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RESUMEN

El continuo avance de la nanotecnologia asi como sus aplicaciones en el mejoramiento de la agricultura
son una realidad; sin embargo, la informacién que se posee del impacto de este tipo de tecnologfa sobre los
sistemas biomoleculares es muy escasa. El objetivo del presente documento es construir, desde un punto de
vista molecular, un panorama del estado actual de las investigaciones en torno al efecto de las nanoparticulas
metalicas sobre los microorganismos (MOs) y de este modo contribuir, desde una base teérica, al entendimiento
de las posibles interacciones que tienen lugar entre estos materiales y los sistemas biomoleculares de los MOs
cuando este tipo de sustancias son liberadas al medioambiente, en particular, en agroecosistemas direccionados
a la produccién de alimentos. Se concluye que la incertidumbre asociada al efecto de las nanoparticulas
metalicas (M-NPs) sobre los MOs sigue siendo muy grande, y que en consecuencia, mayores estudios deben
ser realizados. En términos generales, las M-NPs pueden interaccionar con biomoléculas mediante diferentes
mecanismos que pueden operar de forma simultanea, siendo amplio el espectro de variables que determinan
su efecto.
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ABSTRACT

The continuous advancement of nanotechnology and its applications in the improving of agriculture are a
reality; however, the information about the impact of this technology on biomolecular systems is limited. The
aim of this paper is to construct, from a molecular point of view, an overview of the current state of researches
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around the metal nanoparticles effect on microorganisms (MOs) and thereby to contribute, from a theoretical
basis, in the understanding of the possible interactions that take place between these materials and MO
biomolecular systems when such substances are released to the environment, particularly in agroecosystems
used for the food production. It is concluded that uncertainty associated with the effect of metal nanoparticles
(M-NPs) on MOs is still very wide, and in consequence, further studies should be performed. In general terms,
the M-NPs can interact with biomolecules using different mechanisms which can operate simultaneously, with

a broad range of variables determining its effect.

Key words: Nanotechnology, metal nanoparticles, microorganisms, AgNPs, biomolecules

INTRODUCCION

Aspectos fundamentales de la
nanotecnologia.

La nanotecnologia puede definirse como
la tecnologfa basada en el estudio y la
manipulacion de la materia en un rango de
dimensiones muy pequefo, la nanoescala,
la cual en el lenguaje de la nanociencia se
define usualmente entre 1 y 100 nm. Para
tener una idea de las dimensiones a las que
se hace referencia en nanotecnologia se debe
considerar que, una esfera con un didmetro de
20 nm es mucho mas grande que un 4&tomo, una
molécula, el ADN o una proteina, sin embargo
esa misma esfera es mucho mas pequefa que
un virus promedio, una bacteria o que el nticleo
de una célula humana (Hullmann 2006; Frejo
etal. 2011).

La importancia de la nanotecnologia radica
en que las propiedades quimicas vy fisicas de
la materia a nivel nanométrico difieren de las
propiedades de la materia a escalas mayores.
Asi por ejemplo, mientras el grafito, una de
las formas alotrépicas del carbono disponible
a nivel macro, es de color negro, quebradizo
y con una baja conductividad eléctrica; el
grafeno es muy flexible, transparente, con
alta conductividad eléctrica y térmica. Asf,
aunque el grafito es un sistema de capas
tridimensionales de grafeno, el término grafeno
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debe ser usado Ginicamente cuando se discuten
las reacciones, relaciones estructurales u otras
propiedades de capas individuales (IUPAC
1995). Es importante aclarar que, para que la
materia presente estos cambios peculiares en
sus propiedades no requiere que como un todo
sea inferior a 100 nm, solo basta que al menos
en una dimension se encuentre en el rango de
la nanoescala (Hullmann 2006).

En la actualidad las nanoparticulas (NPs) se
encuentran en muchos productos disponibles
en el mercado. Asi en protectores solares y
cosméticos son usados nanotubos de 6xido
de titanio (TiO,NTs) y NPs de oxido de zinc
(ZnONPs), en detergentes, pinturas, productos
fitosanitarios y sistemas antibacterianos se
utilizan frecuentemente NPs de plata (AgNPs) y
TiO,NPs (Levard et al. 2012; Park et al. 2012).
Las aplicaciones de NPs también incluyen su
uso en productos de areas tan diversas como
la electrénica, la medicina, la quimica, la
industria textil, de alimentos, combustibles y
en muchos otros procesos como catalizadores
industriales (Levard et al. 2012; Park et al.
2012).

