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Resumen

La aplicaciéon de la nanotecnologia, especificamente de las nanoparticulas en campos como
la medicina, la remediacion medioambiental y la agricultura pasa por conocer y entender las
interacciones que ocurren entre estas y el sistema bioldgico, para lo cual es necesario abordar el
estudio de la nano-biointerface. Con base en resultados obtenidos en el estudio de la capacidad
antifungica y antibacterial de las nanoparticulas de 6xido de cinc (ZnO-NPs), se hizo una revision
de ciertos fenomenos fisicoquimicos que podrian ocurrir en la interface entre semiconductor y
membrana celular y explicarian la accion de dichas nanoparticulas. Concretamente, se analizaron los
efectos de la naturaleza semiconductora del ZnO y la existencia de defectos puntuales en el solido, asi
como de las interacciones de tipo entropico, sobre un sistema biologico. Con base en estos procesos
fisicoquimicos, se estructuraron modelos cualitativos de mecanismos que permitirian explicar los
efectos de la presencia de las ZnO-NPs en cultivos de diversos hongos (Omphalia sp., Colletotrichum
sp. y Phoma sp.), tales como la inhibicion de su crecimiento y la alteracion de su ultraestructura, y de
la bacteria Escherichia coli, en la cual causarian la inhibicion del crecimiento hasta en un ~70 % y una
concentracion minima inhibitoria (CMls,) de 30,40 pg/mL, sin incidencia de radiacion UV.

Palabras clave: nano-biointerface; interacciones entropicas; semiconductor; defectos puntuales;
patogenos.

Abstract

The application of nanotechnology, specifically of nanoparticles (NPs), in fields such as medicine,
environmental remediation, and agriculture, requires knowledge and understanding of the interactions
occurring between biological systems and NPs. It is, therefore, necessary to undertake the study of
the nano-biointerface. Based on the results obtained in studies on the antifungal and antibacterial
capacity of the zinc oxide nanoparticles (ZnO-NPs), a review is presented of certain physicochemical
phenomena that might occur at the semiconductor-cell membrane interface and that would allow
explaining the action of these NPs. Specifically, analysis was made of the effects on a biological
system of entropic-type interactions, the semiconductor nature of ZnO and the existence of specific
defects in the solid. Based on these physicochemical processes, qualitative models were structured of
mechanisms that would explain the effects of the presence of ZnO-NPs on cultures of various fungi
(Omphalia sp., Colletotrichum sp., and Phoma sp.), their growth inhibition, and the alteration of
their ultrastructure, as well as on Escherichia coli bacteria, whose growth was inhibited up to ~70%
reaching an MIC,  of 30.40 ug/mL without incidence of UV radiation.

Keywords: Nano-biointerface; Entropic interactions; Semiconductor; Point defects; Pathogens.
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Introduccion

En la naturaleza se presentan diferentes interfaces: principalmente sélido-solido, solido-
liquido, so6lido-gas y liquido-gas, en las que ocurren toda una serie de procesos fisicoqui-
micos de gran interés cientifico y tecnologico. El analisis y estudio de la interface solido—
gas han permitido el desarrollo de campos del conocimiento importantes, de gran interés
tecnologico, como es el caso de la catalisis (Suib, 2013) y los sensores de gases (Jaaniso &
Tan, 2013). Otras interfaces mas especificas, como las de metal-metal, metal-semiconductor,
semiconductor-semiconductor y metal-dieléctrico, entre otras, han contribuido al desarrollo
de una gran variedad de dispositivos de importancia tecnologica (Rhoderick, 1980; Sze &
Ng, 2007). En la actualidad hay gran interés por una interface muy particular denominada
nano-biointerface o bio-nanointerface, dependiendo de como se la mire, que es la que se
genera entre un nanomaterial, o una nanoparticula en particular, y un sistema biologico
(Nel, et al., 2009). Esta interface es importante cuando se estudia la interaccion de las
nanoparticulas con los sistemas bioldgicos en la perspectiva de su potencial aplicacion en la
medicina (Ciofani, 2018), en la biologia (Salata, 2004; De, et al., 2008) y, especificamente,
en la agricultura (Lopez-Valdez & Fernandez-Luqueiio, 2018; Faisal, et al., 2018). En
esta biointerface ocurre una serie de interacciones fisicoquimicas dinamicas, asi como
intercambios cinéticos y termodinamicos, entre la superficie de los nanomateriales y la de
los sistemas bioldgicos, incluidas las proteinas, la membrana celular, la pared celular, los
fosfolipidos, las organelas, el ADN y los fluidos bioldgicos, entre otros. La comprension e
interpretacion de las interacciones y los fendmenos que ocurren en esta interface facilitarian
la aplicacion de la nanotecnologia a la biologia. Cominmente, estos estudios consideran
que las nanoparticulas se encuentran “inmersas” o “suspendidas” en un cultivo o medio
bioldgico y se estudia su interaccion con la membrana celular, las organelas o el citoplasma,
considerando las fuerzas de interés para la fisicoquimica coloidal, dada la naturaleza de las
nanoparticulas, y la forma en que se modifican estas interacciones en presencia del sistema
biologico (Lyklema, 1993; Ohshima, 2012).

Para entender los fendmenos y procesos que ocurren en la nano-biointerface, se deben
tener en cuenta, principalmente, tres factores (Nel, ef al, 2009: Pulido-Reyes, et al.,
2017): 1) las caracteristicas de la superficie del nanomaterial; 2) las caracteristicas del
medio donde esté inmerso o suspendido, y 3) las propiedades y el efecto del sistema o
sistemas bioldgicos presentes. Con relacion a la superficie del nanomaterial, sus carac-
teristicas estan determinadas por su composicion quimica, su forma y tamaio, el valor de
su superficie especifica, su porosidad, los grupos funcionales y ligandos que determinan
su naturaleza acida o basica, asi como su hidrofobicidad o su caracter hidrofilico, el tipo
de estructura cristalina superficial y sus heterogeneidades y el estado de oxidacion de
los cationes superficiales, entre otros aspectos (Nel, et al.,, 2009; Pulido-Reyes, et al.,
2017; Verma & Stellaci, 2010; Pulido-Reyes, et al., 2015). El segundo factor que debe
considerarse es externo al s6lido, pero afecta las caracteristicas y el comportamiento de
las nanoparticulas. Las caracteristicas del medio donde estas se suspenden determinarian
su tamafio hidrodinamico, su carga efectiva, la valencia de los cationes superficiales,
asi como su estado de agregacion y su capacidad de disolucion (Pulido-Reyes, ef al.,
2017; Brian, et al., 2011). La interaccion del nanomaterial con el medio puede, ademas,
promover la adsorcion de iones, proteinas, compuestos organicos y surfactantes, asi como
la formacion de una estructura de doble capa a su alrededor, o minimizar su energia libre
superficial mediante la reestructuracion o “relajacion” de la superficie (Nel, et al., 2009;
Min, et al., 2008).

