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IV. RESUMEN

RESUMEN de la tesis de LESLIE PATRON ROMERO presentada como requisito parcial para
la obtencidn del grado DOCTOR EN CIENCIAS del programa de Maestria y Doctorado en
Ciencias e Ingenieria de la Universidad Auténoma de Baja California. Ensenada, Baja
California, México, diciembre del 2022.

Sintesis, caracterizacion y citotoxicidad de nanoparticulas semiconductoras de
oxido de zinc

El uso de nanoparticulas (NPs) ha aumentado considerablemente debido a sus
aplicaciones casi universales, como los campos de |la electrdnica, la dptica, la farmacéutica,
la biomédica y la energia, que se han expandido rapidamente durante las dltimas décadas.
Debido a las aplicaciones generalizadas de las nanoparticulas de dxido de zinc (ZnONPs),
ha aumentado la exposicion potencial de trabajadores, consumidores y cientificos a estas
particulas. En este proyecto de tesis doctoral, realizamos la sintesis de ZnONPs a través
de un método ecoldgico, sustentable y de bajo costo, donde el extracto de Beta vulgaris
se utilizd como agente reductor. En este estudio, evaluamos la toxicidad de ZnONPs in
vitro en dos lineas celulares de fibroblastos de ratén C2C12 y lineas celulares de
mioblastos 1929 vy linfocitos humanos de sangre periférica (HLPB), utilizando el método
de exclusién de colorante azul tripdano. El método de ensayo MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio) solo se utilizd en las lineas celulares C2C12 y L929
después de 24 h de exposicidn. Los resultados muestran que el tamafio de las ZnONPs es
entre 16 y 24 nm, con estructura cristalina hexagonal y morfologia semiesférica. Los
efectos toxicos de las ZnONPs se analizaron en las dos lineas celulares después de
un periodo de incubacidn de 24 y 48 h. El valor de TCso ZnONPs se calculé después de una
exposicion de 24 h, que se encontré entre 28 y 37 pg/mL y 20-30 pg/mL con una
exposicidn de 48 h. El valor de viabilidad se reportd como no téxico a concentraciones de
1x10 "5 - 1x10 ~* pg/mL.

Palabras clave: Zinc oxide; Sintesis verde; Manoparticulas; Beta vulgaris; citotoxicidad

Aprobada por:
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CAPITULO I. INTRODUCCION



La exploracion de diversos métodos de sintesis ha facilitado fabricar y procesar diversos
nanomateriales, nanoparticulas (NPs) y nanoestructuras, el estudio, sintesis, caracterizacion y
aplicacion de estos métodos es conocido como nanotecnologia. Los materiales
nanoestructurados son aquellos, con una dimensién o escala del orden de nanémetros (nm).
Aunque se ha observado que solo aquellos menores o iguales a 100 nm presentan cambios en
sus propiedades fisicas como consecuencia del tamafio, también se ha encontrado que
dimensiones mayores poseen propiedades particulares y son importantes por maultiples
aplicaciones [1]. Las NPs metélicas, poseen propiedades Unicas a escala macroscopica; entre
ellas, la conductividad eléctrica, propiedades magnéticas, dpticas y cataliticas, lo que las hacen
candidatas a innumerables aplicaciones en todos los campos de la tecnologia. Dentro de las méas
empleadas, se encuentran las NPs de plata, oro, cobre y zinc. Las aplicaciones de las NPs
metalicas han impactado, practicamente todos los aspectos de la vida diaria, generando
multiples lineas de investigacion y dando como resultado un crecimiento exponencial en el

numero de publicaciones y evidencia cientifica en las Ultimas cuatro décadas [1-4].

Dentro de la industria de las NPs metélicas, la produccion de las NPs de 6xido de zinc
(ZnO) es la tercera mas prolifica. Las multiples aplicaciones de las NPs de ZnO (ZnONPs) han
proporcionado avances en la elaboracion de productos electronicos, sanitarios, cosméticos y
ademas en la industria alimentaria, proporcionando mayor seguridad y estabilidad, que la que
poseen los productos organicos convencionales. En el area de la microbiologia, las ZnONPs
poseen multiples aplicaciones, debido a sus propiedades antibacterianas y antiflngicas. En el
campo médico, las ZnONPs también ha facilitado el desarrollo de nuevas terapias coadyuvantes
en tratamientos oncoldgicos, debido a sus propiedades antitumorales [5-9]. Numerosa evidencia
cientifica, muestra la eficacia de las ZnONPs in vitro e in vivo para enfermedades tumorales,
considerando el tamafio, dosis y tiempo de exposicion a las ZnONPs reduce la viabilidad celular

en lineas oncologicas.

La importancia del uso ZnONPs esta relacionada con los avances en la generacion de
nuevos materiales en medicina, asi como sus multiples aplicaciones, tales como, en el transporte

de farmacos, liberacion de &cidos nucleicos (ADN y ARN), industria quimica, terapia



fotodinamica y biotecnologia entre otros [5-9]. Debido a las numerosas aplicaciones de las
ZnONPs en la vida cotidiana, la exposicion a estas es inevitable, por lo tanto, hacen necesaria
la realizacion de estudios con el objetivo de evaluar su toxicidad y determinar si existe un riesgo

para la salud en el ser humano u otros sistemas biolégicos.

Lin W, y colaboradores en 2009, reportaron que las ZnONPs redujeron significativamente
la viabilidad celular de una manera dependiente de dosis, en células derivadas de carcinoma
bronco-alveolar humano (A549) [10]. Heng y colaboradores en 2011, estudiaron la toxicidad y
el potencial inflamatorio de ZnONPs en lineas celulares derivadas de raton y humano (RAW-
264.7 y BEAS-2B), los resultados demostraron, que la citotoxicidad fue dependiente de la
concentracion y la morfologia de las ZnONPs para todas las lineas celulares evaluadas [11].
Jingyuan Li, y colaboradores en 2010, estudiaron el efecto citotoxico de las ZnONPs en las
lineas SMMC-7721, confirmando que, a mayor dosis y tiempo de exposicion, menor viabilidad
celular [12]. Recientemente Zhao C, y colaboradores en 2018, concluyeron que las ZnONPs
promueven citotoxicidad dependiente de la concentracion frente a lineas celulares de cancer de

pancreas [13].

Como se describi6 anteriormente se han realizado una gran cantidad de estudios sobre la
toxicidad de las ZnONPs con diferentes lineas celulares; sin embargo, algunos resultados
reportados son contradictorios, en particular en términos de tamafio de las NPs que condicionan
su citotoxicidad. Por lo tanto, la toxicidad de las ZnONPs ain queda por esclarecerse, y hace
necesaria, una evaluacién toxicoldgica mas extensa para confirmar los diferentes resultados in
vitro. El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo sintetizar ZnONPs por
metodologia de quimica verde, caracterizarlas y evaluar su citotoxicidad in vitro usando lineas

celulares de fibroblastos de ratén (C2C12 y L929), ademas de linfocitos humanos.

1.2. ANTECEDENTES

1.2.1. Clasificacion de nanoparticulas

Las NPs se clasifican considerando su dimensionalidad, morfologia, alineacion,

regularidad y acumulacion. La estructura, composicion y la morfologia de las NPs es de



suma relevancia puesto que determina su funcionalidad y efecto toxico sobre el medio
ambiente y los seres humanos. En funcién de la dimensionalidad, las NPs pueden
clasificarse en cero-dimensionales, unidimensionales, bidimensionales y tridimensionales
como se muestra en la Figura 1. Las NPs unidimensionales contienen peliculas finas que
se utilizan en dispositivos electrénicos y sensores. Las nanoparticulas bidimensionales
comprenden nanotubos de carbono que tienen una gran capacidad de adsorcion y
estabilidad. Como ejemplo de las NPs tridimensionales se encuentran los dendrimeros y
policristales. Por lo tanto, dependiendo de la morfologia, las nanoparticulas pueden tener
una estructura plana, esférica y cristalina. Ademas, pueden estar presentes en forma simple
o en forma de nanocompuestos. Segun su origen, se clasifican en naturales o artificiales
[14].

oD 1D 2D 3D
Peliculas, Policristales,

NMs a granel

NERESEES Nanotubos,
agrupaciones cables, varillas

Nanovarillas
metalicas Nanoplacas
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Figura 1. Clasificacion de los nanomateriales segln sus dimensiones. Imagen modificada de Poh
y colaboradores 2018, donde se muestra la clasificacion de diferentes nanomateriales segun sus
dimensiones [15].



1.2.2. Propiedades generales de las nanoparticulas

Las principales propiedades de las NPs son las siguientes:

a.

Superficie. Se ha comprobado que las propiedades varian con el tamafio de las
particulas, es decir entre mas pequefia la NPs mayor es el efecto y toxicidad, debido a
mayor superficie de reactividad [16].

Tamanfo: Las propiedades de las NPs cambian con el tamafio. Los notables cambios en
la estructura electronica hacen que numerosas propiedades de los objetos manométricos
dependan de su tamafio. Por ejemplo, la fase cristalina més estable y las propiedades

electronicas del material dependen del tamafio.

Propiedades Opticas. Las nanoparticulas tienden a tener propiedades Opticas
particulares, ya que son lo suficientemente pequefias como para limitar el grosor de la

capa de electrones comun de los metales; este fendmeno genera efectos cuanticos.

Uniformidad. Los racimos, agregados o filamentos, es decir, los conjuntos moleculares
0 atémicos que forman las NPs, se definen por la interaccion de fuerzas entre las

moléculas o los atomos de una particula y las fuerzas de interaccion entre las particulas.

Funcionalizacion. Las nanoparticulas de cualquier tipo pueden unirse a entidades
microbioldgicas al azar a través de procesos naturales que ocurren en la atmdsfera, el
agua o la superficie de la tierra. Las nanoparticulas se dirigen entonces a los organismos
vivos, a los organulos celulares y a las moléculas individuales de proteinas o ARN. Esta
propiedad esta relacionada tanto con los efectos nocivos de las nanoparticulas en el reino
vivo como con los estudios farmacéuticos o bioquimicos realizados voluntariamente, a

nivel de moléculas peptidicas.

Confinamiento cuéantico. Los cambios de propiedades dependientes del tamafio

también incluyen el confinamiento cuantico, un fenébmeno que provoca propiedades



espontaneas de semiconductividad, conductividad o aislamiento eléctrico para

particulas vecinas de menos de 10 nm de diametro [16].
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Figura 2. Clasificacion de los nanomateriales segin su morfologia. Imagen modificada de Hadeel
J. y colaboradores 2021, donde se muestra la clasificacion de diferentes nanomateriales segun sus
morfologias [17].

1.2.3. Métodos de biosintesis de ZnONPs

Para la biosintesis de nanoparticulas se utilizan dos métodos: ascendente y descendente.
En el caso del método ascendente, la reaccion mas importante que se produce es la
oxidacion/reduccion. EI método de biosintesis es un método amigable con el medio ambiente,
ya que no genera residuos nocivos, las condiciones de sintesis normalmente implican que se
lleven a cabo a temperatura ambiente y usualmente no se requiere de equipos sofisticados,
obteniéndose a un bajo costo. Una de las principales caracteristicas es el uso de plantas, tejidos
vegetales, extractos de plantas o vegetales, incluso pueden ser utilizados microorganismos
como bacterias, hongos y algas. De los agentes reductores se obtienen las sustancias activas,
dichas sustancias son derivadas de metabolitos primarios y secundarios. Los metabolitos
primarios derivan de la fotosintesis y los metabolitos secundarios estan formados por
componentes bioactivos como son los hidratos de carbono y flavonoides presentes en los

sistemas bioldgicos.



Los metabolitos secundarios se extraen para ser utilizados como agentes reductores
proporcionando estabilidad y facilitando el control de la velocidad de reaccion. Las técnicas
de quimica verde han permitido el desarrollo de nanomateriales dando un giro
medioambientalista. A continuacion, se muestra la Tabla 1, los agentes reductores mas

utilizados para la biosintesis de ZnONPs [18].

Tabla 1. Sintesis verde de ZnONPs y agentes reductores.

Tipo de sintesis Tamafio Morfologia

Material/organismo Efecto estudiado

verde (nm) de las NPs
Mediada por Limonia acidissima 12-53 Esféricas Antibacterial
plantas
Couroupita guianensis 57 Hexagonales Antibacterial
Sargassum 36 Esféricas Antibacterial

myriocystum

Mediada por algas

marinas Fotocatalitico
Ulva lactuca 10-50  Hexagonales antibacteriano y
larvicida
. Aspergillus fumigatus 60-80 Esféricas Antibacterial
Mediada por

microorganismo  Aeromonas hydrophila Esféricas y

A Antibacterial
semiesfeéricas

Tabla modificada de V. N. Kalpana y colaboradores en 2018, donde se muestra los diferentes tipos de
sintesis verde de nanoparticulas de ZnO, los agentes reductores, su tamafio, la morfologia y los efectos
bioldgicos estudiados [18].

Los principales pasos de la preparacion de NPs que deben evaluarse desde el punto de vista de
la quimica verde son:

a) El medio disolvente utilizado para la sintesis.

b) El agente reductor empeado no debe ser dafiino para el medio ambiente.

c) El material para la estabilizacion de las nanoparticulas no debe ser toxico.
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Figura 3. Sintesis verde de ZnONPs mediada por plantas y extractos. Figura modificada de V. N.
Kalpana y colaboradores en 2018, donde se muestra el esquema de la sintesis verde de
nanoparticulas de ZnO por plantas y extractos [18].

La mayoria de los métodos quimicos y fisicos mencionados hasta ahora dependen en gran
medida de los disolventes organicos. Esto se debe principalmente a la hidrofobicidad de los
agentes de recubrimiento utilizados [19].

1.2.4. Citotoxicidad de las ZnONPs

Debido al constante incremento en la aplicaciones de las NPs y a su liberacion en el
medio ambiente, es necesario determinar si existen efectos secundarios a la exposicion. El
analisis de citotoxicidad en sistemas bioldgicos marinos, organismo unicelulares, modelos
bioldgicos con alta homologia humana y por supuesto células humanas, incluso en diferentes
etapas del desarrollo, como en células embrionaras y fetales cobra alta relevancia, tanto en su
impacto al medio ambiente como sus implicaciones a la salud. La toxicidad de las ZnONPs
depende de multiples factores entre ellos, el tamafio de la NPs, dosis y el tiempo de exposicion.
A continuacion, se presenta en la Tabla 2, diversas lineas celulares de organismos unicelulares
y multicelulares, expuestas a ZnONPs, se describe el tamafio de la NPs, tiempo de exposicon,
rangos de ZnONPs administrados, asi como la dosis en las que se alcanzd el 1Cso (indice

citotoxico, es la concentracion que causa el 50% de muerte celular).
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Tabla 2. Estudios de citotoxicidad en diferentes lineas celulares de eucariotas.

Tamaro

Tiempo de

Linea celular L Dosis mg/L 1Cso Referencia
(nm) exposicién (h)
Células renales embrionarias de <50 nm 12 h 12.5, 25, 50, 50 pg/mL [20]
humano (HEK293T) 100, ND*
Células embrionarias de pollo 200 pg/mL
(cresta neural) HH10)
Cardiomiocitos humanos (hiPSC- 40 nm-60 0,2,6 h 0- 200 pg/mL 62.5 pg/mL [21]
CMs) nm
S. Cerevisiae (levadura BY4743) 20 nm-80 3h 5-20 pg/mL 10 pg/mL [22]
nm
S. Cerevisiae (levadura BY4741) 20 nm-80 3h 10 pg/mL 10 pg/mL [23]
nm
Células endoteliales de aorta 70 nm 12 0 24h 8-50 pg/mL 50 pg/mL [24]
humana
Fibroblastos de tendén humano 56 nm 24 h 0-6.0 ug/mL 1.51 pg/mL [25]
48 h 1.03 pg/mL
72h 0.57 pg/mL
Eritrocitos humanos 47.8-52.5 1h 50-500 pg/mL 200 pg/mL [26]
nm
Monocito humano 15nm 24h 1.6-25 pg/mL 6.25 pg/mL [27]
(U-937) 25 pg/mL
Promielocito humano (HL-60) 12.5 pg/mL
Linfocito B humano (COLO-720L) 12.5 pg/mL
Linfocito T humano (HUT-78)
Monocito humano (U-937) 100-130 24 h 0-25 pg/mL 25 pg/mL [28]
Promielocito humano (HL-60) nm 6.25 pg/mL
Linfocito B humano (COLO-720L) 12.5 pg/mL
Linfocito T humano (HUT-78) 25y 12.5 pg/mL
Hepatocito humano (HL-7702) <100 nm 3h 0.665 pg/mL NS* [29]
Colonocitos humanos (Caco-2) NS*
Linfocito humano 16-24 nm 24 h 1 x10-° 37 ug/mL [30]
Fibroblasto de raton (C2C12) 48 h 100pg/mL 30pg/mL
Mioblasto de raton (L929) 24 h 32 pg/mL 23pg/mL
48 h
Macréfago de ratén (J774A1) 14046 nm 24 h 200 pg/mL 8 ug/mL [31]
Embrién de pollo HHO 50 nm 24 h 12.5-50 pg/mL ND* [32]
Células neurales 12 h 0-50 pg/mL 25 pg/mL
12 h 25 pg/mL
Células de Leydig de raton 70 nm 24 h 0,5,10,15,y 15 pg/mL [33]
Células de Sertoli de raton 24 h 20 pg/mL 15 pg/mL
Ovaocitos de ratona (CHO-K1) 80 nm 24h 1d 10,20y 30 pg/mL [34]
168h 7d 30 pg/mL 10 pg/mL
Células de microglia BV-2 de raton 20 nm 6h 0-80 ug/mL 20 pg/mL [35]
24 h 10 pg/mL

ND* No determinado; NS* No significante a la dosis maxima de ZnONPs administrada
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1.3. TECNICAS DE CARACTERIZACION

Los inicios de la nanociencia y la nanotecnologia, en 1965, trajeron consigo gran
un desafio para mejorar las técnicas de caracterizacion, desde 1936, con la invencion de la
microscopia de transmision, permitiendo una resolucion a nivel atdmico. Desde entonces
diversas técnicas analiticas e instrumentos han evolucionado contantemente facilitando la
caracterizacion y el estudio de los nanomateriales. A continuacion, se da una breve
descripcion de las caracteristicas y fundamentos de las mas representativas para determinar

estructura, tamafio de particula, asi como distribucion [30].

1.3.1. Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) es una técnica
ampliamente utilizada que permite identificar y determinar los grupos funcionales presentes en
una muestra (gas, liquido y solido), con la ayuda de un haz de radiacién infrarrojo (IR). La
espectroscopia infrarroja mide la absorcion de la radiacion IR realizada por cada enlace,
presente en la molécula y como resultado, da un espectro que se designa comunmente como %
de transmitancia frente al nimero de onda (cm™). Diversos materiales que contienen enlaces

covalentes absorben la radiacion electromagnética dentro del intervalo de la region IR [36].