Los métodos de sintesis de nanoestructuras
pueden clasificarse de acuerdo a la forma
en que se alcance la escala nanométrica en:
(1) aproximacion de arriba hacia abajo (top-
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down) y (2) aproximacion de abajo hacia
arriba (bottom-up). Ademas, dependiendo de
la naturaleza del proceso que se lleve a cabo
pueden ser divididos en métodos quimicos y
métodos fisicos (Hullmann 2006; Tomellini
et al. 2004; Mohanraj et al. 2006). En los
primeros se utilizan sales como precursores,
agentes reductores, oxidantes, estabilizantes,
y precursores de crecimiento preferencial
(alguna molécula polimérica funcional o un
surfactante catiénico, anionico o neutro). La
reduccion quimica via himeda, la titulacion
acida y la sintesis hidrotermal son métodos de
sintesis quimica de NPs que se caracterizan
por producir altos volimenes de producto
en poco tiempo, con altos rendimientos y
costos relativamente bajos. Por otro lado, en
los métodos fisicos, en la mayoria de los casos,
se parte del mismo material que se desea
obtener y se utiliza un factor fisico como ente
promotor del crecimiento o de la disminucién
de tamano. Entre las alternativas de sintesis de
NPs por métodos fisicos podemos destacar:
deposicion por vapor quimica, deposicion
de capa atémica, ablacion laser, reduccion
radiolitica, descarga de arco eléctrico, entre
otras (Hullmann 2006; Tomellini et al. 2004;
Mohanraj et al. 2006).

Dentro de las aplicaciones con mayor impacto
y mas prometedoras de la nanotecnologia se
pueden citar: almacenamiento, produccion y
conversion de energfa, armamento y sistemas
de defensa, produccién agricola, tratamiento
y remediacion de aguas, diagnostico de
enfermedades, sistemas de administracion
de farmacos, procesamiento de alimentos,
remediaciéon de la contaminacién atmosférica,
la salud,

construcciéon, monitorizaciéon de

deteccion y control de plagas, control de
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desnutricion en lugares pobres, informatica
y alimentos transgénicos (Hullmann 2006;
Frejo et al. 2011; Levard et al. 2012; Park et
al. 2012; Sanchez et al. 2006; Zuluaga et al.
2007; Barrere et al. 2011).

Aplicaciones de la nanotecnologia a la
agricultura y produccién de alimentos.

La nanotecnologia permite el desarrollo de
nuevos materiales, procesos y dispositivos que
tienen una amplia gama de aplicaciones en
muchos campos. Entre estos campos estan la
agricultura y la producciéon de alimentos. En
primer lugar es importante indicar que, aunque
la agricultura sea un mecanismo de produccién
de alimentos no todas las actividades
de produccién agricola son de caracter
alimentario. Asi mismo, por produccion de
alimento no debe entenderse solo la parte
comestible dentro de la linea de produccion,
sino, que en este concepto se esta incluyendo
el desarrollo de empaques, aditivos y cualquier
otro sistema material que se encuentre en
contacto con los alimentos (OMS y FAO 2011;

Molins 2008; Scenihr 2006).

De acuerdo con el reciente informe conjunto
entre la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) y la Organizacién de las Naciones
Unidas para los Alimentos y Agricultura (FAO,
Food and Agriculture Organization), emitido
en el 2011, la industria y la ciencia han
reconocido el potencial de la nanotecnologfa
en la produccion de alimentos y en el sector
agropecuario. Sin embargo, debido a los
conocimientos limitados que se tienen de los
efectos de estas aplicaciones sobre la salud
humana, las partes interesadas reconocen la
necesidad de considerar oportunamente las
consecuencias de la tecnologia para garantizar
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la inocuidad de los alimentos (OMS y FAO
2011; Maynard y Warheit 2011).

La nanotecnologia proyecta el desarrollo
de nuevas estrategias para la obtenciéon de
productos asi como aplicaciones innovadoras
para la agricultura y la ganaderia, el
tratamiento de las aguas y la produccion,
elaboracion, conservacion y envasado de
los alimentos. Actualmente, en algunos
pafses ya se comercializan alimentos de base
nanotecnologica y en muchos otros se aplica la
nanotecnologia en materiales para el embalaje
de alimentos. Ademas, otros productos se
hallan en fase de investigacion y desarrollo o
en una etapa préxima de incursion al mercado.
Los productos nanotecnolégicos se utilizan
en una gran variedad de aplicaciones, como
el envasado para evitar el deterioro de los
alimentos por acciéon de los microorganismos,
como aditivos para modificar propiedades
organolépticas como la textura y el sabor,
y en la fabricaciéon de agroquimicos para la
fabricacion de nuevas formas de administracion
de plaguicidas, fertilizantes y estimulantes del
crecimiento vegetal (Hullmann 2006; Frejo et

al. 2011; Levard et al. 2012; Park et al. 2012).

