Universidad Autonoma de Baja California
Facultad de Ingenieria, Arquitectura y Disefo
Maestria y Doctorado en Ciencias e Ingenieria

POR L& REALIZACION PLENA DEL SER

Evaluacion de la actividad toxicologica de nanoparticulas
de oxido de zinc sintetizadas a partir del extracto “Rubus
ulmifolius”

Tesis para

“Obtener el grado de maestro en ingenieria”

Presenta:

Aleksy Moreno Meza

Directora

Dra. Claudia Mariana Gémez Gutiérrez

Codirector

Dr. Priscy Alfredo Luque Morales

Ensenada, Baja California, México, agosto 2022



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE INGENIERIA, ARQUITECTURA Y DISENO

MAESTRIA Y DOCTORADO EN CIENCIAS E INGENIERIA

Evaluacion de la actividad toxicologica de nanoparticulas de
oxido de zinc sintetizadas a partir del extracto “Rubus
ulmifolius

TESIS

Que para obtener el grado de maestria en ingenieria presenta:

Aleksy Moreno Meza

Aprobada por:

Director de tesis

V4
Dr.Priscy A. ]&e Métales Rubén C. Villarreal Sanchez
Codirector de tesis Miembro del comité

Ensenada Baja California, México. Agosto, 2022



Resumen de la tesis que presenta Aleksy Moreno Meza como requisito parcial para
la obtencion del grado de Maestria en Ingenieria en la linea de generacion y
aplicacion del conocimiento de Bioguimica.

Evaluacién de la actividad toxicolégica de nanoparticulas de éxido de zinc
sintetizadas a partir del extracto “Rubus ulmifolius”

Resumen aprobado por:

)
,'/ A
W29 i
Dra. Claudia M. Gémez Gutiérrez Dr. Priscy uque Morales

Directora Codirector

En afos recientes, la sintesis de nanoparticulas por métodos fisicos, quimicos y
biologicos, estéd desarrollando una contaminacién ambiental. El uso de reactivos
altamente oxidantes se desecha como productos toxicos para el medio ambiente.
Esto ha llamado la atencién dado que, la demanda de nanoparticulas cada vez se
vuelve mayor por sus amplios campos de aplicacién, por lo que las nanoparticulas
(NP's) de éxido de zinc (ZnO), tienen un interés particular, ya que, su campo de
accion es diverso, desde la electrénica, cosméticos, ambientales hasta aplicaciones
biomédicas. Por tal motivo, el interés de este proyecto se ha enfocado en la
investigacion de la actividad toxicolégica de las nanoparticulas de 6xido de zinc
sintetizadas con Rubus ulmifolius. Por otra parte, en esta investigacion se
expusieron bacterias, células “sanas” y cancerosas a nanoparticulas de oxido de
zinc utilizando diferentes porcentajes de extracto Rubus ulmifolius determinando el
efecto que ejercen las nanoparticulas de dxido de zinc sobre E. coli y células de
cerebro de ratdn, a través de estudios de actividad antimicrobiana y ensayos de
viabilidad celular. El resultado de las pruebas, demostraron que las nanoparticulas
de éxido de zinc sintetizadas con Rubus ulmifolius tienen actividad inhibitoria sobre
cepas grampositivas y gramnegativas. En los cultivos celulares se observo, que, a
mayor concentracion menor viabilidad, destacando un efecto ligeramente mayor en
las células de glioma que las de cultivo primario sano.

Palabras clave: Antimicrobiano, Anticancerigeno, E. coli, Rubus ulmifolius, Lineas
celulares, Sintesis verde, Nanotecnologia, Nanoparticulas de 6xido de zinc.
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1. INTRODUCCION

1.1 Nanotecnologia

La nanotecnologia se encuentra desde la antigiiedad, alrededor del siglo IV d.C., la
civilizacion de los romanos utilizé nanoparticulas con elementos de oro y plata para
fabricar una copa de licurgo, la cual tenia dos colores distintos al reflejo de la luz [1].

Hace 4500 afios los humanos explotaban el uso de nano fibras de amianto para
reforzar las mezclas con ceramica. Los antiguos egipcios estaban habituados al uso
de nanoparticulas de PbS implementadas en una férmula para tincion de cabello,
alrededor de hace unos 4000 afios [2].

En 1857, Faraday informé sobre la sintesis de oro coloidal (y otros metales como
Cu, Zn, Fe y Sn) y su interaccion con la luz [3].

En 1925, Richard Zsigmondy galardonado con el premio nobel de quimica. Hizo
mencion del término nandmetro para caracterizar el tamafio de las particulas y fue
el primero en realizar una medicidén del tamafio de particulas de unos coloides de
oro usando un microscopio [4].

En diciembre de 1959, el concepto de nanotecnologia fue mostrado por el premio
nobel de fisica Richard P. Feynman en su famosa conferencia “Hay mucho espacio
en el fondo” [5].

En 1974, Norio Taniguchi (profesor de la Universidad de Ciencias de Tokio) invento
el término "nanotecnologia” para describir una precision extra alta y dimensiones
ultrafinas. Introdujo el 'enfoque de arriba hacia abajo' al predecir mejoras y
miniaturizacidén en circuitos integrados, dispositivos optoelectronicos, dispositivos
mecanicos y dispositivos de memoria de computadora. Aproximadamente diez afios
después, K Eric Drexler introdujo el enfoque de abajo hacia arriba [6].

En el campo de las NP’s magnéticas, Blakemore public6 un trabajo pionero notable
en 1975, donde se encontr6 magnetita precipitada bioquimicamente (Fe3;0,) en los
tejidos de varios organismos, incluidas bacterias, algas, insectos, péjaros, y
mamiferos [7].

El fundamento de la nanotecnologia son las nanoparticulas. Las nanoparticulas
poseen un tamafo alrededor de 1 a 100 nandmetros y estan conformadas por
carbono, metal, 6xidos metalicos o materia organica. Las nanoparticulas presentan
unas propiedades fisicas, quimicas y biolégicas Unicas a su nano escala,
comparadas con sus particulas a escalas normales. Se le atribuye que poseen una
superficie relativamente mayor respecto al volumen, a una mayor reactividad o
estabilidad en un proceso quimico, a una mayor resistencia mecanica, etc. [8].



1.1.2 Nanoparticulas de oxido de zinc

El zinc es un mineral esencial en el cuerpo humano, presente en cerebro, musculos,
huesos. Ya que aporta enzimas para sintesis de proteinas, y acidos nucleicos. El
zinc no es toxico en condiciones fisioldgicas sim embargo, la toxicidad se deriva de
los iones de Zn2* [9]. El zinc es un elemento importante en los seres humanos,
donde varias enzimas como la anhidrasa carbonica, la carboxipeptidasa y el alcohol
deshidrogenasa son inactivas en el sistema humano en ausencia de zinc. Nuestro
cuerpo posee unos 2-3 g de zinc y tiene una necesidad diaria de unos 10-15 mg. El
organismo lo absorbe facilmente a partir de nanoparticulas de 6xido de zinc debido
a su menor tamafio de particula [10].

El zinc elemental aporta el correcto funcionamiento de macromoléculas, y
coenzimas, se involucra en la estructura dedos de zinc (zinc finger en inglés)
proporciona un andamiaje Unico que permite a las proteinas interactuar con el ADN
u otras proteinas [11].

Las nanoparticulas de oxido de zinc, se aplicaron por primera vez en la industria del
caucho, mejorando el rendimiento del polimero en la dureza e intensidad,
utilizandose en productos de cuidado personal como cosméticos y protectores
solares [12].

El 6xido de zinc es un material inorganico que rara vez se encuentra en la naturaleza
[13], [14]. Corresponde a una longitud de onda de excitacion maxima de 380 nm
similar al Ti0, [15].

El ZnO puede presentar tres estructuras cristalinas: Wurtzita, blenda de zinc y sal
de roca (Figura 1). En condiciones ambientales, la fase termodinamicamente
estable es la estructura Wurtzita, en la que cada atomo de zinc esta coordinado
tetraédricamente con cuatro atomos de oxigeno. En cada una de las formas, el ZnO
es un material semiconductor con una brecha de banda ancha directa de 3,3 eV
[16].

La estructura de ZnO wurtzita tiene una celda unitaria hexagonal con dos
parametros de red, a y ¢, y pertenece al grupo espacial de C46V o P63mc. La
estructura esta compuesta por dos subredes hexagonales cerradas (hcp) inter
penetradas, en las que cada una estd formada por un tipo de atomo (Zn u O)
desplazado entre si a lo largo del triple eje c. Puede explicarse esquematicamente
como un numero de planos alternos apilados capa a capa a lo largo de la direccidon
del eje ¢ y compuestos por Zn?*y 02~ de coordinacion tetraédrica (Figura 2). La
coordinacion tetraédrica del ZnO da lugar a la estructura no centro simétrica. En el
ZnO hexagonal de wurtzita, cada anion esta rodeado de cuatro cationes en las
esquinas del tetraedro, lo que muestra la coordinacion tetraédrica y, por tanto,
exhibe el enlace covalente.



Figura 1. Tipos de cristalinidad de nanoparticulas de 6xido de zinc a) sal de roca B) zinc blenda y
C) hexagonal wurtzita [16].

Oxygen atom Zn atom

\;-__.

Figura 2. Modelo de estructura hexagonal wurtzita del ZnO. Se muestra la coordinacion tetraédrica
del Zn-O. Los atomos de O se muestran como esferas blancas mas grandes mientras los de Zn
son esferas marrones mas pequefias [17].

ZnS tiene un tipo de estructura Unico en comparacién con otras moléculas, que
tienen diferentes tipos de estructuras Unicas. ZnS puede tener una estructura de
blenda de zinc que es una "red de tipo diamante" y, a una temperatura diferente,
ZnS puede convertirse en el tipo de estructura de wurtzita que tiene una simetria de
tipo hexagonal. En cuanto a la estructura, la estructura zinc blenda es mas
favorecida termodinamicamente, sin embargo, debido a la construccion lenta de las
estructuras de wurtzita, se pueden encontrar ambas formas de ZnS. El término
blenda de zinc tiene su origen en compuestos como el ZnS, que puede estar en fase
cubica o hexagonal [17].



La fase B4 se transforma en una estructura cubica de NaCl (fase B1). Un estudio
tedrico reciente predijo ademas la transformacion de la fase B1 a la fase B2 (CsCl
cubico) bajo una presion de 256 GPa [18].

Las aplicaciones del 6xido de zinc abarcan: nano generadores, sensores de gas,
biosensores [14]. Biocompatible, propiedades dependientes de la estructura,
transporte eléctrico y termino (Tabla 1) [19].

Tabla 1. Aplicaciones de nanoparticulas de 6xido de zinc [19].

Categoria Aplicaciones
Jabdn
Ungliento
Incrustaciones dentales
Polvos alimenticios
Polvos
Cremas
Lociones de proteccion solar que bloquean la radiacion ultravioleta
Unglentos para quemaduras
Adhesivos quirargicos/industriales
Dispositivos medicos Masillas
Selladores

farmaceuticas

Cosmeticos: productos de cabello y piel

La nanotecnologia tiene una posicion dominante en la transformacion de la
agricultura y la produccion de alimentos. La nanotecnologia tiene un gran potencial
para modificar las practicas agricolas convencionales. La mayoria de los
agroquimicos aplicados a los cultivos se pierden y no llegan al sitio de destino
debido a varios factores que incluyen la lixiviacién, la deriva, la hidrélisis, la fotdlisis
y la degradacion microbiana [20].

1.1.3 Método de sintesis

Existen distintos métodos para la sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc, los
cuales se dividen en dos principales clases: Métodos hacia abajo y hacia arriba
(Figura 3) [21].