Para determinar los grupos funcionales de una molécula, ésta debe ser activa por IR.
Una molécula activa por IR es la que tiene momento dipolar. Cuando la radiacién IR interactia
con el enlace covalente de los materiales que tienen un dipolo eléctrico, la molécula absorbe
energia y el enlace comienza a oscilar hacia adelante y hacia atras. Por lo tanto, la oscilacion
que causé el cambio en el momento dipolar neto de la molécula debe absorber las radiaciones
IR. Esta absorcion se relaciona precisamente con la naturaleza de los enlaces presentes en la
molécula. Hay que tener en cuenta que una determinada frecuencia IR, serd absorbida por un
enlace en concreto de la molécula, ya que cada enlace tiene su propia frecuencia de vibracion

natural.

Por ejemplo, una molécula como el acido acético (CH:COOH) que contiene varios
enlaces (C-C, C-H, C-O, O-H y C=0), todos estos enlaces son absorbidos en una longitud de

onda especifica y no son afectados por otro enlace. Por lo que podemos decir que dos moléculas
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con estructuras diferentes no tienen el mismo espectro infrarrojo, aunque en algunas, las
frecuencias puedan ser iguales [37]. En la Figura 4, se muestra el diagrama de funcionamiento
del FTIR. Imagen tomada de principios de analisis instrumental [38], donde se muestra el
esquema de un espectrofotometro de doble haz. Las lineas gruesas y obscuras indican una
conexion mecénica; las lineas delgadas una conexion eléctrica; las lineas de trazos indican la

trayectoria de la radiacion.
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Figura 4. Esquema de un espectrofotémetro de doble haz de radiaciéon IR.
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Figura 5. Espectros FTIR de extracto acuoso de hoja de S. officinalis, ZNONPs secados a 80 °C y
ZnONPs calcinado a 400 °C.

May Abdullah y colaboradores en el 2021, realizaron el analisis por FTIR de (a) extracto
acuoso de hoja de S. officinalis, (b) ZnONPs secados a 80 °C y (¢) ZnONPs calcinado a 400 °C.
Tomada de la referencia [39].

Los rangos de frecuencia se miden como numeros de onda, normalmente en el intervalo
de 4000-500 cm. Antes del analisis de la muestra, se registra el fondo, para evitar los picos de
contaminacion por aire y vapor de agua. La proporcion del fondo y el espectro de la muestra
estan directamente relacionados con el espectro de absorcion de la muestra. El espectro de
absorcion indica varias vibraciones de los enlaces presentes en la molécula de la muestra, de
esta manera se identifica el grupo funcional en una molécula. En el analisis de las ZnONPs, el

polvo se coloca bajo la energia del foton laser del microscopio [39].
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1.3.2. Espectro FTIR del 6xido de zinc

En el caso del ZnO, el pico de absorcion a 656-432 cm™ se asigna a la banda de Zn-O. El pico
a 1086 cm-1, se debe al estiramiento C-O. El pico amplio en la region de mayor energia a 3439
cm-! se debe al estiramiento OH y el pico a 1625 cm™ se debe a la flexion OH de la humedad

adsorbida en la muestra [40-41].

% Transmitancia

500 1000 15:]0 ZC:(X] 25:)0 ) 30'00 3500 4000
-1
Numero de onda (cm )

Figura 6. Espectros FTIR de ZnONPs a 400 °C a 30, 60, 120 min y 240 min.

P. Rameshy colaboradores en el 2021, realizaron el anélisis por FTIR de ZnONPs a
400°C de temperatura de recocido con diferente tiempo (a) 30 min (b) 60 min (c) 120 miny (d)
240 min. Tomada de la referencia [41].

La técnica de FTIR también puede ser utilizada para monitorizar los grupos funcionales
presentes en una mezcla en suspension, [42]. Ademas, de la FTIR también pueden utilizarse
otras técnicas para analisis de la composicion quimica como lo es EDX y XPS empleada para

evaluar el estado de oxidacién de las muestras.
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1.3.3. Difraccion de Rayos X (XRD)

La XRD por sus siglas en inglés, fue descrita en 1913, es la técnica méas empleada para
la caracterizacion de estructuras cristalinas. Esta técnica no destructiva permite identificar fases,
orientacion, propiedades estructurales, tamafo del grano, transformacion orden-desorden y
expansion térmica, permite también medir el grosor de peliculas delgadas o en presentacion de
multicapas, e incorpora informacion referente al arreglo atdmico. Permite determinar el
promedio de espacio entre capas o columnas de atomos. Determina la orientacion de un solo
grano de cristal, puede describir la estructura cristalina de un material desconocido, tambiéen
puede realizarse in situ. Los picos de difraccion de rayos X se producen por interferencia
constructiva de un haz monocromatico de rayos X dispersos en angulos especificos desde cada
conjunto de planos de celosia en una muestra. Las intensidades maximas estan determinadas
por la distribucién de atomos dentro de la red. En consecuencia, el patron de difraccidn de rayos
X es la huella digital de arreglos atdbmicos periodicos en un material dado [43]. Para realizar el
calculo del tamafio de particula o tamafio cristalino, y comprobar que se estan formando

ZnONPs, se recurrio a la tradicional ecuacion de Scherrer, que se presenta a continuacion:

KA

D= BcosO

Donde D es el tamafio promedio del cristal, K es una funcién de forma la cual tiene un
valor de 0.94 para particulas esféricas, A es la longitud de onda de los rayos X utilizados (1.5406
A), B fue determinado de la integracion del ancho medio del pico experimental (FWHM) y 0 es
el angulo de incidencia de difraccion. Aplicando la ecuacién se pudo determinar el tamafio de

particula o tamafio cristalino de las ZnONPs por sintesis verde.

16



~ Posicién de FWHM hkl Distancia Tamafio del

z pico 26 (20°) (A) cristal (d) nm
315391 | 0.6432 [ 100 | 2.8343 12.8324
S - 341452 | 08726 | 002 | 2.6237 9.52362
sl 363688 | 0.6963 | 101 | 24683 12,0081
g s 3 473697 | 07742 [ 102 | 1.9175 11.2043
g /l F TR 56.5544 | 0.6500 [ 110 | 1.6260 13.8768
i 3 629137 | 0.6179 [ 103 [ 1.4760 15.0717
it | }, NE h ;| [ssoerToseas Taw [ 1a1sy T 15
M\ 1 N 2 67.8975 54 112 | 1.379: 17.4825
jll”l L' ez lLl"l w1 692411 | 04656 | 201 13558 207324
n 0 4« s e 7w s 766723 0.5795 202 | 1.2418 17.4757

20

Figura 7. Patron XRD para las ZnONPs donde se incluye los datos de difraccion de rayos X vy el
andlisis del tamafio de las particulas [39].

May Abdullah y colaboradores en el 2021, realizaron el analisis por XRD para las
ZnONPs biofabricadas, incluidos los datos de difraccion de rayos Xy el analisis del tamafio de
las particulas. Tomada de la referencia [39].

1.3.4. Patron de difraccion experimental de las ZnONPs

En el andlisis de muestras que contienen a las ZnONPs, usualmente se observa con
homologia que se obtienen multiples picos con valores en 26 con rangos similares a 31.62,
34.33, 36.12, 47.33, 56.31, 62,64, 66.03, 67.64 y 68.73 pueden atribuirse a los planos (100),
(002), (101), (102), (110), (103), (200), (112) y (201), respectivamente. Todos los picos
concuerdan con la estructura hexagonal Wurtzita del ZnO, que coincide con los datos tedricos
(JCPDS 36-1451). El ensanchamiento de los picos de la XRD confirma la naturaleza

nanocristalina del xido de zinc en la muestra analizada [41,44].

1.3.5. Microscopia electronica de transmision de alta resolucion (HR-TEM)

La revolucion en el area de la microscopia inicio en los 30s cuando se crea el primer
microscopio electronico con una resolucién teérica de 10 nm y para mediados de los 40s se
logré una resolucion de 2 nm, considerando que la resolucién de un microscopio 6ptico de luz

tiene unaresolucion de 200 nm. Para finales de la década de los 60s, la Microscopia Electronica
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de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés), se emple6 para la descripcion de materiales con una
resolucion de entre 1 y 5 nm. Afios mas tarde en 1986, Ruska es galardonado con el Premio
Nobel en fisica por el desarrollo de la microscopia electronica de transmision (TEM, por sus
siglas en inglés), sin duda el aumento en el voltaje de aceleracion del haz de electrones mejord
la resolucion, asi como las mejoras en la tecnologia de lentes minimizaron la distorsion
proporcionando imagenes mas claras. Esta herramienta es utilizada para obtener imagenes de

minerales a gran aumento y determinar asi el tamafio y forma entre otras caracteristicas [45].
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Figura 8. Esquema y fotografia del microscopio electronico de transmision. Fuente: Central
Microscopy University of Lowa

En la figura 8 se muestra un esquema representativo e imagen del HR-TEM.
En esta herramienta con ayuda de un haz de electrones de alta energia sobre una muestra
delgada, se construye una imagen o patrén de difraccion, en el que tanto el haz de electrones
incidente como los haces difractados de la muestra contribuyen a la imagen. El que un
espécimen o muestra sea delgada significa que es "transparente a los electrones"; es decir, deben
transmitir suficientes electrones para que la intensidad que caiga sobre la pantalla de un tubo
de rayos catodicos o un detector de electrones adecuado, como un detector semiconductor, sea
suficiente para dar una imagen interpretable. Este requisito es una funcion de la energia de los
electrones, también del nimero atdémico medio y el grosor de la muestra. En el modo de alta

18



resolucion (HR-TEM), el microscopio electrénico de transmisién es la herramienta preferida
para obtener imagenes de detalles de cristales menores de dos unidades de Angstrom,
incluyendo la revelacién de posiciones atbmicas en minerales [46].
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Figura 9. Imagen HR-TEM de las ZnONPs e histograma de distribucion del tamafio de
particulas.

Abomuti May y colaboradores en el 2021, realizaron el andlisis por microscopio
electronico de transmision (TEM) para la imagen de las ZnONPs biofabricadas (a) y el
histograma de distribucion del tamafio de particulas. Tomada de la referencia [39].

La HR-TEM permite determinar el tamafio de cada NP, asi como estimar la distribucion
con ayuda de los histogramas, también permite analizar como se modifican las caracteristicas
al modificar la temperatura sobre la muestra [47]. La resolucion practica del TEM esta limitada
por la aberracion de la lente, puede alcanzar valores tan bajos como 0.2-0.1 nm. Los electrones
de alta energia que colisionan con la muestra delgada son dispersados produciendo una amplia
gama de sefiales secundarias que pueden clasificarse a grandes rasgos en elasticas o inelasticas.
Debido a los procesos de dispersion, los electrones que emergen de la superficie de salida de la
muestra estan distribuidos de forma no uniforme. Esta distribucion no uniforme contiene toda
lainformacion estructural y quimica de la muestra. La construccion del microscopio electrénico
muestra esta distribucion no uniforme de dos maneras diferentes: (1) la distribucion angular

que puede verse como un patrén de difraccion y (2) la distribucién espacial de la dispersion que
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genera contraste en la imagen de la muestra. Todos los antecedentes tedricos relevantes de la
TEM se basan en el dualismo particula/onda de los electrones. Desde los inicios de la
microscopia, la teoria y la instrumentacion se han desarrollado y los HR-TEM modernos se han

convertido en una herramienta fundamental para la ciencia de los materiales [48,49].

1.4. APLICACIONES DE LAS ZnONPs

Desde las civilizaciones antiguas ya se utilizaban las NPs, aprovechando sus
propiedades dpticas y minerales. La cultura egipcia utiliz6 nanoparticulas de oro como coloides
medicinales para conservar la juventud y la salud; la civilizacién china, ademas de utilizarlas
con fines curativos, las aplicaba como colorantes inorganicos en la porcelana. Las aplicaciones
universales de las NPs cobran cada vez mayor relevancia, a continuacién, se resumen las

aplicaciones biomédicas actuales de las ZnONPs.

1.4.1. Industria alimentaria

En la industria alimentaria esta buscando maneras de mejorar la eficiencia de la
produccion, inocuidad y preservar lo mayor posible los alimentos. Para una industria donde la
competencia es intensa y la innovacion es vital, la nanotecnologia ha surgido como una ayuda
potencial para mejorar la produccion de alimentos y la calidad de estos. Las aplicaciones de los
nanomateriales en la alimentacidn se pueden encontrar en el procesado de alimentos, aditivos
alimentarios y en materiales en contacto con alimentos (empacado), algunas aplicaciones ya se
comercializan y otras aun estan en proceso de desarrollo. La adicion de las ZnONPs a gomas y
ceras para fabricar cubiertas comestibles en diversos alimentos como en platanos y mangos, los
protege de su rapido deterioro por virus, hongos y bacterias [50, 51]. Sus multiples aplicaciones
radican en su efectividad como preservativo alimenticio y ademas por su actividad antibacterial
contra patégenos como Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri y E. Coli,

principales agentes causantes de infecciones gastrointestinales [52].

1.4.2. Deteccion de bacterias mediante nanoparticulas bioconjugadas

La deteccion de bacterias usando anticuerpos no es nueva, pero la tecnologia

convencional no presenta la sensibilidad que pueden ofrecer las nanotecnologias. Frente a las
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técnicas tradicionales que ligan una molécula fluorescente a un anticuerpo, las técnicas
modernas, como la desarrollada por la Fundacion de Investigacion de la Universidad de Florida,
permiten asociar a un anticuerpo con muchas moléculas que pueden generar una sefial muy
intensa facilitando con ello la captacidn de la imagen. EI fundamento de estas técnicas consiste
en asociar a materiales bioconjugados constituidos por NPs y anticuerpos no a una sino miles
de moléculas fluorescentes de tal forma que al quedar adosadas a cada bacteria varias de estas
NPs se consigue una imagen clara, que permite identificar una sola bacteria. Para la formacion
de las NPs bioconjugadas se utiliza un gel de silice en el que se encuentran particulas de

fluorescentes encerradas en una delgada céscara.

La microemulsion contiene NPs de 60 nm de tamafio con multiples moléculas
fluorescentes. Finalmente, se crea la conjugacion entre un anticuerpo y la NP formando un
material bioconjugado que, gracias al anticuerpo, es capaz de detectar la presencia de tan solo
una bacteria, facilmente reconocible gracias a la intensidad de la sefial fluorescente emitida por
las NPs. Esta técnica tiene potencial aplicacién entre otras en la identificacion de bacterias o

virus en carne y en los controles de calidad de agua.

E. coli P. aeruginosa

'} o »

S. agalactiae

$

Figura 10. HR-TEM de bacteria incubadas con NPs bioconjugadas. Figura tomada de Pazos y
colaboradores 2016, donde se muestran E. coli, P. aeruginosa, S. Aureus y S. agalactiae
incubadas con NPs bioconjugadas por SEM [53,54].

21



1.4.3. Liberaciéon de farmacos con ZnONPs

Los tratamientos farmacoldgicos con fines terapéuticos son complejos, y poco efectivos
para algunas enfermedades como cancer. Las complicaciones mas frecuentes son los efectos
toxicos y nocivos en los tejidos sanos. La biotecnologia abre la posibilidad de suministrar dosis
de medicamentos mas bajas al paciente para conseguir los mismos efectos, al mejorarse la
termo-estabilidad, el tiempo de vida y la proteccion de estos medicamentos frente a los

tradicionales, dando luz a un nuevo campo, la nanomedicina [55].

La formulacién de farmacos en forma de nanoestructura aumenta su solubilidad y
eficacia, por lo que ya existen en el mercado mas de cien fa&rmacos de este tipo y muchos otros
estdn en desarrollo. Por ejemplo, en el caso de los farmacos antitumorales, el uso de
nanoestructuras conduce a dosis suministradas menores que las tipicamente aplicadas en
quimioterapia vy, si la sustancia se dirige de modo directo al tumor, las cantidades efectivas
aplicadas pueden ser entre diez y mil veces mayores que las vias de administracion tradicionales,
evitando de este modo los efectos secundarios no deseados tipicos de la quimioterapia. Las NPs
que se utilizan para este proposito son sintetizadas a partir de materiales organicos (lipidos,
polimeros y liposomas). También se encuentran en investigacion nanotransportadores
inorganicos (particulas magnéticas, puntos cuanticos de semiconductor, oro coloidal y NPs de
fosfato célcico). Por ejemplo, la tecnologia Nanocure de la empresa Avidimer therapeuthics
esta basada en el uso de NPs inorganicas que transportan un farmaco antitumoral a través de la
barrera hematoencefalica. Novartis pharma también esta investigando el uso de dendrimeros

para prevenir la respuesta autoinmune durante el trasplante de érganos [56].

Al emplear ZnONPs como liberador de farmacos, su principal beneficio radica en sus
propiedades, una de ellas es debido al tamafio pequefio por las NPs que pueden penetrar
facilmente por los capilares y llegar a las células diana. Numerosas investigaciones con
resultados alentadores han sido publicadas, como el de Dhivya y colaboradores en 2017, donde
las ZnONPs fueron cargadas con curcuma y posteriormente encapsuladas en un co-polimero,
una vez realizada la caracterizacion del nanohibrido fue estudiado su potencial citotoxico en

celulas de cancer gastrico [57].
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Una investigacion realizada por Yang y colaboradores en 2018 presenta la metodologia,
para sinterizar ZnONPs cargada con doxorrubicina para ser utilizada en células tumorales de
glioblastoma de la linea U87MG, en este experimento se observo la selectividad de las ZnONPs
para las células U87MG y no para las células HeLa, que también son células tumorales (cancer
cervicouterino), la liberacion del farmaco fue del 70.6% después de 48 h de la exposicion [58].
Un afio més tarde, Sadhukhan y colaboradores en 2017, disefiaron ZnONPs sensibles a pH
cargadas con quercetina, para el tratamiento del cancer de mama, los estudios in vitro mostraron
que el nanohibrido incremento el potencial citotoxico de la quercetina en las células tumorales
y los estudios in vivo en modelo de raton evidencié menor toxicidad hepética, renal y esplénica
[59]. Las ZnONPs han sido estudiadas para liberacion de benzoato de metronidazol, donde fue

evidentes que en presencia de las NPs facilité su paso por la membrana [60].

1.4.4. Liberacion de acidos nucleicos (ADN/ARN) con nanomateriales de ZnO

Investigaciones recientes, reportan que diversas nanoestructuras de ZnO, pueden ser
utilizadas como vectores no virales para liberacion de material genético [61]. La primera
investigacion, en esta linea fue publicada hace ya méas de una década y consintio en liberar el
gen pEGFPNL (gen que codifica para la proteina verde fluorescente) en células de melanoma
humano A375. A través de interacciones electrostaticas, el pPDNA (ADN plasmidico) se uni6 a
nanoestructuras de ZnO (con configuracion de tetrapodo tridimensional), para la liberacion de
esta secuencia dentro de las células, las tres prolongaciones en forma de aguja facilitaron la
internalizacion de las puntas. Ademas, se evidencio que la geometria tridimensional, contribuy6
en niveles bajos citotoxicidad. La superficie del nanomaterial desempefia un papel importante,
para que la liberacion de acidos nucleicos sea eficaz.