A la vista de los grandes progresos en la
agricultura y la produccién de alimentos, cabe
prever que en los proximos afios los productos
alimenticios derivados de la nanotecnologia
estaran cada vez mas al alcance de los
consumidores en todo el mundo. Ademas, la
incorporacion intencional o accidental, o si
se prefiere directa o indirecta, de productos
nanotecnolégicos al medio ambiente sera
una realidad que impactara a los diferentes
ecosistemas naturales y agroecosistemas (OMS

y FAO 2011).
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NANOPARTICULAS METALICAS

Las NPs metalicas son aquellas cuya naturaleza
quimica esta definida principalmente por
la presencia de un metal. En sentido estricto
este tipo de materiales no son en un 100 % de
naturaleza metalica ya que con frecuencia se
requiere el uso de agentes de estabilizacion o,
para otorgarle alguna propiedad en particular,
la superficie del metal suele funcionalizarse
con alguna sustancia de naturaleza organica
(Ju-Nam y Lead 2008). A manera de ejemplo
se hard énfasis en dos tipos de NPs metalicas
mas estudiadas y versatiles: AgNPs y TiO,NPs.

Nanoparticulas de plata (AgNPs).

Las AgNPs son particulas de plata cerovalente
(nmero de oxidacién cero, Ag0) obtenidas
comnmente por reduccién quimica de una
sal de plata (por ejemplo, AgNO,) en presencia
de un agente reductor (por ejemplo, citrato
de sodio) y un agente de estabilizacion (por
ejemplo, citrato de sodio, poli(vinilpirrolidona),
span 80, entre otros). Aunque laplata(Ag) hasido
utilizada por sus propiedades antimicrobianas
por cientos de anos, dentro de la gama de
sustancias cuya actividad bactericida se esta
investigando, las AgNPs surgen como un
prometedor agente antibacteriano que podria
ser utilizado para combatir diferentes tipos
de bacterias resistentes a los antibiéticos. Las
AgNPs han sido usadas principalmente como
agentes bactericidas en diferentes productos
en los cuales estas pueden producir toxicidad
inducida a través de la combinacion del efecto
tanto de las AgNPs como de los iones plata
(Ag*) que pueden producirse por la disolucion
de estas (Ju-Nam y Lead 2008; Moore 2006;
Frejo et al. 2011).

En
antimicrobianas de las AgNPs se han reportado.

diversos estudios las propiedades
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Ademas, se ha determinado que estas tienen
efecto sobre bacterias Gram negativas como
Escherichiacoli, Vibrio cholera, y Pseudomonas
aeruginosa y sobre bacterias Gram positivas
como Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus
y Enterococcus faecalis (Ju-Nam y Lead 2008;
Frejo et al. 2011; Handy et al. 2008).

Nanotubos de 6xido de titanio (TiO,NTs).
El dioxido de titanio (TiO,) es muy utilizado
para distintas aplicaciones, como por ejemplo
en pigmentos para pinturas o cosméticos,
como fotocatalizador o como material para
celdas fotovoltaicas, entre otras. El TiO,
posee diferentes fases cristalinas, entre ellas la
anatasa y el rutilo. Por otro lado, los TiO,NTs
son un tipo especial de NPs de TiO, con
forma tubular, estos pueden ser obtenidos
por diferentes rutas de sintesis (reduccion por
titulacion acida de isopropoxido de titanio o la
sintesis hidrotermal una sal de titanio) (Handy
et al. 2008; Levard et al. 2012). La toxicidad de
las TiO,NPs ha sido estudiada frente a diversos
organismos como Vibrio fischeri (bacteria
luminiscente), E. coli, S. ceverise y B. subtilis.
Los resultados muestran que TiO,NPs pueden
influenciar la expresion genética en bacterias
recombinantes, afectar diferentes cromoéforos y
producir cambios en el flujo metabdlico de los
microorganismos analizados (Bang et al. 2011;
Jiang et al. 2011; Park et al. 2012).

Impacto de las NPs sobre los
microorganismos.
La  célula  microbiana  puede  ser

considerada como un sistema micrométrico
nanoestructurado, ya que sus componentes
encajan en el concepto de nanosistema, y por
consiguiente, lamisma naturalezahaalcanzado
un alto grado de miniaturizacién funcional
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mediante el disefio de bio-nanoestructuras.
Debido a que la célula en sf, es una sistema
bioloégico donde ocurren un sin nimero de
procesos bioquimicos que implican una alta
sincronicidad, especificidad y reactividad
quimica, es claro que una sustancia capaz
de alterar cualquiera de los componentes
implicados en los procesos celulares puede
ser considerada altamente dafina para la
conservacion de la vida del microorganismo

(Handy et al. 2008).