Un tercer factor se relaciona con las caracteristicas del sistema bioldgico que interac-
tia con el nanomaterial, las que estarian determinadas por su composicion y su capacidad
para afectar el entorno (Pulido-Reyes, ef al., 2017). El sistema biologico puede contener
grandes moléculas organicas: proteinas, fosfolipidos, acidos nucleicos y sacaridos, entre
otras. Cuando la nanoparticula interactia con estas biomoléculas pueden ocurrir tres
procesos: 1) la adsorcion de las biomoléculas sobre la superficie del nanomaterial; 2) la
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reconstruccion y alteracion de las funciones de las proteinas, y 3) las reacciones redox entre
la nanoparticula y las especies reactivas (Tian, et al., 2020). Estas nano biointeracciones no
solo pueden afectar las caracteristicas y funcionalidad de las nanoparticulas sino, también,
la funcién bioldgica celular (Liu, et al., 2013).

La adsorcion de las biomoléculas es un proceso critico cuando el nanomaterial
interactiia con el sistema bioldgico. Considerando especificamente la presencia de pro-
teinas, su adsorcion se ve favorecida si la superficie del nanomaterial estd cargada y es
hidrofébica. Ademas, la adsorcion de las proteinas por el nanomaterial esta determinada
por la afinidad del enlace proteina—nanomaterial, asi como por las interacciones proteina—
proteina, las cuales llevan a la conformacion de un ensamble entre el nanomaterial y
las proteinas adsorbidas denominado “corona nanomaterial-proteina” (Rahman, et al.,
2013). Esta corona de proteinas es una entidad dindmica en la que las proteinas se adsorben
continuamente en la superficie de la nanoparticula; si estas no se adsorben a través de
enlaces covalentes, se desorben y son reemplazadas, rapidamente, por otras proteinas
(Pulido-Reyes, et al., 2017). Esta corona de proteinas no es espacialmente homogénea
(Cai, et al., 2017), ya que presenta una capa interna, denominada “corona dura”, muy
robusta y estable, constituida por proteinas que se adsorben fuertemente a la superficie
de la nanoparticula a través de un mecanismo de naturaleza entropica. En esta “corona
dura”, las proteinas prolongan bastante el tiempo de residencia, y tienen un intercambio
lento y grandes cambios de configuracion. El modelo estructural y composicional de la
corona nanoparticula-proteinas (Pulido-Reyes, et al., 2017; Rahman, et al., 2013; Cai,
et al., 2017) considera la presencia de otra capa sobre la “corona dura”, denominada
“corona blanda”, constituida por proteinas débilmente ligadas, con baja afinidad entre
ellas, y favorecidas termodinamicamente (Goppert & Muller, 2005), que presentan muy
pocos cambios de configuracion (Pulido-Reyes, et al., 2017, Rahman, et al., 2013). Esta
“corona blanda” (externa) es mas dinamica, por lo que las proteinas que la conforman
presentan un rapido intercambio con las proteinas libres que se encuentran en el medio que
rodea el nanomaterial. Es por ello que se considera el mapa proteémico de la corona blanda
como la “antena comunicante” entre la nanoparticula y el sistema biologico (Cai, et al.,
2017), lo que indica que la cinética de asociacion y disociacion del sistema nanoparticula—
proteinas, asi como el intercambio con las proteinas libres en el medio, determinarian la
interaccion del nanomaterial con el sistema biologico correspondiente. Por lo tanto, para
entender la interaccion de las biomoléculas con la nanoparticula, es necesario considerar,
ademas del tamafio y la forma de la particula, la naturaleza fisicoquimica de su superficie:
hidrofobicidad, radio de curvatura, carga eléctrica, y tipo de defectos, entre otros aspectos.
Ademas, en la superficie pueden existir grupos funcionales o especies quimicas que refle-
jen la historia previa de las nanoparticulas y afectarian la cinética de adsorcion de las
proteinas (Nel, ef al., 2009). Estas especies quimicas preexistentes tendrian su origen en
el método de sintesis utilizado en la obtencion de las nanoparticulas, o en su exposicion al
medio ambiente.

La naturaleza eléctrica de los nanomateriales es una caracteristica que habria que
considerar al analizar su interaccion con un sistema biologico. Aunque actualmente es
de interés estudiar el efecto de las nanoparticulas semiconductores en ciertos sistemas
biolégicos, principalmente su toxicidad (Yan, ef al., 2017), esta caracteristica no se ha con-
siderado. Un efecto importante que se generaria a partir de la interaccion semiconductor-
sistema bioldgico, es el propiciado por el potencial redox de las especies quimicas que con-
forman dicho sistema y que afectaria la posicion del nivel de Fermi del semiconductor, asi
como los bordes de sus bandas de conduccion y de valencia, afectando el comportamiento
eléctrico del material. Lo anterior ocasionaria que las bandas de energia del semiconduc-
tor se curvaran (Zhang & Yates, 2012), generando la transferencia de carga interface y,
por lo tanto, una region de carga espacial cuya extension dependeria de la naturaleza y
concentracion de las impurezas presentes en la superficie del material (dtomos metalicos
0 especies quimicas adsorbidas), asi como el tipo de defectos del nanomaterial. Tanto
las impurezas como los defectos generan estados localizados en el interior de la brecha
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de energia del semiconductor, originando niveles cuasi-Fermi que, al alinearse con los
orbitales moleculares no llenos de las biomoléculas de la interface, propiciarian reacciones
electroquimicas y, por lo tanto, la estimulacion celular.

