluaron
después de mas de un afio de haber sido
sintetizadas y almacenadas a temperatura
ambiente y se observd que conservan
sus propiedades antimicrobianas. Estos
resultados demuestran que las NPs
obtenidas son estables y no pierden
efectividad con el paso del tiempo. Sin
embargo, como se menciond previamente
es necesaria su evaluacion en modelos
in vivo para poder proponerse como una
alternativaencasosdeinfecciones cutaneas
en donde los patégenos no respondan ante
los antibiéticos convencionales.
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Importancia del tamano
del diametro de nanoparticulas
de oxidos metalicos en respuestas

celulares de adipocitos

Jesus Daniel Vazquez-Guevara'? y Karla Oyuky Juarez Moreno "3

Resumen

La nanotecnologia ofrece nuevos desafios
y enfoques para la creacion, aplicacion y
evaluacion de los nanomateriales tomando
ventaja de las propiedades unicas de las
estructuras en la nanoescala (1 a 100
nm). Es por ello, que surge la necesidad
de optimizar la dimension, morfologia y
quimica superficial de las nanoparticulas
(NPs), permitiendo que sus caracteristicas
se adapten a las diferentes aplicaciones
biomédicas. Por lo anterior, revisamos los
efectos del tamafo de uno de los tipos
de nanomateriales mas utilizados en la
industria y la biomedicina, y su importancia
comercial: las nanoparticulas de oxidos
metdlicos (NPs-OM). En este trabajo se
presenta una revision sistematica sobre la
comparacion de los efectos toxicolégicos
de los diametros de las NPs-OM en

diferentes modelos celulares expuestos
a concentraciones de NPs-OM y periodos
variables. Los resultados sugieren que
existe bioacumulacion de las NPs-OM en
el tejido adiposo, asi como citotoxicidad
y alteraciones en la capacidad de
diferenciacién de preadipocitos (3T3-L1) a
adipocitos maduros, también se reportan
cambios en los mecanismos moleculares
asociados al metabolismo de lipidos y las
principales funciones celulares asociadas a
los adipocitos.

Palabras clave:

Nanoparticulas de 6xidos metalicos, adipo-
citos, preadipocitos, 3T3-L1, nanotoxicologia.
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Introduccion

Las aplicaciones de los nanomateriales
(NMs), dependen de sus propiedades
fisicoquimicas y sus actividades bioldgicas,
sin embargo, éstas no siempre son bien
identificadas, por lo que se requiere de una
amplia evaluacion toxicolégica en modelos
in vitro e in vivo para brindar evidencias
que soporten la seguridad de su uso. Esto
permitira realizar una valoracion de los
riesgos derivados de las exposiciones
que surjan durante su fabricacion, uso,
comercializacion y desecho.

Las NPs metdlicas y las que contienen
oxidos metalicos, son las que mas se
utilizan en diversos procesos industriales
y se encuentran en productos de uso
personal como los cosméticos y los
alimentos. El uso de productos que
contienen este tipo de NPs-OM, hace que
se puedan internalizar y bioacumular en
distintos érganos como en tejido adiposo,
interfiriendo con el metabolismo celular
debido a su tamafio, composicion quimica,
morfologia, propiedades fisicoquimicas, y
alta reactividad catalitica en la nanointerfaz.

Ademasdeotrostiposdetejidos,lasNPs-OM
pueden bioacumularse en el tejido adiposo,

-
Vel bylimmr) il "":d““'"'-'”“ Ui
B IFMND LY
Reaquissly dl cambi
=" TV T O Expresne miiFiA
e
.L 0 'l "
il e LR, ] (L e ([N E
. DL e, —_

un tejido conjuntivo especializado en donde
predominan las células conectivas llamadas
adipocitos que almacenan energia en forma
de triacilglicéridos (TAG) y pre-adipocitos,
células de las etapas tempranas, que
contienen marcadores como lipoproteinas
y lipasas y aun no acumulan TAG.

Y aunque existen reportes previos de la
bioacumulacion de las NPs-OM en otros
tipos de tejidos, pocas investigaciones
reportan los efectos de la bioacumulacién
de este tipo de nanomateriales y el papel
del tamano de las NPs-OM. Por lo tanto, en
esta revision se compararan las respuestas
celulares y moleculares de pre-adipocitos
expuestos por diferentes tiempos a NPs-
OM de diferente tamafo y composicion. Es
de particular interés conocer los efectos
que las NPs tienen en la citotoxicidad
y la capacidad de diferenciacion de los
preadipocitos asi como determinar cual es
el efecto en los mecanismos moleculares
asociados al metabolismo de lipidos y las
principales funciones celulares asociadas
a los adipocitos que han sido expuestos
de forma aguda, subcrénica y crénica a las
NPs-OM (Figura 1).

T Figura 1. Evaluacién

de las respuestas
celularesy

TTrmtvre |t
moleculares de los

-

L "

- preadipocitos 3T3-L1

IS anETica expuestos a NPs-OM.
#' Figura generada en
Biorender.com
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Metodologia

Para la elaboracién de esta revision sistematica se siguié la metodologia descrita en la

Figura 2.
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Figura 2. Metodologia general de busqueda en literatura especializada.
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Resultados

Los resultados de la busqueda bibliografica
sobre los efectos de las NPs-OM en
preadipocitos y adipocitos se presentan a
continuacion, los datos estan ordenados
con base a los efectos asociados al tamafno
de las NPs-OM.

Respuestas celulares de los adipocitos
expuestos a NPs-OM menores de 20 nm

Kobyliak et al (1) han investigado las
propiedades antiinflamatorias de
nanoparticulas de diéxido de cerio (CeO,)
a concentraciones de 2.9 mL/kg y con
tamafios aproximados a 5 nm durante 10
dias en modelos de tejido higado graso
no alcohdlico (NAFLD) de ratas asociado
con la obesidad. Se reportaron efectos
antiobesidad del CeO,, asi como un cambio
una reduccion del contenido de citocinas
proinflamatorias (IL-1b, IL-12Bp40) en el
suero de rata y el restablecimeinto de los
niveles fisiolégicos normales de citocinas
antiinflamatorias (IL-4, IL-10, TGF-b). En
comparacion, Rocca et al (2) utilizd las
NPs de CeO, in vitro e in vivo COMO una
nueva formulacién farmacéutica contra la
obesidad. Se reportd que la administracion
intraperitoneal a concentraciones de 0.5
mg/kg de las CeO, (5-80 nm) durante 10
dias, interferian con la via adipogénica
al reducir la transcripcién del ARNm de
genes implicados en la adipogénesis, y

dificultando la acumulacion de triglicéridos.

La administracion intraperitonal de las
NPs no tuvo efectos téxicos, pero provocéd
una reduccién significativa del aumento
de peso y una disminucién de los niveles
plasmaticos de insulina, leptina, glucosa y
triglicéridos en comparacion con el grupo
de control.

Biswas et al (3) fabricaron nanohibridos (NH)
de 6xido de zinc (Zn0) y polifenol de 8 nm de

tamanio, las cuales exhibieron propiedades
antioxidantes al ejercer una excelente
actividad de eliminacién de radicales libres
y niveles bajos en la generacion de especies
de oxigeno altamente reactivas (ROS,
por sus siglas en inglés) en adipocitos
3T3-L1T a concentraciones entre 0-100
pg/mL. Ademads, el estudio demostro
que el nanohibrido tenia una actividad
citoprotectora sobre el estrés oxidativo
inducido por H,0, lo que indica una
posible actividad terapéutica potencial del
nanohibrido sintetizado de ZnO-Polifenol.

Por otro lado, Ali et al (4) evalu6 el efecto
antidiabético a 30 dias de nanoparticulas
de 6xido de hierro (Fe,0,) con un tamafio
de 11.2 nm y concentraciones de 55 mg/
kg en ratas con diabetes tipo 2, y compard
su efecto con tratamientos farmacoldgicos
convencionales como la metformina.
Interesantamente, se encontré que
las NPs de Fe,0, tenian actividades
antiglicémica debido a su efecto sobre
el contenido del coactivador 1-alfa del
receptor gamma activado por el proliferador
de peroxisoma hepatico. Ademas, se
midieron niveles significativamente mas
altos de adiponectina y una disminucion
significativa de la proteina de unién al retinol
4, en comparacion con las ratas diabéticas
no tratadas. Por ultimo, los resultados
demostraron que las NPs de Fe O, inducian
dislipidemia de una manera dependiente de
ladosisyenungrado similaralametformina
o incluso mejor.

Marinozzi et al (5) han demostrado que
las Fe,0, NPs con un tamafio aproximado
de 12.6 nm son absorbidas de manera
eficiente y segura por los adipocitos. Con
el objetivo de modular el contenido de
lipidos, los adipocitos fueron expuestos
a tratamientos con concentraciones de
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10, 20, 50, y 100 pg/mL de Fe,O, NPs. Los
resultados han mostrado una peroxidacion
lipidica significativa que persistié durante
al menos 24 h en ausencia de muerte
celular, dafio o anaplasia (no diferenciacion
celular). Curiosamente, la expresiéon de la
transcripcion de la lipasa de triglicéridos
adiposos (ATGL), un gen clave involucrado
en la lipolisis candnica, no se modulo
por la exposicion a las NPs de FeO,, lo
que sugiere que éstas NPs tienen una
participacién en un mecanismo novedoso y
alternativo en la lipdlisis efectiva observada.
En cambio, Zahera et al (6) sintetizaron NPs
de éxido de cadmio (CdO) con un tamafio
de 17 £ 1 nm mediante un método sol-gel,
los resultados demostraron que estas NPs
son agentes anti glicantes muy eficaces en
particular contra los productos finales de la
glucosilacién avanzada al transcurrir 48 h.
No sereporté citotoxicidad significativa para
la linea celular 3T3-L1 a concentraciones de
100.0 pg/mL.

Efectos en los adipocitos ocasionados por
la exposicion a NPs-OM de tamaios de
<20 nm a <50 nm

Muthuraman et al & Rocca et al (7,8);
reportaron investigaciones independientes
utilizando NPs de ZnO con el mismo
tamafo de particula: 20-50 nm y estudiando
los efectos ocasionados en las células a
las 48 h de exposicion. Demostrando el
efecto sobre la actividad y la expresion
de enzimas antioxidantes en adipocitos
murinos. Muthuraman reporté que la
morfologia de las células 3T3-L1 se
alter6 significativamente, pues las NPs
de ZnO eran altamente citotoxicas en
concentraciones comprendidas entre 10 -
30 pg/mL. Por otro lado, Rocca evalud las
NPs de ZnO a concentraciones de 10 a 80
pg/mL e indujeron un aumento en las ROS,
la peroxidacion de lipidos y formacion
de malondialdehido (MDA), generando
reducciénalglutation(GSH)enlosadipocitos

3T3-L1. Ademas, la actividad de la enzima
antioxidante y la cantidad del transcrito
también se regularon positivamente en
las células 3T3-L1. En conclusién, los
presentes estudios demostraron que las
NPs de ZnO de tamaio comprendido entre
20-50 nm alteraron significativamente el
estrés oxidativo y la actividad de la enzima
antioxidante en los adipocitos de manera
dosis-dependiente.

Atia et al (9) han demostrado el tratamiento
de las células mesenquimales (MSC)
derivadas de tejido adiposo (AD-MSC)
contra la toxicidad grave en las células
del hipocampo del cerebro causada por la
exposicion por 20 dias a nanoparticulas
de oxido de aluminio (NPs de Al,0,) con
un tamafio de 20 y a una concentracion
de 6 mg/kg. La administracion de NPs de
AlLO, aumentaron los niveles de proteina
de p53, caspasa-3 escindida, CYP2E1 y
beta-amiloide (AB); por el contrario, el
trasplante de AD-MSC regul6 a la baja los
niveles de estas proteinas. Ademas, las
células del hipocampo tratadas con AD-
MSC fueron protegidas de la toxicidad
inducida por NPs de Al0O.. Los resultados
de histologia revelaron que las AD-MSC
aliviaron el dafio severo en las células del
hipocampo inducido por las NPs. En un
estudio reportado por EI-Gharbawy (10), han
reportado NPs de ZnO de 20 nm conjugadas
con estreptozotocina para restaurar la
funcién y estructura de las células beta en
un modelo de rata con diabetes tipo 2, las
NPs fueron administradas por 10 dias en
concentracionesde 1,3y 10 mg/kg/dia. Y se
compararon los efectos de los tratamientos
con o sin NPs de ZnO contra los efectos
del farmaco Vildagliptin, utilizado en el
tratamiento contra la diabetes mellitus tipo
2. El inhibidor (Vildagliptin) y las NPs de
ZnO solos o en combinaciéon disminuyeron
significativamente la  expresion  de
microRNA-103 y  microRNA-143  en
comparacion con el grupo de diabéticos, lo
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que indica efectos antidiabéticos. Las NPs
de ZnO por si solas dieron como resultado
efectos antidiabéticos significativos,
mientras que la adicion de Vildagliptin
resulté en un efecto sinérgico en la terapia
de la diabetes.