Segun una investigacion, los quantums dots de ZnO recubiertos con polimeros de
poli(2-(dimetilamino)metacrilato de etilo) (PDMAEMA), son empleados para condensar el
pDNA. Los quantums dots de ZnO presentaron una citotoxicidad significativamente menor en
asociacion con la aplicacion de PDMAEMA como vector del gen. La disminucion de la
citotoxicidad se debi6 a la existencia de polimetacrilato con carga negativa en los quantums

dots que favorecio6 a la estabilizacion de las cargas positivas [62].
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Otro estudio de relevancia en el tema fue el trabajo publicado por Lin y colaboradores
en 2022, para el tratamiento de la Enfermedad de Parkinson (EP). Es conocido que la
acumulacion de la a-sinucleina es parte de la fisiopatologia de la EP. Por lo tanto, la inhibicion
de la expresion de la a-sinucleina es una propuesta terapéutica prometedora. En esta
investigacion se desarrollo una nanoplataforma de quantum dots de ZnO dirigida a las células
nerviosas para liberacion de el gen que codifica para una RNA corto (ShARN) para interferir la
expresion de la a-sinucleina, en células del sistema nervioso central. Los quantums dots
modificados con glutatién y cargados con el gen, fueron posteriormente cargados con el factor
de crecimiento nervioso (NGF) y utilizados in vitro e in vivo (ratones) para el tratamiento de
EP. Los resultados del rastreo fluorescente indicaron que los compuestos de quantum dots de
ZnO podian liberar la secuencia génica en el cerebro a través de la barrera hematoencefalica y
posteriormente liberar el gen a través del escape lisosomal. Ademas, los resultados in vitro e in
vivo demostraron que los quantums dots de ZnO cargados del gen 'y el NGF podian proporcionar

eficientemente neuroproteccion y revertir el proceso neurodegenerativo, con baja toxicidad [63].

1.4.5. Nanoparticulas de Zinc y actividad Antitumoral

Las aplicaciones en el area de la salud de las ZnONPs son numerosas, hace méas de una
década, se describid el potencial para condicionar la muerte selectiva de células tumorales. Aun
no se conocen en su totalidad, las vias que causan la citotoxicidad. Se han realizado numerosos
estudios de investigacion desarrollados en diferentes lineas celulares tumorales tanto en
modelos animales como en lineas celulares tumorales humanas. Dentro de las vias hasta ahora
descritas se mencionan a las especies reactantes de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y el
dafio al material genético que ain sigue en debate si la toxicidad puede ser atribuida a las NPs
como tal 0 a los iones de zinc disueltos dentro de las células tumorales causando dafio en otras

estructuras celulares.

Wiesman y colaboradores, en 2019, investigaron los mecanismos involucrados en la
destruccion de células tumorales con especial enfoque para diferenciar entre apoptosis y
necrosis. Utilizaron 6 lineas celulares de diferentes origenes: A549 adenocarcinoma pulmonar
de células no pequefias (APCNP), células HelLa (carcinoma de cérvix), HNSCCUM-02T
(carcinoma de lengua y células escamosas), T24 (carcinoma urotelial), RPMI-2650

(adenocarcinoma nasal de células escamosas) y FaDu (adenocarcinoma de células escamosas
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de faringe). También se utilizo la linea celular de carcinoma de células escamosas de cabeza 'y
cuello HNSCCUM-02T y como células control se utilizaron fibroblastos aislados de mucosa
oral de individuos sanos. Las lineas celulares, se expusieron a ZnONPs, con un tamafio entre 5
a 15 nmy de forma esférica. Se sintetizaron ZnONPs cubiertas con SiO, y marcadas con FICT
para poder facilitar el seguimiento por microscopia de fluorescencia, asi como ZnONPs sin
cubierta. Sus resultados mostraron que las ZnONPs causaron efectos citotoxicos en todas las
celulas tumorales, esto atribuido a la liberacion de iones, asi como a la interaccion directa entre

las NPs y las células.

En este estudio se propone que las ROS se pueden generar directamente de las ZNnONPs.
Los iones liberados del ZnO causan disrupcion de la homeostasis idnica intracelular, dafio a
organelos vitales como la mitocondria y a biomoléculas como el ADN [64]. A continuacion, se
presenta en la Tabla 3, una recopilacion de estudios de citotoxicidad, viabilidad celular y efecto
molecular posterior a la administraron las ZnONPs, en diversas lineas celulares tumorales

humanas y de modelo animal.

Tabla 3. Lineas celulares tumorales expuestas a ZnONPs para anélisis de citotoxicidad y
dafio mitocondrial

Tamarfio Tiempo de Dosis
Linea celular exposicion I1Cso Via mitocondrial estudiada Referencia
(nm) (h) mg/L
Carcinoma epidermoide 24 pg/mL A S
ZON1 40nm 24h Funcidn mitocondrial, niveles de
humano A431 ZON2 <20nm 24h 0-25 pg/mL 15 pg/mL ROS y caspasa-3 [65]
Carcinoma de colon humano 24h ) I
(HCT116) 48h 82y 60ug/mL  Niveles de Ca '’ niveles de ROS,
30-48.5nm 0,25-200 expresion de P53, caspasa3, [66]
Leucemia mielocitica 2ah ug/mL 55 v 35ug/ml caspasa-8, caspasa-9, Cyt-c, BAX,
humana (K562) pah y soug/m BCL-2, PARP.
Carcinoma gingival humano ~ — . .
(Ca9-22) 17.440.6 pg/mL Dafio oxidativo mitocondrial y
0-100 sefializacion de p70S6K, caspasa-3,
100nm 24h /mL caspasa-8, caspasa-9 y activacion [67]
Carcinoma gingival humano Hem 51.0+0.6 pg/mL P ! depPARPy
(OECM-1) )
Cancer oral humano (CAL 0-100 MMP, Parkin, mito-Parkin, cyto-
27) S0nm 24n pg/mL 25 pg/mL Parkin and PINK1 expression [68]
Carcinoma hepéatico humano ) Niveles de ROS y potencial de
(Huh?) 18nm 8h 0-60 pg/mL 40 pg/mL MM [69]
Cancer de mama humano 0- Caspasa-3, caspasa-9, BAX,
(MCF-7) 13+2nm 241y 48h 100 pg/mL 25 pg/mL expresion de P53 [70]
Cancer de mama humano I . Niveles de ROS y liberacion de
(MCF-7) 41nm hojuelas 24h 1-5 pg/mL 3 pg/mL lactato deshidrogenasa [71]
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Niveles de ROS, expresion de

Cancer de mama humano 43nm 24h 0-100 44 pg/mL caspasa-3, caspasa-9, BAX, BCL- [72]
(MCF-7) pg/mL 5 p53
Céncer de mama humano 20 pg/mL .
R 24 h 0.5-20 Expresién de caspasa-3, caspasa-8
(MCF-7) 63.7£6.5 nm 48h ng/mL 10 pg/mL V9, BAX, BCL-2 [73]
Mieloma multiple humano 30 nm 24 h 0-60 ue/mL gg ug;mt Expresion de caspasa-3, caspasa-9, [74]
48 h ng/m H9 Apaf-1, Cyt-c, ATP
Cancer cervicouterino 0-200 .
humano (SiHa) 20-50 nm 24 h ug/mL 35 pg/mL Generacion de ROS [75]
Cancer cervicouterino Niveles de ROS caspasa-3, BAX,
humano (HeLa) 10-70nm 24h 5-80 pg/mL 20 pg/ml p53, caspasa-9, citocromo-c [76]
Cancer cervicouterino
humano (HeLa) 30 nm 24h 25-00 101.7 pg/mL Generacion de ROS y actividad [77]
Céncer de colon humano pg/mL 124.3 pg/mL antioxidante
(HT-29)
Carcinoma ovéarico humano Niveles de ROS, caspasa-9, BAX,
(SKOV3) 20 nm 24 h 0-30 pg/mL  20-30 ug/mL BCL-2 [78]
Cancer gastrico humano AGS 100 nm 24 h 0-25 pg/mL 10 pg/mL Niveles de ROS y Apoptosis [79]
Osteosarcoma humano (MG- 10-12 nm 24 h 5- 80ug/mL 30 pg/mL Niveles de ROS, BAX, caspasa-3 y [80]
63) caspasa-9
2+
Neuroblastoma humano (SH- Niveles de Ca - caspasa-3, 81
SY5Y) 50 nm 12h 050 ug/mL 25 ug/mL  @poptosis, morfologia mitocondrial [81]
por TEM
Neuroblastoma humano (SH- 10- .
SY5Y) 24-30 nm 24 h 20 pg/mL 15 pg/mL Niveles de ROS [82]

Fuente: elaboracidn propia realizada de la busqueda sistematica de articulos sobre citotoxicidad

en diversas lineas tumorales expuestas a ZnONPs para andlisis de citotoxicidad y dafio mitocondrial.

1.5 JUSTIFICACION
El uso de nanoparticulas (NPs) ha aumentado considerablemente debido a sus

aplicaciones casi universales, como en los campos de la electrénica, la dptica, la
farmacéutica, la biomédica y la energia, que se han expandido rapidamente durante las
Gltimas décadas. Debido a las aplicaciones generalizadas de las nanoparticulas de éxido de
zinc (ZnONPs), ha aumentado la sintesis verde de ZnONPs alternativo al método quimico,
donde se excluye el uso de agentes quimicos reductores y estabilizantes que en su mayoria
son toxicos y que no permiten estudios de citotoxicidad celular de las ZnONPs producidas.

Por lo tanto, la realizacion de NPs tiene que ir acompariada de bajo costo, procesos
de produccion ecoldgicos e innovadores, con costos relativamente menores, sencillas de
fabricar, ofreciendo una alternativa relevante para su produccion, con una generacion baja
o nula de residuos toxicos, para evitar el uso de sustancias quimicas peligrosas y minimizar

la generacién de desechos peligrosos. Aunado a ello, el uso de extractos vegetales de
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especies que poseen alguna actividad bioldgica, como el extracto de Beta vulgaris, que es
conocido por sus propiedades medicinales y terapéuticas, representaria una ventaja
adicional en el uso de sintesis verde al permitir obtener ZnONPs con propiedades

bioldgicas adicionales.

El presente trabajo de investigacion propone una alternativa accesible a la creciente
necesidad de encontrar materiales eficaces, baratos y eficientes para aplicaciones como
mejorar la calidad de sintesis verde de ZnONPs a través de un método de bajo costo,
ecoldgico y sustentable, donde el extracto de Beta vulgaris se utilizard como agente
reductor. La caracterizacion de las ZnONPs se realizara mediante microscopia electrénica
de transmision de alta resolucion (HR-TEM), espectroscopia infrarroja por transformada
de Fourier (FTIR) y andlisis de difraccion de rayos X (XRD) para obtener las propiedades
morfolégicas.

Con el objetivo de evaluar la toxicidad de ZnONPs in vitro en dos lineas celulares
de fibroblastos de raton C2C12 y lineas celulares de mioblastos L929 y linfocitos humanos
de sangre periférica (HLPB). Todas estas consideraciones justifican la necesidad de prestar
atencion y profundizar en el conocimiento de la sintesis verde de ZnONPs para determinar
la asociacion entre dosis y la citotoxicidad, en distintas lineas celulares de relevancia

cientifica.
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1.6. OBJETIVOS DE INVESTIGACION

1.6.1. Objetivo general

I. Realizar la sintesis verde de ZnONPs empleando extracto de Beta vulgaris,
caracterizacion y evaluacion de la citotoxicidad inducida por ZnONPs en diversas

lineas celulares de origen murino y linfocitos de sangre periférica de humano sano.

1.6.2. Objetivos especificos

I.  Sintetizar ZnNONPs por método de quimica verde utilizando Beta vulgaris como
agente reductor.

Il.  Caracterizar las ZnONPs por espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), difraccion de rayos X (XRD) y por microscopia electronica de transmision
de alta resolucion (HR-TEM).

I1l.  Determinar la viabilidad y cinética celular por el método MTT en las lineas
celulares C2C12 y L929 de origen murino y en linfocitos B humanos obtenidos de

sangre periférica.
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CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS
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Se utilizd extracto de betabel, como agente reductor y nitrato de zinc (Zn(NO3)2*6H.0)

de Sigma-Aldrich como precursor de Zn.

2.1.1. Sintesis de ZnONPs

El proceso de sintesis de ZnONPs se realizd utilizando 2 g de nitrato de zinc
(Zn(NO3)2*6H20), como precursor de Zn, en 42 mL de extracto de betabel y se colocan en
agitacion hasta que se disolvié completamente el precursor. Posterior a esto la muestra se pone
en un bafio de agua a 60 °C hasta que presenten una consistencia uniforme y se calcinan a
400 °C durante 60 minutos.

2.1.2. Caracterizacién de ZnONPs

Las ZnONPs sintetizadas fueron caracterizadas con ayuda de la Espectroscopia de
Infrarrojos por Transformada de Fourier ( FTIR) para conocer los grupos funcionales presentes
en la muestra; Difraccion de rayos X (XRD) para el estudio y descripcion de la estructura
cristalina, y Microscopia electronica de transmision de alta resolucién (en inglés, High-resolution
Transmission Electron Microscopy, 0 HR-TEM) para determinar tamafio, forma y estructura de

las NPs obtenidas.

2.1.3. Ensayo de viabilidad celular

El ensayo de viabilidad celular fue realizado empleando placas de 96 pocillos de fondo
plano con las lineas celulares C2C12 y L929 a una densidad de 2x10* células / pozo en un
volumen de 100 uL, posteriormente, fueron incubados en atmosfera de 5% en CO2 a 37 °C
durante 24 h. Al cabo de este tiempo, se realizé un cambio de medio, en este caso fueron
adicionados 100 pL del medio de cultivo, en el cual fueron disuelto previamente las ZnONPs
de manera que se obtuviera la concentracion deseada (1x10°, 1x10°,1x10*, 1x107%, 0.01, 0.1,
1y 10 mg/mL). A continuacion, las células fueron incubadas en presencia de las ZnONPs
durante 24 h. El crecimiento celular fue comparado con células cultivadas en ausencia de

producto como controles negativos, las cuales representaron el 100% de crecimiento.
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2.1.4. Determinacién de la viabilidad celular

La viabilidad de las células cultivadas se determindé mediante el método de reduccion
del bromuro (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il) -2,5-difeniltetrazolio (MTT) a formazan. Después del
periodo de incubacién de 24 h se adicionaron 10 pL de una solucién estéril de MTT (5 mg/mL
en PBS estéril) a cada pocillo y se incubaron durante 4 h a 37 °C en atmosfera humeda con 5%
de CO:; las diferentes concentraciones de ZnONPs, posteriormente se afiadieron 100 pL de
dimetilsulfoxido. La absorbancia fue medida utilizando un lector de microplacas de Biorad®.
Se utiliz6 como referencia la lectura a una longitud de onda de 570 nm. Con los valores de
absorbancia determinados, se calculo el porcentaje de viabilidad celular, utilizando la siguiente
expresion; % de viabilidad = (abStratados de cslulas 570 mm/@bScontrol de células 570 nm) * 100. Se muestran

resultados procedentes de 3 experimentos independientes con 6 réplicas en cada caso [14].

2.1.5. Metodologia experimental

Se evaluo la citotoxicidad de las ZnONPs en tres lineas celulares, linfocitos humanos
obtenidos de sangre periférica, células musculares de mioblasto de raton de la cepa C3H
(C2C12) y células de tejido adiposo de ratdn de la cepa C3H (L929) que fueron empleadas
usando el ensayo azul tripano. Los efectos toxicos de las ZnONPs se analizaron después a las

24 y 48 h de incubacion con estas tres lineas celulares.

2.1.6. Tratamiento de las lineas celulares

Las dos lineas celulares C2C12 (CRL-1772) y L929 (CCL-1) fueron obtenidas del
American Type Culture Collection (ATCC®). Estas lineas celulares se cultivaron con medio
DMEM, suero bovino fetal 10%, 1% L-glutamina y 1% de penicilina-estreptomicina. Las
células fueron sembradas en frascos de 25 cm? hasta que la monocapa alcanzé una confluencia
del 70%, fueron separadas utilizando tripsina y sembradas en placas de 96 pocillos de fondo
plano a una confluencia de 1x10* células / pozo en un volumen de 100 pL. A las 24 horas
después de la siembra las células se lavaron por tres veces con medio DMEM sin ningun aditivo
para evaluarse las ZnONPs. Para la obtencidn de las células mononucleares de sangre periférica
se solicito el consentimiento informado de individuos sanos, tras puncion venosa la sangre se

paso por un gradiente de densidad con Ficoll-Hipaque por centrifugacion a 500 g por 25 min a
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temperatura ambiente. Posteriormente, se lavaron en tres ocasiones, con medio RPMI 1640 a
400 g durante 8 min. La viabilidad inicial de las células mononucleares fue controlada por el
método de exclusién con azul de tripano, y en todos los casos fue superior del 95%. Las células
mononucleares de sangre periférica se sembraron en placas de 96 pozos con medio RPMI 1640
suplemento de 10% de suero bovino fetal y 1% de penicilina- estreptomicina a una confluencia
de 1x10° células / pozo. Los experimentos de citotoxicidad se realizaron con las tres lineas
celulares a las 24 y 48 h a 37°C, en atmosfera humeda con 5% de CO a diferentes
concentraciones de ZnONPs que van desde 0 a 100 pg/mL. Cada ensayo de citotoxicidad por
exclusion de azul tripano fue replicado por tres veces a las mismas condiciones, y se obtuvieron

resultados comparables.

2.1.7. Método de exclusion con el colorante azul de tripano

Se utiliz6 el método de exclusion con colorante azul de tripano, sembrando por
triplicado en cada una de las lineas celulares las diferentes concentracion ensayada (0, 12.5, 25,
50, 75y 100 pg/mL), colocando controles y al finalizar la expiacion con las ZnONPs a las 24
y 48 h las células C2C12, L929 y células mononucleares de sangre periférica, en el caso de las
células que forman monocapa, se descart6 el medio de todos los pozos y se lavaron con 200 pL
de solucién de tampon fosfato, posteriormente todos los pozos fueron tripsinizados con un
volumen de 100 pL. En este paso, a las tres lineas celulares se les agregaron 100uL del colorante
azul de tripano a 0.4 w/v bien mezclado. Posteriormente se contaron las células viables en el
hemocitdmetro para cada réplica de cada concentracion y de los controles. Los ensayos de
viabilidad celular se replicaron, al menos, tres veces y los conteos los hicieron, dos personas

experimentadas para minimizar la subjetividad inherente al método.