Sintesis de
nanoparticulas

Método
Top-down

Moto de sintesis
fisica
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- Condensacién por
gas intermedio
mecanico

- Fresado

- Pirélisis espiral

- Fase de vapor

Método

Buttom-up

l

Modo de sintesis
quimica

-Métodos de coprecipitacién
-Reduccidén quimica de sales
metalicas

-Métodos electroquimicos
(electrélisis)

-Reduccion por irradiacién
-Pirélisis (evaporacién térmica)
-Métodos fitoquimicos

L 4
Modo de

sintesis
biologica

Material biogénico de
sintesis, Ejemplo:

- Plantas y sus extractos
-Microorganismos
(actinomicetos, bacterias
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-Algas
-Biomoléculas

(irradiacion)

-Método sonoquimico
-Tratamiento de sol-gel
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microondas
-Reduccion quimica en
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-Método de la muestra
-Reduccidn asistida por
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-Residuos industriales y
agricolas

Figura 3. Métodos de sintesis de nanoparticulas [22].

El método hacia abajo consta de sintesis por métodos fisicos.
1. Sintesis fisica:

Es un proceso ascendente para sintetizar materiales nanoestructurales, que sigue
dos pasos, el primer paso es evaporar el material y el segundo paso es la
condensacion rapida controlada para obtener el tamafio de las particulas. La
sintesis fisica se divide en método de molienda de bolas de alta energia; la
deposicion de vapores sélidos, fisicos y quimicos; y la ablacion por laser [23].

Método de molienda de bolas de alta energia:

El polvo de ZnO se muele en atmosfera ambiente utilizando bolas de acero
endurecidas en celdas de acero durante 2-50 horas en diferentes rangos de tiempo.
La molienda mecanica se lleva a cabo en un molino horizontal oscilante a 25Hz. El



polvo de ZnO y las bolas de acero, es de 1:15 en porcentaje de peso. Sin afiadir
agente de molienda, el material se molio directamente [24]

Ablacion laser:

Para la ablacion laser, se disuelve dodecil sulfato de sodio en agua doblemente
destilada, mientras se irradia el zinc metalico con laser Nd:YAG a una frecuencia de
10 Hz [25].

2. El método hacia arriba consiste en los métodos quimicos

La sintesis quimica es un método que requiere unas o varias reacciones quimicas,
donde los materiales iniciales / reactivos se convierten en el producto final. La
sintesis quimica se divide en dos fases: fase liquida y fase gaseosa. Dentro de la
fase gaseosa se subdivide en pirolisis y condensacién de gas. Mientras la fase
liquida se subdivide en métodos de precipitacion/ coprecipitacion, coloidal, sol gel,
micro emulsion, hidrotérmico y solvotermal [26].

Método sol-gel:

El método sol-gel es un proceso quimico hiumedo en el que se desarrolla una
suspension coloidal (sol) y se gelifica el sol en fase liquida constante (gel) para
formar una red tridimensional. El compuesto de zinc se disuelve en agua bidestilada
y se calienta a 50°C, con agitacién constante, se aflade lentamente alcohol absoluto,
y ademas, se afiade H,O, gota a gota bajo agitador magnético hasta obtener una
solucion clara. La solucion se incuba durante 24 horas y se seca a 80°C para
obtener nanoparticulas de 6xido de zinc blancas. Para eliminar los subproductos,
se lava varias veces con agua bidestilada y se seca a 80°C en un horno de aire
caliente. Durante el proceso de secado se produce la completa conversion del éxido
de zinc.

Método de micro emulsion:

La micro emulsidbn es una solucion liquida termodinamicamente estable y
Opticamente isotrépica, que es la mezcla de agua, aceite y anfibillo. En esta técnica,
la sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc se realiza mediante el sistema de
micro emulsion inversa. Las sustancias utilizadas son el Dioctil sulfosuccinato de
sodio, el glicerol y el N-heptano como tensioactivos, fase polar y fase no polar
respectivamente. Se prepara la formulacion de dos micro emulsiones con diferentes
proporciones de tensioactivos. Se disuelve el Dioctil sulfosuccinato de sodio en n-
heptano a temperatura ambiente con agitacion constante para obtener la micro
emulsién. Después de la disolucion, la solucién debe separarse en dos partes,
solucion Ay solucion B. El compuesto de zinc se disuelve en la mitad de glicerol y
se aflade lentamente a la solucion A mediante agitacién constante. Del mismo
modo, para la solucion B se afiade NaOH disuelto en glicerol, las dos soluciones
anteriores se agitan continuamente a temperatura ambiente hasta obtener una
solucioén transparente [27].



Método hidrotérmico:

Es un método de preparacion de monocristales que se basa en la solubilidad de los
minerales con alta presion en agua caliente [28], [29].

Método solvotérmico:

Es el proceso en el que se afade el disolvente manteniendo una presion y
temperatura de moderada a alta, donde se facilita la interaccion de los precursores
para la sintesis [30].

Método de pirdlisis:

El pirdlisis es un método en el que la solucion precursora se atomiza, se evapora y
luego se descompone en peliculas y particulas. El compuesto de zinc se disuelve
en agua destilada para preparar una solucion precursora. Bajo la presion del aire,
la solucién se nebuliza y la descomposicidon de las gotas tiene lugar en el reactor a
una temperatura de 1200°C. Con ello, se obtienen nanoparticulas que se recogen
en un precipitador en frio y se secan a 100°C en un horno [29], [31].

Método de condensacion de gases

Para este método el compuesto de zinc se coloca en una camara de vacio,
calentandose mediante corriente inducida, manteniendo la presién de vacio y la
temperatura de vaporizacion, donde el compuesto se funde y se vaporiza en gas.
En la camara de vacio, el vapor del material choca con el gas inerte fluyendo hacia
la superficie del colector de baja temperatura y se forman las nanoparticulas. Dado
gue el nitrégeno liquido fluye continuamente dentro de la cAmara de vacio a través
del colector, la temperatura de la superficie del colector aumenta, manteniendo las
condiciones ideales en la camara de vacio. Las particulas metalicas a nano escala
se nuclean y crecen. Mediante la vaporizacion y la condensacion, las nanoparticulas
se recogen en la superficie del colector [32].

3. Sintesis bioldgica.

Este método se refiere a la biorremediacion, en la que la degradacion y la
metabolizacion de las sustancias quimicas se realizan mediante procesos
bioldgicos y se restablece la calidad del medio ambiente. La sintesis bioldgica se
divide en dos tipos: mediada por plantas y mediada por microbios.

Método por plantas

En este método, las nanoparticulas se sintetizan utilizando plantas o partes de
plantas para la bio reduccion de iones metélicos a la forma elemental [33].

Bacterias. Las bacterias que se pueden utlizar en la sintesis verde de
nanomateriales pertenecen a un gran grupo de organismos unicelulares con
paredes celulares, pero carecen de organulos y de un nucleo organizado. Aunque
algunas cepas de bacterias pueden ser muy peligrosas, muchas cepas ocurren



naturalmente en el cuerpo y representan poco o ningun dafio para alguien que
trabaja con ellas. Ademas, muchas de estas cepas, como Escherichia coli (E. coli)
y Bacillus subtilis, son muy faciles de cultivar y su codigo genético se puede alterar
facilmente. Debido a estas caracteristicas, la sintesis de nanoparticulas en bacterias
es un proceso factible [34], [35].

Hongos. Las nanoparticulas mono dispersas con morfologias complejas pueden
desarrollarse de forma muy eficiente por la via biosintética a partir de metales y
oxidos metalicos mediada por hongos. Son agentes biolégicos eficaces en la
produccion de nanoparticulas metalicas, ya que en ellos se encuentra una gran
variedad de enzimas intracelulares y, como resultado, en contraste con las
bacterias, los hongos pueden sintetizar mayores cantidades de nanoparticulas. En
la superficie de las células de los hongos hay una serie de proteinas, enzimas y
componentes reductores superficies celulares de los hongos, lo que les da una gran
ventaja sobre otros organismos. Se cree que la reduccién enzimatica por la enzima
reductasa dentro de la célula fingica o en la pared celular es el mecanismo probable
para la sintesis de nanoparticulas [36], [37].

Plantas. Las partes de las plantas, como las hojas, los tallos, las raices, los frutos
y las semillas, se han utilizado para la sintesis del NP’s ZnO debido a los exclusivos
productos fitoquimicos que producen. Se tarda muy poco tiempo, no implica el uso
de equipos y precursores costosos y proporciona un producto muy puro y
enriquecido sin impureza. Las plantas son la fuente més preferida de sintesis de
NP’s porque permiten la produccion a gran escala y la produccién de NP’s estables,
de forma y tamafio variados. La biorreduccién implica la reduccién de los metales 'y
de los 6xidos de metales a NP’s de valor cero con la ayuda de fitoquimicos como
los polisacaridos, los compuestos polifendlicos, las vitaminas, los aminoéacidos, los
alcaloides y los terpenoides segregados por la planta [38].

1.2 Generalidades de Rubus ulmifolius

Rubus ulmifolius schott (Roseaceae) es un arbusto perenne conocido cominmente
como mora silvestre 0 mora de hoja de olmo que esta ampliamente distribuido en
Asia, norte de Africa y Europa, predominantemente en la Peninsula Ibérica, tanto
en suelos silvestres como cultivados [39].

La época de floracién se produce entre mayo Yy junio, seguida de la maduracién y
desarrollo del fruto, que se caracteriza por ser un conjunto de varias drupeolas
carnosas, que durante la maduracion cambian su color de verde a negro. Es un
arbusto de 1-6 m, caducifolio, espinoso, con tallos arqueados e intrincados. Turiones
o tallos jovenes de color violeta oscuro, angulosos, con aguijones. Hojas alternas,
compuestas, divididas en 3 o 5 foliolos ovados u obovados, irregularmente dentados
0 aserrados, y apices mas o menos estrechos y alargados, con haz lampifio, a veces
algo peloso, y con frecuencia moteado de rojo; envés tomentoso-blanquecino con



pelos estrellados. Flores vistosas, solitarias 0 en cimas racemiformes. Caliz con 5
sépalos blanco-tomentosos. Corola con 5 pétalos 9-14 x 7-12 mm, ovados, color
mMAas o0 menos rosado, a veces blancos. Fruto en poli drupa, formado por muchas
drupas pequefias, arracimadas y soldadas entre si, de color rojo que se oscurece al
madurar. Su morfologia es variable, por lo que se han descrito numerosas micro
especies dificiles de identificar. Dicha variabilidad es debida a las condiciones
ambientales y a su capacidad de generar hibridos poco estables [40], [41].

Es una especie medicinal utilizada como astringente, antiséptica y vulneraria para
tratar diarreas, hemorroides, inflamaciones bucales y de garganta, fortalecer encias
y tratar afecciones cutaneas, principalmente. Muy extendido es su empleo como
hipotensor, aunque también se emplea para otros usos [42].

Los frutos de zarzamora (Rubus sp.) han sido recolectados y consumidos durante
mucho tiempo, no solo por su agradable aroma y sabor, sino también por su alto
valor nutricional y propiedades bioactivas asociadas con la amplia variedad de
fitoquimicos (vitaminas, minerales, polifenoles, etc.) que poseen. Por lo tanto, entre
otros beneficios para la salud, se ha informado que las moras tienen actividades
antioxidantes, anticancerigenas, antiinflamatorias, antimicrobianas, antidiabéticas,
antidiarreicas y antivirales (Figura 4) [43].

Rubus ulmifolius

Valores nutricionales Bioactividad
Poteinas Actividad
Grasas antimicrobiana
Carbohidratos Composicion quimica
Energia
Azucares

Acidos grasos
Acidos organicos
Compuestos fenolicos

Figura 4. Caracteristicas de Rubus ulmifolius [43].



1.3 Antecedentes

1.3.1 Sintesis verde de NP’s ZnO

En la década de los 2000’s, Anastas y Warner publicaron en su libro quimica verde,
los 12 principios de la quimica verde. La sintesis verde utiliza hojas, tallos, extractos,
o frutas de una planta, bacterias, hongos algas y productos organicos para la
sintesis de nanoparticulas. No se agrega ningun agente estabilizador por separado.
En el caso de la planta, los metabolitos actian como agente reductor y estabilizador
[44].