Lopez-Pascual et al (11) , han medido la
actividad mitocondrial de NPs de CeO, con
un tamano de < 25.3 nm en concentraciones
de 10, 20, 50 a 100 pg/mL durante 24 h de
incubacién. Describieron una disminucion
discreta en la actividad metabdlica de los
adipocitos, por lo tanto, este tipo de NPs se
consideraron no citotoxicas, debido a que la
actividad metabolica fue superior al 80%, en
comparacion con el control de crecimiento
celular. Liu et al (12) han evaluado los
efectos de las NPs de Fe,0,@Ru (164 nm,
10 uM) y NPs de Fe,0,@Se (130 nm, 10
uM), en adipocitos 3T3-L1 y mioblastos
C2C12 durante 72 h. Detectaron que los
niveles intracelulares de ROS medidos
con el colorante fluorescente diacetato
de 2', 7"-diclorofluoresceina (DCFH-DA) no
variaban, demostrando asi que las RuNPs,
Fe,O,@Ruy Fe,0,@Se no inducen un estrés
oxidativo grave en las células después de
72 h de haber sido expuestas a las NPs.

Rather et al (13) han fabricado una malla
de policaprolactona (PCL) funcionalizada
con una nanofibra de gelatina (PGNPNF)
y con NPs de CeO de tamafio ~ 42 nm
mediante electrohilado, en el estudio
evaluaron su potencial antioxidante. Se
descubrié que la cristalinidad reducida del
conjugado favorecia la rapida degradacién
de las nanofibras y la liberacion de las NPs
de CeO a concentraciones de 5 mM y 30
mM. La malla indujo una actividad similar
de la enzima superéxido dismutasa (SOD),
debido a que las NPs de CeO incorporadas,
mejoran la proliferacion de los adipocitos
3T3-L1 enun ~48%, segun lo confirmado por
el ensayo de azul alamar y las micrografias
SEM de células cultivadas.

Se sabe que las nanoparticulas de o6xido
de magnesio (Mg0) desempefian un papel
importante en la reduccién de la produccién
de lipidos y glucosa sérica, por lo tanto, se
proponen como un posible tratamiento
para la diabetes. Es por ello, que Tan et al
(14) reportaron la sintesis de un sistema
de entrega de particulas multifuncional
direccionado por aptdmeros (DPAP por
sus siglas en inglés), que alberga NPs de
MgO de un tamafo cercano a los 50 nm
en concentraciones entre los 2,500 y 3,500
pg/mL y sintetizadas a través de métodos
quimicos para dirigir a las células 3T3-L1.
La investigacion mostré que los sistemas
de particulas DPAP mejoraron la captacion
celular in vitro, asi como la capacidad de
inversion de la resistencia a la insulina de
las células 3T3-L1.

La aplicacion de un método de liberaciéon
celular controlada magnéticamente
tiene un enorme potencial para mejorar
la capacidad de retencion celular en un
tejido especifico. Para evaluar la eficacia
terapéutica de la focalizacion magnética
celular, Wang et al (15) han evaluado NPs
de Fe,0, en concentraciones de 12.5 a 50
pHg/mL y con tamafos comprendidos entre
40-60 nm. Los resultados revelaron que el
direccionamiento magnético mejoré la tasa
de retencién de adipocitos trasplantados,
facilitando la restauracion de su estructura
y funcion del tejido conectivo de acuerdo
con los resultados del examen histoldgico
y las pruebas urodinamicas.

Efectos en los adipocitos expuestos a NPs-
OM con tamaiios =50 nm

Continuando con la linea de las NPs
superparamagnéticas (SPION), Jasmin et
al (16) reportaron experimentos disefiados
para investigar las propiedades bioldgicas,
incluida la proliferacion, viabilidad vy
capacidad de diferenciacion de células
mesenquimales (MSC) marcadas con
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SPION y ferumoxido de tamafio 80-150
nm y concentraciones de 25 pug/mL. Estas
NPs inducen la diferenciaran celular a 24
h de exposicién en adipocitos, osteocitos
y condrocitos. Lee et al (17) reporta
investigaciones utilizando NPs de Fe,O,
de tipo SION pero recubiertas por acido
polilactico-co-glicélico (PLGA). Estas NPs
les confieren desplazamiento a sitios
especificos utilizando simultaneamente la
capacidad de localizacion y el magnetismo
de las células madre. La exposicion a
las nanoparticulas a una concentracion
de 40 pg / mL con tamafios promedio de
100 nm durante mas de 96 h, no afecto
la supervivencia o diferenciacién celular,
sin embargo, se identificé la via potencial
de internalizacién celular de las SPION
mediante una endocitosis mediada por
clatrina. Para finalizar, no se observaron
efectos nocivos significativos en las
células madre, lo que indica que las MSC
pueden actuar como acarreadores de
nanoparticulas de manera eficaz.

Ramalingam et al (18) en su estudio
relacionadoconlaproliferaciéndeadipocitos
3T3-L1 en presencia de nanoparticulas zero
valentes (ZVZ-NPs) con un tamafio entre 85-
95 nm, las células se expusieron durante 2,
5y 7 dias a concentraciones de ZVZ-NPs de
0 a 1000 pg/mL. Los resultados mostraron
gue el aumento de la concentracién de ZVZ-
NPs no provocé el crecimiento celular, por
lo que exhibieron una baja toxicidad en las
células 3T3-L1. Indicaron que las ZVZ-NPs
no alteran el crecimiento y la diferenciacion
de células adipocitos.

Por el contrario, Chandrasekaram et al (19)
han reportado los efectos de la exposicién
de células cancerigenas de mioblastoma

C2C12 cocultivado y en células sanas 3T3-
L1 durante 36 h a NPs de ZnO (<100 nm).
Se determinaron efectos citotéxicos de las
NPs de ZnO para las células normales en
concentraciones de 64 y 128 mg/L. Por lo
tanto, se seleccionaron concentraciones
de 0,8, 16 y 32 mg/L como aquellas que no
induciancitotixicidady podrian ser utilizadas
en futuras investigaciones. Hackenberg et
al (20) han aportado en su investigacién
efectos citotoxicos de NPs de ZnOy TiO, con
tamafos mayores a 100 nm (aglomerados)
en MSC expuestas durante 3 semanas a
concentracionesde 64 mg/L. Losresultados
obtenidos fueron citotoxicidad de ZnO-NPs
a 625 nm, mientras que no se observd
citotoxicidad por TiO,-NPs. La capacidad
de diferenciacién de las MSC gener6 linaje
osteogénicoy adiposo. la exposicién a largo
plazo revel6 la persistencia de ambas NPs
en el citoplasma y la capacidad de formar
esferoides no se vio afectada. El analisis de
citometria de flujorevelé unaclaraalteracion
de los marcadores de superficie celular
CD 90 y CD 73. Sin embargo, la migracion
restringida podria influir criticamente en
la capacidad de cicatrizacién de heridas.
Pandurangan et al (21) han reportado un
aumento en la expresién de mRNA causado
por la exposicién de NPs de ZnO en
adipocitos durante 36 h a concentraciones
de 0.2, 0.4, 0.8, 1.6, 3.2, 6.4,12.8 mg/L. Se
reportaron alteraciones de entre un 42.5y
40% en la proteina supresora de temores
(p53). Por el contrario, la expresion de Bcl-
2 se redujo en un 28.5%, mientras que la
expresion de la caspasa-3 se incremento
en un 51.6%. Adicionalmente el contenido
de malondialdehido incrementd en un 48%
en los adipocitos debido al proceso de
peroxidacion lipidica generada por las ROS.
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Conclusiones y discusion:

De forma general, los efectos que causa
la exposicion de los adipocitos a las
diferentes NPs-OM se pueden resumir en
la Tabla 1. Por ejemplo, se destacan los
efectos ocasionados por NPs con tamafios
menores a 20 nm a una importante
reduccion de la transcripcion de ARNm
de los genes de proteinas involucradas en
el proceso de diferenciacion celular, por
ejemplo, la inhibicion de la proteina retinol
4, la adiponectina y la leptina. Ademas, las
NPs-OM de tamafios pequefios, inducen
una disminuciéon en la acumulacion de
triglicéridos, peroxidacién lipidica y baja
citotoxicidad significativa.

Aunque, la baja o nula toxicidad de las
OM-NPs puede relacionarse al uso de
concentraciones bajas de este tipo de
nanomateriales, y a tiempos de incubacién
de las NPs con las células que van desde
las 24 y 48 horas hasta los 10 a 30 dias. El
mecanismo de internalizacion de las NPs
depende de las vias endociticas. De este
modo es sabido que las NPs con diametros
menores internalizan por endocitosis
simple.

Para las NPs-OM de tamafios entre los <20
nm a <50, se ha reportado alteraciones en
las funciones enzimaticas antioxidantes,
cambios en la expresién de mRNA, aumento

de ROS, peroxidacion lipidica, resistencia a
insulina y reduccién de la produccién de
lipidos y glucosa sérica para el tratamiento
de la diabetes. Los tamafos entre los 20
a los 50 nm no indicen una citotoxicidad
significativa quizd nuevamente se atribuya
al uso de concentraciones bajas de NPs-OM
durante 24 horas a 20 dias. Se ha reportado
que este tamafo de NPs ingresan a las
células mediante endocitosis por caveolas.

Por ultimo, los tamafios de NPs =50 nm
tienen efectos claros en la viabilidad y
proliferacion celular, ademas de un notable
papel en el proceso de diferenciacion celular
a partir de las AD-MSC. Se ha detectado
un cambio significativo en la expresion
de ARNm de las proteinas que inducen
la muerte celular, peroxidacion lipidica y
generacion de ROS. Asi mismo, se reportan
concentraciones inhibitorias a las cuales
los adipocitos sufren una alta muerte
celular en una forma dependiente de la
concentracion de las NPs utilizadas. Se ha
determinado que los tamafios de NPs-OM
superiores a los 50 nm son capaces de
internalizarse a las células por endocitosis
mediada por caveolas para las NPs-OM con
tamafos promedio de 60 nm y que para el
caso de las NPs-OM de 120 nm el proceso
de internalizacién celular es por endocitosis
mediada por clatrina.
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Nanoantibioticos en los

tiempos del Colera

Anaid Meza Villezcas' y Alejandro Huerta Saquero?

Resumen

El patégeno humano Vibrio cholerae, agente
etiolégico del cdlera, es constantemente
monitoreado debido a su virulencia,
persistencia y antecedentes pandémicos.
V. cholerae continda siendo un organismo
de importancia clinica debido a su rapida
adaptacion y reciente adquisicion de
resistencia a agentes antimicrobianos. En
busca de un tratamiento alternativo, los
nanoantibiéticos se han reportado como
efectivos agentes antimicrobianos en una
gran variedad de bacterias. El objetivo de
esta revision es describir los mecanismos
de defensa y estrategias de sobrevivencia
que V. cholerae utiliza para resistir el efecto
de los nanoantibiéticos, asi como presentar
los reportes mas significativos en su uso
y control de V. cholerae. Se reporta que
V. cholerae emplea diversas estrategias
de sobrevivencia y tiene la capacidad de
adquirir elementos genéticos mdviles
extracromosoémicos, lo cual la hace
altamente persistente en los ecosistemas,
asi como un patdgeno hiperinfecioso y
multiresistente. Diversos nanoantibiéticos

con actividad antimicrobiana han sido
probados en el genero Vibrio. Para V. cholerae
se reporta susceptibilidad a nanoparticulas
de Plata (AgNP), de 6xido de Zinc (ZnONP),
y de 6xido de Cobre (CuONP), provocando
alteraciones como estrés oxidativo, dano
en integridad de membrana e incremento
de la permeabilidad, dafio en proteinas y
DNA, cambios en la expresion de porinas
y en genes relacionados a la formacion de
biopeliculas, entre otras. Parece posible la
aplicacion de nanoantibidticos para en el
tratamientoy control del célera, sin embargo,
es necesario conocer los mecanismos de
resistencia y sobrevivencia de V. cholerae
ante los nanoantibiéticos, asi determinar
el grado de citotoxicidad in vivo para su
posible aplicacién biomédica.

Palabras clave:
Vibrio cholerae, nanoantibidtico, elementos

genéticos moviles extracromosdmicos,
antimicrobiano, resistencia, biomédica.

1 Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada, departamento de Microbiologia.