2.1.8. Andlisis estadistico

Se obtuvo el porcentaje de viabilidad de las células C2C12, L929 y linfocitos humanos
con respecto a los valores del control para cada concentracion ensayada de las ZnONPs y se
construyeron curvas dosis-respuesta. Los datos fueron analizados y graficados con el programa
Graph Pad Prism version 7. El calculo de la concentracion letal 25,50y 75 (TCas, TCsoy TCrs)

se realizo con el programa Trimmed Spearman-Karber version 1.5.
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CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION
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3.1 Caracterizacion de las ZnONPs por FTIR

En la Figura 11, se puede observar el andlisis espectroscépico FTIR para detectar los
enlaces de los grupos funcionales presentes en las ZnONPs que fueron sintetizadas
biol6gicamente a partir de extracto de betabel.
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Figura 11. Espectro FTIR de ZnONPs obtenidas de extracto de betabel.

En la Figura 11, se pueden observar los picos principales que aparecen en los espectros
a 1383 cm?, 1118 cm?, 876 cm™, 825 cm™, 680 cm™ y 618 cm™. La banda en 1383 cm™ se
puede atribuir al estiramiento del enlace C-O. Las siguientes bandas a 1118 cm™, 876 cm™ y
825 cm se asocian a enlaces de anillos aromaticos (C-H), los cuales estan presentes en el
extracto de la planta FTIR-X1. Por Gltimo, el pico en la region de 618 cm™ es caracteristico del

enlace Zn-O FTIR-X2.
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3.2. Caracterizacion de las ZnONPs por XRD

En la Figura 12. se muestran los resultados del patrén de XRD, donde podemos observar
la presencia de varios picos de difraccion en 31.66, 34.34, 36.17, 47.54, 56.60, 62.81 y 67.92,
que se asignan al (100), (002), (101), (102), (110), (103) y (112) planos de cristal,
respectivamente. Todos los picos anteriores se pueden indexar a la fase cristalina de Wurtzita
del ZnO (ficha cristalografica JCPDS 36-1451). Del grafico de XRD podemos confirmar que

las ZnONPs se encuentran sin la presencia de ninguna otra fase cristalina.
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Figura 12. Patrdn de difraccion de rayos X de las ZnONPs.
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3.3. Caracterizacion de las ZnONPs por TEM

En la micrografia de TEM que se muestra en la Figura 13a, podemos apreciar la
morfologia de la superficie y el tamafio de las ZnONPs.

Frecuencia (%)

16 18 20 22 24
Tamano de particula (nm)

Figura 13. Estudio de morfologia de las ZnONPs, a) TEM vy b) distribucién de tamafio de
particulas.
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En la imagen se aprecia que la mayoria de las NPs presenta una forma esférica y algunas
son hexagonales. El tamafio de particula promedio es de 20 nm, como se observa en el

histograma, con rangos entre 16-24 nm.

3.4. Ensayo de viabilidad celular

Para determinar el efecto de las ZnONPs sobre la viabilidad celular se utilizaron las
lineas celulares C2C12 y L929 de origen murino. Las células fueron expuestas a diferentes
concentraciones de ZnONPs (1x10-6, 1x10-5,1x10-4, 1x10-3, 0.01, 0.1, 1 y 10 mg/mL)
durante 24 h. El crecimiento de las células expuestas fue comparado con células cultivadas en
ausencia de las NPs (control negativo), estas ultimas representaron el 100% de crecimiento. En
la Figura 14, se muestran los resultados del porcentaje de viabilidad celular de las células

expuestas a las ZnONPs respecto al control no tratado.
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Figura 14. Lineas celulares expuestas a ZnONPs, relacion entre concentracion y viabilidad celular.
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En Figura 14, se muestra el efecto de las ZnONPs sobre la viabilidad celular a
concentraciones entre 0 y 10 mg/mL durante 24 h. La viabilidad celular fue determinada por el
ensayo de MTT utilizando el 100% de viabilidad celular las células cultivadas en medio de
cultivo en ausencia de las ZnONPs. Las graficas muestran el porcentaje de viabilidad celular
para las células C2C12 y L929 que representan los valores medios + de 6 réplicas realizadas en

tres experimentos independientes.

La exposicion de las dos lineas celulares de a las ZnONPs durante 24 horas provoco una
disminucion significativa de la viabilidad celular, con un efecto similar en ambas lineas
celulares. Se observo que a partir de una concentracion de 0.0001 mg/mL de ZnONPs se
condiciond una disminucion de la viabilidad celular aproximada al 20%, con diferencia
significativa (p<0.05) a comparacién de las células controles con Omg/mL de exposicién. La
viabilidad celular, se redujo drasticamente en un 80%, a comparacion de las lineas controles, a
concentraciones de 0.1 mg/mL de ZnONPs. Para confirmar el efecto de las ZnONPs sobre la
disminucion de la viabilidad celular, se utilizd el método de exclusion con colorante azul de

tripano.

3.5. Exclusion con el colorante azul de tripano

Los resultados de la citotoxicidad inducida por las ZnONPs utilizando el ensayo de
exclusion de colorante de azul de tripano en tres lineas celulares se presentan en la Tabla 4. La
exposicion a ZnONPs en las diferentes lineas celulares produjo una disminucion en la viabilidad
celular dependiente de dosis y tiempo de exposicién. Las TC de 25, 50 y 75 a las 24 h de
exposicion fueron de 15.5-18.5 pg/mL, 28.1-37.5 pg/mL y 46.8-61.4 pug/mL, respectivamente
para las 3 lineas celulares expuestas. En las lineas celulares expuestas 48 h, se determiné el
rango de TCos en 8.4-10.8 pg/mL, TCso entre 20.3-30.1 pg/mL y TCys se determind entre 35.8-
52.5 pg/mL. Los linfocitos humanos requirieron concentraciones mayores de ZnONPs en la
exposicion a 48 h para tener TCso y TCys de citotoxicidad, a diferencia de las células de origen

murino.
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Tabla 4. Citotoxicidad de ZnONPs (ensayo de azul tripano).

Nanoparticulas Linea Tiempo TCaxs TCso TCrs (pg/mL)
celular (ug/mL)  (pg/mL)
Linfocitos 24h 155 37.5 61.4
humanos 48h 10.8 30.1 52.5
Zn0 24 h 18.5 324 46.8
C2C12 48 h 10.3 23.5 37.5
24 h 16.5 28.1 47.3
L929 48 h 8.4 20.3 35.8

Fuente: elaboracién propia realizada para calcular la citotoxicidad de las ZnONPs en ensayo de
azul tripano.

Las concentraciones y el tiempo de exposicion para inducir citotoxicidad del TC2s, TCsoy TC7s

fue similar en ambas lineas celulares de origen murino sin diferencia significativa.

3.6. Cinética celular de ZnONPs en lineas celulares L929 y C2C12

Para el estudio morfoldgico de las lineas celulares C2C12 y L929 se incubaron con
ZnONPs a concentraciones de 0, 12.5, 25, 50, 75 y 100 pg/mL. Después de incubar durante 0,
6, 12 y 24 h, las imagenes al microscopio, mostraron que las células expuestas a ZnONPs en
dosis mas altas se volvieron de tamafio anormal, mostrando contraccion celular y adquiriendo
una forma irregular. La Figura 15 muestra la cinética celular de la linea L929 derivada de tejido
adiposo de raton macho, expuesta durante 0, 6, 12 y 24 h, mostrando la morfologia del grupo

control y del grupo expuesto a ZnONPs a 0, 25, 50 y 100 pg/mL.
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Figura 15. Estudio de cinética celular de las ZnONPs en células L929.

Las imagenes de TEM presentadas en la primera columna, corresponden a la linea
celular control, que no fue expuesta a las ZNONPs, se observa el mantenimiento de la division
celular. A medida que aumenta la concentracion de ZnONPs, se puede observar la aglomeracion
del material sintetizado, con modificacion de la morfologia celular, reduccion del citoplasmay
ausencia de adhesion celular. La curva de crecimiento de las células cultivadas en condiciones
de control muestra un aumento del 30% a las 6 h, del 60% a las 12 h y del 100% a las 24 h,
respectivamente. Esto confirma que el medio de cultivo es adecuado y permite la tasa de
division celular sin alcanzar una fase de division estacionaria, al momento de finalizar el

analisis de la cinética celular.
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Figura 16. Estudio de cinética celular de las ZnONPs en células C2C12.

La linea celular C212 corresponde a mioblastos de raton (células musculares) con modo
de crecimiento adherente. Como se muestra en la Figura 16, la cinética celular se obtuvo a las
0, 6, 12 'y 24 h de exposicion, mostrando la morfologia de los mioblastos de control y ZnONPs
expuestos a 0, 25, 50 y 100 ug/mL, respectivamente. La primera columna corresponde a la linea
de control, donde es evidente que los mioblastos mantienen la division celular. A medida que
aumenta la concentracion de ZnONPs, se observa la aglomeracion del material, con
modificacion de la morfologia celular, reduccion del citoplasma y ausencia de adhesion celular
de los mioblastos. La curva de crecimiento de mioblastos cultivados en condiciones de control
muestra un aumento del 25% a las 6 h, del 60% a las 12 h'y del 100% a las 24 h, respectivamente.
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Esto sugiere que el medio es adecuado y continda con la tasa de division celular sin llegar a una
fase de division estacionaria. En las primeras horas de exposicion, la muerte celular es evidente

a una concentracion de 50 a 100 pg/mL.

3.7 DISCUSION

Esta investigacion se realizd utilizando ZnONPs sintetizada por método de quimica
verde, con la ayuda de Beta vulgaris como sustrato para la generacion de las nanoparticulas,
posteriormente estas fueron caracterizadas. Se analiz6 la citotoxicidad a diferentes
concentraciones en tres lineas celulares; dos de ellas de origen murino y una linea celular de
humano. Como se ha documentado previamente, la citotoxicidad in vitro en modelos celulares
es dependiente de multiples factores, tales como, el tamafo de particula, morfologia, forma de
exposicion, la concentracion, las lineas celulares empleadas, la relacion entre la cantidad de
particula con el volumen celular y el tipo de NPs, incluso si estas NPs se conjugan con otras
moléculas como antioxidantes o farmacos. Las concentraciones en las que la presencia de
ZNONPs comienza a reducir la viabilidad celular como se presenta en los resultados en este
estudio concuerdan en general con lo reportado en la literatura [10-13]. Los resultados del
ensayo MTT demostraron que las ZNONPs disminuyen la viabilidad celular de una manera
dosis dependiente en las dos lineas células probadas. Los resultados obtenidos no demuestran
diferencias significativas entre los dos tipos de lineas celulares (C2C12 y L929) en las diferentes

dosis (0 y 10 mg/mL) de ZNONPs empleadas.

El ensayo MTT correlaciona la funcionabilidad mitocondrial y la supervivencia de
células, en donde diferentes mecanismos se han sefialado sobre efectos toxicos como el estrés
oxidativo, efectos de coordinacion y efectos no homeostaticos, ya que las ZNONPs pueden ser
internalizadas a través de la membrana de las células animales, los canales i6nicos y las
proteinas transportadoras permiten que las NPs, o sus iones, crucen la membrana plasmatica,
cuando el tamafo de la particula es pequena y sus iones son positivos. La reduccion del MTT
fue mayor a dosis entre 0.01 mg/mL y 10 mg/mL respectivamente. Algunas NPs entran por via
de endocitosis ya que la membrana las envuelve y las vesiculas con NPs son transportadas al
interior de las células. Las NPs pueden interactuar directamente con orgdnulos oxidativos como

las mitocondrias, las proteinas redox activas estimulan la produccion de las especies reactivas
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de oxigeno (ROS) en las células, y los iones Zn>" generados por las NPs pueden inducir ROS
mediante reacciones quimicas. Las ROS pueden inducir dafios en el ADN, y afectar la expresion
génica. Ademas, los iones Zn?" tienen la capacidad de formar quelatos con biomoléculas o
desplazar a los iones metéalicos en metaloproteinas especificas que podria resultar en la
inactivacion funcional de la proteina. Ademas, el aumento de ROS inducido por las NPs puede
causar mutaciones puntuales en el ADN o inducir rupturas de cadena simple o doble. Otra
respuesta importante al estrés oxidativo es la liberacion del Ca>" intracelular, que conduce a la

perturbacion mitocondrial y la muerte celular [15,83].

En el estudio de la citotoxicidad en células C2C12, L929 y linfocitos humanos de sangre
periférica, se expusieron a concentraciones de 0, 12.5, 25, 50, 75 y 100 pg/mL por 24 y 48 h.
Los resultados mostraron que la citotoxicidad es dependiente de la dosis y proporcional al
tiempo de exposicion, obteniendo valores de TCso en el rango de 37.5 - 28.1 pg/mL y de 30.1-
20.3 pg/mL a las 24 y 48 h, respectivamente. Los estudios microscopicos demostraron que las
células expuestas a las NPs en dosis mas altas se volvieron de tamafio anormal, mostrando una
contraccion celular, pérdida de adhesion y adquirieron una forma irregular. EI mecanismo de la
toxicidad de ZnONPs puede ser provocado por el estrés oxidativo y la peroxidacion de lipidos
que probablemente juegan un papel importante en la ruptura de la membrana celular, el dafio al
ADN y posteriormente la muerte celular [16]. La citotoxicidad esta determinada por multiples
factores, como se ha venido explicando a lo largo del escrito, influyen numerosas variables
como el tamafio y morfologia de la NPs, la concentracion, tiempo de exposicion y finalmente
pero no menos importante el linaje celular, como se presenta en la tabla 2 y 3, algunas células
eucariotas de origen humano, como los hepatocitos toleran mayores concentraciones por mayor

tiempo a diferencia de células embrionarias humanas [27,29-30].
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CAPITULO IV. CONCLUSIONES

44



Se establecié un método de sintesis de nanoparticulas de ZnO, se sintetizaron a
partir de un método de quimica verde, en el que se utiliz6 extracto de Beta vulgaris betabel,

como agente reductor.

La caracterizacion por HR-TEM mostro que la mayoria de las ZnONPs presentaron
una forma esférica y algunas hexagonales, con un tamafio de NP promedio de 20 nm, con

un rango entre 16-24nm.

La caracterizaron por FTIR, reportd picos en los espectros correspondientes a
enlaces C-O, C-H y Zn-O en las bandas 1383 cm™, 1118 cm™, 876 cm™ y 825 cm™ y 618
cm* respectivamente. La caracterizacion de las ZnONPs por XRD, mostré la presencia de

varios picos que concuerdan con la estructura hexagonal Wurtzita del ZnO.

La citotoxicidad inducida por las ZnONPs en tres lineas celulares (C2C12, L929 y
linfocitos humanos), fue dependiente de dosis y tiempo de exposicion. La viabilidad celular
se redujo en un 80% con las lineas celulares C2C12 y L929, a concentraciones de 0.1
mg/mL de ZnONPs.

A una concentracion de 0.000001 pg/mL por 24 h, se observé un incremento en la
viabilidad celular, en ambas lineas celulares, probablemente por el efecto antimicrobiano
de las ZnONPs. Mientras que a una concentracion de 100 pg/mL por 24 h, se observo la
desintegracion total de las células, lo cual se evidencid por la ausencia de restos celulares

en el medio de cultivo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The use of engineered nanoparticles (NPs) has increased considerably because of their almost universal appli-

Zinc oxide cations, such as electronics, optical, pharmaceutical, biomedical and energy fields, which have been expanding

Green synthesis rapidly during the past few decades. Due to the widespread applications of zinc oxide nanoparticles (ZnONPs),

Nanoparticles . S . .

Cytotoxicit the potential exposure of workers, consumers and scientists to these particles has increased. We conducted a
ytotoxicity

ZnONPs synthesis through a low cost, eco-friendly and sustainable method, where Beta vulgaris extract was
utilized as a reducing agent. Characterization of ZnONPs was conducted by High-Resolution Transmission
Electron Microscopy (HRTEM), Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and X-ray diffraction analysis
(XRD) to obtain the morphological properties. In this study, we evaluate ZnONPs toxicity in vitro in two mouse
fibroblast cell lines C2C12 and L929 myoblast cell lines and human lymphocytes from peripheral blood (HLPB),
using Trypan blue dye exclusion method. MTT assay method only in cell lines C2C12 and L929 after 24 h of
exposure. The results show the ZnONPs size was between 16 and 24 nm, with hexagonal crystal structure and
semi-spherical morphology. The toxic effects of ZnONPs were analyzed in the two cell lines after a 24 and 48 h
incubation period. The value of TC50 ZnONPs was calculated after a 24 h exposure, which was found to be
between 28 and 37 pg/mL and 20-30 pg/mL at a 48 h exposure. The viability value was reported non toxic at
concentrations of 1 x 107%-1x10~> pg/mL.

1. Introduction

Due to the almost universal application of NPs, the nanoindustry has
become one of the fastest-growing industries after the industrial revo-
lution. Scientific literature defines nanoparticles as a particle with a
dimension between 1 and 100 nm [1-5]. In nanoscale, materials acquire
different properties to its “bulk” conventional state. The relative in-
crease of surface area of the NPs increases its reactivity. Within the
largest production of NPs there are Silicon Oxide, Titanium, Zinc, Iron,
Silver, Aluminium, as well as Carbon nanotubes. By 2013, the ZnONPs

production was estimated at 33,400 tons, ending up in the third place of
the global nanoindustry [6]. Considering the amount of ZnONPs pro-
duction, a green synthesis method is reliable yet eco-friendly compared
to any chemical or physical processes [7]. Nanoparticles have unique
physical and chemical properties, what makes its application more
efficient and in some cases more harmful and toxic. The potential
exposure of workers, consumers, and scientists to these NPs has
increased considerably. Therefore to assure its biological security, it is
essential to conduct toxicity and cytotoxicity studies both in vitro and in
vivo, in order to define if its administration is safe in biological systems.
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The impact of Nanoparticles has been such that in 2004 Donaldson and
co-workers proposed to use the term nanotoxicity, they also expressed
the need for the development of a new discipline: Nanotoxicology. By
2016, 2729 publications related to the toxicity of ZnONPs in uni or
multicellular biological systems were published [8-13]. Recently, Zhao
C, and colleagues demonstrated that ZnONPs presented cytotoxicity
concentration-dependent against pancreatic cancer cells [14]. Jia Liu
and colleagues also reported that ZnONPs had significant toxic effects in
human neuroblastoma SHSY5Y cells [15]. Therefore, we aimed to
investigate the toxic effects of ZnONPs in mouse adipose and myoblast
cell lines (C2C12 and L1929), human peripheral blood lymphocytes
(HPBL) cells and their cytotoxic effects, under in vitro conditions.
Meanwhile, we discuss the toxic effects of ZnONPs with different
concentrations.

2. Experimental
2.1. Materials

The materials used for the synthesis of ZnONPs were Beta vulgaris
extract as a reducing agent and Zinc Nitrate as the zinc precursor (Zn
(NO3)2*6H20).

To perform cytotoxicity analysis, two mouse cell lines C2C12 and
L1929 were obtained from American Type Culture Collection (ATCC®),
MTT (Sigma-Aldrich), Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM),
Dimethyl Sulfoxide, Trypan blue dye and water from Milli-Q® Integral
(EMD Millipore, Billerica, MA, USA). The HPBL were obtain from two
healthy individuals.