En el método biolégico, los extractos de plantas se utilizan para la sintesis
controlada y precisa de varias nanoparticulas metalicas. La alta superficie y una
gran friccion de atomos superficiales son responsables del comportamiento atébmico
de las nanoparticulas. La sintesis verde, requiere mas tiempo que la sintesis por
meétodos convencionales, sin embargo, no contribuye a la utilizaciéon de productos
guimicos téxicos para el medio ambiente [45].

Los estudios recientes muestran una efectividad de la sintesis verde para la
produccién de nanoparticulas de metal y 6xidos metélicos, solamente en ambientes
de laboratorio, no ha alcanzado una mayor escala. Se conoce que las plantas
contienen altas concentraciones de compuestos activos como metilxantinas, acidos
fendlicos, flavonoides y saponinas, compuestos conocidos como antioxidantes. La
ruta del mecanismo de complejacion del metal requiere un tratamiento térmico para
obtener las nanoparticulas (Figura 5) [46].

A\ { SH
N ) A4 "
£ i Flavonoids
Aldehydes Vs Hy 9
Terpenoids N C& NQ
\_/ N D0
{ - Alkaloids 2
Panitis ot T "
o NP's ZnO
Fitoquimica en cayratia Nitrato de zinc Reduccion de atomos de cubiertas con
pedata metal agente

estabilizador

Figura 5. Ejemplo del mecanismo de sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc por sintesis verde
[47].

Las plantas tienen biomoléculas (como carbohidratos, proteinas y coenzimas, etc.)

con un potencial para reducir la sal metalica en nanoparticulas. Las nanoparticulas

metalicas de oro y plata se investigaron por primera vez en la sintesis asistida por

extractos de plantas [incluyendo aloe vera ( Aloe barbadensis Miller), Avena ( Avena

sativa ), alfalfa ( Medicago sativa ), Tulsi ( Osimum sanctum ), Limon ( Citrus limon
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), Neem ( Azadirachta indica ), Cilantro ( Coriandrum sativum ), Mostaza ( Brassica
juncea) y hierba de limon ( Cymbopogon flexuosus)] se han utilizado para sintetizar
nanoparticulas de plata y nanoparticulas de oro [35].

Con la aplicacion de la sintesis verde, se puede obtener una forma esférica y un
tamafo alrededor de 100 a 150 nm, sintetizando 6xidos metallicos, incluyendo al
6xido de titanio (Ti0?).

Los siguientes estudios reportan la sintesis verde de nanoparticulas de Oxidos
metalicos utilizando extractos.

Cascara de Annona squiamosa [48].

Fibra de Cocos nucifera [49].

Extracto de hojas de Nyctanthes arbor-tristis [50].
Guayaba psidium [51].

Eclipta prostrata [52].

Catharanthus roseus [53].

ogbhwdE

Para las NP’s de ZnO. Algunos autores reportan nanoparticulas de éxido de zinc
con una forma esféricas, realizando una sintesis verde utilizando los extractos:
Latex de Calotropis procera [54], Alore vera [55], Kengi [56], Sedum alfredii [57].

Phokha et al. 2008 [58]. Reporta la utilizacion de la sintesis verde para
nanoparticulas de oxido de indio biogénicas (In,03) con un tamafio entre 5-50 nm
con extracto de hoja de Aloe vera (Aloe barbadensis).

En la sintesis bioldgica, las frutas, hojas y extractos de plantas, son las mas
utilizadas y reportadas para sintetizar nanoparticulas de 6xidos metalicos (Ver tabla
en anexos).

1.3.2 Nanoparticulas de 6xido de zinc aplicadas en biomedicina
Actividad antimicrobiana

Las nanoparticulas de o6xido de zinc exhiben una impresionante actividad
antibacteriana, en una amplia variedad de bacterias, ya sean, gram positivas o gram
negativas. Las NP’s ZnO presentan viarios mecanismos bactericidas,
desencadenados al vincularse con la superficie bacteriana y el nacleo bacteriano.
El mecanismo se determina en funcién del pH, temperatura, el area superficial de
las NP’s ZnO, la concentracién y la interacciéon del sustrato en la superficie del
compuesto [59].

Los mecanismos propuestos son:

® La produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) [60].
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(i) La pérdida de integridad celular tras el contacto entre las NP de ZnO y la
pared celular [61].

(i)  Laliberacion de iones Zn*2 [62].

(iv)  Lainternalizacién de NP de ZnO [63].

Abebe et al. 2020 [64] reporta que la actividad antibacteriana de las hanoparticulas
de Oxidos metélicos, dependiente de varios pardmetros, como el tamafio de
particula, el area superficial, la cristalinidad, el agente protector/estabilizador, la
morfologia, la concentracion/dosis, el pH de la solucion y la naturaleza de los
microorganismos. Cuanto mas pequefias sean las nanoparticulas (NP’s) mas
facilmente penetran a través de los poros nanométricos de las bacterias [65]. El
tamano nanométrico de NP’s ZnO, interactla con la superficie bacteriana y/o nucleo
bacteriano, ingresando al interior de la célula, y posteriormente, desencadena
mecanismos bactericidas. Las interacciones de los nanomateriales con las bacterias
en su mayoria son toxicas, aprovechandose para aplicaciones antimicrobianas en
la industria alimentaria [66].

Raghupathi et al. 2011[67] menciona el aumento de la actividad antibacteriana de
las NP de ZnO consecuente, de la produccién de ROS por parte de las NP’s
después de la exposicion a la luz ultravioleta. Sin embargo, algunos estudios han
demostrado que se pueden crear ROS incluso sin exposicion a la luz.

Hirota et al. 2010 [68] desarrollaron ceramica de ZnO con actividad antibacteriana
sostenible. Los analisis de resonancia de espin de electrones y fotoluminiscencia
guimica mostraron que la actividad antibacteriana de ZnO podria atribuirse a la
produccion de anion superoéxido en la superficie de ZnO, incluso en condiciones de
oscuridad. La pared celular bacteriana tiene cargas negativas, como radicales
hidroxilo y superéxidos, por lo que no pueden penetrar la membrana, pero el
contacto directo puede causar dafios. Por lo tanto, estas especies solo se pueden
encontrar fuera de la bacteria. Por el contrario, el peréxido de hidrogeno puede
atravesar la pared celular y puede internalizarse en la célula bacteriana, lo que
desencadena la muerte celular.

D'Agua et al 2018 [69] demostraron que las bacterias méas sensibles al peroxido de
hidrogeno también lo eran a las NP de ZnO. Se obtuvieron resultados similares con
bacterias menos sensibles. De esta forma, los autores sugirieron que el peréxido de
hidrogeno podria ser el mecanismo responsable de la actividad antibacteriana de
las NP de ZnO.

Kadiyala et al. 2018 [70] estudiaron recientemente el mecanismo antibacteriano de
las NP de ZnO frente a S. aureus resistente a la meticilina. Contrariamente a los
estudios que demuestran que la actividad antimicrobiana depende de los iones ROS
0 Zn, en este estudio, la toxicidad de ROS no fue el principal mediador de la
actividad antibacteriana. Los parametros mas relevantes para explicar la actividad
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de las NP de ZnO fueron los mecanismos que involucran la pirimidina, el
metabolismo de los azucares y la biosintesis de aminoacidos.

Pasquet et al. 2015 [71], proponen otro mecanismo que puede matar bacterias, esto
es por la liberacion de iones Zn?*. Cuando las NP de ZnO estan en solucion, la
disolucién parcial da como resultado la liberacién de iones Zn?*. que tienen
actividad antimicrobiana. Por lo tanto, la disolucién de las NP de ZnO contribuye a
su actividad antimicrobiana al disminuir el metabolismo de los aminoacidos y
perturbar el sistema enzimatico. En condiciones acidas, las NP de ZnO se disuelven
y producen iones Zn?* en base en la disolucion.

Cho et al. 2011 [72]. Realizaron estudios en ratas y demostraron que las NP’s de
ZnO permanecen intactas a pH neutro o biolégico. Sin embargo, se disuelven
rapidamente en condiciones acidas (pH 4,5), por ejemplo, en los lisosomas de un
microorganismo, provocando la muerte debido a que se unen a las biomoléculas
dentro de la célula bacteriana e inhiben su crecimiento.
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Actividad anticancerigena

Las NP’s de 6xido de zinc estan mostrando una aplicacion y eficacia prometedoras
en la terapia del cancer debido a su naturaleza altamente selectiva hacia las células
cancerosas.

Reporta Zhou et al. 2006 [73], reportaron alta biocompatibilidad. Su forma mas
voluminosa es reconocida como segura por la (GRAS) por la FDA. Esto se atribute
a que el zinc es un cofactor importante en varios mecanismos celulares y juega un
papel importan en el mantenimiento de la homeostasis celular, por lo tanto, EI ZnO
muestra biocompatibilidad. Ademas, el ZnO administrado puede biodegradarse
facilmente o puede participar en el ciclo nutricional activo del cuerpo.

Hanley et al. 2008 [74]. Menciona la selectividad de parte de las nanopatrticulas de
ZnO por su naturaleza inherente de mostrar citotoxicidad selectiva contra células
cancerosas en condiciones in vitro en comparacion con otras nanoparticulas.
Pueden modificarse alin mas en la superficie para mostrar una mayor citotoxicidad
selectiva.

La sintesis verde tiene un papel importante en las nanoparticulas de 6xido de zinc
Vasile et al. 2015 [75], comenta que es relativamente facil, con una amplia variedad
de métodos. Debido a estos diferentes métodos de sintesis, su tamafio y distribucion
de tamafio pueden controlarse facilmente. Ha demostrado que el tamafio de las
nanoparticulas es directamente proporcional a la toxicidad que muestran; Ademas,
la manipulacién del tamafio es importante para producir un mayor efecto, para
aumentar la concentracion intra tumoral de nanoparticulas [76]. Mientras que el ZnO
extracelular muestra biocompatibilidad, los niveles elevados de ZnO intracelular
administrado muestran una mayor citotoxicidad a través del desequilibrio de la
actividad proteica mediada por zinc y el estrés oxidativo. Las nanoparticulas de ZnO
tienen la capacidad Unica de inducir estrés oxidativo en las células cancerosas, que
se ha descubierto que es uno de los mecanismos de citotoxicidad de las
nanoparticulas de ZnO hacia las células cancerosas. Esta propiedad se debe a la
naturaleza semiconductora del ZnO. ZnO induce la generacion de ROS, lo que
conduce al estrés oxidativo y, finalmente, a la muerte celular cuando se excede la
capacidad antioxidante de la célula.

La solubilidad de las NP de ZnO es el factor fundamental que provoca la
citotoxicidad in vitro. El estudio de A rama narsimha et al. 2018 [77]. menciona que
el Zn?* a baja concentracion es fundamental para mantener los procesos celulares
y el metabolismo; sin embargo, Zn?*en una alta concentracion puede causar
toxicidad. Los NP de ZnO pueden inducir la muerte celular a través de la apoptosis
a través de la via mitocondrial intrinseca. Se ha demostrado que el tratamiento con
NP de ZnO in vitro reduce el potencial de la membrana mitocondrial y, por el
contrario, aumenta la relacion Bax/Bcl2. Ademas, se demostro que la liberacion
excesiva de Zn?*es secuestrada por la mitocondria. La presencia de cationes ayuda
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a regular la sintesis de ATP y la produccién de ROS en la mitocondria. Por el
contrario, la entrada rapida de Zn?*da como resultado una disminucion rapida del
potencial de membrana mitocondrial que posteriormente activa la apoptosis
dependiente de caspasa y la liberacion de LDH.

Vodyanoy et al. 2016 [78]. Compara el Zn y el Cu concluyendo que: “las
nanoparticulas de zinc examinadas en su trabajo mostraron ser letales para las
células cancerosas en concentraciones de unos pocos ordenes de magnitud mas
pequefias que las encontradas en la literatura, mientras que las células no
cancerosas no se vieron afectadas”.