2 Centro de Nanociencias y Nanotecnologia de la UNAM, departamento de Bionanotecnologia.
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Introduccion

El colera, causado por la bacteria toxigénica
Vibrio cholerae, es una enfermedad diarreica
aguda que rapidamente puede progresar a
choque hipovolémico, acidosis y ser fatal
en pocas horas de no ser tratado (1,2). La
bacteria se transmite via fecal-oral, ya sea
por transmisién de persona a persona o
bien, a través de fluidos que se incorporan
al ambiente contaminando cuerpos de
aguay alimentos (3,4). El célera ha sido una
enfermedad recurrente desde su primera
pandemia en 1817 (5). Nos encontramos en
la7mapandemiadesde 1961,y soloenelafio
2019, 16 paises reportaron mas de 450 000
casos y 900 muertes. La actual pandemia
llegé a América en 1991, y a la fecha el pais
mas afectado a sido Haiti, el cual de 2010 a
2020 suma untotal de 820 461 casosy 9792
muertes (2). La mortalidad y la morbilidad
del célera son mucho menores ahora que
en pandemias pasadas (6). Debido al
tratamiento oportuno de la enfermedad, el
cual consiste en rehidratacién y tratamiento
antibidtico (tetraciclinas, fluroquinolonas y
azitromicina), la mortalidad pasé del 50%

a ser de menos del 5% en la actualidad (6).

Sin embargo, V. cholerae contintia siendo un
organismo de importancia clinica debido
a su rapida adaptacién a condiciones
ambientales adversas, asi como a resistir el
efecto de agentes antimicrobianos (7). En
afos recientes los tratamientos no han sido
totalmente efectivos y se han asociado los
brotes de las décadas pasadas alaaparicién
de V. cholerae multiresistente a antibiéticos
(MRA) (7). Ante este inevitable escenario, la
nanotecnologia ha trabajado arduamente en
la busqueda de alternativas para el control
de microorganismos multiresistentes. En
este articulo de revision se describen (i) los
mecanismos de defensa y estrategias de
sobrevivencia de V. cholerae, (ii) los reportes
mas significativos en el uso y aplicacién de
nanoantibidticos (nAbts) para el control de

Vibrio cholerae, con el objetivo de plantear
un panorama real sobre la posibilidad
de emplear a los nanoantibidticos en el
tratamiento del cdlera.

V. cholerae: mecanismos
de defensay estrategias
de sobrevivencia

Vibrio cholerae es una bacteria Gram-negativa,
aerébica facultativa con morfologia de
coma (1), patégena de humanos. V. cholerae
se encuentra en dos ambientes, (i) habitat
acudtico (costas y estuarios) asociada
a fitoplancton, zooplancton, crustaceos,
bivalvos y sedimentos; y (ii) en el hospedero
humano, disperso en el intestino causando
la enfermedad del célera (8,9). Diversos
factores fisicos, quimicos y bioldégicos
pueden llegar a generar estrés en los
diferentes ambientes alos que se enfrenta V.
cholerae. En el tracto gastrointestinal humano,
V. cholerae esta expuesto a pH acido, acidos
biliares, osmolaridad elevada, limitacion de
hierro, péptidos antimicrobianos y periodos
intermitentes de falta de nutrientes. Por otro
lado, en los ambientes acuaticos, V. cholerae
se enfrenta a la limitacion de nutrientes,
cambios extremos de temperatura, estrés
oxidativo y depredacion por bacteriéfagos y
protozoarios (8,9).Debido a esto, V. cholerae
ha desarrollado la capacidad de emplear
diversas estrategias de sobrevivencia como:
(i) laactivaciéon de mecanismos derespuesta
a estrés, (ii) expresion de movilidad flagelar
y quimiotaxis, (iii) la adherencia o (iv)
separacion de superficies, y (v) el desarrollo
de comunidades sésiles multicelulares.
Esto se resume en la capacidad de
cambiar entre una forma de vida movil
(plancténica - PL) a sésil (biopelicula - BP)
en respuesta a cambios ambientales
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(10). Ambas formas de vida tienen la
capacidad de desarrollar mutaciones
cromosomicas que pueden llegar a generar
resistencia a antimicrobianos. Esto debido
principalmentealaadquisiciéndeelementos
genéticos moviles extracromosoémicos
(EGM), mediante la transformacion, la
conjugacion, la transduccién y la fusion de
vesiculas de membrana externa que median
la transferencia horizontal de genes, siendo
esta la principal via de aparicion subita de
patégenos multiresistentes (7,11).

El andlisis de la secuencia del genoma
completo de cepas de V. cholerae clinicas
y ambientales revel6é que el genoma de la
mayoria de los aislados recientes alberga
elementos conjugativos integradores (ECI),
plasmidos, superintegrones, elementos
transponibles y secuencias de insercion,
que son los principales portadores de
los rasgos genéticos que codifican para
resistencia a antimicrobianos. Diferentes
genes de resistencia a los antimicrobianos
identificados en V. cholerae pueden contribuir
a la resistencia a antibioticos al facilitar
uno de los siguientes tres mecanismos;
(i) reduccion de la permeabilidad o salida
activa de los antibiéticos, (ii) alteracion de
las dianas de los antibioticos mediante
la  introduccion de  modificaciones
postranscripcionales o traduccionales v,
(iii) hidrélisis o modificacién quimica de
los antibidticos (7). Ante esta problematica,
el reto de generar nuevos tratamientos
para el control de V. cholerae abre un
amplio panorama de desarrollo en el area
de nanotecnologia con la propuesta de
nAtbs, los cuales presentan resultados
prometedores que se describen en la
siguiente seccion.
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Nanoantibioticos vs V. Cholerae

Los nanoantibiéticos (nAbts) son nano-
materiales metdlicos (NM) antimicrobia-
nos (12), conjugaciones de antibiéticos y
nanoparticulas (nanobioconjugados) (13),
o moléculas de antibidticos sintetizadas
artificialmente en un rango de tamafo
menor o igual a 100nm en al menos una
de sus dimensiones (13,14).

Actualmente el desarrollo de nuevas
terapias antimicrobianas se esta enfocando
en contrarrestar el rapido desarrollo
de resistencia a antimicrobianos entre
bacterias  patégenas (7,12-15). Sin
embargo, la adquisicion de resistencia a
antibiéticos es un proceso evolutivo natural
en donde diversos factores ambientales,
densidad de la comunidad microbiana, uso
indiscriminado de antibiéticos, asi como el
mal manejo de residuos, pueden influir en su
frecuencia de aparicion (16); aunado a que
no se han descubierto nuevos antibidticos
en los dltimos 35 afios (13).

Los elementos quimicos inorganicos, en
especial los metalicos, tienen propiedades
antimicrobianas relevantes y presentan
ventajas sobre sus equivalente organicos
(antibioticos) (17,18). Los nAbts del tipo
nanomateriales metalicos son sintetizados
principalmente de plata, cobre, zinc, titanio,
magnesio, oro y plomo (13-15,19). En los
Ultimos afios se ha hecho el esfuerzo en
describir los mecanismos de accion de los
NM. Estos se basan fundamentalmente en
causarcambiosmorfoldgicosyestructurales,
asi como provocar alteraciones en el
metabolismo o bien interacciones adversas
con moléculas clave en el funcionamiento
celular. Elucidar los mecanismos de accion
de los nanomateriales antimicrobianos es
complicadodebidoaquedependedediversos
factores, que van desde las caracteristicas
de los nanomateriales, composicion,




concentracion, modificaciones superficiales,
propiedades intrinsecas y/o tamafo; hasta
el sistema bioldgico en el que se evalla,
como las especies bacterianas y su forma
de vida (planténica o biopelicula), medios
de cultivo, condiciones de crecimiento,
abundancia, y tiempo de cultivo (20-22).
Por ejemplo, se ha descrito que la toxicidad
de CuONP depende de diversos factores
abidticos como la temperatura, la aeracion
y el pH (23). Se evalud el efecto de CUONP
en la bacteria Gram-negativa Escherichia
coli y Gram-positivas Staphylococcus aureus
y Bacillus subtilis; la bacteria Gram-negativa
mostré ser mas susceptible que las Gram-
positivas (24). También se ha demostrado
que el efecto antimicrobiano de las AgNP es
mayor que eldelas CuNP enE. coliy S. aureus,
y las CuNP presentan mayor toxicidad que
las ZnNP en E. coli, B. subtilis y S. aureus
(21). Se ha descrito que la nanotoxicidad
esta generalmente asociada a la induccion
de estrés oxidativo por la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (25,26).
Algunos de los nanomateriales que han
presentado este mecanismo son las ZnONP,
AgNP, CuNP, NP superparamagnéticas de
oxido de hierro (SPIONs) entre otras (27-
30). Se reporta que la produccién de ROS
interfiere con la formacion de biopelicula

ESPECIE NANOANTIBIOTICO

de E. coli y S. aureus. Por otra parte, se
sabe que las NP son capaces de unirse por
interacciones electrostaticas alamembrana
bacteriana, causando alteraciones y dafios
en la integridad de la membrana, asi como
incrementando su permeabilidad (20,31).
El estado de oxidacién cero y el iénico
de algunos metales producen radicales
hidroxilo que causan dafo en proteinas
esenciales y en DNA. De manera particular
se ha descrito que las ZnONP causan dafo
en la maquinaria de sintesis de proteinas,
las NONP causan la modificacion en
proteinas esenciales y que los iones de Ag
se unen al sulfuro, oxigeno y nitrégeno de
moléculas bioldgicas esenciales e inhiben
el crecimiento bacteriano (22,26).

La evaluacion de nanomateriales antimicro-
bianos ha sido bien documentada para el
género Vibrio (Tabla 1). V. cholerae, y otras
especies del género como V. parahaemolyti-
cus, V. vulnificus, V. fischeri, V. harveyi y V.
alginolyticus han mostrado ser susceptibles
al efecto de diversos nanomateriales, como
las nanoparticulas de plata, 6xido de cobre,
oxido de zinc, boro, didxido de titanio y nano-
compuestos de zeolitas dopadas con Ag0 /
Ag+, de ZEO-AgNP, ZEO-CuNP y ZEO-ZnNP
(31,32,41-43,33-40).

FORMA
DE VIDA

_ 4-8 ug/ Meza-Villezcas
ZEO-AgNP PL-BP ml et al., 2019)
Meza-Villezcas
ZEO-CuNP PL-BP ND NP etal,2019)
Meza-Villezcas
ZEO-AgNP PL-BP ND NP etal., 2019)
(Keshari et al.,
AgNP PL 16 pg/mi 2020)
V. cholerae (Karthik:
‘ arthikeyan et
Quitosano MgO PL  1.5mg/ml 2mg/m al,, 2021)
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< FORMA
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PL

e 0312m et o 2076)
ro L g SO o ore
wore e sty v ST
wowe eee s o ST
V. cholerae Ag-NP PLBP  SP(¥) ND B (:Ialgg; 5
e e s w S
GAL-AGNP L s sy (CaMewal
AgNP PL 10 ND (Krishnaraj

et al.,, 2010)

silver ion-exchanged

Jeolite L 50 ND (Krishnani et al.,

(ZEO- Ag?) 2012)
AgNP en una
Matriz biopolimérica PL 9 ND (Dezivac:oc;%jsf,f)la
de quitosano N
\'A i) rr2 Silver/poly nanocom- PL 32 ND (Shameli
molyticus posito (Ag/PLA-NC) et al., 2015)
Silver ion-exchanged . .
Jeolite 9 PL 50 ND (Krishnani et al.,
(ZEO- Ag) 2012)
(Baskaralingam
AgNP PL > 20 etal, 2012)
V. harveyi i iEmia
Y silver ion e>.(changed (Krishnani et al.,
zeolite PL 40 ND 2012)
(ZEO- Ag*)
V. Davoodbasha
alginolyticus AgNP PL ND 20 etal, 2016)
AgNP en una
o . ) . Davoodbasha
N te Tl Matrix biopolimerica PL <9 ND et al, 2016)

de quitosano
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NANOANTIBIOTICO

ESPECIE

CuO-NP

Dendrimeros de CuO
en polietilenimina 'y
poliamidoamina

CuO-NP

Dendrimeros de ZnO
en polietilenimina 'y

V. cholerae poliamidoamina

ZnO-NP

Ti0,-NP

Ti0,-NP
B-NP

Al-NP

BP

BF

BF

BF

BF

BF

BF

BF

FORMA
DE VIDA

(Rossetto
2000 et al., 2014)
(Mortimer et al.,
100 ND 2008)
(Heinlaan
200 ND et al., 2008)
(Mortimer
4 ND et al., 2008)
(Heinlaan
Joe N et al., 2008)
(Heinlaan
NP ND et al.,, 2008)
(Strigul
NE N et al., 2009)
(Strigul
1200 ND et al., 2009)
(Strigul
NP ND et al.,, 2009)

presenta actividad antimicrobiana.

Abreviaciones: PL, células planctoénicas; BF, biopelicula; MIC, concentracion minima
inhibitoria; MBC, concentracion minima bactericida; NP, nanoparticulas; SP, si presenta
actividad antimicrobiana; (*), determinado en NP/ml; ND, no determinado; NP, no

Tabla 1. Reportes de la evaluacion de nanoantibidticos en el género Vibrio.

Se ha reportado que ZnONP y Ag-NP

presentan efecto antibacteriano en V.

cholerae; dicho efecto es dependiente de (i)
la forma de vida (plancténica o biopelicula)
(ii) concentracién del nanocompuesto y
(iii) biotipo (31,39,42). Se evaluaron ZnONP

y AgNP en cultivos PL y BP de V. cholerae,

se reporta que el efecto antibacteriano

es superior para ZnONP que para AgNP
en cultivos plancténicos.
las AgNP inhiben la formacion de las
biopeliculas y ZnONP incrementa la

abundancia relativa de la biopelicula (31).