2.2. Preparation of the Beta vulgaris extract and green synthesis method
of ZnONPs

For the extraction process, Beta vulgaris sample was homogenized by
cutting it into pieces of approximately 1 cm and left to dry for 12 h in a
food dehydrator. Afterwards, the extraction was carried out with 50 mL
of distilled water and 1gr of Beta vulgaris (2% weight-volume); this so-
lution was placed on a shaker with constant stirring at room temperature
for 2 h. After this, the solution was placed in sous-vide at 60 °C for 1 h.
Lastly, the mixture was filtered using vacuum filtration and the extracts
were stored.

The synthesis of ZnONPs process was prepared using 2 g of Zinc
Nitrate (Zn(NO3)2*6H30) as a Zn precursor, added to 42 mL of Beta
vulgaris extract and was placed in a round-bottomed flask (100 mL) and
stirred until it was completely dissolved. Following this, the sample was
placed in a water bath at 60 °C until the sample presented a pasty
consistency and later was calcined at 400 °C for 1 h.

2.3. Characterization of ZnONPs

The materials obtained were characterized using Fourier-Transform
Infrared Spectroscopy (FTIR) to observe functional groups present in
these materials, X-Ray diffraction (XRD) to study the crystal structure,
High-Resolution Transmission Electron Microscopy (HRTEM) to study
nanoparticles morphology and size distribution present in the material.

2.3.1. Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR)

The FT-IR specters were obtained manipulating an infrared spec-
trophotometer Spectrum Two (PerkinElmer) with a direct detector in
transmittance mode and at 0.5 cm ™! resolution. The ZnONPs were
placed in contact with horizontal attenuated total reflectance (HATR) at
room temperature (20 °C) and the specters were achieved using Version
6.0 of Spectrum Lab software. The analysis was done using a 4 cm ™!
resolution and a frequency range of 2000-500 cm .

2.3.2. X-ray diffraction analysis
The X-Ray diffraction analysis was implemented using an X-Ray
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diffractometer (D2-Phaser, Bruker). The ZnONPs sample was grinded in
an agate mortar and was carried out and placed in a quartz plaque for
radiation exposure of Cu K-a at a wave length of 1.5406 A. The
diffractometer operated at 30 kV, 10 mA in range of 20 de 25-75°, with a
step size of 0.02°, and a count time of 1s/step.

2.3.3. High-Resolution Transmission Electron Microscopy analysis

For this analysis, samples of synthesized ZnONPs using Beta vulgaris
extract were dispersed in isopropyl alcohol through ultrasound. Imme-
diately after, a small amount was placed in a carbon coated copper grid
to dry under environmental conditions and then examined under
transmission electron microscopy. The mean size was calculated using
Image J software.

2.4. Cell viability assay

Cellular viability assay was performed using C2C12 and L929 cells.
Cells were seeded in each well in 96-well plates with2X10* cell/well in a
100 pL volume. Then, the cells were incubated at 5% CO; atmosphere at
37 °C for 24 h. ZnONPs were added in 100 pL to obtain desired con-
centration (1 x 107%,1 x107>,1x 10741 x 1073,0.01,0.1,1y 10 pg/
mL). The cells were incubated in presence of ZnONPs for 24 h. The
control group was untreated. MTT assay (Sigma-Aldrich)/Dulbecco’s
Modified Eagle Medium was added to each well and was incubated for 4
h. The MTT solution was aspirated and dimethyl sulfoxide was added.
Purple MTT crystals were formed and its absorbance was measured at
570 nm using microplate reader (Bio-Rad microplate). Cell growth was
compared to cultivated cells in the absence of product as negative
controls, which represented growth in 100%. With determined levels of
absorbance, percentage of cell viability was calculated using the
following formula: % of viability = (abStreated cells 570mm/@bScell control
570nm) X 100. The results of three previous independent experiments are
shown.

2.5. Cytotoxicity evaluation

Cytotoxicity of ZnONPs was evaluated using three cell lines, HLPB
obtained from peripheral blood, muscular cells from mouse myoblast
C3H (C2C12) strain and cells from mouse adipose tissue C3H (1929)
strain using Trypan blue dye. Toxic effects of ZnONPs were analyzed
after for a 24 and 48 h period incubation in these three cell lines.

2.5.1. Cell line treatment

The two cell lines C2C12 (CR-1772) and L929 (CCL-1) were obtained
from the American Type Culture Collection (ATCC®). These cell lines
were cultivated in a DMEM medium, 10% fetal bovine serum, 1% -
glutamine and 1% penicillin-streptomycin. Cells were seeded in 25 cm?
flask until monolayer reached 70% confluence, then were separated
using trypsin and again seeded in 96 well plates to a confluence 1 x 10*
cells/well added to a 100 pL volume. After 24 h of cell seeding, these
were rinsed 3 times in DMEM without any additive to evaluate ZnONPs.
In order to obtain lymphocytes from peripheral blood, a consent form
was signed by healthy patients. After venous puncture, blood was passed
through a density gradient with Ficoll-Hipaque by centrifugation at 500g
at room temperature for 25 min. Afterwards, it was rinsed 3 times with
RPMI 1640 medium at 400 g for 8 min. The initial viability of HPBL cells
was controlled by Trypan blue dye exclusion method and in all cases, it
was above 95%. HPBL were inoculated in 96 well plates in RPMI 1640
medium with 10% fetal bovine serum supplement and 1% penicillin-
streptomycin in a 1 x 10° cells/well confluence. Cytotoxicity experi-
ments were performed in three cell lines at a temperature of 37 °C in 24
and 48 h period, 5% CO5 atmosphere and at different ZnONPs concen-
trations that vary from 0 a 100 pg/mL. Every Trypan blue dye exclusion
method cytotoxicity assay was replicated three times under the same
conditions and comparative results were obtained.
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2.5.2. Trypan blue dye exclusion method

Trypan blue dye exclusion method was used, by seeding in triplicate
each of the cell lines at different concentrations tested (0, 12.5, 25, 50,
75 y 100 pg/mlL), placing controls and at the end of expiation with
ZnONPs, at 24 h and 48 h, with C2C12, 1.929 and HPBL. When cells
formed a monolayer, the medium was discarded in all wells and washed
with 200 pL of phosphate buffer solution. Subsequently, all wells were
trypsinized with 100 pL. In this step, 100 pL of Trypan blue dye was
added and mixed to the two cell lines and to human lymphocytes from
peripheral blood at 0.4 w/v. Viable cells for each replica at different
concentrations and for the controls were counted using a hemocytom-
eter calculator. Cell viability assays were replicated at least three times.

2.6. Statistical analysis

Percentage of cell viability of C2C12, 1929 and HPBL was obtained
within the values of control at each ZnONPs concentration tested and
dose-response graphs were generated. Data was analyzed and graphed
using Graph Pad Prism version 7 software. Using Trimmed Spearman-
Karber version 1.5 lethal concentrations was calculated at 25, 50 and
75 (TC25, TC50 and TC75).

2.7. Cell morphology analysis

For the morphological study, cells were incubated with ZnONPs at
concentrations 0, 12.5, 25, 50, 75 and 100 pg/mL. After incubation for
0, 12, and 24 h, morphological cell changes were evaluated using Nikon
inverted microscope (Nikon Diaphot 300). Triplicate experiments were
performed.

3. Results
3.1. Mechanism for the formation of ZnONPs

Fig. 1 shows the ZnONP formation mechanism; where the com-
pounds present in Beta vulgaris (Betacyanins and Betaxanthins) [16]
react with the zinc nitrate to form complexes with Zn*2 The bio-
molecules present in the Beta vulgaris extract form coordinated metal
complexes with the Zn*2 to subsequently form the ZnONPs; later, the
complex is decomposed through heat treatment (calcination) [17].

Active compounds

BETACYANINS

RO

H R
S

R,0”

R,= Glucosyl or derivatives
R,= Glucosyl, glucuronyl, derivatives or H

BETAXANTHINS

R= Amino acid, amine or derivatives
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3.2. Characterization

3.2.1. FTIR

In Fig. 2, FT-IR spectroscopy analysis can be observed, used to detect
functional groups bonds present in ZnONPs biologically synthesized
from Beta vulgaris extract. In Fig. 2 main peaks can be observed in
wavelength of 1640 em ™}, 1377 em™}, 1157 em™}, 1122 em ™}, 825
em™}, 680 cm™! y 618 cm™!. Vibrations appear at a frequency from
1800 to 650 cm ™!, and corresponds to different functional groups pre-
sent in Beta vulgaris extract, where at 1640 cm ! an amine group appears
(N-H) and at peak 1377 cm™! corresponds to C-N stretching mode
bonds. Wavelengths at 1200 to 680 cm ! are associated with aromatic
bonds C-H and C-O-C [18]. Finally, the peak in region 618 cm™! is
characteristic of a Zn-O bond.

3.2.2. XRD and structural study

In Fig. 3 XRD pattern results are shown, where we can observe the
presence of several diffraction peaks at 31.66, 34.34, 36.17, 47.54,
56.60, 62.81 and 67.92, which correspond to (100), (002), (101), (102),
(110), (103) y (112) crystal planes respectively. All peaks mentioned
before can be indexed in crystalline phase of Wurtzita (JCPDS No.
36-1451 Card) [19,20]. From XRD graphic, the ZnONPs were present
without any other crystalline phase. The average size of ZnONPs from

p———— Organic Compounds ——

|— Aromatic Bonds —|
C-H and C-O-C

% Transmittance

C-N

1750 1500 1250 1000 750
Wavelength (cm )

Fig. 2. FT-IR analysis of ZnONPs obtained from Beta vulgaris extract.
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Fig. 1. Possible ZnONP formation mechanism using Beta vulgaris extract.
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Fig. 3. ZnONPs XRD.

Beta vulgaris extract was determined to be 20 nm, using Scherrer’s

KA
pcosf

shape factor with a constant value of 0.9, A is the X-ray wavelength, f is
the mean value of its maximum peak usually called FWHM and 6 cor-
responds to Bragg’s angle [21].

equation: 7 = -2 Where 7 is the crystal’s mean size,K is a dimensionless

3.2.3. Morphological study

Images from HR-TEM revealed that the hydrodynamic diameter of
ZnONPs was between 16 and 24 nm with morphology similar to a sphere
(Fig. 4 A), however, some have hexagonal structure. From our sample
images, 200 particles were measured randomly, and the average size of a
particle was determined to be 20 nm, as it can be observed in the par-
ticles size distribution histogram (Fig. 4 B). Size distribution behaviour
was similar when calculated using Scherrer’s equation in XRD analysis.

3.3. Cellular viability assay

The ZnONPs effect over cell viability was evaluated in cell lines
C2C12 and 1929 at different concentrations (1 x 1076, 1 x 107>, 1 x
10,1 x 1073, 0.01, 0.1, 1 and 10 pg/mL) during a period of 24 h. The
growth of exposed cells was compared to cultured cells in the absence of
the product, the latter presented growth in 100%. Fig. 5 shows the re-
sults of the percentage of cell viability of the cells exposed to ZnONPs in
regards to untreated control. The exposure of ZnONPs in both cell lines
used in the study over a 24 h period, prompted a significant decrease in
cell viability; the sensitivity in the different cell lines was very similar. It
was observed that a low toxicity occurred from 1 x 107 and 1 x 1075
pg/mL, with a cell viability between 95 and 98% respectively, compared
to concentrations of 0.001 and 0.01 pg/mL, which exhibited high
toxicity levels, with a cell viability of 45 and 65%. At concentrations of 1
and 10 pg/mlL, after 24 h exposure cell viability of C2C12 and L929
resulted in high mortality rates, approximately 90% and 95%, respec-
tively. To confirm the effect of the ZnONPs over the decrease in cell
viability, Trypan blue dye exclusion method was utilized to avoid
interference with the ZnONPs during its absorbance reading.

Fig. 5 shows the ZnONPs effects on cell viability at concentrations
between 0 and 10 pg/mL for 24 h. Cell viability was determined by MTT
assay, using 100% of cell viability of cultured cells in a culture medium
in absence of ZnONPs. The graphs show the percentage of cell viability
of C2C12 and L1929, which represent the mean values + of 6 replicas
done in three independent experiments.
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Fig. 4. Morphological study of ZnONPs: a) TEM micrograph showing ZnONPs
form and size at 50 nm scale, and b) Histogram to determine particles size
distribution.

3.4. Cytotoxicity assay: Trypan blue dye exclusion method

The cytotoxicity results of the ZnONPs using the Trypan blue dye
exclusion method in three cell lines is presented in Table 1. The ZnONPs
exposure in different cell lines caused inhibition in cellular viability
dependent on dosage and time of exposure.

The TC50 of ZnONPs at 24 h of exposure was 28.1-37.5 pg/mlL,
whereas the TC25 in the same period was between 15.5 and 18.5 pg/mL
and TC75 was estimated between 46.8 and 61.4 pg/mL. In the 48 h
exposure of ZnONPs, the range of TC50 was between 30.1 and 20.3 pg/
mL, TC25 resulted between 10.8 and 8.4 pg/mL and TC75 was between
52.5 and 35.8 pg/mL.

3.5. Cell morphology study

For the morphological study of C2C12 and L929 cells were incubated
with ZnONPs at concentrations of 0, 12.5, 25, 50, 75 and 100 pg/mL.
After incubating for 0, 6, 12, and 24 h, microscopic studies showed that
cells exposed to ZnONPs at higher dosage became abnormally sized,
showing cellular contraction and acquiring an irregular form.
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Fig. 5. ZnONPs effects on cell viability.
4. Discussion
Table 1
ZnONPs cytotoxicity (Trypan blue assay). In this experiment, we use an eco-friendly method known as ‘Green
Nanoparticles  Cell Type Time  TC25 TC50 TC75 synthesis’ to obtain ZnONPs with Beta vulgaris to reduce metal salt into
(hg/ml)  (hg/ml)  (pg/ml) nanoparticles. The “green synthesis’ approach is gaining great attention
ZnO Human 24h 155 37.5 61.4 in current research because it provides minimization of waste, reduction
lymphocytes 48h 108 30.1 525 of pollution, and the use of non-toxic solvent [22]. Thus, characteriza-
ca2c12 24h 185 32.4 46.8 tion was conducted by High-Resolution Transmission Electron Micro-
48h  10.3 235 37.5 scopy (HRTEM), Fourier-Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) and
1929 24h 165 28.1 47.3 X-ray diffraction analysis (XRD), to determine the size and morphology
48h 8.4 20.3 35.8

1929 cell line derived from normal subcutaneous areolar and adipose
tissue of a 100-day-old male C3H/An mouse, commonly used for cyto-
toxicity studies. As it is shown in Fig. 6, cellular kinetic is exposed at 0, 6,
12, and 24 h, showing morphology of control group and ZnONPs
exposed group at 0, 25, 50 and 100 pg/mL. As it can be observed in the
control’s first column, maintenance of cell division, which is expected
for the medium culture where they are located. As ZnONPs concentra-
tion rises, agglomeration of the material can be observed, with cellular
morphology modification as well as cytoplasm reduction and absence of
cellular adhesion. Images are presented at 50 pm scale. Cultivated cells
growth curve under control conditions show an increase of 30% at 6 h,
60% at 12 h and 100% at 24 h respectively. This suggests that the me-
dium is adequate and continue with cellular division rate without
reaching a stationary division phase.

Cell line C212 corresponds to mouse myoblast (muscle cells) with
adherent growth mode. As it is shown in Fig. 7, cellular kinetic is
exposed at 0, 6, 12, and 24 h, showing morphology of control myoblasts
and ZnONPs exposed at 0, 25, 50 and 100 pg/mL. As it can be observed
in the control’s first column, myoblasts maintain cell division, which is
expected for the medium culture where they are located. As ZnONPs
concentration rises, agglomeration of the material can be observed, with
cellular morphology modification as well as cytoplasm reduction and
absence of myoblasts cellular adhesion. Images are presented at 50 pm
scale. Cultivated myoblasts growth curve under control conditions show
an increase of 25% at 6 h, 60% at 12 h and 100% at 24 h respectively.
This suggests that the medium is adequate and continue with cellular
division rate without reaching a stationary division phase. Within first
hours of exposure, cell death is evident at a concentration of 50-100 pg/
mL.

of the ZnONPs. The ZnONPs cytotoxicity effect in vitro with two cell lines
and HPBL depend on different factors such as size, form, concentration,
cell lines used and type of ZnONPs. The concentrations in which the
presence of ZnONPs begin to reduce cell viability, as its observed in this
study, is consistent with previous reports in the literature. To our
knowledge, a few studies have been done in HPBL, with different size
and concentrations of nanomaterials, Shalini et al. reported the effect of
size and shape on toxicity of ZnONPs in HPBL, with an average diameter
of 187 nm and with spherical-shaped ZnONPs. They also administered
other ZnO nanomaterial and found that the NPs and the nanorods (NRs)
possessed higher level of oxidative potential and reactive oxide species
(ROS) generation capacity than microparticles (MPs) and microrods
(MRs). They report a correlation between the size and the DNA damage,
the smaller the NPs are, the higher genotoxic effect, while larger MRs
and MPs were more cytotoxic. This confirms that the morphology of the
ZnONPs has an effect in cellular viability [23]. MTT assay and Trypan
blue method results showed that ZnONPs decrease cell’s viability ca-
pacity in a dose-dependent manner in three cell lines tested. Results
obtained do not demonstrate significant differences in two types of cell
lines (C2C12 and L929) at different doses (0 and 10 mg/mL) of ZnONPs
used. MTT reduction was higher at ZnONPs concentrations between
0.01 pg/mL and 10 pg/mL. MTT assay correlates mitochondrial func-
tionality and cell survival. Different mechanisms have been pointed out
about toxic effects such as oxidative stress, coordination effects and
non-homeostatic effects. The ZnONPs can be internalized through the
cell membrane, ion channels or transport proteins. Also some ZnONPs
get into the cell via endocytosis. Zinc nanoparticles can interact directly
with organelles, such as the mitochondria and redox-active proteins.
Toxicity’s mechanism of ZnONPs can also be triggered by oxidative
stress and lipid peroxidation, that probably play an important a role in
cellular membrane rupture, following DNA damage and cell death [24].
ROS can induce DNA damage and affect genetic expression. Moreover,
Zn?* ions have the capacity to form chelates with biomolecules or
displace metal ions in specific metalloproteins that could result in
functional inactivation of the protein. In addition, the increase in ROS
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Fig. 6. Images of L929 cell with 0 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL and 100 pg/mL at 0, 6, 12 and 24 h respectively.

levels, induced by ZnONPs can cause DNA point mutations or induce
single and double strand breaks. Another important response to oxida-
tive stress is the intracellular liberation of Ca2+, that leads to mito-
chondrial perturbation and cell death [25]. This phenomenon suggests a
cell death mechanism by necrosis. Although specific cytotoxicity
mechanisms are unknown, these may well involve changes in mem-
brane’s permeability or in mitochondrial enzyme activity that would
lead to cell death. These observations are in accordance with reports by
Yang and col. (2010), who documented that ZnONPs are highly toxic to
NIH/3T3 cells, since cells lose their viability by causing membrane leaks
and morphological changes [25,26]. Our results indicate the need to
continue investigations in human cells, particularly mononuclear cells
from peripheral blood. This will allow us to elucidate ZnONPs
biochemical targets, because when concentrations of 100 pug/mL were
used, we were able to observe a cytopathic effect on cells, which was
evidenced by the absence of cell debris in the culture medium.