Si se consideran los fendmenos y procesos fisicoquimicos que ocurren en la biointer-
face semiconductor—membrana celular, estos permitirian justificar, en parte, el efecto
de la presencia de nanoparticulas de estos semiconductores, entre ellas las del 6xido de
zinc (Zn0O), en los sistemas biologicos. El interés especifico de esta revision es sefialar
la importancia de ciertos fenomenos fisicoquimicos que pueden ocurrir en la nano-
biointerface, con el fin de explicar el efecto antifiingico y nanotoxico de las ZnO-NPs
reportado en la literatura cientifica y que se ilustra a continuacioén indicando, a la vez,
algunos resultados experimentales obtenidos en nuestro laboratorio.

Resultados experimentales que evidencian la capacidad antifungica
y antibacterial de las ZnO-NPs

Las interacciones y los diversos fendmenos fisicoquimicos que ocurren en la bio-interface
nanomaterial-membrana celular, asi como sus caracteristicas, permiten explicar y justifi-
car los efectos favorables o toxicos que se generan al poner en contacto las nanoparticulas
de un cierto material, por ejemplo un 6xido metalico, con un sistema biolégico parti-
cular. Estos efectos estan ampliamente registrados e ilustrados en la literatura cientifica
mediante reportes que presentan los resultados de la evaluacion de la toxicidad de las
nanoparticulas en general, es decir, la nanotoxicidad (Zhao, et al., 2016), y la de las
ZnO-NPs en particular (Singh, 2019; Demir, 2020). Existe un gran interés en evaluar
la capacidad antifungica de estas nanoparticulas (Alghuthaymi, et al., 2021), asi como
conocer su efecto antibacterial (Gudkov, ef al., 2021; Sirelkhatim, et al., 2015). El interés
especifico de nuestro grupo de investigacion se ha centrado en evaluar la nanotoxicidad
de las ZnO-NPs (Medina, et al., 2018) y su efecto en los hongos que afectan los cultivos
de café: Cercospora sp. (Patiiio-Portela, et al., 2021), Mycena citricolor (Arciniegas-
Grijalba, et al., 2019), Collecotrihum sp. (Mosquera-Sanchez, et al., 2020), y Erythrium
salmolicolor (Arciniegas-Grijalba, et al., 2017), y en otros mas comunes como
Aspergillus niger y Botrytis cinerea (Erazo, et al., 2019).

Para ilustrar el efecto de las ZnO-NPs en ciertos sistemas bioldgicos, se indican a conti-
nuacion resultados obtenidos recientemente en nuestro laboratorio después de una rigurosa
observancia de los protocolos establecidos para realizar los ensayos correspondientes, los
cuales se describen detalladamente en los articulos publicados y en los trabajos referen-
ciados. Ademas, las ZnO-NPs empleadas se sintetizaron en nuestro laboratorio siguiendo
rutas quimicas, como el método diol (Patifio-Portela, ef al., 2021; Arciniegas-Grijalba,
et al., 2019; Erazo, et al., 2019), el sol-gel (Arciniegas-Grijalba, et al., 2017), el com-
plejo polimérico de Pechini (Vargas, et al., 2021), o precipitacion controlada (Rodriguez-
Paez, 2013; Rodriguez-Paez, et al., 2019).

En la figura 1 se muestran las caracteristicas del crecimiento micelial macroscopico
del hongo Omphalia sp. a los 17 dias de edad, considerando el testigo (Figura 1a) y una
cepa sometida al tratamiento con ZnO-NPs (12) (Figura 1b). Segtn los resultados, a los
17 dias de tratamiento con las ZnO-NPs en la concentracion indicada, se observo la inhibi-
cion del crecimiento del hongo, efecto evidenciado por cambios morfologicos del area de
su crecimiento, asi como por el halo de inhibicién que se observo en el medio de cultivo
(Figura 1b).

En las micrografias obtenidas con microscopia electronica de transmision (Figura
2), se observan cortes transversales de muestras representativas de Colletotrichum sp.
sin tratamiento (Figura 2a) y con tratamiento con ZnO-NPs (Figura 2b) . En ellos se
evidencia el efecto de la presencia de estas nanoparticulas en la estructura de la hifa,
caracterizada, principalmente, por la gran vacuolizacion en las muestras tratadas con el
nanomaterial (Figura 2b). Por otro lado, en la pared celular se evidencia la accion de las
ZnO-NPs: en la muestra de control (Figura 2a) la pared celular fue menos electrodensa
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FORMA

(a) Circular ‘ (b) Irregular

MARGEN
(a) Radial ‘ (a) Radial

TEXTURA

(a) Algodonosa ‘ (b) Glabrosa

AREA DE CRECIMIENTO
(a) 20,75 cm? ‘ (b) 1,616 cm?

Figura 1. Crecimiento micelial macroscopico del hongo Omphalia sp. a los 17 dias de edad: (a)
testigo y (b) tratado con una concentracion de 12 de nanoparticulas de ZnO (Agredo-Trochez &
Molano-Cabezas, 2020).

que en las hifas que crecieron en presencia de las ZnO-NPs (Figura 2b). Ademas, en estas
ultimas se formo una capa de apariencia fibrilar (indicada por la flecha delgada en la figura
2b) bastante electrodensa, lo que podria sugerir la adherencia de las ZnO-NPs a la capa
externa de la pared celular (flecha gruesa), o su afectacion del entorno de la capa celular. Se
requiere un analisis mas cuidadoso de esta zona (Figura 2b) para determinar la presencia
de las nanoparticulas en esta capa fibrilar.

En el estudio de Agredo-Trochez & Molano-Cabezas (2020) y en ¢l de Mosquera-
Sanchez (2021), las ZnO-NPs se sintetizaron utilizando el método diol y se obtuvieron
particulas primarias esferoidales entre 20 y 70 nm, con bajo nivel de aglomeracion
(Mosquera-Sanchez, et al., 2020), no estequiométricas, en las que las vacancias de oxi-
geno fueron el defecto puntual mas importante (Erazo, et al.,, 2019; Agredo-Trochez &
Molano-Cabezas, 2020).