En el suelo, los microorganismos juegan un
rol muy importante en el mantenimiento de
sus funciones como ecosistema y estan muy
relacionados con su uso para la produccion
agricola. Las NPs pueden ser introducidas
en los suelos como resultados de un amplio
nimero de actividades humanas como la
liberacion controlada mediante diferentes
tecnologias aplicadas a las aguas y los
suelos (por ejemplo, fertilizantes). Ademas,
la liberaciéon no intencional de NPs al aire,
aguas y suelos puede ocurrir mediante
diversos procesos tecnologicos (por ejemplo,
la deposicion de residuos y la produccion
de subproductos dentro de un determinado
proceso), o por situacion no previstas (derrame
de material nanoparticulado como resultado de
un accidente). Por lo tanto, existen diferentes
rutas por las cuales las NPs pueden ingresar a
diferentes ecosistemas naturales, y sin embargo,
sus propiedades ecotoxicologicas y riesgos atin
no han sido completamente caracterizadas.
Por ejemplo, la toxicidad microbiana para
ambientes acuaticos se ha reportado para
TiO,NTs, fullerenos, AgNPs, NPs de ZnO
(ZnONPs) y NPs de Au (AuNPs) (Shah et al.
2009; Nowacs 2009; Somasundaran et al.

2010; Fang 2009).
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de las NPs sobre los

microorganismos dependen de varios factores,

Los efectos
entre ellos, de sus propiedades fisicoquimicas,
de la dosis, el tiempo de contacto, del tipo de
microorganismo, de las condiciones locales, y
de la composicion del medio de crecimiento
que en algunas ocasiones pueden interactuar
en sinergia para dafar o lisar las células
microbianas (Gutarowska et al. 2012; Zhang et
al. 2011).

En los altimos afios el namero de publicaciones
hacia la

enfocadas nanotoxicologfa

medioambiental han incrementado, sin
embargo siguen siendo pocas en comparacion
con el nimero de investigaciones en las que
se buscan nuevas y novedosas aplicaciones
nanotecnolégicas. Por otro lado, aunque la
mayorfa de los estudios nanotoxicologicos han
concluido que la citotoxicidad es producida
a dosis muy altas de exposicion, estas
investigaciones destacan que las alteraciones
celulares pueden tener lugar a muy bajas
concentraciones de material nanoestructurado.
Entre los efectos toxicos de las NPs sobre las
células se incluye la produccion de especies
de oxigeno reactivas de forma intracelular, la
produccion de estrés oxidativo, lesiones del
ADN, desnaturalizacion de biomacromoléculas
y envolvimiento a través de la superficie
de la membrana (Shah et al. 2009; Nowacs
2009; Somasundaran et al. 2010; Fang 2009;
Gutarowska et al. 2012).

Entre los nanomateriales que han mostrado
genotoxicidad estan las AuNPs, AgNPs,
(Cr-Co)NPs,  CoNPs, TiO,NTs, ZnONPs,
Fe,O,NPs, fullerenos, entre otros. Para el caso
de las AgNPs, se ha identificado que estas
pueden producir estrés oxidativo y alteracion
de los mecanismos de transporte a través de
la membrana, mientras que para TiO,NTs,
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ademas de la produccién de estrés oxidativo
y fotoactividad, se ha indicado que estas
pueden producir la muerte celular y fibrilacion
debido a la interferencia de las funciones de
las membranas de células macroéfagas (Handy
et al. 2008; Shah et al. 2009; Nowacs 2009).

En el caso de las NPs coloidales los
microorganismos carecen de un mecanismo de
adaptacion a este tipo de sustancias. Tomando
como ejemplo las AgNPs, es posible encontrar
reportes que evidencian que su mecanismo
en las células de los microorganismos es
multidireccional; es decir, ésta inhibe la
replicacion del ADN, perturba el potencial
eléctricoy el funcionamiento de las membranas
citoplasméticas, que conduce a la salida de
muchos metabolitos de las células, causa la
pérdida de bioactividad de aminoacidos y
altera los procesos respiratorios (Gutarowska
et al. 2012; Zhang et al. 2011; Wen-Ru et al.

2010).

INTERACCION DE LAS NPs Y BACTERIAS
A NIVEL MOLECULAR

Una sola célula tiene un rango de tamafio
de decenas de micras, lo que resulta en un
enorme tamafio en comparacién con una
NP de 10 nm. Asi mismo, en comparacién
con una NP de 10 nm, una molécula de un
farmaco es extremadamente pequena, lo
que podrfa llevar a la conclusion de que una
NPs es menos activa que un farmaco debido
a la diferencia de tamafos. Sin embargo,
la realidad es que una NP inyectada en un
sistema vivo puede dar lugar a un incontable
namero de interacciones con dicho sistema
independientemente de su tamafio (Saptarshi
et al. 2013). Como consecuencia del pequefio
tamafio de las NPs, existe una alta probabilidad
de que estas puedan penetrar hacia el interior
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de las células y trasladarse a través de barreras
de membrana (Saptarshi et al. 2013; Dawson et
al. 2009; Oberdérster 2004). Asi, las NPs con
un tamafio menor a los 100 nm de didametro
se considera que pueden entrar en las células,
aquellas con menos de 40 nm pueden entrar
facilmente en el nacleo celular y con un
tamarfio inferior a los 35 nm podrian cruzar
barreras biolégicas cruciales para la vida de
un organismo sin que estas resulten para nada
efectivas (Saptarshi et al. 2013). En el interior
de la célula y de sus diversos compartimentos,
las NPs pueden interactuar con biomoléculas
como las proteinas, los &cidos nucleicos,
lipidos y otros metabolitos debido a su pequefio
tamarfio y a su enorme relacién masa superficie
(Saptarshi et al. 2013; Dawson et al. 2009;
Oberdorster 2004).