5. Conclusion

Many studies have been conducted in different cell lines on ZnONPs
toxicity; however, some reported results are contradictory, particularly
in terms of the size of NPs that affect their cytotoxicity. Therefore,
ZnONPs toxicity remains to be clarified, needing an extensive toxico-
logical evaluation to confirm different in vitro results.
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Abstract: The constant evolution and applications of metallic nanoparticles (NPs) make living organ-
isms more susceptible to being exposed to them. Among the most used are zinc oxide nanoparticles
(ZnO-NPs). Therefore, understanding the molecular effects of ZnO-NPs in biological systems is
extremely important. This review compiles the main mechanisms that induce cell toxicity by exposure
to ZnO-NPs and reported in vitro research models, with special attention to mitochondrial damage.
Scientific evidence indicates that in vitro ZnO-NPs have a cytotoxic effect that depends on the size,
shape and method of synthesis of ZnO-NPs, as well as the function of the cells to which they are ex-
posed. ZnO-NPs come into contact with the extracellular region, leading to an increase in intracellular
[Zn%*] levels. The mechanism by which intracellular ZnO-NPs come into contact with organelles
such as mitochondria is still unclear. The mitochondrion is a unique organelle considered the “power
station” in the cells, participates in numerous cellular processes, such as cell survival/death, multiple
biochemical and metabolic processes, and holds genetic material. ZnO-NPs increase intracellular
levels of reactive oxygen species (ROS) and, in particular, superoxide levels; they also decrease mito-
chondrial membrane potential (MMP), which affects membrane permeability and leads to cell death.
ZnO-NPs also induced cell death through caspases, which involve the intrinsic apoptotic pathway.
The expression of pro-apoptotic genes after exposure to ZnO-NPs can be affected by multiple factors,
including the size and morphology of the NPs, the type of cell exposed (healthy or tumor), stage of
development (embryonic or differentiated), energy demand, exposure time and, no less relevant, the
dose. To prevent the release of pro-apoptotic proteins, the damaged mitochondrion is eliminated by
mitophagy. To replace those mitochondria that underwent mitophagy, the processes of mitochondrial
biogenesis ensure the maintenance of adequate levels of ATP and cellular homeostasis.

Keywords: mitochondria; apoptosis; zinc oxide; nanoparticles

1. Introduction

The almost universal applications of metallic nanoparticles (NP) in daily life increase
the probability of being in constant contact with them; therefore, investigating the beneficial
and harmful effects is of particular relevance. Due to their multiple areas of application,
among the most relevant NPs are zinc oxide NPs (ZnO-NPs). Its usefulness in the biomed-
ical filed is undoubtedly among the most relevant and promising advances. Within the
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nanotechnology industry, it is among the most synthesized NPs, ranking below silver
and gold NPs [1,2]. Even though ZnO-NPs offer essential benefits in many areas, such as
the pharmacological, medical, biochemical, and microbiological, some studies show that
ZnO-NPs can cause harmful effects compared to other metallic NPs such as Fe;04, Al,O3,
and TiO, [3-6]. Unlike their therapeutic applications in the oncology field, toxicological
studies have shown that ZnO-NPs can represent a severe danger to specific tissues and
organs, such as the lungs, skin, or muscles, to name a few [6-8]. Therefore, investigating
the potential health risk due to increased exposure has recently generated concern. ZnO-
NPs can enter indirectly through contact or consumption of previously exposed water,
plants, and animals, or they can enter directly through inhalation, dermal contact, ingestion,
or absorption.

ZnO-NP morphology depends on the synthesis process. They may be nanospheres,
nanoplates, nanowires, nanotubes, nanorings, nanocages, nanoflowers, nanoflakes, or
hexagonal. ZnO-NPs penetrate the cell membrane by multiple mechanisms, the most
studied are ion channels (located both in the cell membrane and in the mitochondrial
membrane), specific receptors for metal ions, endocytosis and by direct uptake of ZnO-NPs.
Size and shape play a crucial role. The smaller the ZnO-NPs, the more easily they enter the
cells and the greater the cytotoxic effect (<50 nm), due to the higher surface area/volume
ratio. Morphology plays another relevant role—for example, spherical and hexagonal
shapes penetrate easier than tubular shapes. In terms of surface charge, positively charged
ZnO showed high cellular uptake compared to ZnO with negative charge. Additionally,
the toxicity of nanoparticles, releasing toxic ions, has been considered. Since zinc oxide is
ampbhoteric in nature, it reacts with both acids and alkalis, giving Zn?+ ions.

Once ZnO-NPs are internalized in the cell, they are distributed in all the organelles,
particularly in the mitochondria [9,10]. The mitochondria is a unique organelle consid-
ered the “energy supply center” of the cell, present in all eukaryotic organisms and all
mammalian cells. Mitochondria are responsible for numerous cellular processes, such
as 3-oxidation of fatty acids, amino acid metabolism, pyridine synthesis, phospholipid
modifications, generation of reactive oxygen species (ROS), oxidative stress homeostasis,
cell death/survival, and senescence. It is also well known that, in multicellular organisms,
the number of mitochondria is variable. The number of mitochondria will depend on
energy demands, function, and stage of development [11].

At the structural level, mitochondria are composed of an outer membrane and an inner
membrane; the latter contains proteins involved in the electron transfer chain (ETC). The
integrity of the ETC is crucial for ATP generation; as a result of its activation, reactive oxygen
species (ROS) are generated. ROS are responsible for causing cellular stress, mutations
and induce apoptosis [4]. The mitochondria carries a unique genetic material, which is
characterized by having a circular double-strand (without ends) of nucleic acids called
mitochondrial DNA (mtDNA), containing information to encode 37 genes—of which
13 genes encode for messenger RNA (mRNA), from which 13 mitochondprial proteins are
subsequently obtained. Two genes encode ribosomal RNA (rRNA), and 22 genes synthesize
transference RNA (tRNA). This smaller but no less critical genome is replicated, transcribed,
and translated within the mitochondrial matrix, independently of cell cycle phases. Like
nuclear genetic material, mtDNA is susceptible to genotoxicity produced by chemical
(ZnO-NPs) and physical agents [12]. This review compiles the most relevant mechanisms
leading to mitochondrial dysfunction caused by ZnO-NP exposure.

This review compiles the multiple mitochondrial pathways affected by toxicity after
exposure to ZnO-NPs, among which loss of mitochondrial membrane potential, depletion
of ATP synthesis due to electron transport chain abnormality, mtDNA synthesis, mito-
chondrial biogenesis, cell survival and apoptosis are mentioned in detail. The cytotoxicity
induced by ZnO-NPs depends on numerous factors, such as ZnO-NPs synthesis methodol-
ogy, nanoparticle size, morphology, concentration, exposure time and, not least, the type of
cell exposed. Factors associated with cellular response include the stage of differentiation,
e.g., a differentiated cell versus a cell of embryonic origin and whether the cell is healthy or
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tumorigenic. In the case of differentiated human cells, liver, neuronal, cardiac, epidermal,
fibroblast, blood and other cells were included; and for tumor models: hepatocyte cancer
cell, breast cancer, multiple myeloma cell, cervical cancer, etc. The maximum inhibitory
concentration (IC50) and biological methods to obtain it were investigated. Finally, a con-
cise discussion was made on the most relevant factors involved in the mitochondrial and
cellular response after exposure to ZnO-NPs found in the most updated literature.

ZnO-NPs penetrate the cell membrane via four mechanisms: the first mechanism in-
volves receptors associated with effector proteins that activate multiple signaling pathways.
In the second mechanism, ion channels located in the mitochondrial membrane and cell
membrane facilitate entry into the cytoplasm. The third mechanism is endocytosis—in this
process, a fragment of the lipid cell membrane covers ZnO-NPs, allowing the formation of
vacuoles, which later merge with the membranes of other organelles such as the nucleus
and the mitochondria. The fourth mechanism is direct absorption, in which ZnO-NPs (de-
pending on their size and shape) penetrate the cellular lipid bilayer. The entry of ZnO-NPs
is also facilitated by two specialized zinc transporters—ZnT1 and ZnT?2. Zinc dissociation
also occurs, and zinc can penetrate as zinc ions.

2. Impairment of Mitochondrial Biogenesis Induced by ZnO-NPs

Mitochondrial biogenesis is essential to maintain the proper mitochondrial population
and cellular functioning. In humans, it is estimated that >50% of the cytoplasm volume is
occupied by the mitochondrial mass, >30% in cardiomyocytes and >25% in fibroblasts [13].
Under physiological conditions, the induction of mitochondrial biogenesis is associated
with the activation of transcription factors that act on nuclear DNA (nDNA) and mtDNA
to control local (within mitochondria) or cytoplasmic protein synthesis [14]. For example,
exercise increases mitochondrial protein synthesis, resulting in mitochondrial biogenesis in
skeletal muscles [15]. The half-life of mitochondria depends on multiple factors, such as
ATP demand and cellular function. Severely damaged mitochondria will be eliminated by
mitophagy to prevent the release of pro-apoptotic proteins. The fine coordination between
these two opposing processes will determine mitochondrial homeostasis [16,17]. Some of
the factors involved in mitochondrial biogenesis are mitochondrial fission protein 1 (FIS1)
and mitochondrial fission factor (MFF), which promote mitochondrial fission by recruiting
GTPase dynamin-related protein 1 (DRP1) [18,19].

Other factors involved in regulating mitochondrial biogenesis include mitochon-
drial transcription factor A (mtTFA), which drives mtDNA transcription and replication.
The expression of mtTFA is regulated by the peroxisome proliferator-activated receptor
gamma-coactivator 1o (PGC-1c) and PGC-13, which are the main regulatory proteins of
mitochondrial biogenesis [20]. More recently, the involvement of NF-E2-p45-related factor 2
(NRF2), encoded by the NFE2L2 gene, has gained attention. Free NRF2 translocates to the
nucleus, where it targets the promoters of genes that induce mitochondrial biogenesis [21].
Li et al., [22] in 2013, reported the adverse effects caused in mature human cardiomyocytes
derived from human stem cells after exposure to ZnO-NPs. They proposed that ZnO-NPs
could alter mitochondrial biogenesis, as shown by decreased mitochondrial density, altered
mtDNA copy number, and inhibition of the PGC-1a pathway that eventually lead to mi-
tochondrial depletion. The mtDNA replication and transcription system is activated to
counteract oxidative damage inflicted on the mitochondrial respiratory chain under mild
oxidative stress. When cellular stress increases, mitochondrial biogenesis intervenes to
maintain cellular homeostasis.

Yousef et al., [23] reported similar results in 2019, where they performed a quantitative
analysis of mtFTA and PGC-1x expression in rat-derived liver and kidney cells. The
results showed significant suppression of hepatic mtTFA expression by approximately
62% relative to the control value and, similarly, suppression in PGC-1x expression by
approximately 51% relative to the control group, following ZnO-NP exposure. In addition,
increased expression of the tumor suppressor gene p53, which is involved in the induction
of apoptosis, was documented. On the other hand, mitochondria are highly dynamic



Crystals 2022, 12, 1089

40f18

organelles, constantly undergoing fission and fusion processes in response to changing
energy demands and cellular stress environments. Mitochondrial fusion is mediated
by proteins such as mitofusin 1 (MFN1) and mitofusin 2 (MFN2), located on the outer
mitochondrial membrane [24]. Phosphatidylserine decarboxylase (PSD1), located in the
inner mitochondrial membrane, is involved in the biosynthesis of phosphatidylcholine,
which in turn regulates mitochondrial fusion. Another protein involved is optic atrophy 1
(OPA1), which participates in the inner membrane fusion and apoptosis [25,26].

In 2018, Babele et al., [27] reported that exposure to ZnO-NPs conditioned the release
of mitochondrial PSD1 into the cytosol. This indicated loss of integrity in the inner mito-
chondrial membrane, decreased levels in biogenesis, and defects in lipid metabolism. A
year later, to expand on the toxic effects of ZnO-NPs, Babele et al. combined a proteome and
metabolome analysis. He identified 46 metabolites (including seven unknown). Among
those affecting the oxidative pathway were Super Oxide Dismutase 1 (SOD1), Super Oxide
Dismutase 2 (SOD2), and yeast AP-1 (YAP1). The metabolites involved in lipid biosynthetic
pathways were transcription factor 2 requiring INOsitol (INO2), transcription factor 4
requiring INOsitol (INO4), CHOline requiring CHO1, cardiolipin synthase (CRD1), and
PSD1. The aforementioned metabolites are involved in crucial mitochondrial processes,
i.e., glycolysis, the tricarboxylic acid cycle (TCA), pentose phosphate pathway, and central
carbon metabolism (CCM) in the Saccharomyces cerevisiae model [28]. Up to 10% of the
proteins encoded by the human genome interact with zinc ions. Approximately 3000 pro-
teins interact with zinc ions, acting mainly as a cofactor [29]. Therefore, determining how
ZnO-NP are internalized, transported, and distributed within the cell and mitochondria is
of particular interest. Zinc transporter 2 (ZnT2) was the first zinc transporter found. In 2020,
Chevallet et al., [30] reported a 30- to 40-fold dose-dependent overexpression of ZnT2 in
human hepatocytes (HepG2) with a dose-dependent effect. This proposed active sequestra-
tion of ZnO-NPs into mitochondria by ZnT2. Abnormalities in mitochondrial morphology
were also reported, suggesting disruptions in mitochondprial fission and fusion dynamics
after exposure to ZnO-NPs. Skin cells are among the most exposed tissues due to the use
of sunscreens and beauty products. In 2013, Yu et al. showed in normal mouse-derived
skin the alteration of mitochondria; ZnO-NP exposure negatively affects mitochondrial
network and biogenesis after 48 h of exposure [31]. In 2020, Khan et al. proposed that
dose-dependent abnormalities in mitochondrial morphology and a significant increase in
apoptotic behavior in human skin carcinoma A431 cells compared to normal renal epithelial
NRK-52E cells may be due to a higher expression of anionic membrane phospholipids
in cancer cells [32]. Table 1, presents numerous cytotoxicity studies in various biological
systems, both in embryonic cell lines and in differentiated human and non-human cells,
healthy and tumor cells, exposed to ZnO-NPs. Morphological characteristics are described,
as well as dose, time and molecular analysis, to facilitate comparative analysis.

Figure 1, shows a compilation of the main molecular pathways involved by exposure to
ZnO-NPs, including their entry into the membrane, effect on the cell nucleus, mitochondria
and, finally, activation of apoptosis.
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Table 1. Cell models exposed to dose-time-dependent ZnO-NPs and the mitochondrial pathway analyzed.
P P p y y
. Synthesis and . . .
Cell Type Size and Shape of Characterization of Time of Doses mg/L 1C50 BlOlOg'l cal' Mitochondrial Pathway Reference
ZnO-NP ZnO-NPs Exposition (h) Characterization
Ion release triggered ROS production,
which further induced cell toxicity,
Human embryonic . inflammation and apoptosis, which
kidney cells (HEK293T) Synthesis method Cell culture, CCK-8, are mediated by NF-«B signaling
. <50 nm 12.5, 25, 50, 100, " CNCCs, ARS, IHC, . .
Chicken embryo Spherical shape ND/OC. TEM, 12h 200 g /mL 50 pg/mL ND RNA-seq, a-PCR, DAPI cascades and mitochondria [8]
(cranial neural crest p p SEM-EDS, DLS Hg I?I,\/? JIFA 4 . dysfunction. Increase in the
cells HH10) expression of Nrf2, HO-1, NQO1, Cat,
GLXR and NOS. Increase in Pax7 and
Casp-3 expression.
ROS generation and induced
Human . Synthesis method Cell culture, LDH, mitochondrial dysfunction. Impair
. 40 nm—-60 nm Spheroid . R . L
cardiomyocytes and rod shaped ND/OC. 0,2,6h 0-200 pg/mL 62.5 ug/mL HCA, CCK-8, MMP, mitochondrial biogenesis and inhibit [22]
(hiPSC-CMs) p TEM, DLS ROS, q-PCR, WB, MEA the PGC-1x pathway. Cardiac
electrophysiological alterations.
Human epidermoid Chemical synthesis by The anti-proliferative activity,
carcinoma cell A431 <40 nm reduction 24h 24 pg/mL Cell culture, MTT, FM, morphological changes, ROS
Normal kidney Hexagonal structure Zinc acetate dyhidrate 2%h 0-25 ug/mL 15 pg/mL ROS, DAPI, Casp-3 and generation, nuclear apoptosis and [32]
epithelial g XRD, TEM, SEM, NS * cell morphology caspase-3 in a
NRK-52E cells UV-Vis dose-dependent manner.
Apoptosis was confirmed using
reactive oxygen species (ROS).
Human aortic Synthesis method Cell culture, MTT, Decrease in MMP. Increased release
. 70 nm | LDH, ROS, FM, MMP, of Cyt-c. Caspase-3, caspase-9, BAX,
end(();lk;fgélssells Rod shaped TII\ETD]:/)[/ )(()ISD 120r24h 8-50 pg/mlL 50 ug/mL LA, CACAK, Cas-3, BCL-2 and FAS receptor expression. 53]
4 Cas-9, Cyt-c, ICC, IFA The antioxidant LA was able to
protect HAECs from apoptosis
induced by ZnO-NPs.
Inhibit the viability of HTFs and
Cell culture, CCK-8, decrease MMP. Elevated ROS,
Human tenon 56 am Synthesis method 24h 1.51 pug/mL RT-CES, ROS, FM, caspase-3, caspase-9, and apoptotic
fibroblast (HTF) ND ND/OC. 48h 0-16.0 pg/mL 1.03 pug/mL MMP, qPCR, FC, Apaf-1 expression. Decrease the [34]
TEM 72h 0.57 pug/mL Apaf-1, Cas-3, Cas-9, levels of FSP-1, collagen III, and
FSP-1 E-cadherin expression, leading to
HTF apoptosis.
Concentration-dependent hemolytic
Chemical synthesis Cell culture, H, SOD, activity to human erythrocytes. ROS
47.8-52.5 nm . CAT, LPO, GST, GSH, generation. Depletion of glutathione
Human erythrocytes Rod shaped by Pechini method 1h 50-500 pug/mL 200 pug/mL ROS, OH, 02, CA, and GST levels. Increased SOD, CAT [35]

XRD, TEM, FTIR

IFA/FEM

and lipid peroxidation in
dose-dependent manner.
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Table 1. Cont.