En un analisis comparativo entre la forma de
vida plancténica y 2 biopeliculas, la pelicula
superficial (formada entre la interfase agua
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y medio de cultivo) y la biopelicula adherida
al sustrato (formada en el fondo del pozo
de cultivo) se reporta la aplicacion de ZEO-
AgNP, ZEO-CuNP y ZEO-ZnNP, en donde
solo ZEO-AgNP evité la formacién de la
pelicula superficial a 4 ug/ml y eliminé las
células planctonicas y la formacién de la
biopelicula del sustrato a 8 pg/ml (43). ZEO-
CuNP y ZEO-ZnNP no presentaron actividad
antimicrobiana, sin embargo, el numero de
células se vio reducido significativamente
respecto a los controles a concentraciones
de 420 pg/ml. A concentraciones subletales,
se puede observar por microscopia

Pelicula
superficial

CONTROL
V. cholerae

ZEOLITA
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electrénica de barrido malformaciones en
las célulasplanctonicasencadatratamiento;
mientras que las células de las biopeliculas
no muestran malformaciones aparentes y
logran crecer adheridas a las Zeolitas igual
que en el control sin metales (Figura 1). Se
reportan cambios en la expresion relativa
de genes asociados a la formacién de la
biopelicula, con diferencias significativas
entre tratamientos y la abundancia relativa
de proteinas de membrana externa, lo que
sugiere una co-regulacion entre factores de
virulenciay asociacion de la biopelicula (43).

Cultivo
plancténico

Biopelicula

10 pum

10 pm

10 pm




Cultivo
plancténico

Pelicula

superficial Biopelicula

ZEO-CuNP
420 ug/mi

ZEO-ZnNP
420 ug/mi

10 pm

Figura 1: Analisis ultraestructural por microscopia electrénica de barrido de la pelicula superficial,
células plancténicas y biopelicula de Vibrio cholerae tratada con zeolitas dopadas con Ag, Cu y Zn.
Figura modificada de Meza-Villezcas et al. 2019.

La susceptibilidad de V. cholerae ante
nanomateriales depende de la concentracion
y es diferente entre especies. Keshari
(2018) determina la concentracién minima
inhibitoria (CMI) de AgNP de 20 nm en
Citrobacter (16 pg/ml), Salmonella typhi (16
pg/ml), Enterococcus faecalis (4 pg/ml), E. coli
(8 pg/ml), Pseudomonas vulgaris (8 pg/ml), y
Vibrio cholerae (16 pg/mg), reportando que
V. cholerae es de las bacterias que requiere
mayor concentracionde AgNP parainhibirsu
crecimiento (44). Karthikeyan (2021) evalué
NP de oxido de magnesio en V. cholerae
y E. coli, reporta que V. cholerae es menos
suceptible que E. coli conuna CMl de 1.5 mg/

ml, CMI de 1.2 mg/ml respectivamente (45).

Manzoor y colaboradores(2016) reportan
la actividad antimicrobiana de ZnO-NP de
20 nm en Campylobacter jejuni (CMI = 0.156
mM), Escherichia coli enteropatégena (CMI
= 0.156 mM), Vibrio cholerae (CMI = 0.312
mM) y Staphylococcus aureus (CMI = 0.625

mM), siendo de igual manera, V. cholerae
menos susceptible al tratamiento que E. coli
y C. jejuni pero mas sensible al tratamiento
que S. aureus (46). Sanchooli (2018) reporta
el efecto antimicrobiano de AgNP en donde
con una CMI = 2.5 mg/ml y una CMB = 5
mg/ml V. cholerae es menos susceptible
al efecto que Yersinia ruckeri and Listeria
monocytogenes (47).

El efecto de ZnONP es dependiente del
biotipo, y se ha reportado que el biotipo El
Tor es mas susceptible que el biotipo clasico
en ambas formas de vida de V. cholerae
(31,39). También se ha reportado que las
ZnONP y AgNP alteran la forma y tamano
de las células, y que las ZnONP provocan
un incremento en la fluidez de la membrana
celular, un aumento en la generacién de
especies reactivas de oxigeno y que causan
dafio en el DNA (31,42).
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Otro efecto observado es
el reportado por Sarwar
(2017) quien observé que
las NP de ZnO forman un
complejo con la toxina del
colera (CT), que parece
interrumpir la estructura
secundaria de la CT vy
bloquear suinteraccion con
el receptor de la proteina
GM1 en la membrana
plasmatica en las células
intestinales (HT-29) y, por lo
tanto, reducir la captacion
de CT en las células. En el
rango de 2,5 a 10 pg/ml,
las ZnONP no mostraron
citotoxicidad en las células
renales (HEK293) y HT-29;y
se concluye que las ZnONP
previenen el primer paso en
la translocacion de latoxina
del colera hacia las células
epiteliales intestinales sin
ejercer efectos toxicos
medibles sobre las células
HEK293 y HT-29 (48).

Conclusiones

La aplicacion de nAtbs en el tratamiento del
coélera es posible. Sin embargo, aun son muchas
las incégnitas que quedan por resolver respecto
a mecanismos de resistencia y sobrevivencia,
asi como citoxicidad en los modelos animales.
El andlisis de la literatura nos ensefia que falta
establecer y formalizar protocolos de evaluacién
de nAtbs en donde los tratamientos sean
normalizados a concentraciones establecidas
y condiciones de cultivo predeterminadas, para
lograr un analisis comparativo entre los reportes.
También, andlisis de citotoxicidad en modelos
animales para sembrar las bases para su
aplicacion en humanos. Los nanoantibiéticos son
ya unaopcion en tratamientos y descontaminacién
de agua, pero el camino a su aplicacién biomédica
aun esta en desarrollo.

Método

Realizamos una revision sistematica de Ia
literatura publicada para evaluar la aplicacion de
nanoantibidticos en Vibrio cholerae. Inicialmente se
realizo una busqueda en PubMed con los términos
“cholera” O “Vibrio cholerae” que arrojo 35 666 y 12
931 publicaciones respectivamente; se aplico el
filtro a publicaciones del tipo revisiényy libros en los
ultimos 5 afos y la busqueda se redujoa 349y 148
publicaciones. Una segunda busqueda se realizo
con los términos “nanoantibiotics” 0 “nano antibiotics”
con 137 y 3277 resultados respectivamente; se
aplico el filtro de publicaciones del tipo revision
en los ultimos 5 afios y la busqueda se redujo a
27 y 210 publicaciones. Se realizo la busqueda
de “Vibrio cholerae” y “nano antibiotics” y resultaron
5 articulos, seleccionados 4 para esta revision.
Se busco también como “Vibrio cholerae” y
“antimicrobial nanomaterials” con 33 resultados en la
busqueda, se seleccionaron 5 articulos. También
se seleccionaron articulos de los sugeridos como
recomendados en Science-direct tras descargar los
articulos. En total se seleccionaron 48 articulos
de los cuales se realizo un andlisis y se extrajo la
informacién aqui reportada.
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Nanoparticulasy
neurodegeneracion

Lorena Veldazquez Alvarez', José de Jesus Rivera Sanchez?

Las enfermedades neurodegenerativas
son en la actualidad las patologias mas
discapacitantes que afectan a la poblacion
mundial; posicionandose en afios recientes
entre las primeras cinco causas de muerte,
s6lo después de las enfermedades
cardiacas, el cancer y el infarto cerebral.
Al menos un siglo ha transcurrido desde
el descubrimiento de las enfermedades
neurodegenerativas, y aun se necesita
mucha investigacion para tener pruebas
diagndsticas y tratamientos efectivos. En el
informe de carga global de enfermedades,
se estima que los trastornos neurologicos
neurodegenerativos causaron alrededor de
250 millones de afios de vida perdidos por
discapacidad, lo que representa el 10.2%
de afos de vida perdidos por discapacidad
mundiales, y 9 millones (16.8%) de las
muertes globales lo cual lo convierte en un
problema de salud publica mundial (1).

El termino neurodegeneracion desde el
punto de vista etimologico se compone
del prefijo “neuro” que ha sido designado
a células nerviosas, es decir, neuronas, y
“degeneracion”’, que se refiere en el caso de
tejidosy érganos, aun proceso de perdida de
estructuray/ofuncion; asipues, en el sentido
estricto de la palabra, neurodegeneracion
corresponde a cualquier condicion
patolégica que afecte principalmente a las
neuronas y lleve a su desaparicion. Las
enfermedades cuyas base fisiopatoldgica

1 Médico adscrito al servicio de Neurologia.

incluye a la neurodegeneracioén representan
un grupo clinicamente muy heterogéneo,
con expresiones patoldgicas que afectan
subconjuntos especificos de neuronas
en sistemas anatémicos y funcionales
especificos, predominantemente a aquellas
encargadas de funciones motoras y
cognitivas, cuyo origen permanece aun
desconocido y progresan de manera
incesante y/o implacable.

Hasta ahora la mayor parte de la atencién se
ha centrado solo en unas cuantas de ellas:
la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad
de Parkinson, La enfermedad de Huntington
y la esclerosis lateral amiotrofica, también
se consideran parte de este grupo, para
las cuales es la edad el principal factor
de riesgo, resultado de la transicion
demografica y epidemiologia que se ha
dado a lo largo de éstas ultimas décadas, y
para las cuales las terapias curativas se han
visto obstaculizada por las limitaciones de
nuestro conocimiento de las causas y los
mecanismos implicados (2, 3).

Lamayoriade estas enfermedades se deben
a la confluencia de cambios relacionados
con el envejecimiento, factores ambienta-
les y genéticos, aln en estudio (4); asi pues,
podemos decir que la neuroinflamacion, el
estrés oxidativo, la disfunciéon mitocondrial
y los trastornos metabdlicos contribuyen de
manera directa en el mal plegamiento, agre-

2 Jefe de servicio de Geriatria Hospital General de México “Dr. Eduardo Liceaga”.
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gacién de proteinas y muerte celular por
apoptosis, considerada la patogénesis de
las enfermedades neurodegenerativas (5).

Es bien sabido que el cerebro es altamente
sensible a toxinas en el torrente sanguineo,
y es precisamente por ello que para su
adecuadafunciénrequiereunmicroambiente
especializado (6), en parte dado por la
barrera hematoencefdlica, que es una
barrera vascular, pero, sus caracteristicas
se definen por la interaccion estrecha y
multifuncional entre células endoteliales,
astrocitos, pericitos, microglia y neuronas,
conocida comunmente como unidad
neurovascular, que impide el movimiento de
moléculas entre las células y por tanto su
paso al sistema nervioso central (7,8).

Adicionalmente a dicha barrera, la bomba
de glicoproteina P (P-gp) presente en
las células endoteliales, participa en la
proteccion del sistema nervioso expulsando
de manera activa moléculas, consideradas
citotoxicas, unidireccionalmente a través de
la membrana apical y en el espacio luminal,
eliminando de este modo moléculas
extrafias que pasaron por alto la barrera
hematoencefdlica (8-9).

La caracteristica comun entre las enferme-
dades neurodegenerativas, y de gran impor-
tancia en la cadena de eventos a partir de los
cuales resultan, son los cambios a nivel de
la barrera hematoencefélica (sugiriendose
incluso la existencia de patrones de afec-
tacion en cada una de ellas)(10,11), que se
traducen en cambios morfologicos y en su
permeabilidad, la cual se ve aumentada, y
que puede promover procesos inflamato-
rios, permitiendo la infiltracion de células
inmunoldégicas y mediadores inmunes, que
podrian per se contribuir y/o acelerar neu-
rodegeneracion (12,13), sin embargo a pe-
sar de dichos cambios en la permeabilidad,
existe una limitacion importante para el
suministro eficiente de farmacos al siste-
ma nervioso central, ya que la mayoria de

44 Nanoparticulas y neurodegeneracion

la terapéutica convencional actual es de
alto peso molecular (anticuerpos, péptidos
y proteinas >500 Da) incapaces de cruzar
por si mismos la barrera hematoencefalica;
y hasta el momento ninguno de ellos frena
la progresion de dichas patologias, por lo
que entre las estrategias mas prometedo-
ras, actualmente postuladas se encuentra:
el trasplante de células madre, a menudo di-
rectamente en el cerebro, aun en vias de in-
vestigacion, y el uso de nanoparticulas poli-
meéricas o lipofilicas (con un tamafio menor
a 100 nm) (15), las cuales permitirian la ad-
ministracién de farmacos cargados, y ma-
cromoléculas, mediante la absorcion, atra-
pamiento o unién covalente a las mismas,
y posterior recubrimiento con tensioactivos
(estos incluyen, pero no son limitados, a la
apolipoproteina E, B-100, A-l, transferrina,
anticuerpos antitransferrina, insulina y anti-
cuerpos antiinsulina, entre otros), permitien-
do asi su endocitosis y posteriormente su
transito a través de la célula convirtiéndolas
en un caballito de troya a través de la barre-
ra hematoencefalica (16).