Los tratamientos actuales basados en agentes alquilantes, antimetabolitos,
productos naturales bioactivos, etc., no suelen producir una respuesta completa
contra el cancer. Ademas, Los tratamientos terapéuticos no distinguen entre las
células cancerosas y las normales, lo que provoca toxicidad sistematica y efectos
adversos como la supresion de la funcion de la medula ésea, neurotoxicidad y
cardiomiopatia [79].

Singh et al. 2020 [80]. Realiza una busqueda de agentes quimioterapéuticos
alternos con un alto grado de selectividad hacia las células cancerosas. En la tabla
2 se discute sobre la actividad anticancerigena de las nanoparticulas de 6xido de
zinc contra varios tipos de cancer.
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Tabla 2. Actividad anticancerigena de nanoparticulas de 6xido de zinc [80].

No. Morfologia

Linea celular

Observaciones

Afio de
publicacion

Referencia

1 (10 nm

Carcinoma
cemnvical
humano
(HelLa)

Zno Mostro una reduccidn en
la viabilidad celular de 5-50%

2016

[73]

2 [10-20nm

MSC | Beas
28, HelLa, KLM
205

El dopaje de Fe en las
ZnOMNPs disminuye la
liberacion de iones Zn2+ vy
muestra menos toxicidad en
las células cancerosas en
comparacion con las ZnONP's
puras. Sin embargo, las
ZnOMNPs dopadas con Fe
mastraron una mayor
citotoxicidad en las células
Cancerosas en comparacidn
con las células normales. Las
MNPs de Zn0O dopadas con Fe
al 2% mostraron una
importante actividad
antitumoral en un modelo
animal preclinico singénico
tras su administracidon
peritumaoral.

207

[74]

3 130 nm

Hela

Las ZnOMNPs recubiertas de
guitosano muestran una mayor
citotoxicidad en las células
Hela tratadas dentro del rango
de concentracién de 0,1-75
pg/ml durante 24 h en
comparacion con las ZnONPs
no recubiertas

2018

[75]
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1-4 nm

HFF-2, KB44,

Los puntos cuanticos de Zn0
muestran un efecto citotéxico
con valores 1C50 (ug/ml) de
105, 30, 41, 40 v 35 para las
células de fibroblastos, KB44,
MCFT, HT29 y HeLa tras 48 h
de tratamiento.

2018

[76]

20-50 nm

MCFT, HT-29,
Hela, SiHa

Las ZnOMP sintetizadas en
verde con extracto acuoso de
Gracilaria edulis muestran un
efecto citotoxico en las células
SiHa de forma dependiente de
la dosis con un valor IC50 de
35 pg/mlL cuando se tratan
durante 24 horas a través de la
muerte celular apoptdtica y
necratica dependiente de la
mitocondria.

2019

[77]

20 - 50 nm

Hela

Las ZnOMP sintetizadas en
verde utilizando extracto de
hoja de Annona squamosa
(AS) imparten citotoxicidad
dentro del rango de
concentracidn de 6,25-200
pg/mL en células Hela cuando
se tratan durante 24 h
mediante la produccidn de
ROS.

2019

[78]

G582 nm

Hela

Los nanocompuestos de
WO3/ZnD muestran una
mayor citotoxicidad
dependiente de la dosis (0,002-
200 pg/mL) v del tiempo (5-60
min) en las células Hela en
comparacion con el W03 v las
ZnOMNP bajo la exposicidn a la
luz visible a través de la
produccian de ROS.

2020

[79]

28 -63 nm

MCF-T

Las ZnONF conjugadas con L-
asparaginasa fungica muestran
una citotoxicidad dependiente
de |la dosis en las células MCF
T cuando se tratan durante 24

h.

2015

[80]
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Las ZnOMNP muestran un
efecto citotdxico dependiente
9 [18.67 £ 2.2 nm|MDA-MB- 231 |de la dosis dentro del rango de 2016 [B1]
concentracion de 12 5-200
pg/mL durante 24 h

El Zn0 presenta un efecto
citotdxico dependiente de la
PC-3, MDA-  |dosis dentro del rango de

MB- 231 concentracion de 2.4-300
pg/mL cuando se trata durante
24 h.

10 (250 - 500 nm 2016 [B2]

1.4 Justificacion

Las nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas por sintesis verde tienen gran
potencial para aplicaciones biomédicas, por ello, se plantea el objetivo de evaluar la
susceptibilidad antimicrobiana y viabilidad celular para observar, si, el porcentaje de
extracto y la concentracién de nanoparticulas de 6xido de zinc tienen un efecto
significativo. Por lo que, se busca determinar si las nanoparticulas de 6xido de zinc
sintetizadas con el extracto Rubus ulmifolius, tienen aplicabilidad para su uso
alternativo a las terapias actuales y estimar las dosis para sSu uso como
antimicrobiano y anticancerigeno.

1.5 Hipotesis

Las nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas con sintesis verde utilizando Rubus
ulmifolius tendran toxicidad sobre las células bacterianas y células cancerigenas.

1.6 Objetivos
1.6.1 Objetivo General

Sintetizar, caracterizar y evaluar la toxicidad de nanoparticulas de 6xido de zinc en
cepa de Escherichia coli y células de cerebro, sintetizadas mediante sintesis verde
utilizando “Rubus Ulmifolius”

1.6.2 Objetivos Especificos
1) Preparar extracto de Rubus ulmifolius como estabilizante en la sintesis verde.

2) Sintetizar nanoparticulas de oxido de zinc.

3) Caracterizar nanoparticulas de 6xido de zinc mediante Espectroscopia Infrarroja
por Transformada de Fourier

18



4) Caracterizar nanoparticulas de 6xido de zinc mediante Espectroscopia de Ultra
Violeta Visible

5) Evaluar actividad de nanoparticulas de 6xido de zinc en ensayos de
susceptibilidad antimicrobiana

6) Evaluar citotoxicidad de nanoparticulas de 6xido de zinc en cultivo primario
sano y linea celular de cancer de cerebro C-6.
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2. METODOLOGIA

2.1 Sintesis de nanoparticulas de oxido de zinc

La preparacion del extracto consiste en la compra de una caja de 250g de
zarzamora, seleccionando la fruta mas sana y de mejor parecer. La fruta se coloco
en un deshidratador durante 14 horas (mas tiempo si es necesario), hasta que la
fruta tome una textura lo mas seca posible. Una vez teniendo la fruta deshidratada
se licuo el extracto deshidratado, hasta obtener un polvo fino. Se peso 0.05g,
0.125g, 0.5g para preparacion de 0.1%,0.25%,0.5% de extracto en nanoparticulas
de Oxido de zinc, se paso el polvo a un vaso de precipitado y se adicion6 50 mL de
H, O destilada. Continuando, se colocd los vasos en agitacion durante 2 horas. Una
vez trascurrido el tiempo, se situé en bafio maria 1 hora a 60°C. Después, el
contenido se filtr6 con una bomba de vacio y pas6 a tubos falcon de 50 mL
almacenandose hasta su posterior uso. Una vez teniendo la muestra lista para la
sintesis, se pas0 a colocar en vasos de precipitado de 100mL. Se pes6 2g de nitrato
de zinc [Zn(NO0s),] y se adicion6 a las muestras, colocandose en agitacion una hora
en oscuridad. Transcurrido el tiempo, se coloc6 dentro del bafio maria durante 14
horas a 60°C (en algunos casos puede variar el tiempo de espera hasta 16 horas,
eso se toma bajo consideracion propia, ya que, la muestra debe tomar una
consistencia similar al caramelo). Se retir6 las muestras del bafio maria y colocé en
porcelana. Se paso al honor para calcinar a 400°C por 1 hora. (la temperatura fue
ascendiendo gradualmente 50-50). Al finalizar el tiempo, Se apago el honor y se
dej6 descender la temperatura de forma ambiental, hasta que llegd a 25°C. Se tomé
el polvo y se molié para colocarlo en un tubo falcon y afadirle nitrégeno (como
condicién inerte) para almacenarlo en oscuridad hasta su uso. [Ver anexos
mecanismo de reaccion de sintesis].
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Figura 6. Descripcion grafica de la sintesis de nanoparticulas de oxido de zinc utilizando Rubus
ulmifolius.

2.2 Caracterizacion de nanoparticulas de oxido de zinc

Las nanoparticulas de oxido de zinc se caracterizaron mediante Espectroscopia
Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR) para identificar los grupos funcionales
caracteristicos de las nanoparticulas de 6xido de zinc.

En la espectroscopia de ultravioleta visible (UV-Vis) se determind la banda
caracteristica de absorcion del oxido de zinc y la banda energética prohibida.

2.3 Susceptibilidad antimicrobiana

Para la preparacion del medio de cultivo Luria-Bertani (LB)-Agar, se pesé extracto
de levadura (5g/L), triptona (10g/L), cloruro de sodio (10g/L), agar (15g/L). Se
mezclan los reactivos en un vaso de precipitado de 250 mL. Inmediatamente, se
mezclaron hasta estar completamente homogéneo, una vez mesclado, se esterilizé
en autoclave 15 minutos a 121°C. se espero a que llegara a 50°C. Se tomo el medio
con cuidado (debido a que se encuentra caliente), y se vacio 30 mL de medio LB-
Agar, todo se llevé a cabo en condiciones de esterilidad. Continuando, se esperd
15-30 minutos hasta que el agar solidifiqgue, después, se pas6 a almacenar a 4°C.
Para la inoculacion de las cajas Petri, se tomé las cajas previamente preparadas.
Con una pipeta automatica se tomé 200 uL de E. coli y se colocé sobre el agar,
inmediatamente, se tomd un asa bacteriologia y se pas6 por el mechero 30
segundos, luego se dejo enfriar 30 segundos para comenzar a esparcir de forma
horizontal, una vez, terminado, la caja se rota 90° y de la misma forma, se estrio de
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forma horizontal, se realizd 3 veces para que la caja quede bien estriada sin que
haya lugares donde no creciera E. coli. Se finalizo el estriado hasta que el asa dejo
de deslizarse con facilidad sobre el agar. Para la evaluacion de la actividad de las
nanoparticulas, se realiz6 una prueba de susceptibilidad antimicrobiana. Justo
después de tener todo previamente inoculado, la caja Petri se dividié en 5 secciones
y se marcé de forma clara y ordenada, para identificar las secciones donde se
colocaron las NP’s. Se tomé una puntilla de 10 yL, y se realizé unos posos dentro
del agar, (el exceso de agar se retird con unas pinzas estériles). Continuando, con
una pipeta automatica, se comenzO a colocar las soluciones preparadas de
nanoparticulas a utilizar. Dentro de cada pozo se afiadié 50 uL de antibiético (control
negativo), se dejo un pozo sin inocula (control positivo), 50 uL de nanoparticulas al
0.1% (0.1mg/mL,0.5mg/mL,1mg/mL), asi sucesivamente. Después de 18 horas, se
sacaron las cajas Petri de la incubadora y se midieron los halos de inhibicién
identificados en cada seccién de la caja Petri.

Método de dilucién en caldo.