Synthesis and

Cell Type Size ;n(é)S;\I;pe of Characterization of E T1n.1? of h Doses mg/L I1C50 Ch BIOIOg.l cal. Mitochondrial Pathway Reference
e ZnO-NPs xposition (h) aracterization
Human monocytes
U-937 d lipid idati
Human promyelocytes ) 1.5625 ng/mL ZnO-NPs caused lipid peroxi lation
HL-60 15 am Synthesis method 3.125 ug/mL Cell culture, MTT of all cells and correlated with
Human B lymphocytes ND ND/OC. 24h 1.6-25 pg/mL 6.25 pg/mL LDH M]5 A ’ apoptosis. The level of cholesterol in [36]
COLC};—720L y TEM, DLS 12.5 ug/mL ’ membranes strongly modifies the
Human T lymphocytes 25 ug/mL effect exerted by ZnO-NPs.
HUT-78
Activation of the mitochondrial
Human monocytes apoptosis pathway. TNF-o
U-937 | 156 pg/mL colncentration increased for both cell
R i 100-130 i Synthesis method 312 pg/mL Collaulture MIT, i L0 cal i al
Human B lvmphocyt ND ND/OC. 24h 0-25 ug/mL 6.25 pg/mL LDH, NO, MDA, i ental variants, th it [37]
ymphocytes TEM 125 pg/mL Casp-9, IL-6, TNF-c experimental variants, the opposite
COLO-720L 25 pe/mL ’ ’ trend was observed for COLO-720L.
Human T lymphocytes HE ZnO-NPs are cytotoxic to immune
HUT-78 system and cause peroxidation od
membrane lipids.
Upregulation of pro-apoptotic
Green Synthesis (PUMA, Bax, Cyt-c, cas-9, ce_\s—3, and
Human colon method §2 and 60ute/mL. ngilé &ul\t}lvr\;eﬁM&{;[P PARP) and d(c])?’wlngegucllatlon of )
carcinoma (HCT116) 30-48.5 nm N p and 60pg/m , , >, anti-apoptotic (Bcl-2 and survivin
Human myelogenous Hexagonal structure U({S,f OVZIZZL;JST’;?";%)J 24and 48 h 0-25-200 pig/mL. 55 and 35ug/mL FC, CA, DNAf, genes. Elevation in the expression of (381
leukemic (K562) FESEM I,-IRTEl(/I ED,X RT-qPCR, WB, H Cyt-c, cas-9, and cas-3 genes involved
! ’ in mitochondrial (intrinsic)
apoptotic pathway.
Mitochondrial oxidative damage and
p70S6K signaling pathway inhibition,
Human keratinocytes caspase-3, caspase-8, caspase-9 and
(HaCaT) PARP activation. Induce sub-G1
fHumar‘l gingival Synthesis method 100 pg/mL arrest of the cell cycle followed by
ibroblast (HGF-1) 100 nm ND/OC 24t 0-100 pig/mL 100 pug/mL Cell culture, MTT, ROS, apoptosis in human GSCC. ROS is [39]
Human gingival ND SEM ’ "8 17.4 £ 0.6 ug/mL MMP, WB, ZXA, FC essential for the anti-cancer activity. -
carcinomas (Ca9-22) 51.0 + 0.6 pug/mL Did not affect the expression of
Human gingival pro-survival Bcl-2 members (Bcl-2,
carcinomas (OECM-1) Bcl-x1, and Mcl-1) as well as
pro-apoptosis Bcl-2 members (Bax,
Bad, and Bid).
Cell culture, CCK-8, Increased ROS levels, decreased
Human oral caner 50 Am Synthesis method LC3, P62, GAPDH, MMP and mitochondrial dysfunction
(CAL 27) Hexagonal prism ND/OC. 24h 0-100 pg/mL 25 pug/mL PINKI1, Parkin, IHC, time-dependent manner. Increased [40]
TEM, XRD and DLS ROS, MDC, MMP, WB, levels of LC3-1I, PINK1, mito-Parkin

JC-I, ROS

and decreased P62 and Parkin.
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Table 1. Cont.

Synthesis and

Size and Shape of A Time of Biological . .
Cell Type ZnO-NP Characterization of Exposition (h) Doses mg/L I1C50 Characterization Mitochondrial Pathway Reference
ZnO-NPs
Increased mitochondrial zinc
transporter 1 and 2 expression levels.
Response and the upregulation of
. MET, ZnT1, ZnT2, no change in CAT,
e Synthesis method Cell culture, qRT-PCR, SOD1 and SOD2 expression, nor in
Human hepatocytes 79 nm ND/OC. 2h 0-300 g /mL 5150 jg/mL AVO, MMP, TBEA the enzymatic activities of catalase 130]
(HepG2) Rod shaped and TEM, ICP-AES, EDX & & 4 / ’ ymatc acuy € :
. SOD, CAT and SOD, implying a minimal
spherical and DLS o P
activation of oxidative stress.
Abnormal mitochondria
morphologies and autophagy vesicles
in response to ZnO-NPs.
Increased ROS levels due to NP
Human hepatocytes exposure, overexpression of HMOX1
(HL-7702) <100 nm Synthesis method N NS * Cell culture, MTT, LDH, ™ respons; to the 1n_cr‘eas.eci1 ox1c(11a}t;ve ’
Human colorectal ND ND/OC. 3 0.665 pg/mL NS * MMP, ROS, gRT-PCR stress. The cytotoxicity induced by [41]
ICP-MS, TEM, SEM ’ ’ high ROS levels, oxidative stress and
(Caco-2) d o
epolarization of
mitochondrial membrane.
Huh 7 liver cancer cells undergo
Green synthesis apoptosis as a result of generation of
Huh7 hepatocytes 18 nm (Luff acutangula) 9 Cell culture, MTT, ROS, ROS molecules. Stimulation of )
cancer cell line Polycrystalline nature UV-Vis, HRTEM, 8h 0-60 pg/mL 40 ug/mL MMP, DNAf. FM apoptotic signaling pathway in a [42]
SAED dose-dependent manner. Condensed
chromatin and fragmented DNA.
Human hepatocytes Chi’n}jlrceaclhslzg(t;esm FC, MTT, FACS, Significant upregulation of mRNA
(HepG2) ~13 £ 2nm Zinc acetate dihydrate 24 and 48 h 0-100 p1g/mL 25 and 10 ng/mL qRT-PCR, cell expression levels of Bax, p53, fmd [43]
Human breast cancer ND 25 pug/mL morphology, Casp-3, caspase-3 and the downregulation of
(MCF-7 FESEM, TEM, XRD, 53,Bax, Bcl-2 the anti-apoptoti Bl-2
) FTIR, UV-Vis p53,Bax,Bc! e anti-apoptotic gene Bcl-2.
Human breast cancer 41 nm flakes C};e_m;c al s%lnt}‘lesm 24h 1 L L Cell culture, MTT, ZDose—d;pendent lqss of cell v1ab111t_y : 44
(MCF-7) Hexagonal riethanolamine -5 pg/m; 3 pug/m DPPH, AO/EB, PI nO-N exposure increases necrosis [44]
XRD, FESEM, EDS 4 4 and apoptosis of MCF cells.
I Upregulation of apoptotic genes (p53,
Human breast cancer 43 nm Synthesrlseli}sllé\dg sol-gel Cell culture, MTT, Bax/Bcl2 ratio, caspase-3 and
(MCF-7) Spherical XRD, HR-TEM, EDS, 24h 0-100 pg/mL 44 ug/mL LDH, ROS, GSH, TSH, casp-as-e-9). Loss of&\/[l\}/ll[’ ani . [45]
TEM, XRD MMP, IFA/FM, g-PCR apoptosis in MCF-7 cells through the

mitochondrial pathway.




Crystals 2022, 12, 1089 8 of 18
Table 1. Cont.
. Synthesis and . . .
Cell Type Size and Shape of Characterization of T1n.1? of Doses mg/L IC50 BIOIOg.l cal' Mitochondrial Pathway Reference
ZnO-NP Exposition (h) Characterization
ZnO-NPs
Human breast cancer
(MCF-7) The increased expression of
Human 637 465 Synthesis method 20 and 10 pg/mL MTT, DAPI, qRT-PCR, Bax/Bcl-2 ratio confirmed the
Non-tumorigenic S her.ice?lm ND/OC. 24 and 48 h 0.5-20 pg/mL >90% IC50 with max IFA/FM and cell induction of apoptosis in MCF-7 cells. [46]
human mammary P DLS, AFM doses morphology ZnO-NPs induced casp3- and
epithelial cell line casp-8 upregulation.
(MCF-10A)
Human multiple Increase expression and proteins
myeloma cell Synthesis method - levels of caspase-3, caspase-9, Apaf-1,
(RPMI8226) 30 nm ND/OC. 24 and 48 h 0-60 pg/mL f;‘oa“dd% “gém]i ROS, Fcli q PCI;' ’;‘TP and Cyt-c, decrease ATP levels in [47]
Peripheral blood TEM and/z ng/m assay, cell morphology time- and dose-dependent manner,
mononuclear cell ROS generation.
Green synthesis
Human cervical cancer (Gracilaria edulis) MTT, FC, ROS, MMP Apoptotic and necrotic effect. ROS
11 (SiHa) 20-50 nm UV-Vis, FTIR, XRD, 24 h 0-200 pg/mL 35 ug/mL AO/EB, IFA/FM, CA, elevation, DNA damage, activation of [48]
ce a FESEM, XPS, SEM, JC-1 mitochondrial intrinsic pathway.
EDS, EDX and HRTEM
Green synthesis MTT, WB, SOD, CAT, _ Reduced SOD, CAT and GPO,
Human cervical cancer 10-70 nm (Aspergillus terreus) 24h 5-80 jug/mL 20 pe/mL ROS, MMP, p53, BAX, [1}1 c;easidtgigs,fdlglnlshei I\gIXI)I(’ [49]
cell line (HeLa) UV-Vis, XRD, EDX, HE HE casp-3, casp-9, Cyt-c. preguiation oF pos, casp=, BAL
FTIR and TEM Cell morpholo, RADS51 and
. P 8- downregulation of BCL-2.
Human cervical cancer Green synthesis
(HeLa) (Bergenia ciliate) - 101.7 pg/mL MTT, DPPH and ABTS Increased ROS and cytotoxicity -
Human colon cancer 30 nm UV-Vis, FTIR, DLS, 2¢h 25-200 pg/mL 124.3 pg/mL assay against cancer cells. 1501
(HT-29) EDX, XDR and SEM
Synthesis method Cell morphology, MTT, Genotoxicity, double DNA strand
H . breaks and apoptosis. Loss of MMP,
uman ovarian cancer 20 nm ND/OC. 24 h 0-30 ng/mL 20-30 pg/mL ICC, JC-L assay, TUNEL, ROS increased levels. Upregulation [51]
(SKOV3) UV-Vis, TEM, XRD, & & WB, ROS levels and ; X preg 1 :
FTIR and AFM IFA/FM of p53, casp-9, BAX, RAD51 an
downregulation of BCL-2.
. MMP decreased. Apoptosis induced
Green Syf;,t-hfas)ls (Morus MTT, MMP, AO/EB, by ROS generation and gene
AGS gastric cancer cells 100 nm 1S 24h 0-25 ug/mL 10 pg/mL ROS, FC, CAT, TBARS, expressions of apoptosis markers [52]
UV-Vis, TEM, SEM, GSH SOD, RT-PCR effects, increased lipid peroxidation
FT-IR, EDX and XDR ' ’ pid p ’
cell cycle arrest.
Green synthesis MTT, MMP, WB. ROS,
; : ’ ¢ . Increased levels of BAX, casp-3,
Human osteosarcoma 10-12 nm (Radix Rehmanniae) 24h 5-80p1g/mL 30 pg/mL BAX, casp-3 and casp-9 casp-9. MMP decreased and 53]

cell line (MG-63)

UV-Vis, TEM, XRD and
FTIR

levels. Morphology
assay AO/EB

ROS generation.
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Table 1. Cont.

Size and Shape of Synthesis and Time of Biological
Cell Type Characterization of i Doses mg/L IC50 A Mitochondrial Pathway Reference
ZnO-NP Exposition (h) Characterization
ZnO-NPs
Human lymphocytes
Mouse fibroblast cell Green synthesis 37 and 30 ng/mL MTT. TBEA - Abnormal cell morphology,
: 6 , , cell kinetic adherence and viability manner. -
(C2C12) 16-24 nm (Beta vulgaris) 24and 48 h 1 x 107° 100 png/mL 32 and 23 pg/mL d hol Mitochondrial function. I d [54]
Mouse myoblast cell HRTEM, FTIR, XRD 28 and 20 pg/mL and morphology assay Hosesdopendent mortalit rate
(1.929) oses-dependent mortality rate.
IFA/EM. MMP, Mitochgndrial proteomics
Synthesi hod GAPDH abnormalities, MMP proteins loss,
Mouse macrophage 140 + 1 ynt elsjl sg\gt ° 2%t o L L assay,Hr;)lEsCs nuclear DNA damage, genotoxic 55
line (J774A1) 0+ 16nm ND/OC. 00 pg/m 8 ug/m spectrometry, ’ effect. GAPDH inhibition, increased (551
TEM, SEM DLS 2D and SDS .
lectrophoresis levels od methylglyoxal-associated
¢ ’ DNA damage.
. . Endoplasmic reticulum stress,
Chicken embryo HHO Synthesis method 24h 12.5-50 pug/mL ND * Cell/embryo IFA, FC, increased Ca2+ levels, Casp-3,
Neural stem cells ND/OC. . .
50 m 12h 0-50 pg/mL 25 pg/mL WB, RNA-seq, q-PCR, increased levels, abnormal [56]
Neuroblastoma TEM, SEM, EDS and . .
12h 0-50 pug/mL 25 pug/mL IFA/FM mitochondrial morphology. ZnO-NPs
SH-SY5Y cell DLS - .
induced failure of neural tube closure.
Increased ROS levels, increased levels
Green synthesis R of BAX, caspase-3, and BCL-2
. Cell viability, MTT, 3 3
Neuroblastoma (Clausena lansium) ¢ 4 proteins. Autophagy (beclin-1, LC3-I, -
SH-SY5Y cell 24-30nm UV-Vis, XRD, FT-IR 24h 10-20 pg/mL 15 pg/mL RO(BII\?X";SAHVLB' )CA LCEII and ATG4B) increased levels. 1571
and TEM 8¢ DNA loss and damage. NAC
prevents ROS in SH-SY5Y.
Synthesis method MTT, LDH, ROS levels, Increased ROS levels, MMP
Mouse Leydig cells 70 ND/OC. 24h 0,5,10,15,and 15 pg/mL TUNEL and JC-I assay, abnormalities, increased apoptotic 58]
Mouse Sertoli cells nm TEM, AFM, XRD, FTIR, 24h 20 pg/mL 15 ug/mL WB, sperm proteins, loss of MMP, nuclear DNA )
UV-Vis, DLS morphology damage and breakage.
IFA /FM; FC. ROS level, cell membrane integrity.
. Co-precipitation Quantification of ROS. Significant increase in expression of
Moclgfs (()éaégfi(gﬁrm 80 nm method 12 648};1((17i2w) 10, 20 and 30 ng/mL ig Hg;z{‘ qRT-PCR of Prdm1, premeiotic germ cells markers but a [59]
SEM, TEM y ] Dppa3, Ifitm3, Ddx4 decrease in meiotic and
and Dazl post-meiotic markers.
Absence of caspase-3 cleavage and
Synthesised by usin PARP fragmentation.
o 4 Yy using MTT, TBEA, FC. MMP, Mitochondrial dysfunction and
Murine microglial 20 nm the wet chemical 6h 0-80 ng/mL 20 pug/mL ROS levels, PMP levels lysosomal alteration increased PMP. [60]
BV-2 cells method. 24h HE 10 pg/mL ! ’ Yy )

TEM, SEM, XRD, XPS

cell cycle analysis, WB

Accumulation of ROS. Non-apoptotic
hallmarks, necrotic
markers in BV-2 cells.
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Table 1. Cont.
. Synthesis and . . .
Cell Type Size and Shape of Characterization of Time of Doses mg/L I1C50 BIOIOg.l cal' Mitochondrial Pathway Reference
ZnO-NP Exposition (h) Characterization
ZnO-NPs
Mitochondrial morphology and lipid
Synthesis method Cell death assay. WB, homeostasis abnormalities, ROS
ynenesis metho ROS levels, chitin and elevation. Perturbations in peripheral
S. Cerevisiae 20-80 nm SEMNE{{I?I%EM 3h 520 e /mL 10 pg/mL lipid droplets endoplasmic reticulum. ZnO-NPs do [27]
(yeast BY4743) UV-Vis and HE HE measurement. Vacuolar not affect histone epigenetic marks.
DLS analysis organelle morphology. Increased levels of Hogl. Inhibition
ysis. RT-PCR of cell growth due alterations in CWI
and HOG signaling pathway.
Mitochondrial expression of PSD1,
SOD1, SOD2, KGD1
Synthesis method Cell culture, WB, TCA cycle genes (ACO1 and KDG1)
S. Cerevisiae ND/OC. HNMR, RT-PCR. RNA Oxidative pathway abnormalities
(yeast BY4741) 20-80 nm SEM, HRFESEM, 3h 10 pg/mL 10 pg/mL and metabolites identi- (SOD1, SOD2 and YAP1) (28]
UV-Vis fication/quantification Lipid biosynthesis pathway

abnormalities (INO2, INO4, CHO1,
PSD1 and CRD1)