Interaccion de las nanoparticulas metalicas
con proteinas.

Las proteinas son polipéptidos con una
conformacion definida y llevan una carga
superficial neta que depende del pH del
medio. Las protefnas poseen diferentes grados
de ordenamiento estructural que dan lugar a
diferentes "estructuras"(primaria, secundaria,
terciaria 'y cuaternaria). Estas definen,
respectivamente, la secuencia de aminoacidos
a lo largo de la cadena, las formaciones tipo
a-helice o B-laminas entre otras, la formacion

de

tridimensional) y la asociacién con segmentos

dominios  proteicos  (conformacion

de aminoécidos, cofactores y grupos prostéticos

para formar entidades supramoleculares.

Estas estructuras son posibles mediante

diferentes interacciones moleculares como
son los puentes de hidrégeno, interacciones
electrostaticas, fuerzas de van der Waals,

interacciones hidrofébicas (que direcciona el
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plegamiento proteico) y enlaces covalentes
(puentes disulfuros). La alteracion de cualquiera
de estos niveles estructurales puede generar la
perdida de funcionalidad de la proteina y en
consecuencia producir dafos significativos en
la integridad celular (Devlin 2004).

La adsorcion de estas en la nanobiointerfase es
promovida por varias fuerzas como los enlaces
de hidrogeno, las fuerzas de solvatacion y
las fuerzas de Van der Waals. En el caso de
las proteinas, estas pueden adsorberse en la
superficie de las NPs y alterar sus diferentes
formas de organizacién estructural. De este
modo, la superficie de la NP puede modificar
la estructura de las proteinas y por lo tanto su
funcién biologica se vera afectada. Ademas, la
superficie de las NPs también puede introducir
inestabilidad termodindmica de la molécula
de proteina adsorbida por lo que esta seria
susceptible de desnaturalizacién quimica.
ZnONPs inducen
despliegue del dominio periplasmico de la

Se ha reportado que

proteina ToxR de Vibrio cholera haciendo que
la protefna susceptible a la desnaturalizacion
por agentes caotropicos (sustancias que
desorganizan la estructura tridimensional en
macromoléculas tales que proteinas, ADN o
ARN vy las desnaturaliza) (Saptarshi et al. 2013;
Bardhan et al. 2009; Chatterjee et al. 2010;
Gondikas et al. 2012).

En primer lugar, dado que los aminoécidos son
las unidades constitutivas de las proteinas, para
entender las posibles interacciones con estas
resulta apropiado analizar las interacciones
de las NPs con sus unidades constitutivas
de manera individual. Dependiendo de la
naturaleza de cada nanoparticula lainteraccion
quimica resultante puede ser diferente, asf

que, de forma ilustrativa se ha seleccionado
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las AgNPs para mostrar este aspecto. Asi, la
interaccion de AgNPs con unidades de cisteina,
mediante la interaccion covalente de la cadena
de tiol con el nacleo de la nanoparticulas se
ha reportado en publicaciones especializadas
y se sugiere que una interaccion de naturaleza
covalente, similar a la formacién de sulfuros
de plata tiene lugar (Gondikas et al. 2012;
Mansoob et al. 2012; Mukherjee et al. 2012;
Rezanka et al. 2011).

Por otro lado, para la sintesis de AgNPs se
emplea comnmente agentes estabilizantes. La
naturaleza de la interaccion entre estos agentes
y lasuperficie de la AgNP sugiere que moléculas
estructuralmente similares puedan también
adsorberse superficialmente en la NP. Por
ejemplo, mediante el método de Turkevich, las
AgNPs pueden ser estabilizadas con citrato, una
molécula con tres grupos carboxilatos de igual
naturaleza a los presentes en los aminoécidos.
Debido a que en las proteinas, dependiendo
de los aminoacidos presentes, los grupos
caboxilatos estan haciendo parte de enlaces
peptidicos, los aminoacidos con cadenas
laterales con estos grupos son mas susceptibles
de promover la interaccion superficial con
las nanoparticulas (por ejemplo, el aspartato
y el glutamato) (Devlin 2004; Bardhan et
al. 2009; Chatterjee et al. 2010). Ademas, el
citrato, dependiendo del pH del medio, puede
encontrarse protonado (pH < pKa, cominmente
en medios acidos) o desprotonado (pH > pKa,
comUnmente en medios ligeramente acidos,
neutros o alcalinos). De este modo, el citrato
estabilizaria las AgNPs mediante repulsiones
electrostaticas, y estas mismas repulsiones
grupo
carboxilatos desprotonados, sin embargo, se

minimizarian su interacciobn con

favorecerfa la interaccién con grupos cargados
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positivamente en las cadenas laterales de los
aminoacidos (por ejemplo, lisina o arginina)
(Gondikas et al. 2012; Rezanka et al. 2011;
Railsback et al. 2012).