Lo anteriormente comentado se conoce
como nanoteranostico, y es definido por
Zhang et al (2018), como: la inyeccion
del nano-agente a través de diferentes
particulas del farmaco, que después de
alcanzar el area objetivo del cuerpo, en
este caso el cerebro, pierde su capa, lo cual
resultaenlaliberaciéndelosagentesactivos
(17); esto ayuda a apuntar especificamente
hacia las moléculas o neuronas que estan
causando el trastorno, y es precisamente
su selectividad la que segun Tripathy et al
(2018) lo que ha hecho que sea el centro
de atencion en la terapéutica actual (18),
permitiendo asi mismo la provision de
opciones terapéuticas y medicamentos
personalizados a decir de Assaraf et al
(2014) (19).

Esta area del conocimiento de presenta
de manera prometedora y variada en sus
posibles herramientas terapéuticas y




otras como posibles agentes deletéreos,
algunas de las nanoparticulas estudiadas
(carbdn, cobalto, aluminio, silica y ceria,
entre otras) participan en la fisiopatologia
de las enfermedades neurdegenerativas,
causando alteraciones en el plegamiento
de las proteinas, las cuales tienden a
agregarse teniendo un efecto toxico a nivel
neuronal que va a llevar a la apoptosis de
dicha célula, mediante mecanismos poco
entendidos aun; otras tienen posibles usos
terapéuticos y/o diagnosticos, y seran en
las que se centrara el presente escrito.

El factor de crecimiento nervioso es uno
de los mas esenciales para el crecimiento
neuronal, imprescindible en la reparacién
que intenta llevarse a cabo en las patologias
neurodegenerativas, sin embargo su
aplicaciéon es limitada debido a su lenta
difusion y corta vida media, la principal
limitacion es que no puede transportarse
facilmente a través de la barrera
hematoencefalica por lo que se propuso su
recubrimiento con oro con lo cual permite
su paso a través de proteinas, heptameros
y péptidos liberandose en sitios especificos
(20).

En el caso de la enfermedad de Parkinson,
cuya patogenia esta relacionada con
la acumulacion de alfa sinucleina, y de
forma concomitante con la agregacion
de beta amiloide, existe evidencia actual
que plantea que los puntos cuanticos de
grafeno interactian de manera directa con
la alfa sinucleina, inhibiendo la formacion
de fibrillas y reduciendo la formacion de
cuerpos de Lewy (21). In vitro mostr6
capacidad de prevenir la muerte neuronal y
por ultimo y no menos importante previno
la transmisidn de neurona a neurona de la
alfa sinucleina patologica.

En el caso de la enfermedad de Alzheimer
los puntos cuanticos de grafeno inhiben
la agregacion del péptido Beta amiloide,
mediada por la ruptura de las laminas Beta.

Las cualidades previamente mencionadas
para los puntos cuanticos de grafeno, en la
enfermedad de Alzheimer, también son atri-
buidas a los dendrimeros (estructuras tridi-
mensionales de construccién arborescente),
particularmente para las de las generacio-
nes 3 a 5, postulando incluso la capacidad
de romper las fibrillas preexistentes.

Las nanoparticulas de Oro han sido
extensamente utilizadas en biomedicina
gracias a su biocompatibilidad e inercia
quimica, y aunque se le han atribuido
efectos toxicos es importante mencionar
que estos se encuentran en funcién de su
tamafio, carga y recubrimiento, en tanto
particulas entre 36 y 18 nm aumentan la
formacion de fibrillas de beta amiloide, las <
6 nm con un recubrimiento de acido acrilico,
son capaces de disminuir e incluso inhibir
este proceso (22).

Las nanoparticulas de plata también
tienen la capacidad de cruzar la barrera
hematoencefalica e inducir la respuesta
inflamatoria y la expresién de genes ligados
a enfermedades neurodegenerativas, sin
embargo esa respuesta inmunoldgica
parece mejorar la habilidad de la microglia
dependiente de la habilidad de esta ultima
Para absorberlas, reduciendo asi mismo la
formacion de especies reactivas de oxigeno,
y aunque faltan estudios al respecto no debe
demeritarse sus caracteristicas benéficas
(23).

Las nanoparticulas de o6xidos de hierro
(Fe,0,) y 6xido de Zinc (ZnO) han sido
desarrollados como herramientas para la
obtencion de imagenes y como terapias
para reducir el estrés oxidativo en el cerebro,
en el caso del primero, la aplicacion
previa de un campo magnético externo
facilita su paso a través de la barrera
hematoencefalica particularmente el oxido
de hierro superparamagnetico (50-150 nm)
(24).
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Conclusiones

El incremento en el humero de per-
sonas afectados por padecimientos
neurodegenerativos constituye un
importante problema de salud con
gran impacto socioeconémico a
nivel mundial, resultado del enveje-
cimiento poblacional, de la limitada
comprension de su patologia y de
la falta de terapias eficaces para su
tratamiento; aun a pesar de existir
moléculas prometedoras su llegada
a nivel cerebral se ve limitada, de tal
manera que encontrar la forma de en-
trar a un sitio tan privilegiado como
ese se ha vuelto la meta en esta in-
cesante carrera terapéutica, de la
cual la nanotecnologia se presenta
como una opcion viable, ofreciendo
nuevas posibilidades que permitiran
su arribo dada su biodegradabilidad
inherente, biocompatibilidad y facil
eliminacion.

Se requiere aun mas investigacion al
respecto, sin embargo con certeza
podemos afirmar que el desarrollo
de la nanotecnologia representa el
avance mas significativo de las ul-
timas décadas en la farmacologia
debido a sus implicaciones en la me-
jora de los perfiles farmacocinéticos,
farmacodinamicos o como actores
directos de la terapéutica de una am-
plisima variedad de patologias entre
las que se encuentran las enferme-
dades del sistema nervioso central y
con este desarrollo nuevas esperan-
zas para muchas enfermedades que
amenazan la vida activa e indepen-
diente de nuestra especie.
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Toxicidad de nanoparticulas

de oxido de zinc y oxido cobre en

celulas del sistema excretor

Elizabeth Mavil-Guerrero™?y Karla Oyuky Juarez Moreno-3

Resumen

Esta revision resume la literatura sobre
la toxicidad en células epiteliales de
mamiferos de las nanoparticulas (NPs) de
oxido de zinc (Zn0) y 6xido de cobre (CuO)
publicada entre 2013 y parte del 2021. Los
efectos nanotoxicolégicos de las NPs ZnO
y NPs CuO en las células dependen de la
composicion quimica de la nanoparticula,
de su tamafio, y también, de la estructura y
funcion de las células. El aumento del uso
de las NPs ZnO y NPs CuO en la industria
farmacéutica, cosmética, ambiental vy
alimentaria, lo que promueve que los seres
humanos y otros organismos se encuentren
ante una exposicion a las NPs indeseada o
incidental silenciosa. Las NPs pueden llegar
al sistema circulatorio por via inhalatoria
0 por ingestion para posteriormente

ser excretadas por el higado y rifién. La
exposicion aguda de las células epiteliales
de higado y rifidn a las NPs produce estrés
oxidante, dafio mitocondrial, alteraciones
en el ciclo celulary respuestas inflamatorias
que conducen a las células a una muerte
apoptatica.

Palabras clave:

Sistema excretor, nanotoxicologia,
nanoparticulas

1 Departamento de Bionanotecnologia, Centro de Nanociencias y Nanotecnologia,
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), Km 107 Carretera Tijuana-
Ensenada, Ensenada, Baja California 22860, México.

2 Posgrado en Nanociencias. Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de
Ensenada (CICESE), Ensenada, Baja California 22860, México.

3 CONACYT Catedras, Centro de Nanociencias y Nanotecnologia, Universidad Nacional
Auténoma de México (UNAM), Km 107 Carretera Tijuana-Ensenada, Ensenada, Baja

California 22860, México.

48 Toxicidad de nanoparticulas de 6xido de zinc y dxido cobre en células del sistema excretor



La nanotecnologia es la ciencia que
se encarga del disefio, creacion vy
manipulacién a nivel nanométrico de
materiales que tienen por lo menos una de
sus dimensiones dentro de la escala 1-100
nm (1). Estos nanomateriales pueden ser
particulas, fibras o tubos y su origen puede
ser natural, incidental o manufacturado. Se
pueden encontrar en forma de particulas
individuales, agregados o aglomerados
(2). Los materiales a nanoescala tienen
diferentes propiedades fisicoquimicas con
base en su tamafo, forma, composicion,
quimica superficial y mayor area superficial
de contacto, comparadas con la forma en
el tamafo micro y macroscoépico. Estas
propiedades hacen que los nanomateriales
sean interesantes para  diferentes
aplicaciones industriales y ambientales,
pero almismo tiempo, surge la preocupacién
de la exposicion de los organismos vivos
a estos nanomateriales con capacidad
de reaccionar quimicamente en los
procesos biolégicos (3) . Es por ello, que
la bionanotecnologia y la nanotoxicologia,
estudian las aplicaciones y los efectos que
los nanomateriales tienen en humanos,
animales, bacterias, plantas, hongos u otros
organismos vivos (1).

Recientemente, el estudio y la aplicacién
de los nanomateriales tiene relevancia
en el drea de la salud humana y animal,
para desarrollar nuevas alternativas
terapéuticas, deimageny diagnostico contra
enfermedades crénicas degenerativas como
el céncer (4). Uno de los mas utilizados son
las nanoparticulas metalicas, como las de
plata (Ag) y oro (Au); también, de oxidos
metalicos como el 6xido de cobre (CuO),
oxido de zinc (ZnO) y diéxido de titanio
(Ti0,) (5,6).

Las nanoparticulas de ZnO y CuO pueden
ingresar de manera natural al organismo
por diferentes vias: oral, dérmica,
inhalatoria o bien administradas por via
intravenosa, entre otras, con las que tienen

la capacidad de llegar a ser absorbidas
por el sistema circulatorio y distribuirse
por todo el organismo, para finalmente ser
metabolizadas en el higado y excretadas a
través del rifién e higado (Figura 2) en forma
de fluidos como la orina y las heces fecales
(7,8) Esto implica, que el higado y el rifién
realicen un trabajo arduo para excretar a
las nanoparticulas y con esto evitar su
acumulacioén.
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Figura 2. Principales vias de exposicion a las
nanoparticulas y su transporte hacia el higado y
rifndn. Creada por las autoras en biorender.com.

La exposicion de los organismos a las NPs
de ZnO y CuO ha provocado efectos no
deseados en el higado y rifion que van desde
la acumulacion o lesion hasta la muerte de
células epiteliales que los componen, con
exposiciones cortas de 24 horas evaluadas
in vitro y de meses estudiadas en modelos
animales para la experimentacion (7,9).
Algunos de los efectos nanotoxicologicos
generados en células por evaluacion in
vitro son: reduccion en la viabilidad celular,
dafios en la membrana celular, generacion
de especies de oxigeno altamente
reactivas (ROS, por sus siglas en inglés)
e inflamacién. Por otro lado, en modelos
animales se han descrito efectos como
la activacion del sistema inmunitario
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por medio de inflamacién y de procesos
alérgicos. También se ha reportado
genotoxicidad por dafios cromosomicos
y en el acido desoxirribonucleico (ADN),
mutagenotoxicidad, efectos carcinégenos
y estrés oxidativo, principalmente. Estas
complicaciones pueden ser ocasionadas
por la internalizacion de las nanoparticulas,
los iones liberados o Unicamente por la
interaccion indirecta de las células con las
nanoparticulas (7,8,10).

Es importante mencionar, que la legislacion
sanitaria sobre los nanomateriales en
México es escasa. No existe una norma
oficial mexicana (NOM) para la fabricacion
de productos y materias primas de
nanomateriales y mucho menos para su uso
en la industria farmacéutica, alimentaria,
ambiental y cosmética. Esta desregulacién
sanitaria permea el disefio y la fabricacién
heterogénea de estos nanomateriales,
lote a lote, y no garantiza la calidad de los
productos en los lotes subsecuentes.

Por lo anterior, en este trabajo se resumen
los efectos nanotoxicolégicos reportados
por la exposicion aguda a nanoparticulas de
ZnO y CuO en células epiteliales de higado
y rindn al estar expuestas a diferentes
concentraciones de estas nanoparticulas.

Métodos

Se realizé una busqueda automatizada en
la base de datos internacional PubMed
(nih.gov) y en la revista de la Gaceta
UNAM, empleando las palabras clave:
NPs ZnO, NPs CuQO, células epiteliales de
rifion e higado para articulos originales y de
revision. Los criterios para la seleccion de
los articulos fueron la fecha de publicacion
con un maximo de antigiiedad de 8 afios
y su impacto en la nanotoxicologia. Para
la secciéon de efectos nanotoxicoldgicos
ocasionados por nanoparticulas de 6xido

de cobre, se decidid incluir articulos
originales en otras células que componen al
ser humano, ya que se encontraron escasos
estudios en células de higado y rifidn.