Para el método de dilucién en caldo se utilizo la cepa de E.coli. Primeramente, se
prepard 500 ml del medio Luria-Bertani (LB) (Extracto de levadura 5 g/L, Triptona
10 g/L, Cloruro de sodio 10 g/L). Se prepararon los tubos de ensayo y se inocularon
de la siguiente forma:

B=bacterias; NP’s 1%

Tubo 1A,2A,3A= 10mL medio+1ml B+ 25 uL NP’s
Tubo 1B,2B,3B= 10mL medio+1ml B+ 50 uL NP’s
TUBO 1C,2C,3C = 10mL medio+1ml B+ 100 uL NP’s
TUBO 1D,2D,3D = 10mL medio+1ml B+ 200 yL NP’s
TUBO 1E,2E,3E = 10mL medio+1ml B+ 400 uyL NP’s

B=bacterias; NP’s 0.5%

Tubo 1F,2F,3F= 10mL medio+1ml B+ 25 yL NP’s
Tubo 1G,2G,3G= 10mL medio+1ml B+ 50 yL NP’s
TUBO 1H,2H,3H = 10mL medio+1ml B+ 100 yL NP’s
TUBO 1i,2i,3i = 10mL medio+1ml B+ 200 uL NP’s
TUBO 1J,2J,3J = 10mL medio+1ml B+ 400 yL NP’s

B=bacterias; NP’s 0.1%

Tubo 1K,2K,3K= 10mL medio+1ml B+ 25 uL NP’s
Tubo 1L,2L,3L= 10mL medio+1ml B+ 50 yL NP’s
TUBO 1M,2M,3M = 10mL medio+1ml B+ 100 yL NP’s
TUBO 1N,2N,3N = 10mL medio+1ml B+ 200 yL NP’s
TUBO 10,20,30 = 10mL medio+1ml B+ 400 yL NP’s

Después de preparar todos los tubos de ensayo con su respectiva dilucion se
pasaron a incubar durante 24h en una incubadora con agitaciéon a 37°C a 125rpm.
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Transcurrido el tiempo, se midié absorbancia en un espectrofotometro de ultra
violeta-visible (UV-VIS) a 600nm.

@Depositar p @ Estriar la caja
ZOOuI'de / petri P
Afadir 180ml de @ Anadir NaCl, Extracto @ Esterilizar Ecoll
H,0d Levadura, peptona, y agar, autoclave
’ esperar hasta disolverse 15 minutos
of 121°C | —l

v \ / - i
- - s | @Adicionar @ Incubacion 18hrs
- J nanoparticulas ZnO

en cada pozo. ,

@ Colocar 30ml de medio 2 ‘ o >
@ Esperar una en cada caja Petri o | ——> |JEEN
temperatura de 50°c | v

| i
60°C‘ \ >\ o™ 'Cj\

@ Medir zona de inhibicion

Zona de Pozo
Zona de inhibicion
Crecimiento bacteriano

Figura 7. Descripcion grafica de las pruebas de susceptibilidad antimicrobianas.
2.4 Evaluacion en cultivos celulares
Cultivos primarios.

Para los cultivos celulares, se adquirié un ratén bebe y pequefio (sexo indistinto) de
unatienda de mascotas, y posteriormente se realizé la diseccién. Se realiz6 un corte
plano-sagital sobre el tronco del raton para dejar al descubierto los érganos del
animal. Continuando, se prepararon tubos falcén con 3 ml de TRIPSINA-EDTA
donde se colocaron los 6rganos de cerebro, higado y corazén. Esto, se coloc6 en
una incubadora con agitacion a 37°C a 200rpm durante 30-60 minutos, permitiendo
que la tripsina se active. Terminando el tiempo, se adiciono medio DMEM
(Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino
y con un antimicotico y antibiotico al 1%, agitando durante 2 minutos en vortex. Se
filtro por medio de una gasa a un tubo nuevo y estéril para centrifugar a 1000rpm
durante 10 minutos. Se retiro el sobrenadante, tomo el pellet y re suspendié en 5ml
de medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% de
suero fetal bovino y con un antimicotico y antibiético al 1%. Al finalizar, se colocé el
medio con células en una caja Petri para cultivo celulares, para almacenarse dentro
de una incubadora en condiciones de 37°C, 5% C0, y 80% de humedad para su
posterior uso.
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Linea celular glioma C-6

La linea celular de glioma C-6 se descongelo y se mantuvo en medio DMEM
(Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con 10% de suero fetal bovino
y con un antimicatico-antibiotico al 1%.

Ensayo de viabilidad celular (MTT)

Para determinar el efecto de las nanoparticulas de 6xido de zinc en la viabilidad
celular, se realizd6 un ensayo de MTT (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)2,5difeniltetrazol), esto es que el reactivo MTT es reducido por la actividad
metabdlica de las células a formazan, un compuesto insoluble que forma cristales.

Para la preparacion del ensayo MTT. Primero se realiza un sembrado en una placa

1x10%celulas

de 96 pozos, colocando en cada pozo por triplicado. Después se realizd

la adicion de las nanoparticulas, para esto, se prepararon 3 stocks que contenia
5mg de nanoparticulas de éxido de zinc al 0.1%,0.25%, 0.5% de extracto, diluidos
en 1 ml de medio DMEM (Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium) suplementado con
10% de suero fetal bovino y antibiotico-antimicotico al 1%. A Partir del stock se
comenzo la adicion de NP’s de ZnO por diluciones seriadas 2:1. Al finalizar se
incubaron durante 48 horas en 37°C, 5% €0, y 80% de humedad.

Después de 48 horas, se realizo el ensayo MTT. Afadiendo 20ul de MTT (5 ﬁ)

en cada pozo (Para la adicion de MTT fue necesario utilizar la campana de flujo
laminar sin luz ya que el MTT es sensible a la luz y la menor exposicion posible), Se
envolvio la caja Petri con aluminio e incubo por 4 horas. Una vez terminado el
tiempo, se retiré el sobrenadante y se afiadié 150ul de dimetilsulfoxido (DMSO) en
cada pozo. Para finalizar, se situaron en agitacién durante 15 min, posteriormente
se ley6 absorbancia a 590nm.

Cada ensayo se realiz6 por triplicado por tres experimentos independientes.
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Figura 8. Descripcion grafica de las pruebas de viabilidad celular.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante el desarrollo de este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de 6xido de zinc
en base a un extracto natural, con el propésito de observar, si por medio de la
sintesis verde, el extracto favorece la actividad de las nanoparticulas como un
inhibidor antibacteriano, y funciona como agente anticancerigeno.

Han reportado el uso de este método de sintesis verde como un método amistoso
con el medio ambiente, por el uso de extractos naturales biodegradables y el cero
uso de agentes quimicos toxicos. Asi mismo, se menciona que el uso de un agente
estabilizador natural, con un alto nivel de polifenoles y moléculas relacionadas,
permiten un mecanismo de formacion de nanoparticulas méas limpias y una red
cristalina uniforme. Considerando esto, seria posible utilizar este método para
favorecer el potencial de las nanopatrticulas para una actividad mayor en su uso en
diferentes campos de investigacion.

3.1 Caracterizacion
Espectroscopia Infrarroja por Transformada Rapida de Fourier (FTIR)

Con la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se logra identificar
grupos funcionales y su tipo de vibracion caracteristica. Con el fin de identificar
probables grupos funcionales en biomoleculas contenidas en presencia de Rubus
ulmifolius que se deba a la reduccién del ion de zinc a NP’s ZnO, se realizo un
analisis infrarrojo por transformada de fourier. En la figura 9 la aparicion de una
banda en el espectro en el rango de 845 cm™! indica la presencia de ZnO, y los
resultados son similares a la literatura.

Dado que, 500 a 1500 cm™! se encuentra la region de la huella digital, dentro de
esa region se puede encontrar enlaces sencillos como C-O entre otros.

En la region de 1500 a 2000 cm™~! se puede encontrar enlaces dobles.
En la region de 2000 a 3000 cm™~! se encuentran enlaces triples.

Para el 6xido de zinc, un pico caracteristico comun es entre 400 y 800 cm™! sin

embargo, algunos estudios lo reportan que alcanza una absorbancia hasta 1,000
-1

cm .

Degega et al. 2021 [81], reporta la sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de zinc.
Mostrando en la figura 10 la aparicion de una banda en el espectro en los rangos
de 626 cm~'a 1219 cm™lindicando la formacién de ZnO NPs.
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Figura 9. Espectro FTIR de NP’s ZnO Sintetizadas con Rubus ulmifolius.
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Figura 10. Espectros FTIR de NP’s de ZnO extraidos de cebolla, repollo, zanahoria y tomate
mediante métodos de sintesis verde [81].

Espectroscopia de ultra violeta visible (UV-VIS)

El Ultravioleta visible se utilizé para confirmar que se obtuvo nanoparticulas 6xido
de zinc, conociendo sus propiedades o6pticas, en la figura 11 se muestran los
espectros de absorbancia con la longitud de onda. El pico de absorcién se muestra
en 373nm donde comparado con la literatura el 6éxido de zinc muestra un pico de
absorbancia entre 350 y 400 nm. Las 3 muestras preparadas a diferentes
concentraciones de extracto, muestran la misma absorcion.
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Figura 11. Espectro UV-VIS de NP’s ZnO Sintetizadas con Rubus ulmifolius.

Pudukudy et al. 2015 [82], menciona en sus resultados: “El espectro de absorbencia
UV visible de las nanoparticulas de ZnO dispersas en agua se muestra en El pico
de absorcion centrado en *378 nm es el pico caracteristico del ZnO wurtzita
hexagonal.”
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Figura 12. Espectro de absorcién UV-VIS de las nanoparticulas de ZnO [82].

Teniendo los resultados de absorbancia, se calculé la banda energética prohibida
(band gap) para determinar la energia necesaria que requiere un electrén para
pasar de la banda de valencia a la banda de conduccion. Para el calculo se utilizé
el modelo de TAUC utilizando el espectro obtenido anteriormente.

La férmula es:

x (vV)hv =k (hv — Eg)"
Donde « (v) es el coeficiente de absorcion (Lambert beer).
hv: es la energia de incidencia del foton.
K: es una constante.
E,: es la energia de la brecha energética prohibida.
n: 2 es la transicion directa permitida.

El valor caracteristico del material es de 3.7 eV.
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En las figuras 13,14,15 se muestran las bandas prohibidas para cada muestra de
nanoparticulas sintetizadas con Rubus ulmifolius a distintas concentraciones de
extracto. Mostrando un band gap de 2.6 eV para 0.1%, 2.9 eV para 0.25% y 3.0 eV
para 0.5% siendo inferiores al band gap del ZnO a 3.37eV.

Pudukudy et al. 2015 [82]. Menciona que: “El valor calculado de la brecha de banda
Optica es de 3,28 eV y es inferior al del ZnO a granel (3,37 eV). La disminucion de
la brecha éptica puede deberse a los efectos de confinamiento cuantico y a la
presencia de defectos intrinsecos en el cristal intrinsecos del cristal”.
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Figura 13. Espectro de absorcion UV-VIS de las nanoparticulas de ZnO al 0.1% de extracto.
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Figura 14. Espectro de absorcién UV-VIS de las nanoparticulas de ZnO al 0.1% de extracto.
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Figura 15 . Espectro de absorcién UV-VIS de las nanoparticulas de ZnO al 0.1% de extracto.
3.2 Actividad antimicrobiana

Para los resultados de la actividad antimicrobiana, se realizaron varios
antibiogramas, probando la reproducibilidad de la actividad antimicrobiana que
ejerce las nanoparticulas de 6xido de zinc. En la figura 16 se observan los halos de
inhibicion probando las nanoparticulas de éxido de zinc, teniendo de 19.5 mm el
maximo y 15 mm el minimo.

La Normas CLSI-NCCLS, 2005. indica, cuando un antimicrobiano es resistente o
sensible. Para que un compuesto sea reconocido, debe mostrar un halo de
inhibicion mayor a 15 mm si no, se considera que el microorganismo es resistente
al compuesto.

Por lo tanto, de acuerdo a la norma CLSI-NCCLS, 2005 y los resultados obtenidos,
se determiné que las nanoparticulas de 6xido de zinc con un porcentaje de extracto
del 1% y 0.5% muestran actividad antimicrobiana teniendo halos de inhibicién
mayores a 15mm de didmetro.