Las NPstambién pueden afectar a las estructuras
secundarias de las protefnas, y en algunos casos,
causar cambios irreversibles. Las TiO,NPs han
mostrado la capacidad de causar cambios
conformacionales y reducir la polimerizacion
de tubulina, que es un elemento esencial de
la proteina del citoesqueleto. El efecto sobre
las proteinas puede ocasionar una serie de
cambios que conllevarian a la alteraciéon del
ADN, las interacciones proteina-proteina y
anomalias en los procesos de reconocimiento
molecular necesario para la realizacion de
maltiples funciones metabolicas. Ademas,
la pérdida de la actividad de las enzimas
puede producirse como resultado de los
cambios conformacionales en los sitios activos
asociados a la actividad catalitica.

Por otro lado, las propiedades quimicas de
las protefnas individuales y su flexibilidad
estructural también juegan un papel importante
en la regulacion de tales modificaciones
promovidas a nivel superficial sobre las
estructuras secundarias de las proteinas
(Saptarshi et al. 2013; Worrall et al. 2006;
Lacerda et al. 2009; Gheshlaghi et al. 2008).

La composicion de las NPs, su hidrofobicidad,
la presencia grupos funcionales especificos,
el pH y la temperatura han sido identificados
como los principales factores que afectan a
la adsorcion de proteinas en la superficie de
las NPs. Ademas, la sedimentacion de estas,
especialmente en experimentos in vitro se ha
asociado para ser un factor importante en las
de las NPs a nivel celular (Turci et al. 2010; Cho
et al. 2011; Sohaebuddin et al. 2010; Gojova
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et al. 2007; Kopac et al. 2008). Por otro lado,
las soluciones coloidales de NPs a menudo
tienen una tendencia a formar aglomerados.
El tamafio de NPs, la concentracién y la carga
superficial pueden influir en la formaciéon de
aglomerados. De este modo, NPs con mayor
tamafo pueden mas facilmente aglomerarse
y ejercer un efecto apreciablemente diferente
sobre las funciones biologicas de las protefnas
en comparacion con las NPs que se dispersan
de manera eficiente (Saptarshi et al. 2013;
Herzog et al. 2009; Skebo et al. 2007).

Una de las caracteristicas ffsicas de la NPs
con mayor influencia sobre las proteinas
es el tamafno. Por ejemplo, AuNPs con un
tamano de 12 nm se han reportado para
presentar una mayor afinidad de unién con el
fibrinbgeno, que es una proteina soluble del
plasma sanguineo precursor de la fibrina, en
comparaciéon con AuNPs de 7 nm. En otro
estudio, las nanoparticulas de silice (SiO,NPs)
con 15 nm inducen un cambio seis veces
mayor en la estructura secundaria de proteina
de la anhidrasa carbénica en comparacion
con SiO,NPs de 6 nm. La anhidrasa carbo6nica
es una enzima que pertenece a una familia
de
conversion rapida de diéxido de carbono y

metaloenzimas y que catalizan la
agua a bicarbonato y protones. Asi mismo,
se ha reportado un efecto de las SiO,NPs
dependiente del tamafio sobre la estabilidad
de la ribonucleasa A y lisozimas. Cabe aclarar
que, debido al efecto de tantos factores, se
puede concluir que es muy dificil formular
reglas sobre las interacciones de proteinas con
NPs que sean generalizables a tipos diferentes
de NPs (Saptarshi et al. 2013; Lundqvist et al.

2004; Shang et al. 2007; Shi-Qiang et al. 2008).
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Interaccion de las nanoparticulas metalicas
con acidos nucleicos.

Debido a
nanoparticulas pueden atravesar los sistemas

su  pequefio tamano las
membranosos de las células e ingresar al
nGcleo, ya all estas pueden afectar de manera
ADN. Ademas,

acumularse en el citoplasma, y durante la

directa el estas pueden
mitosis interaccionar con el material genético
de la célula. Alternativamente, los dafos al
ADN pueden ocurrir a través de mecanismos
indirectos en los cuales las nanoparticulas no
interaccionan fisicamente con la molécula de
ADN. Es asi que las nanoparticulas pueden
producir respuestas celulares que inducen la
genotoxicidad (por ejemplo: estrés oxidativos
o inflamacién). Por otro lado, la inflamacion es
un importante proceso fisiol6gico en respuesta
a la lesion de tejidos y es mediada por células
inflamatorias que segregan una gran variedad
de factores solubles, factores de inhibicion y
especies de nitrogeno reactivo. Estos factores
pueden promover danos en el ADN en forma
de fragmentacion cromosomal, mutaciones
puntuales y formacién de aductos de ADN,
adicionalmente inhiben la reparacion del
ADN e inducen reacciones de metilacion
(Gheshlaghi et al. 2008; Turci et al. 2010;
Shi-Qiang et al. 2008; Shanzhou et al. 2014;
Glibitskiy et al. 2012).