Un resultado similar se obtuvo cuando se tratd el hongo Phoma sp. con ZnO-NPs, tal
como se observa en la figura 3 (Arciniegas-Grijalba & Patifio-Portela, 2015). En ella es
evidente un incremento en el niimero de vacuolas (V), y un aumento de la red fibrilar (R))
que rodea la pared celular (Pc) de la célula. Para realizar este ensayo se utilizaron ZnO-
NPs sintetizadas por el método sol-gel (Arciniegas-Grijalba, ef al.,, 2017; Arciniegas-
Grijalba & Patiiio-Portela, 2015). Estas nanoparticulas presentaron dos morfologias:
esferoidal y acicular, aunque observando mas cuidadosamente estas ultimas, se vio que
estaban conformadas por una agregacién ordenada de nanoparticulas esferoidales. Es
decir que, realmente, las particulas primarias tendrian una forma esferoidal y un tamafio
entre 20 y 35 nm (Arciniegas-Grijalba, et al., 2017).
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Figura 2. Micrografias electronicas de corte transversal de Colletotrichum sp. en ausencia (a) y
presencia (b) de nanoparticulas de 6xido de cinc (ZnO-NPs) donde se observa la pared celular
(flecha gruesa), la capa fibrilar que rodea la pared celular de la hifa (flecha delgada) y vacuolas (V)
(Mosquera Sanchez, 2021).

Figura 3. Micrografia electronica de transmision de Phoma sp.: (A 'y B) testigo, (C) sometido al
tratamiento con el fungicida (oxicloruro de cobre - Cu,(OH),Cl), y (D y E) tratado con ZnO-NPs
en una concentracion 12 mmol.L! [nacleo (N), nucléolo (Nc¢), pared celular (Pc), vacuolas (V) y
mitocondrias (Mit)] (Arciniegas-Grijalba & Patifio-Portela, 2015).

También se ha evaluado en nuestro laboratorio el efecto antibacterial de las ZnO-NPs
(Benitez-Salazar, 2021). En la figura 4(i) se muestran dos cultivos en agar sangre de una
dilucion de 102 de la bacteria Escherichia coli: sin ningln tratamiento (Figura 4i-a) y
tratada con una concentracion de 250 ug/mL de ZnO-NPs (Figura 4i-b). Como se observa
en la Figura 4(i), en el cultivo de las bacterias tratadas con nanoparticulas (Figura 4i-
b) se redujo apreciablemente el niimero de colonias comparado con las bacterias que no
tuvieron ningln tratamiento (Figura 4i-a). Este resultado puso en evidencia la capacidad
de inhibicion del crecimiento microbiano propiciado por las ZnO-NPs.

Los resultados obtenidos en este trabajo (Benitez-Salazar, 2021) mostraron que las
ZnO-NPs sintetizadas, en concentraciones altas y medias (entre 500 y 32 pg/mL), inhi-
bieron el crecimiento de las bacterias E. coli entre un ~70 y ~50 %, respectivamente, con
una MIC, (parametro que indica la capacidad de una sustancia de inhibir una funcion
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Figura 4. (i) Bacterias E. coli a una dilucion de 10, (a) sin tratamiento y (b) tratadas con ZnO-NPs
[250 pg/mL], asi como (ii) la curva utilizada para determinar el valor IC,, de las ZnO-NPs para
inhibir el crecimiento de la bacteria E. coli (Benitez-Salazar, 2021).

biolégica o bioquimica especifica en un 50%) de 30,40 pg/mL. Para obtener el valor
experimental de la MIC,, (Benitez-Salazar, 2021), se recurrio al programa GraphPad
Prism. En la figura 4(ii) se pueden visualizar los datos normalizados y el célculo de la IC,
con su respectivo coeficiente de correlacion. El resultado obtenido de MIC, =30,40 pg/
mL (Figura 4(ii)) es del mismo orden de magnitud al reportado por Abbasi, et al. (2020)
al tratar E. coli con ZnO-NPs obtenidas por sintesis verde (~15,62 ng/mL), pero menor al
obtenido por Verma, et al. (2018) cuando sometieron la bacteria a la acciéon de ZnO-NPs
obtenidas por molienda a alta energia (~550 pg/mL después de 15 horas de molienda).
Estos resultados reiteran el efecto del método de sintesis empleado en las propiedades y
funcionalidad de las nanoparticulas obtenidas.

Las ZnO-NPs utilizadas por Benitez-Salazar en su trabajo de grado (2021), se obtu-
vieron empleando el método del complejo polimérico de Pechini (Vargas, et al., 2021).
Estas nanoparticulas presentaron una morfologia esferoidal, con un tamafo de particula
primaria menor a los 100 nm, las cuales experimentaron una aglomeracion especial
generando particulas secundarias con forma de barras o laminas, del orden de las micras.
Ademas, en el andlisis quimico elemental con la microsonda EDS del microscopio de
barrido, se encontrd que la muestra no era estequiométrica y predominaban zonas ricas en
oxigeno, lo que llevo a concluir que en estas ZnO-NPs el defecto mas importante era el
oxigeno intersticial (O,).
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Discusion