33



Figura 16. Halos de inhibicién en E. coli. a) halos de inhibicion con diametro de 19.5mm en NP’s
Zn0O a 1%, diametro de 16mm con muestra de NP’s ZnO a 0.5 %. b) halos de inhibicion en No.20
con diametro de 15mm a una concentracion de 1mg/mL, con muestra de NP’s ZnO a 2%. c) halo
de inhibicién de 19mm de didmetro a concentracion de 100ug/mL con muestra de NP’s de ZnO a

0.25% inhibicion.
Para observar la actividad otro tipo de microorganismos, se utilizaron bacterias del
suelo, donde también, se muestran las propiedades antimicrobianas de las
nanoparticulas de éxido de zinc. En la figura 17 se muestra los halos de inhibicién
que se obtuvieron con el antibiograma, mostrando un halo de inhibicién de 19.5 mm
a una concentracion de 1mg/mL con muestra de extracto al 0.1%. dando asi un
indicio que a mayor concentracion es igual a mayor actividad.

Figura 17. Antibiograma con bacterias del suelo. Halo de inhibicién de 15mm de diametro en
concentracién de 0.1 mg/ml. Halo de inhibicién de 19.5mm de didmetro en concentracion de
1mg/ml muestra de nanoparticulas de 6xido de zinc al 0.1% en cultivo de bacterias de suelo.
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Las nanoparticulas de 6xido de zinc presentan una propiedad particular, la cual es,
al incidir luz UV sobre las NP’s ZnO, se activan y generan especies reactivas de
oxigeno (ROS), que son téxicos para las células bacterianas. Para observar este
comportamiento de las NP’s, se plante6 utilizar una lampara de luz UV que es
incapaz de matar a E. coli para activar las NP’s ZnO (cabe mencionar, que un
meétodo de esterilizacion, es la incidencia de luz UV sobre la superficie deseada).
En la figura 18 se presenta el resultado del ensayo, se observo primeramente una
irregularidad provocada por el calor generado de la exposicion a la lampara UV,
derritiendo el agar, eso obstruyo el resultado esperado. Se percibié en algunas
areas de la placa de agar el crecimiento de E. coli. Sin embargo, en las areas donde
se colocaron las nanoparticulas de oxido de zinc no hay muestra de halos de
inhibicion. La longitud de onda de la lampara UV no tiene la suficiente energia para
activar las nanoparticulas.

Figura 18. Cultivo de E. coli con muestra de nanoparticulas de 6xido de zinc a distintas
concentraciones expuesta a lampara de luz ultravioleta que no mata E. coli.

Se realizaron ensayos de antibiogramas liquidos. En la figura 19 se muestra una
grafica, exponiendo E. coli a distintas concentraciones de nanoparticulas de 6xido
de zinc con extracto de Rubus ulmifolius durante 24 horas. Se corrieron usando una
dilucion seriada 1:2. La grafica muestra que la mayor actividad inhibitoria fue dada
por las NP’s ZnO a 1% de extracto. Se atribuye que el extracto al poseer
propiedades antimicrobianas, las nanoparticulas adoptaran parte de las
caracteristicas del extracto, y a mayor concentracidon de nanoparticulas, mayor
actividad inhibitoria.
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Figura 19. Exposicién de E. coli a nanoparticulas de 6xido de zinc con extracto de zarzamora a
distintos porcentajes de extracto durante 24 h.

Para contrastar en la figura 20 se muestran los resultados de una muestra de
nanoparticulas de o6xido de zinc con extracto de mandarina, midiendo su
absorbancia cada 2 horas para observar la actividad inhibitoria a 3 concentraciones
de nanoparticulas. La grafica sefiala una inhibicion entre el intervalo de 0-20% de

inhibicion.

Aun asi, a mayor concentracibn mayor actividad, esto destaca que el extracto de
mandarina, no tiene cualidades antimicrobianas, por lo tanto, se esperaba, que, al
utilizarla en estos ensayos, no tuviera la misma actividad que lo tendria Rubus
ulmifolius. Podria atribuirse, a su forma cristalina, las nanoparticulas de 6xido de

36



zinc al tomar 3 formas distintas en fases cristalinas, la mas reconocida con
propiedades antimicrobianas se atribuye a la forma wurtzita.
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Figura 20. Exposicién de E. coli a nanoparticulas de 6xido de zinc con extracto de mandarina a
diferentes concentraciones de nanoparticulas de éxido de zinc.

Con respecto a la actividad de las nanoparticulas en la evaluacion de la
susceptibilidad antimicrobiana se obtuvieron resultados destacables en algunos
experimentos, donde se observan halos de inhibicibn bastante grandes,
comparados con un antibiético concentrado de amplio espectro. Sin embargo, las
nanoparticulas no manejan una fiabilidad en su uso, dado que, los ensayos se
realizaron por triplicados, en algunos casos y se elaboraron por un largo tiempo,
evaluando, a distintas concentraciones, en distintas cepas, los ensayos se
expusieron a luz visible y ultravioleta visible, por las caracteristicas que tienen las
nanoparticulas de 6xido de zinc para su activacion. Esto no mostro una replicacion
en su uso. Las muestras que se observan con halos de inhibicién destacables,
muestran una alta sensibilidad a las nanopatrticulas.

Arumugam et al. 2021 [83] - Reporta la sintesis verde de nanoparticulas,
concluyendo que las nanoparticulas de éxido de zinc tuvieron un desempefio mejor
como bactericidas contra B.cereus, K. pneumoniae, S.aureus, E.coli. con un
didmetro de inhibicion de 15mm a una concentracién de 100 pL.

Vijayakumar et al. 2022 [84] — Reporta sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de
zinc utilizando Anoectochilus elatu. Sus resultados se muestran en la siguiente
tabla.
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Tabla 3. Halos de inhibicién expuestas a nanoparticulas de 6xido de zinc utilizando extracto de
Anoectochilus elatu [84].

S. microorganismos Zona de inhibicion (mm)

No.
100 75 50 25

pg/ml pg/ml  pg/ml  pg/ml

bacterias grampositivas

1. Bacillus subtilis 25 23 20 15
2. estafilococo aureus 19 17 15 13
3. enterococo faecalis 20 18 16 11
4. Micrococcus luteus 17 16 14 12

Bacterias Gram-negativo

5. E. coli 24 20 17 14

6. Pseudomonas 19 17 14 10
aeruginosa

7. Serratiamercescens 21 16 17 13

8. Shigellaflexneri 22 19 16 12

Chandrasekaran et al. 2022 [85]. Hicieron una comparacion del método de sintesis
guimico y método de sintesis verde para observar cual método provee una mayor
actividad antimicrobiana. El resultado arrojo que las nanoparticulas sintetizadas por
sintesis verde tuvieron una mayor eficacia que las sintetizadas quimicamente. Ver
resultados en tabla 4
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de diferentes cepas de NP’s SQ-ZnO y SV- ZnO [85].

Sintesis quimica

Nombre
del 100mg 50mg 25mg std
organismo
S. aureus 6 3 - 12
B. substilis 4 2 - 8
S. typhi 3 2 - 9
E. coli 6 4 3 9
C. albicans 2 1 - 14
Un negro 11 7 4 21
Sintesis verde
Nombre
del 100mg 50mg 25mg std
organismo
S. aureus 9 7 5 6
B. substilis 8 6 4 3
S. typhi 8 5 5 5
E. coli 9 7 4 10
C. albicans 7 6 4 12
Un negro 10 8 3 14

Mallikarjunaswamy et al. 2022 [86]. Probaron nanoparticulas de 6xido de zinc
sintetizadas a partir de extracto de vaina de lluvia en cepas grampositiva (S.aureus,
B.subtilis, P.aeruginosa, K.pneumoniae). los resultados obtenidos en sus estudios
muestran un halo de inhibicion sobre todas las cepas grampositivas en una minima
de 14mm y una maxima de 24 mm, comparado con el antibiético con un halo de
inhibicion minimo de 18mm y méximo de 27mm. Lo cual muestra una actividad
prometedora para tratamiento de infecciones bacterianas.

Elumalai et al. 2015 [87] sintetizaron nanoparticulas de 6xido de zinc a partir del
extracto de hoja de Azadirachta indica por sintesis verde. Evaluaron su actividad
antimicrobiana sobre cepas grampositivas y gramnegativas. Los halos de inhibicion
sobre C. tropicalis fue de 14.1mm a concentracion de 200 pyL /mL, en el caso de
S.aureus tuvo un halo de inhibicién de 23mm a 200 pyL /mL la cual fue la mas
prometedora comparada con el control de ampicilina B que mostro un halo de 32mm
a 100 unidades /disco. Concluyendo que “las NP de ZnO sintetizadas en verde
fueron mas potentes que el ZnO desnudo y la hoja de A. indica”.
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Imade et al. 2022 [88] estudiaron la actividad antimicrobiana de nanoparticulas de
oxido de zinc sintetizadas mediante sintesis verde a partir del extracto de cascara
de planta. Utilizaron cepas grampositivas y gramnegativas transmitidas por
alimentos. El resultado sobre S.aureus mostro un halo de inhibicion de 27mm
mientras que en S.enterica tuvo un halo de inhibicion de 10mm lo cual observaron
gue la eficiencia de la actividad antimicrobiana fue de la siguiente manera: S. aureus
= B. cereus = K. pneumoniae = S. entérica. Por lo tanto, los desechos de platano
pueden ser utiles en la sintesis de nanoparticulas.

3.3 Ensayo de viabilidad celular

Las nanoparticulas de 6xido de zinc se evaluaron en células cancerigenas, para
contrastar su actividad se utilizé un cultivo primario de ratéon y una linea celular C-6
perteneciente a glioma de raton. En las figuras 21, 22 se muestran los resultados
obtenidos.

La mayor muestra de actividad se ve en las concentraciones de 2500 mg/mL hasta
160 mg/mL en ambos casos. Sin embargo, estudios reportan que las NP’s ZnO
tienen una ligera interaccion especifica sobre las células cancerosas, que las células
sanas, por lo que, en los resultados se puede observar que ligeramente el menor
porcentaje de viabilidad celular se muestra en las células de cancer de glioma.
Vistas de forma general se observa una mayor inhibicion en las de cerebro, pero
comparadas por concentraciones, las viabilidades mas bajas las tiene las de cancer,
Comparandose todas las concentraciones.

La estadistica muestra mayor significancia entre las nanoparticulas de 6xido de zinc
sintetizadas con porcentaje de extracto de 0.25% y 0.1%.

Las nanoparticulas no tienen la capacidad de tener repetibilidad sin embargo si
contienen reproducibilidad, ya que, los experimentos se realizaron por triplicado,
bajo las mismas condiciones.

Los diferentes estudios en diferentes lineas celulares también muestran una
actividad de parte de las nanoparticulas de 6xido de zinc sintetizadas con diferente
extracto.
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Figura 21. Ensayo MTT de cultivo primario de cerebro. El * muestra un p<0.05 de significancia.
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Figura 22. Ensayo MTT de linea celular glioma C-6. El * muestra un p<0.05 de significancia.

Diversos estudios han demostrado la actividad de las NP’s ZnO en lineas celulares
de cancer, como propuestas alternas a las terapias actuales.
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En el caso de los resultados, se puede observar una caracteristica propia del ensayo
MTT, la cual, permite observar el color amarillo de (bromuro de 3-(4, dimetiltiazol-
2i-il)-2,5 difenil tetrazolio, un tetrazol) para pasar a reducirse a formazan purpura en
las mitocondrias de las células vivas (Figura 23). Esto permite visualizar de forma
directa el metabolismo de las células vivas y muertas para corroborar la actividad
de las células vivas y muertas.