A partir de experimentos in vitro, se ha
reportado que las NPs pueden inhibir su sintesis
con un efecto dependiente de la concentracion
siendo este mucho mayor que el observado en
particulas de la misma naturaleza pero a escala
micrométrica. El mecanismo molecular de la
inhibicion se ha sugerido que es mediante
la adsorcion fisica de la ADN polimerasa o
la adsorcion quimica del cebador sobre la
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superficie de las NPs siendo el impacto mayor
para el cebador que para la ADN polimerasa.
Este fendmeno de adsorcion se ve reflejado en
la pérdida de funcionalidad de la biomolécula

y por
celulares asociados con ellas. Los resultados

ende afecta todos los procesos
experimentales sugieren que la adsorcion
quimica ocurre mediante la interaccion de
los grupos P=O y C-O-P. Por otro lado, la
adsorcion fisica ha sido relacionada mediante
las diferentes interacciones que pueden surgir
entre la biomolécula y la superficie de la NPs,
siendo esta interaccion de tipo electrostética o
en algunos casos de naturaleza hidrofébica (en
ausencia de cargas). Investigaciones sugieren
que estas interacciones pueden conllevar a la
apertura de la doble hélice de la molécula de
ADN (Sohaebuddin et al. 2010; Shi-Qiang et
al. 2008; Shanzhou et al. 2014).

Recientemente, el ADN ha sido punto de
atencion de muchos estudios relacionados
con nanotecnologia debido a sus potenciales
aplicaciones en la terapia génica y en otros
tratamientos médicos. Se ha reportado que de
manera controlada es posible la interaccion
entre el ADN y NPs a través de enlaces
moleculares especificos y no especificos. Asf,
el ADN puede ser enlazado de forma covalente
(unién especifica) a la superficie de las NPs
a través de grupos funcionales, tales como —
OH, -NH, o —COOH. Por ejemplo, AuNPs o
AgNPs pueden ser funcionalizadas mediante
oligonucledtidos con grupos —NH,. Por otro
lado, la unién no especifica entre el ADN vy las
NPs también puede alcanzarse por adsorcion
simple a través de interacciones no covalentes

(Shi-Qiang et al. 2008).

Es importante indicar que, entre las NPs mas
estudiadas en relacién a su interaccion con
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el ADN, estan las AuNPs y las AgNPs. En
relacion a las AuNPs, se cree que las fuerzas
las hebras de ADN
anionicas y las superficies de carga negativa
de AuNPs estabilizadas
menos favorables para la unién con la doble

electrostaticas entre
con citrato son

hélice que aquellas estabilizadas mediante
la formaciéon de cargas positivas. Por otra
parte, el estudio sobre la afinidad de union
de desoxinucledsidos a AuNPs revel6 que
los cuatro desoxinucleésidos muestran altas
afinidades, mientras que la timina interactGa
mucho mas débilmente con la superficie de
oro que otras nucleobases. Ademas, se ha
sugerido que la rigidez de las cadenas de ADN
y el tamano de las NPs puede desempenar
un rol importante en las interacciones de los
acidos nucleicos con las AuNPs (Shanzhou et
al. 2014; Glibitskiy et al. 2012; Any Jin 2012;
Basu et al. 2008).

En el caso de las AgNPs, en experimentos
empleando ADN genémico bacteriano se
concluy6 que, debido a la densidad de
carga negativa en la superficie de las AgNPs
estabilizadas por citrato, la interaccion
electrostatica con grupos fosfatos de la cadena
de ADN es poco probable. Ante esto, se ha
sugerido mas bien una interaccion mediante la
coordinacion del metal para la formaciéon de
un complejo ADN-AgNPs. Las investigaciones
muestran que estas NPs pueden unirse a las
bases nitrogenadas mediante la coordinacion
con los atomos de nitrégeno presentes en la
guanina, la adenina, la timina y la citosina
(Shi-Qiang et al. 2008; Shanzhou et al. 2014;

Glibitskiy et al. 2012).

Como se mostr6 previamente las nanoparticulas
metélicas pueden interaccionar a diferentes
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niveles con las proteinas, por tal razéon no es de
extrafar que los procesos en los que estas estén
presentes se vean fuertemente afectados. En el
caso de la replicacion del ADN bacteriano,
este procede de forma bidireccional a partir del
cromosoma circular. Se comienza a partir de un
punto de origen central y procede a lo largo de
todo el cromosoma hasta que dos enzimas de
polimerasa se juntan. En este proceso participan
enzimas del tipo polimerasa y topoisomerasa.
Ademas, otro aspecto importante durante la
replicacion del ADN bacteriano es el proceso
de metilacion. La metilacién del ADN consiste
en la adicion de un grupo metilo en la posicion
5 del anillo de pirimidin citosina o el nimero
6 del nitrogeno del anillo de purin adenina.
Asi, durante la replicacion algunos de los
nucleotidos a lo largo de la nueva hebra y
en secciones especificas tienen incorporado
grupos metilo.