Para explicar y justificar estos resultados sobre el efecto antifungico y antibacterial de
las ZnO-NPs (Agredo-Trochez & Molano-Cabezas, 2020; Mosquera Sanchez, 2021;
Arciniegas-Grijalba & Patifio-Portela, 2016; Patifio-Portela, ef al., 2021; Arciniegas-
Grijalba, et al., 2019; Erazo, et al., 2019; Mosquera-Sanchez, et al., 2020; Benitez-
Salazar, 2021), puede aducirse el efecto del tamafio nanométrico de la particula y el
correspondiente alto valor de superficie especifica o area superficial, lo que reflejaria
el namero de sitios activos en los cuales ocurre la produccion de especies reactivas de
oxigeno ERO (ROS), asi como su morfologia y composicion (Yang, et al., 2009). Pero lo
que ha mostrado la experiencia es que, para explicar mas precisa y completamente estos
efectos, no es suficiente considerar los mecanismos quimicos (disolucion y disociacion
del ZnO para generar el ion cinc — Zn** y la generacion de las ERO (ROS)) y fisicos
(abrasion, penetracion de la membrana y fuerzas) (Sirelkhatim, ef al., 2015; Ma, et al.,
2013; Sawai, et al., 1996), también es necesario considerar otros fenomenos fisicoquimicos
que podrian ocurrir en la bio-interface entre el ZnO y la membrana celular, a los cuales
se hara referencia a continuacion. Indudablemente, para determinar el papel especifico de
cada uno de ellos y el grado de importancia que tendrian en la capacidad antifiingica y
antibacterial de las nanoparticulas en general, y de las ZnO-NPs en particular, es necesario
estudiarlos de manera mas cuidadosa y sistematica.

Procesos bio-fisicoquimicos regulados por la entropia

La entropia es un concepto importante de la termodinamica (DeHoff, 2006) que ayuda
a analizar y explicar fenomenos que involucran tanto la formacién estructural como las
transiciones estructurales que ocurren en la naturaleza. La entropia permite cuantificar la
irreversibilidad de los procesos termodinamicos y una de sus mas importantes aplicacio-
nes en los sistemas compuestos constituidos por un gran nimero de partes elementales,
como es el caso de la nano-biointerface, pues suministra informacion sobre la reacomo-
dacion de sus componentes debido a la redistribucion espacial de la masa y la energia que
ocurriria al interior del sistema. Ademas, se puede utilizar para analizar la regulacion de
la estructura del sistema bioldgico involucrado, su respuesta y su funcion (Zhu, et al.,
2020). Los potenciales efectos entropicos que podrian ocurrir en esta interface permitirian
regular algunas de las propiedades fisicoquimicas en el ordenamiento lipidico, la orga-
nizacion estructural de las proteinas propiciada por la curvatura de la pared celular y el
optimo enlace ligando-receptor, entre otros fenomenos (Zhu, et al., 2020). Cuando una
nanoparticula entra en contacto con un sistema biologico, sea un hongo o una bacteria,
las interacciones fisicoquimicas en la nano-biointerface podrian conducir al desarrollo
de procesos biocataliticos, a la formacion de coronas de proteinas, el enrollamiento o
envolvimiento de la nanoparticula por parte de la pared o membrana celular y, en ultimas,
a una respuesta intracelular del sistema bioldgico que consideraria a la nanoparticula como
un objeto biocompatible o no (Nel, ef al, 2009). Cuando una nanoparticula se acopla
a un sistema bioldgico, se pueden generar interacciones complejas que involucran las
de naturaleza entalpica y entropica, las cuales propiciarian en el sistema transiciones de
ordenamiento (Xu, ef al., 2017). Por ejemplo, cuando se presenta adsorcion de las proteinas
sobre las nanoparticulas, tanto la carga superficial que estas poseen (que daria origen a una
interaccion entalpica), como la naturaleza hidrofébica de su superficie (que generaria una
interaccion entrdpica), favorecen su adsorcion (Cai, ef al., 2017). El potencial general que
se produciria en la nano-biointerface, resultado de todas las fuerzas de interaccion entre
las nanoparticulas y la superficie de la membrana, podria ocasionar la ruptura fisica de esta
debido al incremento de la tension superficial sobre ella (Arakh, et al., 2015).

Al utilizar la entropia para describir la interaccion nanoparticula—sistema biologico,
se pueden considerar tres tipos de fuente de entropia: 1) la entropia conformacional o
configuracional, 2) la entropia traslacional y vibracional, y 3) la entropia de forma
(Zhu, et al., 2020; Zhu, et al., 2018). Indudablemente, la mas importante es la entropia
configuracional, ya que las biomoléculas que conforman el sistema bioldgico presentan una
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arquitectura de cadenas largas que puede conducir a diferentes configuraciones (Frederick,
et al., 2007). Especificamente en cuanto a las proteinas, y entre estas las proteinas
desordenadas (Frederick, et al., 2007; Zeno, et al., 2019), constituyentes importantes
de la pared celular de los hongos, por ejemplo (Figura 5), la entropia configuracional
contribuiria significativamente a su energia estructural (Frederick, et al., 2007), asi como
a la energia libre del enlace ligando-receptor (Hu, ef al., 2013) y a aquella relacionada con
la funcionalidad de la membrana cercana a las proteinas (Zeno, ef al., 2019). Ademas, este
tipo de entropia puede afectar las funciones de los lipidos y la organizacion espacial de las
nanoparticulas al interior de la membrana (Ren & Ma, 2009).

Por otro lado, existe la posibilidad de que la membrana celular, por plegamiento de su
estructura, introduzca la nanoparticula en su interior (fenémeno denominado endocitosis)
(Zhang, et al., 2015), lo que incrementaria la complejidad de las interacciones. Estas
pueden variar dependiendo de las condiciones experimentales: naturaleza del sistema
bioldgico (célula, bacteria, hongo, virus, etc.), estados de diferenciacion y la composicion
del medio de cultivo, entre otras. También el método de sintesis utilizado para obtener las
nanoparticulas es importante (Nel, et al., 2009). Cuando la nanoparticula entra en la mem-
brana celular, esta se recubre de proteinas, lo que propiciaria cambios configuracionales y
la formacion de la corona de proteinas sobre su superficie (Figura 5). Como ya se indico
previamente, esta corona es una entidad dinamica en la que las proteinas continuamente
se adsorben sobre la superficie de la nanoparticula, luego se desorben y son reemplazadas
por otras proteinas (Pulido-Reyes, ef al., 2017; Rahman, ef al., 2013; Cai, et al., 2017).
Indudablemente, esta cinética de asociacion y disociacion entre nanoparticulas y protei-
nas, asi como el continuo intercambio con las proteinas libres en el medio, determinaria
la interaccion de la nanoparticula con la superficie biologica receptora (Nel, ef al., 2009).