Uso de las nanoparticulas de oxido de
zinc y oxido de cobre por las diferentes
industrias

Industria Ambiental

En cuanto al uso ambiental se resalta la
formulacion de biocidas y pesticidas con la
finalidad de detener el crecimiento de ciertos
organismos que causan enfermedades en
cultivos, areas forestales o acuaticas. Esto
implica la exposicion a estas nanoparticulas
por bacterias, hongos, crustaceos, algas,
peces, entre otros, que son hospederos
naturales y necesarios para el equilibrio de
la vida.

Asimismo, Bondarenko et al. (5), estudiaron
los efectos tdéxicos de nanoparticulas
metdlicas y de Oxidos metdlicos,
determinaron que las NPsZnO y NPsCuO
con tamafos de 20-150 nm son las mas
toxicas a concentraciones de 2-3 mg/L de
agua, en crustaceos, algas, peces, levaduras,
y de 100 mg/L para bacterias, nematodos
y protozoos. Tambien, concluyeron que
las algas son el organismo mas afectado,
siendo relevante por ser el alimento de
diversos peces.

Industria Biomédica

Las aplicaciones de las nanoparticulas de
Zn0 y CuO en el area biomédica, es debido
a que su tamafo nanométrico facilita su in-
ternalizacion en las células. Se utilizan en
la administracién concomitante con farma-
cos y para diagnostico mediante estudios
de bioimagen. También, se les atribuyen a
las NPs ZnO efectos anticancerigenos, an-
tidiabéticos, antibacterianos, antioxidantes,
antiinflamatorios. En una revision realizada
por Mishra et al. (11) y Jiang et al. (12) re-
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sumen que las NPs ZnO tienen efectos an-
ticancerigenos en érganos como el pulmon,
ovarios, cérvix, estbmago, en cancer de cé-
lulas humanas epidermalesy en la leucemia
promielocitica aguda. De acuerdo con Tang
(13) las NPs ZnO obtenidas por sintesis ver-
de mostraron una reduccioén significativa
del colesterol en un modelo de ratas diabéti-
cas administrando a una dosis de 1-10 mg/
kg por 56 dias. Estos resultados sugieren
que las NPs ZnO se podrian utilizar como
terapia farmacolégica en la diabetes melli-
tus. Ademads, Jiang et al. (12) mencionan el
efecto antidiabético de estas nanoparticu-
las con tamanos de 10 a 95 nm, las cuales
reducen la cantidad de glucosa en sangre 'y
colesterol.

Por otro lado, las nanoparticulas de CuO
han sido estudiadas por sus propiedades
anticancerigenas; por ejemplo, Rodhe et
al. (14) demostraron el efecto téxico de las
NPs CuO con un tamafio de 15 a 100 nm
en células de leucemia. Concluyeron que
estas NPs inducen un dafio en el ADN de las
células, la sobreproduccion de ROS como
los superdéxidos, el peréxido de hidrégeno,
el hidroxilo y otro tipo de radicales libres
oxidantes que pueden dafiar moléculas
como lipidos, proteinas y alterar el sistema
antioxidante que es regulado por la enzima
superéxido dismutasa, glutation peroxidasa
y catalasa y también por el glutation;
finalmente ocasionan la muerte de la célula.
Otra investigacion relevante sobre las
aplicaciones biologicas delas NPs CuOes/la
descrita porel grupo de Li et al. (15), quienes
proponen un método altamente sensible y
selectivo para la deteccion del virus de la
gripe HIN1 que se basa en el marcaje de
anticuerpos policlonales utilizando NPs
CuO para detectar y unirse a los antigenos
del virus HIN1. Y de forma mds reciente
en México, investigadores de la UNAM,
han desarrollado un cubrebocas (SakCu)
de nanocapas entre 30-40 nm de espesor

compuestas por una mezcla de platay cobre
que tiene efectividad para inactivar al SARS-
CoV-2 e inhibir la proliferacién de bacterias
(16), este cubrebocas recientemente
desarrollado estard a la venta para su uso,
sin que se haya realizado una evaluacion
de los efectos secundarios a largo plazo
causados por la posible liberacion de las
nanoparticulas y sus efectos en células del
sistema respiratorio e inmunoldgico.

Industria Cosmética

La industria cosmética emplea diferentes
tipos de nanoparticulas de 6xidos metalicos
y especialmente NPs ZnO y NPs CuO para la
fabricacién de cremas, protectores solares,
magquillajes, cremas depilatorias, entre
otros productos de belleza, que estan en
contacto directo con el érgano mas grande
del ser humano, la piel.

Dykes (17), realiz6 un estudio con la
finalidad de probar el efecto de NPs
CuO sobre la piel de mujeres, quienes
utilizaron fundas de almohada y ropa
de cama que contenian NPs CuO y el
resultado fue que revelaron un aspecto
mejorado en la piel del rostro, ademas de
un aumento de la elasticidad en la piel
del pie utilizando calcetines impregnados
con NPs CuO. Ademas, las NPs ZnO estan
presentes en productos de belleza como
polvo de maquillaje, corrector de ojeras e
imperfecciones faciales, protector solar,
balsamo para imperfecciones, sombra de
0jos, crema de proteccion solar, entre otros,
en concentraciones que van de los 0.5-17
g/100g de producto, por lo que se requiere
mas investigacion sobre los efectos tdxicos
de este tipo de NPs en concentraciones
superiores a los 17g/100 g de producto
debido a la toxicidad sinérgica que podria
resultar con el uso de mas de un cosmético
alavez (18).
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Industria Alimentaria

La industria alimentaria ha implementado
el uso de las nanoparticulas de o6xidos
metalicos y especialmente las de ZnO
y CuO en la composiciéon de envases
primarios y secundarios para alimentos o
bebidas, o bien, como excipientes dentro
de la formulacion de estos, lo que favorece
el contacto con el producto alimenticio
que es ingerido por el consumidor (5,19).
También emplea a estas NPs como aditivos
en los alimentos, por sus propiedades
antimicrobianas reportadas en distintos
estudios que demuestran la capacidad de
las NPs ZnO con tamafo entre 30-100 nm
para inducir la muerte por sobreproduccién
de ROS, principalmente en bacterias como
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Proteus
vulgaris, Vibrio cholerae 'y Pseudomonas
aeruginosa (12,20).

Excrecion de las nanoparticulas por el
higado y el rinén

El proceso farmacocinético al que son
sometidas las nanoparticulas al igual
que los farmacos se divide en liberacién,
absorcion, distribucién, metabolismo y
excrecion, también llamado sistema LADME.
Los drganos principales encargados de la
excrecion de los nanomateriales una vez
que son metabolizados y biotransformados
en moléculas o subproductos de menor
tamafo son el higado y el rifidn. El higado
esta conformado en un 60-80% por células
epiteliales especializadas, llamadas
hepatocitos, es capaz de excretar NPs con
un radio hidrodinamico entre 50-200 nm
por medio de las heces; mientras que el
rindn esta integrado por un 90% de células
epiteliales y se encarga de la excrecion de
NPs con tamafio entre 6-15 nm es mediante
la orina (21).

Diferentes estudios han demostrado que
la excrecion de la NPs por el higado y el
rindn tienen efectos téxicos que afectan
a las células de estos organos, tales
como espacios intersticiales, vacuolas,
degradacién y necrosis de las células
epiteliales, procesos inflamatorios, dafno al
ADN y mitocondrias, sobreproduccion de
ROS, entre otras (7,9,22).

Ademas del tamafo, otro aspecto a
considerar sobre la excrecion de las NPs
es su estabilidad para permanecer en
fluidos como la sangre, ya que, si tienden a
aglomerarse o agregarse, generan cambios
en sus propiedades fisicoquimicas que
juegan un papel perjudicial en la cinética de
excrecion, situacion que es comun cuando
las NPs se administran por via intravenosa.
Ademas, debido a su quimica superficial,
algunas NPs tienen la capacidad de formar
una corona proteica, que es una estructura
en la superficie de la NP que se construye
al interactuar con las proteinas que se
encuentran en el medio. Esto puede afectar
los diversos pardmetros fisicoquimicos
de una NP, incrementando su tamafio Yy,
por lo tanto, ocasionando que no pueda
ser excretada por el higado o el rifidén y
originando su acumulacion (23).

Efectos  nanotoxicoldgicos de las
nanoparticulas de oxido zinc y las
nanoparticulas de o6xido de cobre en
células del sistema excretor

En los apartados anteriores se mencioné
que las NPs ZnO y NPs CuO tienen
diferentes efectos toxicos en las células lo
que ocasiona una reduccién de su viabilidad
que culmina con la muerte de la célula
(Figura 2). En este apartado, se presentan
los efectos nanotoxicolégicos descubiertos
hasta ahora en células que constituyen el
higado y el rifién, para lo cual se muestran
las tablas 1 y 2 que resumen los efectos
toxicos estudiados.
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Figura 2. Resumen grafico que representa la toxicidad y aplicaciones que tienen las nanoparticulas
de 6xido de zinc y 6xido de cobre en células epiteliales de higado y rifién. Creada por las autoras en

biorender.com.

TAMANO TIEMPO
DE NPS DE
(NM) EXPOSICION

LiNEA

CELULAR CONCENTRACION

Células
de rifidn 25-40 5,25, 50
embrionarias nm S 2 e y 75 ug /mL
HEK 293
0.1,1,10,
HEK293 36 nm 0-5h y 100 pg/mL
Células
epiteliales de ) 12.5-50.0
rifi6n NRK- 10720 M 24h ug/mL
52E

EFECTO

TOXICO REFERENCIA

Muerte
apoptadtica por
incremento
de ROSy
pérdida del
potencial de
la membrana
mitocondrial

(24)

Dafio al

ADN por (25)
incremento de
micronucleos

Reduccion de
la viabilidad
celular por
dano al ADN

(26)
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TAMANO TIEMPO
DE NPS DE
(NM) EXPOSICION

LINEA

CELULAR

Células de

ffion MDCK 100 M 24h
HepG2y
HK-2 100 nm 24 h
Linea celular
hepatocito 130 nm 24 h
C3A

CONCENTRACION

12-737 pM

256 pg/mL

0.5-256 mg/mL

EFECTO TOXICO | REFERENCIA

Muerte
celular por
genotoxicidad
y disminucién (27)
de la actividad
de las enzimas
antioxidantes

Reduccion de
la viabilidad por
dafo al ciclo
celular

(28)

Citotoxicidad
en las células
con aumento
clarodela
produccion de
IL-8

(29)

Tabla 1. Efectos toxicos de las NPsZnO reportados en diferentes estudios in vitro en células de

higado y rifion.

Las investigaciones resumidas en la Tabla
1, demuestran que los diferentes efectos
toxicos ocasionados por las NPs ZnO
desencadenan la muerte de las células,
pero no proponen un mecanismo biolégico/
molecular detallado que permita conocer
con exactitud mayor lo que las NPs causan
en las células. Sin embargo, Zhang et al.
(30), proponen un mecanismo de muerte
inducida por alteracion en las enzimas
del sistema antioxidante generado por
disminucion de los acidos ribonucleicos
mensajeros (ARNm) para el péptido
glutation y la enzima glutatién peroxidasa,
ambas moléculas importantes del sistema
antioxidante celular, ademds del aumento
en el malondialdehido. Los autores
demuestran que existe un dafo en el

potencial de lamitocondria poracumulacion
de hierro en células endoteliales de la vena
umbilical humana (HUVEC, por sus siglas
en inglés) después de ser expuestas por 24
h a concentraciones de 10 y 15 pg/uL de
NPs ZnO con un tamafo de 3010 nm.

Para esto Zhang et al. (30), proponen un
mecanismode muerte celularporferroptosis,
que se induce por la acumulacién de hierro
y es dependiente de la peroxidacion de
lipidos. Aunque el trabajo descrito por
Zhang et al. (30) se llevé a cabo en células
HUVEC, es una investigacion muy completa,
que da pauta para realizar investigaciones
similares, pero en células del sistema
excretor con tamafios de NPs diferentes.
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TAMANO

LiNEA

DE NPS
CELULAR (NM)
Células
de.rlnon' <50 nm
embrionarias
HEK 293
Linfocitos <100
Células de 114.4
Kupffery 3621
hepatocitos y ’
Células de
gliomaCéy 14113
astrocitos
Células
humanas
de epitelio 75 nm
alveolar
A549
Hemocitos
ycelulas o7 919
glialesy
alveolares
HepG2y 221.53
Caco-2 nm

TIEMPO
DE
EXPOSICION

48 h

2,4y6h

56y24h

30 min
y5h

24 h

2,4y24h

24 h

CONCENTRACION

3 mg/mL
y 300 mg/mL

0.1,0.2,0.4,0.5
y 0.8mM

12.5, 25, 50,
y 100 pg/mL

10-1000 pM

0.32,
1.6,3.2,16.1,
and 32.1 pg/cm?