ND/OC: not determined /obtained commercially; NS *: not significant at the maximum doses of ZnO-NP exposure; TEM: transmission electron microscopy; XRD: x-ray diffraction; MTT:
[3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-y1)-2,5 e diphenylte-trazolium bromide]; LDH: lactate dehydrogenase; LA: antioxidant alpha-lipoic acid; ROS: reactive oxygen species; FM: fluorescence
microscopy; MMP: mitochondrial membrane potential; CACAk: Caspase Apoptosis Colorimetric Assay Kit; Cyt-c: measurements of Cyt-c release; ICC: immunocytochemistry; IFA:
immunofluorescence; SEM-EDS: scanning electron microscope-energy dispersive spectroscopy; DLS: Dynamic Light Scattering; CNCCs: primary culture of cranial neural crest cells;
ARS: Alizarin red staining; IHC: immunohistochemistry; RNA-seq: RNA sequencing transcript profiling; q-PCR: quantitative polymerase chain reaction; DHE: dihydroethidium
staining; HCA: High-Content Analysis; CCK-8: cell viability was analyzed by using the Cell Counting Kit-8; WB: Western Blot; MEA: Microelectrode Assay; RT-CES: real-time cell
electronic sensing system; ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay; FC: flow cytometry; FSP-1: fibroblast-specific protein-1; Apaf-1: protease-activating factor-1; FTIR: Fourier
transform infrared; SOD: superoxide dismutase; CAT: catalase; TBARS: thiobarbituric acid reactive substances; LPO: lipid peroxidation; GST: glutathione-S-transferase; GSH: glutathione
estimation; OH: hydroxyl radicals; O2: superoxide radical; UV-Vis: UV-visible spectroscopy; DAPI: 4’,6’-diamidino-2 phenylindole; Cas-3: caspase-3; Cas-9: caspase-9; H: hemolysis;
MDA; determination of lipid peroxidation; NO: nitric oxide production; IL-6: interleukin 6; TNF-a: tumor necrosis factor «; HRTEM: high-resolution transmission electron microscopy;
FESEM: field-emission scanning electron microscope; VWH: Vitro Wound Healing; CA: Comet Assay; DNAf: DNA Fragmentation; RT-qPCR: Reverse Transcription-Quantitative
Polymerase Chain Reaction; FACScan: fluorescence associated cell sorter scan; ZXA: Zebrafish Xenograft Assay; GAPDH: glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; MDC: Autophagic
Vacuole Indicator Monodansylcadaverine; ICP-AES: inductively coupled plasma atomic emission spectroscopy; AVO: acidic vesicular organelles; ICP-MS: Inductively Coupled
Plasma Mass Spectroscopy; SAED: Selected Area Electron Diffraction; AO/EB: acridine orange/ethidium bromide; PI: propidium iodide; HNMR: hydrogen-1 nuclear magnetic
resonance spectroscopy; HR-FESEM: high-resolution field-emission scanning electron microscope; CWI: cell wall integrity; TCA: tricarboxylic acid cycle; XPS: X-ray photoelectron

spectroscopy; TBEA: trypan blue exclusion assay; PMP: plasma membrane permeability; HPLC: high-performance liquid chromatography; DPPH: 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl; ABTS:
2,2’-Azino-Bis-3-Ethylbenzothiazoline-6-Sulfonic Acid.
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Figure 1. An integrated overview of the molecular pathways activated by ZnO-NP exposure inside
the cell, while also summarizing the initial mitochondrial effects such as increased mitochondrial
biogenesis, the potential depolarization of the mitochondrial membrane, increased ROS produc-
tion, and the cumulative effects of ZnO-NPs leading to activation of the intrinsic (mitochondrial)
pathway of programmed cell death. 1. ZnO-NPs penetrate the cell membrane via four mechanisms:
the first mechanism occurs when ZnO-NPs interact with receptors embedded in the cell membrane,
which, in association with the effector, function as second messengers, activating other signaling
pathways. The second mechanism occurs when ion channels facilitate entry into the cytoplasm.
The third mechanism is endocytosis—in this process, a fragment of the lipid cell membrane covers
ZnO-NPs, allowing the formation of vacuoles, which later merge with the membranes of other
organelles such as the nucleus and the mitochondria. The fourth mechanism is direct absorp-
tion, in which ZnO-NPs (depending on their size and shape) penetrate the cellular lipid bilayer.
The entry of ZnO-NPs is also facilitated by two specialized zinc transporters, called ZnT1 and
ZnT2. Zinc dissociation also occurs, and zinc can penetrate as zinc ions. The effects of ZnO-NPs
depend on the dose, the exposure time, the size of the nanoparticles—as mentioned above, the
smaller the size, the greater the cytotoxic effect—and also the shape (spherical, hexagonal, tubular,
etc.) [9,10,36] 2. ZnO-NPs, such as Zn ions, readily enter all cellular compartments, including
mitochondria, mainly through mitochondrial ion channels, conditioning the voltage change and
depolarization of the inner mitochondrial membrane. Within the inner membrane, there is also
the protein complex that constitutes the electron transport chain responsible for the synthesis of
ATP. ZnO-NPs not only induce a decrease in MMP due to ion channel damage but also cause
a decrease in ATP production and an increase in ROS production [13]. 3. The increase in ROS
levels in the cell nucleus causes direct damage to the genetic material (double-strand breaks and
the oxidation of nitrogenous bases), induces a greater expression of the PGC-1x and PGC-1p
factors in the nucleus, and promotes mitochondrial biogenesis, to compensate for the increased
energy demands [15,16,21] 4. mtDNA replication and transcription pathways are simultaneously
activated. mtDNA number is significantly increased in cells exposed to ZnO-NP to counteract
mitochondrial oxidative damage under mild oxidative stress [31]. 5. As cellular stress increases,
the pathways to compensate for the damage trigger the release of pro-apoptotic proteins, such as
BCL-associated protein X-2 (BAX) and/or BCL antagonist/killer-2 (BAK). Activated BAX or BAK
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forms pores in the mitochondrial membrane, leading to the release of apoptogenic molecules [34,35,47]
6. leads to the release of pro-apoptotic proteins, including cytochrome-c and Apaf-1. 7. Finally, pro-
caspase-9 is added, to form the apoptosome, which promotes the activation of pro-caspase-3 and pro-
caspase-7 and conversion to caspase-3 and caspase-7, respectively; this protein complex will initiate
cell dismantling and lead to apoptosis. ROS: reactive oxygen species; MMP: mitochondrial membrane
potential; ZnO-NPs: zinc oxide nanoparticles; Cit-c: cytochrome-c; APAF-1: apoptosis protease-
activating factor-1; ZnT1, ZnT2: Zinc transporter 1/2; mtDNA: mitochondrial DNA; BAX: BCL-
2-associated X protein; BAK: BCL-2 antagonist/killer; PGC-1a: peroxisome proliferator-activated
receptor gamma-coactivator 1 and 1§ [61-63].

3. Apoptosis Induction ZnO-NPs

To maintain normal tissue function, damaged or aged cells are constantly eliminated
by apoptosis. There are two routes to initiate apoptosis: the extrinsic pathway, conditioned
by the binding of extracellular factors to the receptors present in the plasma membrane, and
the intrinsic pathway, mediated by the action of mitochondrial factors [64]. The intrinsic
apoptosis pathway is activated by physical (radiation), chemical (ZnO-NPs), or biological
(viruses) stimuli. The BCL-2 family proteins orchestrate the regulation and execution
of this pathway, which includes both pro-apoptosis and pro-survival proteins [65]. To
initiate apoptosis, cellular stress or damage signals turn on the cascade of pro-apoptotic
proteins, such as BCL-2-associated protein X (BAX) and/or BCL-2 antagonist/killer (BAK).
Once activated, BAX or BAK induces mitochondrial pore formation. Provoking the re-
lease of apoptogenic molecules, which includes the second mitochondria-derived caspase
activator (SMAC), serine proteases called caspases, and cytochrome-c derived from the
mitochondrial intermembrane space. The mitochondrial release of cytochrome-c into the
cytoplasm leads to the formation of apoptosomes. These events promote the activation
of the initiator caspase (caspase-9) and executioner caspases (caspases-3, 6, and 7) for the
orderly dismantling of the cell [61,62,66]. Considering the complexity of cancer treatment
and that ZnO-NPs activate the intrinsic apoptosis pathway and caspases, the study of
the cytotoxic response to ZnO-NP exposure in tumor cells is promising. A study per-
formed on gingival squamous cell carcinomas (GSCC) in two human cell lines (Ca9-22
and OECM-1). Showed that ZnO-NPs induced growth inhibition of GSCCs, and did not
cause damage to normal human keratinocytes (HaCaT cells) or gingival fibroblasts (HGF-
1 cells). ZnO-NPs caused apoptotic death of GSCC cells in a concentration-dependent
mannet, increased intracellular ROS and specifically superoxide levels. Importantly, antiox-
idant and caspase inhibitors prevent ZnO-NP-induced cell death, indicating that humans’
superoxide-induced mitochondrial dysfunction is related to caspase-mediated apoptosis.
On the other hand, treatment of ZnO-NPs in a dose-dependent condition triggered the
expression of p53, BAX, and cytochrome-c in ovarian and cervical tumor cells. The expres-
sion of caspase-9, caspase-3, cleaved caspase-9 and cleaved caspase-3 in HeLa cells was
increased in cells treated with ZnO-NPs, compared with control cells. Multiple experi-
ments in carcinogenic human hepatocytes HepG2 and HL-7702 cells, human hepatocytes
cancer Huh? cells, chronic myelogenous leukemia cells, Human colorectal Caco-2, colon
carcinoma HCT116 cells, human cervical cancer SiHa cells and HeLa cells, cell models
such as human ovarian cancer SKOV3, and neuroblastoma SH-SY5Y cells, breast cancer
MDAMB-23 and MCEF-7 cells, human head, and neck squamous cell carcinoma FaDu cells,
showed a dose-dependent effect after treatment with ZnO-NPs [38,53,67-69], resulting in
stimulation of the intrinsic pathway of apoptosis with very similar patterns.

ZnO-NPs induced similar changes in transcript levels of diverse proteins, such as p53,
BAX, BCL-2, CYT-c, CAS-9, CAS-8 and CAS-3, with significant differences versus control
cell models. They also documented the induction of apoptosis through oxidative stress-
mediated Ca?* release, ROS generation, and loss of mitochondrial membrane potential.
Tumor cells have an increased susceptibility to ZnO-NP exposure. ZnO-NPs also induce
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apoptosis in germ ovarian germ cells CHO-K1, male germ Leydig and Sertoli cells (mouse
model), causing time-dose-dependent damage, genotoxicity caused by increased ROS,
and loss of mitochondrial membrane potential was reported. In addition, injection of
ZnO-NPs into male mice caused structural alterations in the seminiferous epithelium and
sperm abnormalities [58,59]. In 2020, Sruthi et al. [60], proposed a non-apoptotic mode of
cell death following exposure of ZnO-NPs in murine microglial BV-2 cells. By triggering
an accumulation of ROS favoring altered and increased plasma membrane permeability
and also loss of mitochondrial membrane potential, leading to the formation of “ghost
cells” without apoptotic features, there was no caspase-3 or PARP fragmentation in BV-2
cells. However, an adaptive response involving increased mitochondrial biogenesis cannot
be excluded.

4. Caspases Expression and ZnO-NPs

The caspases are at the core of executing apoptosis by orchestrating cellular destruction
with a proteolytic mechanism. Caspases are a family of at least a dozen cysteine proteases;
they are expressed as inactive proteases [70-72] Caspase activation occurs by cleavage of the
pro-domain and inter-subunit linker, the latter of which is most critical. The mature enzyme
is formed by a dimer containing a small and a large subunit that generates an active site on
each side. Apoptotic caspases are functionally subdivided into initiator (caspases-8, 9, and
10) and effector (caspases-3, 6, and 7), Apaf-1 attaches to cytochrome-c and procaspase-9 to
form a proteic complex called the apoptosome that activates the caspase-3, which finally
initiates apoptosis. Because caspase-3 is involved in the final molecular steps, it is used
as a molecular marker to confirm apoptosis. It is well documented that mRNA levels of
caspase-3, caspase-9, and Apaf-1 increase dose-dependent mode after ZnO-NP exposure.
Thus, ZnO-NPs induce caspase signaling-related protein expression. In a study by Cheng
et al. in bone cancer cells, there is a substantial increase in the protein levels of BAX,
caspase-3 and caspase-9 when treated with ZnO-NPs, compared with control cells. Control
cells displayed a decreased rate of apoptosis.

Cells administered with 50 pg/mL of ZnO-NPs exhibited a higher rate of apoptosis
than cells supplemented with 30 pg/mL of Zn-ONPs [53,73-75]. Tumor cells show greater
susceptibility to apoptosis after exposure to ZnO-NPs. Considering that the molecular
changes in cancer cells include resistance to apoptosis, which can lead to immortality and
a high rate of cellular division, ZnO-NPs undoubtedly constitute a very promising line
of therapeutic research. Pro-apoptotic and anti-apoptotic molecules, such as p53 and the
B-cell lymphoma 2 (BCL-2) family, closely regulate apoptosis. ZnO-NPs treatment causes a
significant increase in mRNA expression of cell cycle checkpoint proteins p53, BAX, and
caspase-3 and downregulates anti-apoptotic BCL-2 proteins in epidermoidal carcinoma
cells. A similar effect in the overexpression of p53 was reported in hepatocytes and kidney
tissue after oral administration in rats with ZnO-NPs. ROS induces the translocation, phos-
phorylation, and cleavage of pro-apoptosis BCL-2 members, leading to the induction of
apoptosis. Caspase-9 and caspase-3 activation can be completely abolished by the presence
of antioxidants, which confirms that is a ROS-dependent pathway in ZnO-NP-induced
apoptosis [33,76]. On the other hand, there are reported differences in apoptotic gene
expression between fresh and aged ZnO-NPs. Wang et al., in 2020, reported at least a
dozen apoptosis genes that were significantly overexpressed in fresh ZnO-NP-exposed
cells, compared to only half of the genes overexpressed in human peripheral blood T lym-
phocyte cells after addition of aged ZnO-NPs; interestingly, the expression of caspase-3 was
not significantly changed [77]. ZnO-NPs are used in numerous dermatological products,
cosmetics and sunscreens. Application of ZnO to the skin increases the level of zinc ions
in the epidermis, then in the systemic circulation, and finally in the urine; although the
amount that penetrates the skin and enters the circulation is low, it can be detected in urine
and blood. Therefore, in vivo studies on blood cells, including erythrocytes, lymphocytes,
monocytes, eosinophils, and platelets, are essential. In a study using 100-130 nm ZnO-NPs,
lymphocytes were found to be the most sensitive to the action of the NPs. Human B lym-
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phocyte and human monocyte cell lines were the most susceptible to the activity of 100 nm
diameter nanoparticles. In contrast, human T lymphocytes and human promyelocytes were
slightly more sensitive to 130 nm ZnO-NPs. Human promyelocytes are the most resistant
to ZnO nanoparticles, while human monocytes are the most sensitive. When exposed to
ZnO-NPs with a diameter of 15-24 nm, human lymphocytes display a dose-dependent
decrease in mitochondrial activity. Khan et al., [35] in 2015, found ROS elevation and
hemolytic action conditioned by ZnO-NPs in human erythrocytes. In contrast, in human
eosinophils, ZnO-NPs delays apoptosis through caspase suppression and de novo protein
synthesis. This evidence demonstrates that although caspases are ubiquitous proteins in all
multicellular systems, cell type, energetic demands and their functions play an important
role and influence susceptibility to apoptosis [35-37,78].

5. Effect of ZnO-NPs in Mitochondrial Membrane Potential

Mitochondrial membrane potential (MMP) maintains efficient ATP synthesis and an
appropriate proton gradient across its lipid bilayer; also its integrity plays a vital role in
inducing apoptosis. The effects of ZnO-NPs on MMP are widely studied. Pro-apoptosis
BCL-2 family proteins also induce the permeabilization of the outer mitochondrial mem-
brane, as well as modulate mitochondrial homeostasis for contributing to the loss of MMP.
There is a strong correlation between MMP and ROS production and it is widely accepted
that mitochondria produce more ROS at a high membrane potential. Depolarization of
MMP produced either by a closure of the mitochondrial permeability transition pore or
inhibition of ATP synthase is associated with increased ROS production. Additionally, the
mitochondrial permeability transition pore has been demonstrated to induce depolarization
of MMP, release of apoptogenic factors and loss of oxidative phosphorylation. Wang et al.,
in 2018, reported that ZnO-NDPs increased the intracellular ROS level and decreased MMP
in CAL 27 oral cancer cell lines. Similar results were reported in AGS gastric cancer cells,
with significantly reduced MMP levels; this diminution of MMP after inner mitochondrial
membrane permeabilization stimulates the release of several apoptotic factors [40,52,78].

6. Conclusions

This systematic review aimed to include the most recent scientific evidence concerning
the cytotoxic effect of ZnO-NPs in biological models and in particular on mitochondrial
damage in multiple biological models. Since mitochondria are among the most complex
and relevant organelles for cellular homeostasis, it is indispensable to define the most
relevant mechanisms leading to cell dysfunction/death. Although the applications of
ZnO-NPs have revolutionized modern life with unprecedented advances in the medical
field, their harmful and cytotoxic effects cannot be neglected. The unique properties of
ZnO-NPs are dependent on morphology, size, concentration, and exposition period.

The contribution and usefulness of ZnO-NPs in medical oncology is of great interest;
in particular, their contribution in the therapeutic area is increasingly relevant due to the
immense potential in the public health sector because cancer remains among the leading
causes of death worldwide. Tumor cells show a different cytotoxic effect compared to
healthy cells of the same lineage, and the response also varies depending on the exposure
time, size and shape of ZnO-NPs. Due to the heterogeneity in research design, more in vitro
investigations are required, to determine the exact mechanisms of cytotoxicity, and further
clarify the anti-cancer effect of ZnO-NPs. Therefore, it is imperative to perform further
in vitro trials with different tumor lines from the same tissue—for example, the human
cervical cancer cell SiHa and the cervical cancer cell line HeLa—at different concentrations
to properly examine the cytotoxic properties of ZnO-NPs. More emphasis should be given
to the correlation between the size (5-100 nm) and structural shapes, including spherical,
oval, elongated, irregular, and hexagonal, of ZnO-NPs and their mitochondrial toxicity.
Because ZnO-NPs can act as anti-cancer agents against different tumor lines resistant to
conventional chemotherapeutic treatments, they provide a talented substitute approach
to chemotherapies.
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On the other hand, other important characteristic of ZnO-NPs, with the same impact
on public health, are the possible teratogenic effects in embryonic cell models, affecting mi-
gration, cell—cell interaction and cell differentiation as well as intervening in mitochondrial
pathways, as already mentioned.

Since we are certainly in daily contact with ZnO-NPs, more attention needs to be
addressed to them, since bioaccumulation of these elements can occur in plants, food and
aquatic species, with a direct impact on human and environmental health. Table 2 aims to
summarize the most relevant factors involved in the mitochondrial and cellular response
after exposure to ZnO-NPs found in the most relevant literature. We believe that this
systematic review provides information on correlation and impact on future research.

Table 2. Effects triggered after exposure to ZnO-NPs.

Mitochondrial Pathway ZnO-NPs Effect

1T mDNA replication and transcription systems.
1 PSD1 to mitochondrial maintenance.

1 Mitochondrial biogenesis by PGC-1.

T Mitophagy.

1 p53, BAX, BAK, SMAC and cytochrome-c levels to
induce apoptosis.

1T DNA fragmentation and cytoplasmic reduction.

1 Anti-BCL2.

T Pro-caspases-9 and pro-caspase-3 to convert in
activated caspase-9.

T Apaf-1.

T Apoptosome.

Mitochondrial biogenesis

Apoptosis induction

Caspases induction

1 Mitochondrial membrane potential.

1 ATP synthase.

T Reactive oxygen species.

1 Mitochondrial pore abnormalities with delivery of
pro-apoptotic proteins.

Mitochondrial membrane potential

1: Increase; mDNA: mitochondrial DNA; PSD1: phosphatidylserine decarboxylase 1; PGC-1: peroxisome
proliferator-activated receptor y coactivator 1a; p53: p53 protein; BAX; Bax protein; BAK: Bak protein; SMAC: sec-
ond mitochondria-derived activator of caspase; BCL2: B-cell lymphoma-2 proteins; Apaf-1: Apoptotic Peptidase-
Activating Factor 1; ATP synthase: adenosine triphosphate synthase.
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