Para comprender mejor la interaccion nanoparticula—sistema biologico es necesario
conocer lo que puede suceder en la estructura del biosistema (hongo, bacteria, virus, célula,
etc.). El biosistema esta constituido, principalmente, por proteinas, fosfolipidos, acidos
nucleicos y polisacaridos (Bowman & Free, 2006). Para ilustrar los efectos entropicos

Figura 5. Esquema que ilustra la pared celular de un hongo y describe cualitativamente la interaccion
de las nanoparticulas con las proteinas que esta contiene (adaptada de la referencia Arciniegas-
Grijalba, et al., 2019).
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que pueden ocurrir en esta estructura ante la presencia de las nanoparticulas, se considerara
la organizacién de las proteinas sobre una membrana lipidica (Figura 5) (Zhu, ef al.,
2020; Rahman, et al., 2013). A diferencia de las moléculas lipidicas, las proteinas poseen
unas propiedades fisicas particulares: forma, rigidez, conformacion y heterogeneidades
superficiales, propiedades que pueden inducir efectos entrdpicos importantes a través de
su organizacion estructural y funcional. Es por ello que las interacciones de tipo entropico
pueden ocasionar el agrupamiento y la localizacion espacial de las proteinas en la membrana
celular, lo que afectaria significativamente sus funciones en diversos procesos biofisicos
(Zhu, et al., 2020). Ademas, la estructura Unica de las proteinas favorece el desarrollo de
efectos entropicos. Asi, las “fluctuaciones de la entropia” en la membrana lipidica regu-
larian las funciones de las proteinas ancladas en ella debido a la alteracion de su distancia
de enlace y sus angulos de anclaje, parametros que determinan su “constante de enlace” vy,
por lo tanto, su funcionalidad (Zhu, et al., 2020).

El ingreso de las nanoparticulas en la membrana celular generaria efectos entropicos
debido al desarrollo de transiciones desorden—orden (Figura 5) que serian compensadas
por la capacidad que tiene la membrana de ajustarse a diversas estructuras de patrones
de enlace, dada su movilidad estructural para plegarse o aferrarse a la superficie de las
nanoparticulas, lo que origina una extensa superficie de interaccion y, por ende, un aumento
de la energia de interaccion y favoreceria la interaccion de las proteinas con la superficie
de las nanoparticulas (Romashchenko, et al., 2017); su accion provocaria respuestas de
la membrana que podrian conducir a la alteracion o inactivacion del sistema biologico, tal
como se ilustra en las figuras 1 a 4 en hongos y bacterias.

Efecto de la naturaleza semiconductora de las ZnO-NPs en el sistema biologico

Los semiconductores inorganicos, como es el caso del ZnO, pueden propiciar la forma-
cion de interfaces funcionales con un sistema bioldgico, ocasionando, por ejemplo, el
ordenamiento o alineamiento de las proteinas (Figura 5), asi como del organismo com-
pleto (Jiang & Tian, 2018). Ademas, los semiconductores inorganicos son sensibles a
las heterogeneidades celulares o a las interacciones bioldgicas transitorias, como ocurre
con las nanoparticulas, y puede interactuar de manera directa con la membrana celular,
especificamente con las proteinas.

Hay que considerar, inicialmente, que el medio donde la nanoparticula estaria sus-
pendida, es decir, la interface semiconductor—biofluido (Nel, et al., 2009; Jiang & Tian,
2018), puede ser de naturaleza metaestable debido a la ausencia de homogeneidad y a
la dindmica o ambiente transitorio que este puede presentar debido a la distribucion y
diferente localizacion espacial de las estructuras que contienen las proteinas, los lipidos
y los glicosilados en la superficie de la membrana celular (Nel, et al., 2009). Como
se ilustra en la figura 6a, la interface ZnO-NPs— biofluido (electrolito) adquiere una
condicion de equilibrio debido al flujo de carga que se presentaria entre el soélido y la
fase liquida, lo que conduciria a que el nivel ox/red de la solucion, E_, °, se alinee con
el nivel de Fermi del semiconductor, E_, en este caso el ZnO (semiconductor de tipo
n) (Gerisher, 1990). Para alcanzar esta condicion de equilibrio, el E_ del semiconduc-
tor debe igualarse a la cantidad - ep *, donde “p * es el potencial electroquimico del
electron en la solucion y “e” la carga absoluta del electron (Lichterman, et al., 2015).
Este proceso espontaneo daria como resultado el curvado de las bandas de energia en la
superficie del semiconductor (Figura 6a) (Zhang & Yates, 2012). Especificamente para
el ZnO, en el cual predominan los electrones (semiconductor de tipo n), la transferencia
de carga que se generaria ocasionaria que el interior del s6lido quedara con una alta con-
centracion de electrones (carga negativa) y en su superficie predominaran los “huecos”
(carga positiva), conformandose una region de carga espacial (Zhang & Yates, 2012) y
la correspondiente separacion de carga. Ademas, considerando la “contra carga” que se
localizaria sobre el biofluido (electrolito), se generaria un campo eléctrico que estaria
localizado muy cerca de la membrana plasmatica o celular (Figura 6a), dentro de la
doble capa de Helmholtz (Jiang & Tian, 2018). Asimismo, los estados superficiales
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del semiconductor, generados por la terminacion abrupta de la estructura cristalina del
solido o por las impurezas, es decir, los defectos o especies adsorbidas por su superficie,
podrian intercambiar carga con las bandas de valencia y conduccién del semiconduc-
tor, asi como con las especies redox que existen en el fluido bioldgico (Zhang & Yates,
2012), favoreciendo la formacion del campo eléctrico cercano a la membrana (Jiang &
Tian, 2018).