0.05,0.5,2.75
and 5 mg/L

2.5,5,10,15, 20
y 40 pg/mL

EFECTO
TOXICO

Dafio ala
membrana

celulary estrés

oxidante

Muerte
celular por
peroxidacion
de lipidos,
dafioala
mitocondria
y alos
lisosomas

Muerte
apoptaética
y estrés
mitocondrial

Reduccion

de la viabilidad

celulary de

lactato des-

hidrogenasa
(LDH).

Promocién de
la formacion
de un infla-
masoma por
aumento de IL-
Tay actividad
proinflamato-
ria por IL-6

Muerte celu-
lar por estrés
oxidante e
inhibicion de la
Na-K-ATPasay
dano al ADN

Muerte celular
apoptaotica por
dafo al ADN

REFERENCIA

(31)

(25)

(33)

(34)

(35)

(36)

(37)

Tabla 2. Efectos toxicos de las NPsCuO reportados en diferentes estudios in vitro en células de

mamiferos.
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La regulacion sanitaria de los
nanomateriales en México

El uso de las NPs para distintas aplicaciones
aumenta continuamente, sin embargo, la
legislacién sanitaria en México estarezagada.
No existen normas oficiales mexicanas
(NOMs), unicamente normas mexicanas,
tales como la NMX-R-10867-SCFI-2014, para
la caracterizacion de nanotubos de carbono
de una capa mediante espectroscopia de
fotoluminiscencia en el infrarrojo cercano;
la norma NMX-R-10929-SCFI-2014, para la
caracterizacion de muestras de nanotubos de
carbono de multiples capas; la NMX-R-27687-
SCFI2014, que plantea una terminologia y
definiciones para nano-objetos-nanoparticula,
nanofibra y nanoplaca; la norma NMX-R-
80004-1-SCFI-2014  nanotecnologias; el
Vocabulario-Parte 1: Conceptos basicos;
la norma NMX-R-80004-3-SCFI-2014,
Nanotecnologias-Vocabulario-Parte 3: nano-
objetos de carbono (38) y por ultimo la
NMX-R-12901-1-SCFI-2015 nanotecnologias-
Gestion de riesgo ocupacional aplicado a
nanomateriales manufacturados (39). Todas
estas normas no son obligatorias sino
voluntarias, flexibles y no reglamentarias, por
lo que esta desregulacién sanitaria conlleva
a un flujo incontrolado de la produccion y
sintesis de NPs para diferentes aplicaciones
a las que nos encontramos constantemente
expuestos.

Ademas, los productos o materias primas
qgue contienen NPs no se someten a pruebas
de seguridad y eficacia establecidas en una
norma oficiales mexicana, como es para el
caso de productos ambientales, cosméticos,
alimentarios y de insumos para la salud que
contienen materias primas microscépicasy
macroscopicas. Si bien, la Comision Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios

(COFEPRIS) realiza una evaluaciéon por
medio del comité de moléculas nuevas
cuando un nanomaterial es propuesto
con fines terapéuticos, es fundamental
tomar medidas regulatorias obligatorias
mediante normas oficiales mexicanas, que
garanticen la calidad, seguridad y eficacia
para su uso en humanos y animales en
lotes subsecuentes de los nanomateriales
en todas las areas de aplicacion.

Por lo anterior, es importante implementar
Normas Oficiales Mexicanas (NOM), que
son de caracter obligatorio y que contienen
lineamientos que permiten  obtener
medidas uniformes y garantizar la calidad,
seguridad y eficacia de los nanomateriales
en productos o materias primas. Estas
NOMs deben establecerse entre los
legisladores, la comunidad académica y la
industria privada para sefalar pautas por
un beneficio comun sobre la seguridad de
los productos o materias primas (40). La
comunidad académica mexicana se ha
organizado para impulsar esto, a través de
la Red de Nanociencias y Nanotecnologia
(RNyN, CONACYT), la cual promovié
la creacién del Sistema Nacional de
Evaluacién Toxicolégica (SINANOTOX),
que es un grupo de investigadores
provenientes de universidades publicas
y privadas que conjuntan su experiencia
en la Nanotoxicologia para proponer
protocolos estandarizados que permitan
realizar pruebas toxicolégicas de los
nanomateriales y comparar sus efectos
en diversos modelos biolégicos. Los
resultados que se obtienen permiten
contribuir con evidencia cientifica a la
regulacion sanitaria de los nanomateriales
y en la gestion de la implementacion de las
NOMs para garantizar su seguridad (39).
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Conclusiones y comentarios

Los NPs de ZnO y CuO afectan las
respuestas celulares in vitro de
varios tipos de células epiteliales
de higado y rindn. La mayoria de los
estudios sugieren que los efectos
nanotoxicolégicos mas comunes son
estrés oxidante, dafio mitocondrial y
alteraciones en los estadios del ciclo
celular presuntamente causados por
los iones Zn%*+ y Cu?+ que resultan
de la disolucion de las NPs fuera de
la célula, la internalizacion de las
NPs o bien por combinacion NP-ion.
Los resultados de las evaluaciones
toxicologicas in vitro indican que
la induccion de estrés oxidante es
el mecanismo mas importante o
probable que subyace a la toxicidad y
conlleva a la célula a una muerte por
apoptosis. Sin embargo, los efectos
nanotoxicolégicos que inducen
la muerte de las células por la
exposiciéon a NPs ZnO y CuO durante
su excrecion por el higado y el rifidn
siguen siendo una interrogante, sobre
todo por el mecanismo intrinseco y
sumamente relevante de las células
gue componen a estos dos érganos,
y principalmente el de las células
epiteliales. Ya que, los efectos téxicos
de las nanoparticulas dependen de
su tamafo y composicion quimica,
pero también de su interaccién con
la estructura y funcion celular que
varia entre cada tejido. Finalmente,
la regulacién sanitaria en México
requiere solicitar pruebas in wvitro
mediante una NOM que garanticen
la seguridad en la salud humana y
animal con el uso de productos que
contengan nanomateriales.
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El potencial riesgo digestivo

de los nanomateriales
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Resumen

Objetivos: Evaluar el riesgo a la salud
publica, particularmente respecto a
trastornos gastrointestinales, que implica la
exposicion cotidiana de la poblacién a los
nanomateriales como aditivos empleados
en la industria alimentaria y/o como
contaminantes derivados del uso de materia
prima contaminada con nanoparticulas
originadas por la degradacion de residuos
plasticos. En esta revision se recopilan los
puntosmasrelevantesdelasinvestigaciones
nanotoxicolégicas  disponibles acerca
del efecto de las nanoparticulas de 6xido
de zinc, un aditivo comunmente utilizado
en la industria alimentaria, y de las
nanoparticulas de tereftalato de polietileno,
uno de los principales componentes de los
residuos plasticos. Métodos: Extraer las
publicaciones mas recientes y relevantes
acercadelosriesgos poringestiéndeambos
tipos de nanomateriales encontrados
en alimentos y bebidas, utilizando un

q' 2

Absorcién celular

Potenciales riesgos a la salud

reconocido motor de busqueda. Resultados:
En el aparato digestivo, los nanomateriales
cambiaran sus propiedades fisicoquimicas
y estaran en constante interaccion con
las células intestinales, las cudles son
capaces de internalizarlos por vias
endociticas. Ademas, los nanomateriales
interactian con la microbiota, ocasionando
un desbalance en la flora intestinal y
cambios en la composicién de la mucosa.
En conjunto, esta serie de eventos
desencadenara respuestas celulares de
estrés oxidativo. Conclusiones: El area de
evaluacion nanotoxicoldgica abordada en
esta revision es un enfoque emergente de
los efectos toxicos de la materia en tamafio
nanométrico que pone de manifiesto los
posibles efectos a corto, mediano y largo
plazo delos nanomateriales y cuyo progreso
contribuira a esclarecer como prevenir
y tratar patologias gastrointestinales
asociadas.

1 Departamento de Bionanotecnologia, Centro de Nanociencias y Nanotecnologia, UNAM.

2 Posgrado en Nanociencias del Centro de Investigacién Cientifica y Educacién Superior de Ensenada.

3 Catedra CONACYT en CNyN-UNAM.
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Introduccion

De acuerdo a la Comision Europea, un
nanomaterial es aquel material de origen
natural, incidental o fabricado, que contiene
particulas que pueden estar en un estado no
unido, como agregados o aglomerados, y en
los que al menos el 50% de estas particulas
tienen una o mas de sus dimensiones
externas en un rango de tamafio entre 1 a
100 nm (1).

Las propiedades fisicas y quimicas
de los nanomateriales, les confieren
caracteristicas exclusivas del tamafo
nanomeétrico, muchas de las cuales estan
asociadas a una actividad biolégica, por
ejemplo, antibacteriana o anti-inflamatoria.
A pesar de que el tamafno es la principal
caracteristica de los nanomateriales,
también se distinguen por tener una elevada
area superficial y una quimica superficial
altamente reactiva. Otros parametros
fisicoquimicos  importantes en los
nanomateriales son su forma, proporcion de
aspecto (la relacion entre el ancho y el largo
del nanomaterial), la composicién quimica,
porosidad, estructura cristalina, estabilidad
y carga superficial. Ademas, debido al
arreglo de los elementos que componen
a algunos nanomateriales, éstos pueden
presentar propiedades muy particulares
como la luminiscencia, magnetismo,
superconductividad, entre otras.

Los nanomateriales tienen diversas
aplicaciones en la industria electronica,
farmacéutica, cosmeética, biomédica
y alimentaria, ocasionando que Ia
sociedad esté ininterrumpidamente
expuesta a la materia en nanoescala. Los
productos comerciales pueden contener
nanomateriales que se adicionan de forma

intencional, o que se presentan como
contaminantes en productos de consumo
humano. Esto supone un potencial riesgo
a la salud y al medio ambiente puesto que
se desconoce con claridad cudles son los
efectos toxicos de los nanomateriales,
mismos que pueden variar segun su
composicion y propiedades fisicoquimicas
(2). Por esta razon, surge de forma
emergente una rama de las nanociencias,
conocida como nanotoxicologia, que se
encarga de evaluar los potenciales riesgos
que los nanomateriales tienen en la salud y
el ambiente.

La presencia de los nanomateriales en
alimentos empaquetados y bebidas
envasadas se ha incrementado en la
ultima década, debido a su uso intencional
como aditivos o a su condicion secundaria
derivada de la contaminacion ambiental.
Los nanomateriales sintetizados a partir
de 6xidos metalicos como los de 6xido de
titanio (TiO,), 6xido de silicio (SiO,) y 6xido
de zinc (Zn0), son los mas utilizados como
aditivos en la industria alimentaria (3).

Los nanomateriales que son producto de
la actividad antropogénica y, por lo tanto,
su sintesis no es intencional ni controlada,
son los nanomateriales incidentales. Uno
de los mas representativos en la actualidad
son los nanoplasticos, que son la principal
fuente de contaminacion en alimentos y
bebidas. Uno de los tipos mas comunes
de nanoplasticos son las nanoparticulas
de tereftalato de polietileno (PET) que
se generan por la degradacién de los
desechos plasticos y pueden trasladarse
hasta los humanos a causa de su insercion
y acumulacién en la cadena tréfica (4).
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Figura 1. Los nanomateriales pueden estar presentes en alimentos y bebidas debido a que se
emplean como aditivos en la industria alimentaria para mejorar las propiedades de los productos.
Ademas, pueden presentarse como contaminantes provenientes de la materia prima en contacto con

nanoplasticos.