7 "N Mitocondria
— S~ J
S ‘\ reductasa
; /’_\
l, \_ h
[,f.‘ {} / \ HN-N \ 7
‘\-.b':/ \
NADH NAD* \—/
3-(4,5- Dimetiltiazol-2-il)-2,5- 5-(4,5-dimetiltriazole-2-il)-1,3

bromuro de difeniltetrazolio difenilformazan

MTT Formazan

Figura 23. Reduccion del bromuro de 3-(4, dimetiltiazol-2-il)-2,5 difenil tetrazolio a
formazan

En las imagenes capturadas mediante el microscopio 6ptico invertido, se observa
una similitud al comparar en control positivo de células tratadas con DMSO durante
48 horas de la figura 29, con las células tratadas con 2500 pL /ml de NP’s ZnO con
0.5% de extracto de Rubus ulmifolius de la figura 32 (ver anexos) tomando un color
blanco /transparentoso. Asumiendo que el color se toma debido a la baja viabilidad.
De la misma forma, en las figuras 30,31 (ver anexos), se toma el mismo
comportamiento comparando el control negativo que son células en crecimiento
durante 48 horas sin ningun tratamiento, y las células tratadas con NP’s ZnO a una
concentracion de 10 yL /ml a 0.5% de extracto, las cuales toman un color rojizo
vistas desde el microscopio. En cada imagen, se observd un crecimiento celular
muy similar, indicando que no hay una muerte celular, si no lo contrario habiendo
una viabilidad similar al pozo que estaba con células sin tratamiento (control
negativo).

A través del microscopio se observa las células y las nanoparticulas en el medio,
pero no hubo una respuesta metabdlica, indicando una muerte celular.

Saber et al. 2021 [89] En este estudio se realiz6 citotoxicidad in vitro de
nanoparticulas de 6xido de zinc en germen de ovario de raton. Los resultados
mostrados indican una estadistica significativa en una concentracion de 30 ug/mli
teniendo un porcentaje de viabilidad del 20%. “En conclusion, los presentes
resultados indicaron que las ZnO-NP’s tienen efectos citotoxicos en las OGC de
ratdbn de forma dependiente de la concentracién y del tiempo, lo que justifica una
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aplicaciébn mas cuidadosa de estas nanoparticulas en la medicina y la industria.
Ademas, incluso a bajas concentraciones, las nanoparticulas de ZnO alteraron la
meiosis Yy la capacidad de desarrollo de las OGC. Se necesitan mas investigaciones

para dilucidar los mecanismos que subyacen a los efectos toxicos de las ZnO-NP
en las OGC”.
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Figura 24. Tratamiento de células con varias concentraciones (10,20,30 mg/ml) NP’s ZnO durante
uno y siete dias (A, B) [89].

Umamaheswari et al. 2021 [90]. Para probar la actividad de las nanoparticulas de
ZnO se realiz6 una sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de zinc utilizando
extractos de hojas de Raphanus sativus var. Longipinnatus y evaluaron su
propiedad anticancerigena en lineas celulares A549. Realizaron un estudio de
actividad anticancerigena con un ensayo de MTT mostrando unos resultados
descendientes, comenzando con el control en una viabilidad del 100% hasta un
porcentaje de viabilidad del 40% aproximadamente. Relacionado con la
concentracion de menor a mayor comenzando de 5 ug/ml hasta 50 uL /ml. La figura
muestra la actividad anticancerigena de una sintesis verde de NP’s ZnO mostrando
una significancia de p<0.0001.
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Figura 25. Resultados con el control en una viabilidad del 100% hasta un porcentaje de viabilidad
del 40% aproximadamente. Relacionado con la concentracién de menor a mayor comenzando de 5
pg/ml hasta 50 pg/ml. La figura muestra la actividad anticancerigena de una sintesis verde de NP’s

ZnO mostrando una significancia de p<0.0001 [91].

Norouzi Jobie et al. 2021 [91] Sintesis verde de nanoparticulas de 6xido de zinc
utilizando extracto de corteza de tallo de Amygdalus scoparia spach.

Los resultados indicaron una disminucién considerable de la viabilidad celular con
una concentracion creciente de NP’s de ZnO de 20 a 120 pL /mL (Figura 26).
Utilizando la concentracion maxima de NP’s de ZnO (120mg/mL), se demostr6 que
mas del 80,3, 83,1, 78,3y 21% de las lineas celulares Hela, MCF-7, LS180 y Vero
murieron, respectivamente. La concentracion inhibitoria semimaxima (IC50) de las
NP’s de ZnO contra las lineas celulares Hela, MCF-7, LS180 y Vero fue de 69, 64,3,
71,5y 301,2mg/ml, respectivamente. Las NP’s de ZnO mostraron buenos efectos
inhibitorios en las lineas celulares cancerigenas, mientras que no tuvieron ningun
efecto toxico en la linea celular normal Vero (citotoxicidad selectiva). La capacidad
de la linea celular normal Vero de tolerar el Zn.

Concluyendo que: “Nuestros resultados demostraron que el extracto de corteza de
tallo de A. scoparia desempefia un papel fundamental en la formacion de NPs de
ZnO. Las NPs de ZnO también mostraron una notable influencia inhibidora sobre
las lineas celulares de cancer, mientras que no tuvieron ningun efecto toxico sobre
la linea celular normal Vero. Las NPs de ZnO mostraron un efecto antidiabético mas
potente que el extracto de A. scopariastem”.
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Figura 26. La concentracion inhibitoria semimaxima (IC50) de las NPs de ZnO contra las lineas
celulares Hela, MCF-7, LS180 y Vero fue de 69, 64,3, 71,5 y 301,2mg/ml, respectivamente. Las
NPs de ZnO mostraron buenos efectos inhibitorios en las lineas celulares cancerigenas, mientras
que no tuvieron ningun efecto toxico en la linea celular normal Vero (citotoxicidad selectiva). La

capacidad de la linea celular normal Vero de tolerar el Zn [91].
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4. CONCLUSIONES

En el presente trabajo, se realiz6 un estudio de nanoparticulas de 6xido de zinc
sintetizadas con Rubus ulmifolius, y su aplicacion como antimicrobiano y
anticancerigeno.

La caracterizacion de FTIR permiti6 comprobar que efectivamente las muestras
eran oxido de zinc.

La caracterizacion por UV-Vis brindo las propiedades y caracteristicas del 6xido de
zinc.

Se sintetizo correctamente nanoparticulas de Oxido de zinc por sintesis verde
utilizando Rubus ulmifolius.

La caracterizacion comprobé la presencia de nanoparticulas de 6xido de zinc.
Rubus ulmifolius mejoro la toxicidad de las nanoparticulas de 6xido de zinc.
Las nanoparticulas muestran reproducibilidad.

El efecto inhibitorio sobre la cepa E. coli es dependiente a las concentraciones a
mayor concentracion mayor efecto.

Las nanoparticulas tienen una ligera preferencia sobre las células cancerosas.

La estadistica mostro significancia con respecto al porcentaje utilizado de extracto
en la sintesis de nanoparticulas de éxido de zinc.

Las nanoparticulas de oxido de zinc también tuvieron efecto en células gram
positivas.

Las nanoparticulas de oOxido de zinc al 0.5% mostraron mayor actividad
antimicrobiana y anticancerigena a comparacion de los otros porcentajes de
extractos.

Se requieren mas estudios para la extrapolacién a tratamientos en seres humanos.

La sintesis verde comprueba que se puede utilizar cualquier extracto, fruta, u hoja,
para producir nanoparticulas de Oxido de zinc, mientras posea compuestos
fendlicos, flavonoides u otra molécula derivada de los antioxidantes.

Los polifenoles de Rubus ulmifolius si actuaron como estabilizadores en la reaccion
de sintesis.

Las NP’s de ZnO expuestas a luz UV 15 minutos antes en los ensayos de viabilidad
celular, activaron las nanoparticulas de oxido de zinc.

46



Las nanoparticulas presentan un problema al momento de ser utilizadas debido a
su aglomeracion.

El tamafio, forma y funcionalizacion mejoran los efectos en sus aplicaciones
biomédicas.

El porcentaje de extracto influyé considerablemente en su actividad antimicrobiana
y anticancerigena.
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6. ANEXOS

Mecanismo de reaccion de sintesis.

Para la realizacion de la sintesis, se considerd Rubus ulmifolius, por sus
propiedades antioxidantes y la cantidad de biomoléculas presentes en la fruta. Para
ello, se corroboro a través de la literatura sus compuestos y la cantidad presente de
biomoléculas en la zarzamora, la mayor cantidad son los polifenoles,
especificamente los acidos fendlicos y los flavonoides. Dentro de los acidos
fendlicos destaca en una futa madura, el acido galico y en los flavonoides la
quercetina [92], [93].
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En el mecanismo de reaccion, es bien conocido, que el zinc puede formar complejos
coordinados con ligandos, N, S, O, halégenos. La participacion del grupo hidroxilo
perteneciente en los compuestos polifendlicos del extracto natural, interactian
como reductor con el precursor nitrato de zinc hexahidratado, ocasionando una
reaccion de hidrolisis. Con una desprotonacion de los grupos hidroxilo presentes en
los fenoles del extracto, y la complejacion del zinc, que se lleva a cabo en la
reduccion del compuesto fendlico, donando un electron 1 del grupo carboxilo
llevando un complejo Zn?* a Zn con valencia 0, Inicia el proceso de nucleacién que
entra en la micelizacion inversa y estabilizacion de la nanoparticula. Para finalizar
ocurre un tratamiento térmico de descomposicion directa, calcinando a una
temperatura de 400°c resultando la liberacién de las nanoparticulas de 6xido de
[94]-[101].
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Figura 27. Propuesta de mecanismo de reaccién en sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc
con Rubus ulmifolius

Mecanismo de accion antimicrobiana y anticancerigeno

Las nanoparticulas de 6xido de zinc poseen caracteristicas esenciales, algunas de
ellas son la liberacion de iones de Zn2*, y la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS).

La produccion de especies reactivas de oxigeno tiene lugar por la banda prohibida
del oxido de zinc, si la interaccion de la radiacion es mayor que la banda prohibida
del ZnO se forman pares electron-hueco, estos electrones son promovidos a la
banda de conduccién (CB) y el hueco generado en la banda de valencia (VB)
adquiere un caracter fuertemente oxidante, creando sitios oxidantes. Estos son
capas de oxidar moléculas de agua o aniones hidroxidos, generando fuertes
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especies oxidantes. Las especies reactivas de oxigeno son formadas por radicales
hidroxilos (OH), iones de perédxido de hidroxilo (HO,), anién radical superodxido
(0,7). Cuando reacciona con iones de hidrogeno producen peroxido de hidrogeno
(H20,)

Para la actividad antimicrobiana, se atribuye las siguientes interacciones:

e Contacto directo de NP’s ZnO con la pared celular ocasionando la destruccién
de la integridad de la membrana bacteriana.

e Liberacién de iones de zinc

e Formacion de ROS

e Interaccion electrostatica

La interaccion de la generacion de especies reactivas de oxigeno provoca la
destruccion de los componentes celulares como el ADN, proteinas y lipidos. El
perdxido de hidrégeno puede atravesar la pared celular e internalizandose.

No es necesario que el peroxido de hidrogeno internalice, puede interactuar desde
afuera con la mermaban y lo iones de peroxido de hidroxilo (HO,), anion radical
superoxido (0,™) provocando dafios directos.

En el caso de la liberacion de iones de Zn?*los acidos teicoico y lipoteicoico actian
como un agente quelante sobre los iones Zn*?, que luego son transportados por
difusién pasiva a través de las proteinas de la membrana.

Las cargas positivas de las NP de ZnO son atraidas a la superficie celular por
interacciones electrostaticas, y la diferencia en el gradiente electrostatico provoca
danos en la superficie celular [64]-[66], [102], [103].
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Figura 28. Mecanismo propuesto de actividad antimicrobiana de nanoparticulas de éxido de zinc. 1.-
Dafio del material genético por la interaccion del peréxido de hidrogeno producido por las especies
reactivas de oxigeno (ROS). 2.- Muerte por alteracion del sistema enzimatico por liberacién de iones
de Zn?*. 3.- dafio de la superficie celular por diferencia de gradiente electrostatico.
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Las nanoparticulas ejercen una actividad anticancerigena por distintos mecanismos
de accion:

e [Especies reactivas de oxigeno (ROS)
e Liberacion de iones de Zn?*
e Interaccidn fisica

El mecanismo de citotoxicidad inducido por las nanoparticulas de 6xido de zinc tiene
diversas propuestas, entre ellas, destacan las mencionadas anteriormente.