Por otro lado, cuando las nanoparticulas ingresan en la membrana celular, se puede
presentar una interaccion eléctrica entre ellas y las proteinas (grandes biomoléculas),
algunas de las cuales estarian adsorbidas sobre su superficie conformando la corona
de proteinas (Figura 5). Si la nanoparticula es de ZnO, esta interaccion propiciaria un
intercambio de electrones tal que las bandas de energia se curvarian hacia arriba, como
se indica en la figura 6b. Zhang & Yates (2012) indican en su trabajo que durante la
adsorcion de una biomolécula de naturaleza aceptora “A” (Figura 6b) en la superficie
de una nanoparticula semiconductora de tipo n, cuando la biomolécula se acerca a la
superficie del sdlido, alguno de sus orbitales moleculares no llenos interactuaria con el
semiconductor, nivelandose con el nivel de Fermi, E_, de la nanoparticula. Esta interaccion
ocasionaria el ensanchamiento del orbital molecular para aceptar los electrones que se
transferirian desde el semiconductor, y propiciaria la generaciéon de un campo eléctrico
acompafiado del curvado hacia arriba de las bandas de energia (Zhang & Yates, 2012)
cerca de la superficie del semiconductor, tal como se muestra en la figura 6b. Ademas
de propiciar la generacion de un campo eléctrico localizado, este proceso afectaria el
transporte de los portadores de carga, huecos y electrones, a través de la nano-biointerface
de la nanoparticula y la biomolécula (proteina), favoreciendo la acumulacién de electrones
dentro de la nanoparticula y de huecos en su superficie. Por lo tanto, la posicion relativa del
nivel de Fermi en el semiconductor frente a los potenciales redox de las especies quimicas
o los orbitales moleculares no llenos de las biomoléculas que conforman el sistema
bioldgico, determinaria en gran parte las reacciones electroquimicas que ocurririan en la
superficie del sélido semiconductor. Es por ello que las reacciones de tipo Faraday y las
de acoplamiento pueden modificar el potencial electroquimico local y, por lo tanto, el

Figura 6. Esquema que ilustra las interacciones eléctricas propuestas entre las ZnO-NPs y la
membrana celular (a), asi como con las biomoléculas (proteinas) (b) (adaptada de la referencia
Patifio-Portela, ef al., 2021).

1063



Rodriguez-Péez JE

Rev. Acad. Colomb. Cienc. Ex. Fis. Nat. 45(177):1053-1070, octubre-diciembre de 2021
doi: https://doi.org/10.18257/raccefyn.1513

voltaje de la membrana celular (diferencia entre los potenciales intracelular y extracelular),
modificando el ambiente quimico local y afectando la fisiologia celular (Jiang y Tian,
2018), lo que contribuiria a la citotoxicidad del semiconductor.

Como resultado de estas interacciones de naturaleza eléctrica entre la nanoparticula
y el elemento biologico (Figura 6), se generarian campos eléctricos localizados sobre
la membrana celular y las proteinas, lo que las afectaria fuertemente, tal como lo propu-
sieron De Lucas-Gil, ef al. (2017) y De Lucas-Gil, ef al. (2018). Ademas, la superficie
del nano semiconductor contendria una alta concentracion de “huecos” que favoreceria
el desarrollo de reacciones generadoras de ERO (ROS), como las siguientes (Nosaka &
Nosaka, 2017; Jedsukontorn, et al., 2018):

H,0 + h* — *OH + H* (1)
2H,0 + 2h* — H,0, + 2H* @)
*OH + *OH — H,0, 3).

A través de estas reacciones se produciria peroxido de hidrogeno (H,0,) y radicales
hidroxilo (*OH) por la oxidacion de las moléculas de agua presentes en la nano-biointerface.
Ademas, si en el sistema existen grupos hidroxilo (OH), estos podrian reaccionar con
el peroxido para generar otras ERO (ROS), como el superoxigeno (‘O,), a través de las
siguientes reacciones (Nosaka & Nosaka, 2017; Jedsukontorn, et al., 2018):

H,0, + OH — "HO, + H,O 4
HO, + 20H + h* — 'O, + 2H,0 (5).

El desarrollo de las anteriores reacciones (ecuaciones 1 a 5) garantizaria la presen-
cia de especies reactivas de oxigeno en las interfaces entre nanoparticula y membrana y
nanoparticula y biomolécula (proteina), las cuales podrian propiciar estrés oxidativo en
el sistema bioldgico. Este efecto, asi como la aplicacion de campos eléctricos localizados
sobre la membrana y las proteinas, generado por la carga eléctrica existente en la super-
ficie de las nanoparticulas semiconductoras, podrian ocasionar dafios irreparables en la
membrana celular de los hongos y de las bacterias, lo que respaldaria los resultados que se
observan en las figuras 1 a 4.

Efecto de los defectos puntuales presentes en las ZnO-NPs

Ya desde los primeros trabajos que evaluaron el potencial toxico de los materiales de tamafio
nanométrico, se considerd que las discontinuidades de los planos cristalinos ocasionadas
por la reduccion del tamafio de la particula, que producian un aumento en la cantidad
de defectos estructurales (desorden en la estructura geométrica), asi como perturbacion
en la bien estructurada configuracion electronica del material (desorden en la estructura
electronica), favorecian los efectos toxicos de las nanoparticulas en los sistemas bioldgicos
(Nel, et al., 2006).