Por lo tanto, es crucial promover las
investigaciones relacionadas con
la nanotoxicologia que ayuden a
determinar cuales son los efectos que los
nanomateriales desencadenan en el aparato
digestivo; asicomo esclarecer cuales sonlas
respuestas celulares y moleculares que se
alteran como resultado de esta exposicion
(5). En esta revisién se recopilaron algunas
de las investigaciones mas relevantes
acerca de los efectos producidos por la
presencia de nanoparticulas en las células
intestinales. Se consideraron dos tipos de
nanoparticulas: las de 6xido de zinc (ZnO
NPs) por ser uno de los principales aditivos
utilizados en la industria alimentaria, y las
nanoparticulas de tereftalato de polietileno
(PET NPs) que representan uno de los
principales contaminantes en el agua y
alimentos.
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Metodologia

Para identificar y extraer las publicaciones
relevantes que fueron incluidas en esta
revision se emplearon las frases “effects
ingested pet nanoparticles” “risk of ingestion
of pet nanoparticles” “intestinal function
zno nanoparticles” “risk of ingestion of zno
nanoparticles” en el motor de busqueda
Google Scholar. La busqueda se centro
en articulos cientificos en los que se
evaluara o recopilara informacién acerca
de los efectos de las ZnO NPs y las PET
NPs en modelos intestinales in vitro 0 in
vivo. Ademas, se rastrearon publicaciones
acerca de los mecanismos de toxicidad
y procesos de internalizacion de ambos
tipos de nanoparticulas en el mismo motor
de busqueda, en publicaciones reportadas
en la seccion de referencias de otros
articulos y en la coleccion de los autores de
publicaciones al respecto.
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Resultados

Los nanomateriales a través del aparato
digestivo

Después de ser ingeridos, los
nanomateriales comienzan su trayecto
por el tracto gastrointestinal, durante este
proceso se veran expuestos a ambientes
con condiciones particulares dependientes
del érgano que atraviesen, por ejemplo,
cambios de pH, presencia de enzimas
digestivas, peristalsis, microbiota o
biomoléculas provenientes de la materia
organica de los alimentos (Lukas, 2021).
Las condiciones de cada 6rgano pueden
alterar las propiedades fisicoquimicas
de los nanomateriales promoviendo su
aglomeracién o disolucion en iones e
influenciando su absorcion (Lukas, 2021).
Los nanomateriales permanecen casi
inalterados en la saliva, sin embargo, el
ambiente 4acido del estdmago promueve
su aglomeracion y ligera liberacion de
iones. Por el contrario, en el intestino,
los nanomateriales que pueden estar
aglomerados, se desintegran dejando
nuevamente el nanomaterial pristino o
sus iones, libres para formar complejos
con otros compuestos biolégicos, siendo
por lo tanto, el epitelio intestinal el area
mayoritariamente expuesta a la absorcién
de los nanomateriales (Lukas, 2021; Peters
et al., 2012; Sieg et al., 2017)

A lo largo del trayecto por el tracto
gastrointestinal, los nanomateriales
pueden transformarse en iones y viceversa,
presentandose una formacioén de novo a
partir de los iones libres (Lukas, 2027;
Peters et al., 2012; Sieg et al.,, 2017). En
este sentido, los nanomateriales pueden
ocasionar una amplia variedad de efectos
en cada una de las capas del intestino,
como por ejemplo cambios morfolégicos
en las células epiteliales, disrupcién de
las vellosidades y microvellosidades

intestinales, afectacion en la absorcién
de carbohidratos, grasas y proteinas,
modificaciones en la composiciéon de la
mucosa, desbalances en la colonizacién
simbidtica de la microbiota, y activacion de
la respuesta inmunolégica (9).

Absorcion intestinal e internalizacion
celular de nanoparticulas

Las células epiteliales que forman al
intestino tienen una organizacion polarizada
epitelial y algunas son capaces de secretar
mucosa, que constituye la primera barrera
que enfrentan los nanomateriales para
ser internalizados. La mucosa intestinal
esta cargada negativamente por lo que,
ademas del tamafo, la carga superficial
de los nanomateriales es crucial para
atravesarla. Por lo tanto, la penetracion
de nanomateriales con carga superficial
positiva se ve favorecida (10,11). Los
nanomateriales que logran atravesar la
mucosa son mayormente internalizados
por las células M, y en menor proporcion
por los enterocitos, células encargadas
de la absorcién de agua y nutrientes
(Bouwmeester, van der Zande, & Jepson,
2018; Lukas, 2021).

La internalizacion de los nanomateriales
en las células se da por vias endociticas,
caracterizadas por la invaginaciéon de la
membrana plasmatica para formar una
vesicula conocida como endosoma. Dentro
de las células, algunos nanomateriales
pueden escapar de los endosomas e
instalarse en el citoplasma, impactando
negativamente en las célulasintestinales. En
contraparte, la fraccién de nanomateriales
que no logre absorberse a través de las
barreras intestinales puede acumularse en
el interior del intestino y relacionarse con
los microorganismos colonizadores (13,14).
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Por ejemplo, en el caso de las ZnO NPs,
Huang y Tang, describieron que, al estar
compuestas de metales activos, entre el
65y 100% de este tipo de nanoparticulas
se disuelven con facilidad en el ambiente
acido del estomago, provocando que
su biodurabilidad sea baja (9). En otro
estudio, Ghebretatios y colaboradores,
describieron que las ZnO NPs reducen la
abundancia y diversidad bacteriana de la
microbiota, especialmente de bacterias
beneficiosas para la funcion intestinal.
Estos hallazgos sugieren que las ZnO
NPs inducen un desbalance en la flora
intestinal y alteraciones en su actividad
metabdlica (14). En concordancia, Lamas
y colaboradores, reportaron el mismo
desbalance en la microbiota, reflejado en la
disminucion de Lactobacillus y el incremento
en el filo patégeno Proteobacteria (13).

Diversos reportes coinciden en que la
exposicion de las ZnO NPs a un ambiente
acido promueve su disociacién en iones
Zn?*. Jeon y colaboradores llevaron a cabo
un estudio para determinar el destino de
las ZnO NPs tras su ingestion en alimentos
empaquetados. Expusieron la linea celular
Caco-2 a 50 ug/ml de ZnO NPs con un

tamafio de aproximadamente 60 nm vy
encontraron que la absorcién celular se
presentaba mayoritariamente en forma de
iones Zn?* debido a que las ZnO NPs sufrian
severas disociaciones por la acidez de los
alimentos estudiados o por interaccion con
otros componentes del medio de cultivo
empleado. A pesar de esto, los autores
recalcaron que no debe despreciarse la
contribucion de las ZnO NPs que logran
absorberse en forma de nanoparticulas (3).

Por otro lado, Mittag y colaboradores
estudiaron las lineas celulares de epitelio
intestinal, Caco-2 y LT97, en presencia
de ZnO NPs de < 50 nm y < 100 nm a
concentraciones entre 12 y 1,229 umol/L,
con lo cual demostraron que las ZnO
NPs son internalizadas por endocitosis.
Una vez en el citoplasma, la formacion
de un endolisosoma ocasionara una
disminucién en el pH del medio en que
se encuentran las ZnO NPs, hecho que
promovera su disoluciéon en iones Zn? y
la desestabilizaciéon del lisosoma. Esta
cadena de eventos finalmente resultara en
dafio celular (15,16)

(@)

) Endosoma

i\ o,
— i,

Célula apoptdtica

Lisosoma Endolisosoma

Figura 2. Después de ser internalizadas, las ZnO NPs seran depositadas en un endolisosoma, un
organulo con contenido acido. La acidez dentro de esta estructura intracelular ocasionara la disolucion
de las ZnO NPs en iones Zn%, mismos que desestabilizaran al endolisosoma y provocaran la muerte

de la célula.
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Para el caso de las nanoparticulas plasticas,
en 2018, Magriy colaboradores, observaron
que las PET NPs son internalizadas a
partir de endosomas que se fusionan con
lisosomas originando endolisosomas vy
determinaron que las PET NPs son capaces
de atravesar las barreras intestinales sin
inducirdanos enlamucosaoenlaestructura
de las células a corto plazo. Sin embargo,
se sabe que este tipo de nanoparticulas
son biopersistentes, por o que no se debe
descartar la toxicidad a largo plazo. Otro
punto importante a considerar es que las
PET NPs pueden interactuar y unirse a otras
moléculas contaminantes que podrian ser
depositadas en el torrente sanguineo con la
translocacioén de las nanoparticulas (17).

Principales mecanismos de citotoxicidad
inducida por nanomateriales

El término citotoxicidad hace alusién a la
capacidad de un agente de infligir algun
tipo de dafio celular que afecte el desarrollo
correcto de la célula. Se han observado
dos posibles mecanismos en los que las
ZnO NPs inducen citotoxicidad. El primero
es dependiente de su tamafio y forma, asi
como de sus propiedades fisicoquimicas
particulares. El segundo mecanismo se da
por la liberacion de iones téxicos de Zn?*
dentro y fuera de las células (18).

Para determinar si la toxicidad de las ZnO
NPs proviene de las nanoparticulas, la
liberacién de iones 0 ambos factores, Wang
y colaboradores, evaluaron los mecanismos
de toxicidad de estas y otras nanoparticulas
de oOxidos metalicos. Utilizando wuna
cepa de P. phosphoreum analizaron los
mecanismos de toxicidad de ZnO NPs de
30 nm en concentraciones de 0.19 a 0.48
mg/L. Determinaron que la toxicidad de las
Zn0O NPs se debia unicamente a la accion
de los iones Zn?. Sin embargo, aclararon
que el método que se utilice para medir la
toxicidad y los componentes del medio en
que se encuentren las ZnO NPs, tendran
impactos significativos en los resultados.

Debido a esto y a la existencia de reportes
que asocian la toxicidad a su forma de
nanoparticulas, este mecanismo aun no
puede ser tomado como contundente (19).

Por otra parte, Mittag y colaboradores,
coincidieron en la citotoxicidad de los iones
de Zn?*y puntualizaron que la consecuencia
principal de estos es la sobreproduccién de
las especies de oxigeno reactivas. A partir
de sus ensayos anteriormente descritos,
comprobaron cambios en el contenido
intracelular de zinc que pueden afectar
la cadena de transporte de electrones y
la efectiva replicacion y reparacién del
ADN (15). Ademas, los iones Zn?* pueden
ocasionar la disfuncién mitocondrial, la
desestabilizacion lisosomal y la iniciacion
de una respuesta inmunitaria por induccion
de la liberacion del factor pro-inflamatorio
IL-8. En conjunto, el estrés oxidativo
ocasionado por las ZnO NPs, disminuye
la viabilidad celular, dafia el DNA y otras
estructuras intracelulares, impacta la
integridad de la membrana plasmatica vy,
finalmente, compromete a la célula hacia la
apoptosis (20).

En contraparte, al estudiarlas PET NPs en la
linea celular Caco-2, Magri y colaboradores,
encontraron que estas NPs no afectan
la viabilidad celular ni la integridad de
membrana. A pesar de esto, especularon
que la persistencia de las PET NPs en los
lisosomas puede alterar las funciones
de estos organulos activando algun
mecanismo de estrés celular (17).

Al respecto, Yong y colaboradores, recopi-
laron resultados de diversos autores con
base a los cuales concluyeron que la endo-
citosis de nanoparticulas de plastico puede
ocasionar diversas alteraciones en el me-
dio intracelular. Esta clase de NPs tienen el
potencial de permeabilizar las membranas
de los endosomas, liberandolas al citosol,
donde interactuaran con otras estructuras
intracelulares y afectaran procesos como
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la formacion del huso mitético y
la segregacion cromosomal. Ade-
mas, podrian interferir con el tra-
fico intracelular y la expresién de
receptores y transportadores de
membrana (21).

Otramanifestacionde citotoxicidad
son las alteraciones en el ciclo
celular. Sobre este factor, se
conoce que pueden presentarse
diferencias en la cantidad y la
velocidad a la que una célula
internaliza los nanomateriales, asi
como en los efectos que estos
desencadenen, segun la fase del
ciclo celular que atraviese la célula
en cuestion (22).

Algunos autores reportan que
las ZnO NPs tienen efectos
importantes sobre el ciclo
celular. En general, coinciden en
que este tipo de NPs ocasiona
una disminucién en la cantidad
de células que se encuentran
en la fase GO/G1 e incrementa
la cantidad de aquellas que
atraviesan la fase S o G2/M, las
cuales son propensas al arresto
del ciclo celular (18,20,23).

En el caso de las nanoparticulas
plasticas, poco se ha evaluado
acerca de su impacto en el ciclo
celular. Xu 'y colaboradores,
precisaron que las nanoparticulas
de poliestireno, otro tipo de
nanoplasticos, estan relacionadas
con el incremento en la expresion
deciclinaDyE,conunconsecuente
arresto del ciclo celular en la fase
S (24). Sin embargo, cudles son
los efectos de las PET NPs en el
ciclo celular contintda siendo una
pregunta abierta.

Conclusiones y perspectivas futuras

A pesar de la ventaja tecnolégica que representan,
la presencia cotidiana de los nanomateriales
implica un riesgo a la salud de la poblacién y
el medio ambiente. La ingesta es una de las
principales vias através de las cuales los humanos
estan expuestos a la materia a nanoescala. Por
lo tanto, es necesario continuar y extender las
investigaciones biomédicas que consideren los
riesgos toxicologicos de los nanomateriales a
corto, mediano y largo plazo, y que contribuyan
a respaldar la importancia de generar politicas
publicas que responsabilicen a las industrias,
no solo del giro alimentario, a reportar en el
etiquetado la presencia de nanomateriales en sus
productos. Dichas investigaciones representan
uno de los mayores retos actuales en el area
de nanotoxicologia debido a que la toxicidad
de los nanomateriales es dependiente de sus
propiedades fisicoquimicas y, al momento, la
imposibilidad de estandarizar los nanomateriales
dificulta las evaluaciones nanotoxicolégicas.
La falta de estandares torna particularmente
compleja la determinaciéon del efecto tdxico
de los nanoplasticos, cuya formacion en el
medio abrasivo del océano, hasta el dia de
hoy, no es reproducible. En este sentido, el
progreso en la resolucién de los retos actuales
de la nanotoxicologia contribuira a llevar a cabo
estudios que consideren mas aristas de la
interaccion de los nanomateriales con el aparato
digestivo y esclarecer métodos de prevencion y
tratamiento de las posibles patologias asociadas
a su consumo.
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