Las nanoparticulas de 6xido de zinc entran a la célula por dos formas distintas, que
son: Difusion directa y endocitosis. Una vez dentro se desencadena la interaccion
en el sistema biolégico induciendo la generacion de ROS y ocasionando estrés
oxidativo. El ROS incluye principalmente el radical aniénico superoxido, el radical
hidroxilo, el oxigeno mono molecular y el peréxido de hidrégeno. EI perdxido de
hidrogeno es una molécula capaz de enviar una sefal para la via apoptética e
inducir estrés oxidativo, y ese estrés oxidativo se atribuye a un mecanismo de accién
de muchos nanomateriales.

Hay diferentes formas de introducir el mecanismo de produccion de ROS

1. Interaccidn directa (de las NP’s ZnO) con los compartimentos acidos (como los
lisosomas) liberando iones téxicos produciendo ROS por reaccion quimica.

2. Las NP’s ZnO interactuan con la cadena de transporte de electrones mitocondrial
y la fosforilacion oxidativa, generando ROS.

3. Las NP’s ZnO interactuan con enzimas redox activas como la nicotianamina
adenina dinucleodtido fosfato (NADPH) oxidasa, provocando estrés oxidativo.

4. Las NP’s ZnO interactuan con los receptores celulares, desencadenando vias
de sefializacion posteriores, como la activacion del factor nuclear kB (NF-kB).

En la interaccion de liberacion de iones de Zn?* por el metal, alterar la homeostasis
celular, interfiriendo con la actividad enziméatica.

Las NP’s ZnO pueden interactuar en el espacio perinuclear provocando fallo del
funcionamiento del proceso de transcripcion y traduccién de las células.

Algunas enzimas estabilizadoras del ARNm tienen dominios susceptibles a los
metales, ocasionando que se activen en presencia de iones desencadenando la
perturbacion del transcriptoma.

Las NP’s siguen la siguiente reaccion en soluciones acuosas.
Zn0(s) + H,0(1) < Zn(OH),
(s)Zn(0OH); < Zn(OH)" (aq)
Zn(0H)*(aq) © Zn**(aq) + OH (aq)
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Estos iones liberados por disolucion interactian con la mitocondria y reticulo
endoplasmatico, (ER) ocasionando la pérdida del potencial de membrana
mitocondrial y la activacion de las vias de la proteina quinasa actividad por
mitégenos (MAPK), terminando en apoptosis.

Para las vias de sefializacién hay varios caminos

1.
2.

Redox pathway: Las NP’s ZnO provocan un aumento de la generacion de ROS.
P53 pathway: El ZnO inicia la activacion del p53 ocasionando una apoptosis
dependiente de la caspasa mediante la regulacion de proteinas proapoptoticas
como la bax y la regulacion disminuida provoca la bcl-2.

MARK pathway: ElI ZnO activa la quinasa regulada por sefial extracelular, y los
iones Zn*? desencadenan la principal via apoptética SAP/INK.

NF-kB pathway: Las nanoparticulas se involucran con el factor nuclear kB, la
cual es un grupo de factores encargados en la transcripcion, controlando genes
asociados con la inflamacion, la respuesta al estrés, supervivencia celular e
inmunidad adaptativa.

PINK1 pathway: EI ZnO regula la expresion de la proteina PINK1 y el nivel de
parkina mitocondrial. Al despolarizar la membrana mitocondrial no importa
PINK1 a la membrana interior, acumulandose en la exterior, y esto, conlleva a
que la parkina acumulada induzca autofagia [12], [79], [104]-[109].
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Tabla 5. Sintesis de nanoparticulas de 6xido de zinc usando extractos de plantas [59]

S.No. Source Part Shape/morph Size Reference
ology
1. Zingiber Root Spherical 30- (Anand Raj and
officinale R. 50nm Jayalakshmy, 2015)
2. Nigella sativa Seeds Spherical and 24nm (Naseer et al.. 2020)
elongated rod
shape
3. Hibiscus Leaves Dumbbell 190-250nm (Balaetal., 2015)
subdariffa
4. Citrus Sinensis Peel Spherical 10-20nm (Doan Thi et al.,
2020)
5. Sambuicus Leaves Spherical 40-45nm (Alamdari et al.,
ebulus 2020)
6. Catharanthus Leaves Spherical 23-57nm (Savithramma and
roseus (1) G. Bhumi, 2014)
Don.
7. Cassia alata Leaves Spherical 60-80nm (Agarwal et al., 2019)
8. Coriander Leaves Spherical 40nm (Pratap Goutam et al.,
sativim 2017)
9. Trachyspermum Seeds Hexagonal 41nm (Saravanakkumar et
ammi plates al., 2016)
10. Elettaria Seeds Spherical 18.72n (Vinotha et al., 2020)
Cardamomum m
11. Foeniculum seeds Spherical 22-51nm (Alsalhi et al.. 2020)
Vulgare
12. Punica Peel Crystal (Husain, 2019)
granatum L 42.87nm
13. Allium cepa Bulbs - 20-100nm (Stan et al., 2016)
14. Anchusa italic Aerial Hexagonal 50nm (Azizi et al., 2016)
part
15. Ocimum Leaves Hexagonal 11-25nm (Raut et al., 2013)
reniiflorum
16. Artemisia Stem Spherical 20nm (Wang et al., 2020)
annua barks
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17. Syzgium Buds Hexagonal S0nm (Anvarinezhad et al.,
aromaricum 2020y
Linn

18. Crocus sativus Flowers Spherical 7inm (Shashanka_ 2020)

19. Stryvehnos nu- Leaves Quasi- 10-20nm (Steffy et al.. 2018)
vomica L. spherical

20. Camellia Leaves - 30-40nm (Irshad et al., 2018)
Sinensis

21. Senna alata Leaves Needle 412nm (Adebayo-Tayo et al.,

2020)

22 Aleo Leaves Hexagonal 10.35n (Parthasarathy G et
Barbadensis m al. 2017)

23 Mentha spicata Leaves Spherical 11- (Abdelkhalek and Al-

80nm Askar. 2020)

24 Daucus carota Roots polvhedral 16-21nm (Luque et al.. 2018)

25. Ipomoea pes- Leaves - 10-100nm (Venkateasan et al.,
caprea L. 2017)

26. Azadirachta Leaves Spherical 20-40nm (Singh et al . 2019)
indica A.Juss.

27. Boerhavia Leaves Spherical 140nm (Joseph etal . 2016)
di

28. Lyeopersicon Fruit Spherical 40-100nm (Sutradhar and Saha,
esculentum 2016)

29. Mangifera Leaves - 26nm (Narayan, 2018)
indica

30. Andrographis Leaves Hexagonal 20.23n (Kavitha et al.. 2017)
paniculata m

31. Lawsonia Leaves Hexagonal 75-100nm (Kiruba Daniel et al.,
inermis ] 2013)

32 Trifolium Flower - 100-190nm (Dobrucka and
pratense Diugaszewska, 2016) |

33. Carica papayva Leaves Spherical S0nm (Rathnasamy et al_,

2017)

34 Solanum Leaves Spherical 20-30nm (Ramesh et al., 2013) |
HIgrum

33. Plectranthus Leaves Spherical and | 20-30nm (Vijavakumar et al.,
amboinicus Hexagonal 2015

36. Rosa Canina Frust Spherical =50nm (Jafarirad et al.. 2016)

37. Terminalia Fruit Spherical 20nm (Rana et al.. 2016)
chebula

38. Pongamia Leaves Spherical 100nm (Sundrarajan et al.,
pinnata 201%)

39. Boswellia Stem Spherical 20nm (Supraja et al., 2016)
ovalifoliolata barks
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Tabla 6. Sintesis verde de nanoparticulas metalicas de varios extractos de plantas [101].

Order Plant origin Nanoparticle Size (nm) Morphology
1 Aloe barbadensis Miller Gold and silver 10-30 Spherical, triangular
(Aloe vera)
2 Aloe barbadensis Miller Indium oxide 5-50 Spherical
(Aloe vera)
3 Acalypha indica Silver 20-30 Spherical
4 Apiin extracted from henna Silver and gold 39 Spherical, triangular, and quasi-
leaves spherical
5 Avena sativa (oat) Gold 5-20 (pH 3 Rod-shaped
and 4),
6 Azadirachta indica (neem) Gold, silver and silver- 5-35and 50-  Spherical, triangular, hexagonal
gold alloys 100
7 Camellia sinensis (black tea Gold and silver 20 Spherical, prism

leaf extracts)

8 Brassica juncea (mustard) Silver 2-35 Spherical

9 Cinnamomum camphora Gold and silver 55-80 Triangular, spherical (Au), and quasi-
(camphor tree) spherical (Ag)
10 Carica papaya (papaya) Silver 60-80 Spherical
11 Citrus limon (lemon) Silver <50 Spherical, spheroidal
12 Coriandrum sativum Gold 6.75-57.91 Spherical, triangular, truncated
(coriander) triangular, decahedral
13 Cymbopogon flexuosus Gold 200-500 Spherical, triangular
(lemongrass)
14 Cycas sp. (cycas) Silver 2-6 Spherical
15 Diospyros kaki (persimmon) bimetallic gold/silver 50-500 Cubic
16 Emblica officinalis (indian Gold and silver (10-20) and -
gooseberry) (15-25)
17 Eucalyptus citriodora Silver 20 Spherical
(neelagiri)
18 Eucalyptus hybrida (safeda)  Silver 50-150 Crystalline, spherical
19 Garcinia mangostana Silver 35 Spherical
(mangosteen)
20 Gardenia jasminoides Ellis Palladium 3-5 -
(gardenia)
21 Syzygium aromaticum Gold 5-100 Irregular
(clove buds)
22 Jatropha curcas (seed Silver 15-50 Spherical
extract)
23 Ludwigia adscendens Silver 100-400 Spherical
(ludwigia)
24 Medicago sativa (alfalfa) Gold 2-40 Irregular, tetrahedral, hexagonal
platelet, decahedral, icosahedral
25 Mentha piperita Silver 5-30 Spherical
(peppermint)
26 Medicago sativa (alfalfa) Iron oxide 2-10 Crystalline
27 Morus (mulberry) Silver 15-20 Spherical
27 Nelumbo nucifera (lotus) Silver 25-80 Spherical, triangular, truncated

triangular, decahedral

28 Ocimum sanctum (tulsi; Silver 10+2and 5 Spherical
root extract) + 1.5 nm




29 Pear fruit extract Gold 200-500 Triangular, hexagonal
30 Pelargonium roseum (rose  Gold 2.5-27.5 Crystalline
geranium)
31 Psidium guajava (guava) Gold 25-30 Mostly spherical
32 Sedum alfredii Hance Zinc oxide 53.7 Hexagonal wurtzite and pseudo-
spherical
33 Tanacetum vulgare (tansy Gold and silver 1,16 Triangular, spherical
fruit)
34 Terminalia catappa Gold 10-35 Spherical

Figura 29. Células muertas como control positivo en ensayo MTT expuestas a 50ul de
Dimetilsulfoxido (DMSO).

(almond)

Figura 30. Células vivas como control negativo en ensayo MTT.

Figura 31. Células de cancer expuestas a 10ug/ml de nanoparticulas de 6xido de zinc a porcentaje

de extracto del 0.5%.
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Figura 32. Células de cancer expuestas a 2500ug/mL de nanoparticulas de 6xido de zinc con
porcentaje de extracto del 0.5%.

Figura 33. Foto capturada con smartphone. Ensayo de viabilidad celular con linea celular de
cancer de cerebro después de 4 horas de incubacion.

Figura 34. Fotografia tomada con smartphone del ensayo de viabilidad celular con cultivo celular
sano de cerebro después de 4 horas de incubacion.
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