La presencia de defectos en los cristales es un fenémeno universal y muy comun, y
mas cuando se trata de nanocristales o nanoparticulas (Li, ef al.,, 2017). Estos defectos
introducen en los s6lidos sitios no saturados coordinativamente que son altamente activos
y que, ademas, espacialmente suministran canales para la transferencia de energia y de
electrones (Zhang, et al., 2019). Por mucho tiempo los defectos se consideraron indesea-
bles en los materiales y por eso se evitaba su presencia. Pero, estudiando mas en profun-
didad los procesos cataliticos mediante técnicas mas avanzadas de analisis, se encontraron
“méritos maravillosos” de los defectos para la catalisis (Yan, et al, 2017). Por ejemplo,
la formacion de vacancias de oxigeno (remocion de un ion de oxigeno de la red) favorece
la generacion de iones metalicos coordinativamente no saturados, con acumulacion de
electrones en exceso (Wendt, ef al., 2008). Estos sitios metalicos coordinativamente no
saturados, ricos en electrones o con menor estado de valencia, propiciarian lugares para
la quimisorcion molecular ofreciendo sus orbitales “d”, y servirian como puente de trans-
ferencia de electrones entre el semiconductor y la molécula (por ejemplo, O,-N, o CO,)
(Zhang, et al., 2019).
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Para las ZnO-NPs especificamente, Verma, et al. (2018) seialaron que la actividad
antibacterial de estas nanopaticulas estaria inducida por los defectos intrinsecos y propu-
sieron un mecanismo para explicar esta funcionalidad, considerando un modelo nucleo-
revestimiento para la disposicion de estos defectos (Parashar, et al., 2012). Los resultados
del ensayo de resonancia paramagnética electronica (electronic paramagnetic resonance,
RPE), especificamente los EPR x-band obtenidos por Verma, et al. (2018), mostraron dos
sefiales: una de alrededor de g ~1,96 y otra alrededor de g ~2,00, y las asignaron a dos
centros diferentes de defectos ubicados en el interior del nanocristal (bulk o nticleo), donde
predominarian los defectos cargados negativamente, principalmente vacancias de oxigeno
mono-ionizadas [V,*] (Wang, et al., 2009), y en su superficie (Shell o recubrimiento),
donde predominarian los defectos cargados positivamente, principalmente vacancias de
cinc mono-ionizadas [V, '] (Parashar, et al., 2012). Estos defectos intrinsecos generarian
las ERO (ROS) que ocasionarian los cambios en el potencial de la membrana y las corres-
pondientes consecuencias en el sistema biologico (Verma, et al., 2018).

Estos resultados indican que la presencia de vacancias de oxigeno en el nanocristal es
muy importante debido a la acumulacion del exceso de electrones, ya que estas podrian
mediar en la produccion de las ERO (ROS), lo que reitera el importante papel que pueden
tener estos defectos en la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los 6xidos
metalicos (Gunkel, et al., 2020), especificamente en su capacidad antibacterial (Xu, et
al., 2013).

Tal como lo indican Prasanna & Vijayaraghavan (2015) para justificar la capacidad
antibacterial de las ZnO-NPs, el oxigeno presente en el medio ambiente podria reaccio-
nar con los electrones que se encuentran atrapados en los defectos superficiales del ZnO,
formando radicales superoxigeno (reaccién 6), los cuales podrian propiciar la formacion
de radicales hidroperoxil, en presencia de protones o agua (reacciones 7 y 8, respectiva-
mente). A través de diversas reacciones (reacciones 9 y 10), estos radicales hidropiroxil
llevarian a la formacién de peréxido de hidrogeno, H,O,, que, a su vez, podria reaccionar
con el radical superoxigeno para formar iones y radicales hidroxil (reaccion 11). Las reac-
ciones mencionadas, se pueden expresar de la siguiente manera:

0, +e — 0, (6)
‘0, + H" — "HO; (7
‘0, + H,0 — 'HO, + OH' (®)
‘HO, + H" + ¢ — H,0, )
'HO, + "HO, — H,0, (10)
H,0, + ‘0, — O, + *OH + OH- (11).

Estas generarian, principalmente, peroxido de hidrogeno (H,0O,) y radicales hidroxilo
(*OH) y superoxigeno (‘O,’) mediante la oxidacion del agua presente en el entorno del
ZnO. Ya que los radicales hidroxilo (*OH ) y superoxigeno (‘O,) estan cargados negativa-
mente, no podrian penetrar la membrana celular, por lo que permanecerian en contacto
directo con la superficie externa de la bicapa (Xie, et al., 2011), y la especie que penetraria
la membrana seria el peroxido de hidrogeno (H,O,), principal responsable, por lo tanto,
de la muerte de la bacteria (Padmavathy & Vijayaraghavan, 2008; Sawai, et al., 1996).
Por otro lado, como lo indican Winkler, ef al. (2021), la anisotropia del contenido de
oxigeno superficial que presentan frecuentemente las ZnO-NPs sintetizadas (Erazo, et
al.,, 2019; Agredo-Trochez & Molano-Cabezas, 2020; Benitez-Salazar, 2021), podria
afectar las reacciones superficiales y favorecer el desarrollo de las reacciones indicadas
(reacciones 6 a 11).

Conclusiones

En los estudios realizados en nuestro laboratorio se ha podido evidenciar el efecto
antifingico de nanoparticulas de ZnO sintetizadas por diferentes rutas quimicas,
especificamente en cepas de Omphalia sp., Colletotrichum sp. 'y Phoma sp., asi como su
efecto antibacterial en la cepa de E. coli. Esta accion de las ZnO-NPs en los diferentes
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patdgenos se explicaria a partir de varios fendmenos fisicoquimicos que podrian ocurrir
en la nano-biointerface entre el semiconductor y la membrana o pared celular. Los
modelos cualitativos propuestos para esclarecer el mecanismo de accion de las ZnO-
NPs en los patogenos consideran que la generacion de especies reactivas de oxigeno
ERO (ROS) es el principal proceso propiciador de la inhibiciéon de su crecimiento y la
afectacion de su ultraestructura. Ademas, los defectos presentes en las nanoparticulas
ayudarian a mediar la generacién de dichas ERO (ROS). Asimismo, el potencial que
se generaria en la nano-biointerface como resultado de todas las fuerzas de interaccion
entre las nanoparticulas y la superficie de la membrana celular, podria propiciar la ruptura
fisica de la bicapa por el incremento de la tension superficial sobre esta. Por otro lado,
las interacciones de naturaleza entropica ocasionarian el agrupamiento y la localizacion
espacial de las biomoléculas en la membrana celular, propiciando transiciones desorden
- orden, fendmenos que afectarian las funciones de las biomoléculas y provocarian
respuestas de la membrana que podrian conducir a la inactivacion del sistema bioldgico.
Ademas, los campos eléctricos localizados que se generarian en la nano-biointerface
debido a la naturaleza semiconductora de las ZnO-NPs, modificarian el potencial
electroquimico local y, por lo tanto, el voltaje de la membrana, alterando el ambiente
quimico local y afectando la membrana y las biomoléculas, asi como la fisiologia celular.
En consecuencia, estos campos eléctricos localizados contribuirian a la citotoxicidad del
semiconductor porque podrian generar dafios irreparables.
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