Este proceso es necesario por varias razones:
(1) secuencias metiladas sirven para bloquear o
activar la transcripcién de ARN mensajero y asf
actuar como un mecanismo de control para la
expresion genética, (2) estas secuencias pueden
servir como iniciadores para la replicacion
de ADN, (3) se ha sugerido que puede estar
asociada a la reparacion del ADN (Devlin
2004). Por consiguiente, durante la replicacion
del ADN
presentes proteinas estabilizadoras, helicasas,

bacteriano  también  estaran
nucleotidos trifosfatos, polimerasas, metilasa
de citosina, de adenina o metiltransferasas
entre otras biomoleculas, y en consecuencia, la
presencia de nanoparticulas puede mediante la
interaccion con cualquiera de estas generar un

efecto indirecto sobre la replicacion del ADN.

Interaccion de las nanoparticulas con
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fosfolipidos y membranas lipidicas.

Las NPs son altamente eficaces para penetrar la
membranaplasmaticay paraalterarlos procesos
naturales dentro de la célula. Estas sirven como
excelentes portadores de sustancias bioactivas
a través de la membrana, probablemente
debido a los mecanismos de internalizacion
como ruptura ffsica, el transporte de mediado
a través de la membrana, la formacion de
poros, etc. Las membranas bacterianas poseen
una composicion bastante compleja y varfa
dependiendo de si es Gram positiva o Gram
negativa (Devlin 2004).

Estudios de

diferentes NPs metalicas sobre la estabilidad

recientes, sobre los efectos
y/o la deformacion de la membrana, han
revelado que la incorporacion de las NPs
metélicas dentro de la membrana altera el
comportamiento de la fase lipidica por la
disminucion de la temperatura de transicion
de fase y el aumento de la fluidez de la
bicapa. Debido a que el comportamiento de
la fase lipidica influye en diferentes procesos
de las membranas, la interaccion de las NPs
con las bicapas lipidicas se ha convertido
en un muy importante tema de estudio con
el fin de establecer el efecto su interaccion.
Algunas investigaciones relacionadas con
esta interaccion se han realizado con bicapas
homogéneas que consisten en fosfolipidos
zwitteriénicos y vesiculas lipidicas (Santhosh

et al. 2012; Roiter et al. 2008).

En los experimentos realizados con vesiculas
de lipidos, la encapsulacion de las NPs puede
lograrse atrapando las particulas dentro del
nGcleo acuoso o en la bicapa hidrofébica.
Posteriormente, para ser incluidas en la
bicapa lipidica, las NPs deben poseer dos

caracteristicas importantes. En primer lugar, las
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NPs deben ser de menor tamafo para caber
dentro de una bicapay ademas deben tener una
superficie hidréfobica. Cuando las NPs estan
atrapadas dentro de las bicapas, puede dar
lugar a cambios en el empaquetamiento de los
lfpidos y de este modo alterar las interacciones
lipido-lipido. Ademas, la alteracion de estas
interacciones interlipidicas puede resultar en
cambios en el comportamiento de fase de la
bicapa lipidica, que se relaciona con el grado
de ordenamiento de lipidos y la viscosidad
bicapa (Santhosh et al. 2012; Roiter et al. 2008;
Lin et al. 2010; Wang et al. 2012).

Cuando algunas protefnas o nanoparticulas
cargadas se adsorben en la superficie celular,
la membrana se somete a deformacion vy
los lipidos en las bicapas constituyentes

se reorganizan debido a la interaccion
electrostatica entre los lipidos, nanoparticulas
y proteinas de la membrana. Puesto que la
membrana estd cargada negativamente, las
NPs cargadas positivamente son atraidas mas
hacia la superficie de la membrana celular y
muestran niveles mas altos de internalizacion
en comparacion con particulas sin carga y
con carga negativa. Por lo tanto, dependiendo
de su tamafo y quimica superficial, las NPs
incrustadas en la membrana pueden influir en
la estabilidad y la funcion de las vesiculas, la
formacion de dominios, la separacion de fases,

etc. (Roiter et al. 2008; Lin et al. 2010).

Dependiendo del tamafo, carga electrostatica
e hidrofobicidad, las NPs pueden quedar
parcial o totalmente atrapada en la bicapa. Tres
diferentes posibilidades de atrapamiento de
NPs se han reportado. La primera posibilidad
es el incrustamiento parcial de la NP en la
bicapa, la segunda posibilidad consiste en la
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extension por contacto a lo largo de la region
hidréfoba y el tercer modo es el atrapamiento
de NPs perfectamente en el centro de la bicapa
debido a las interacciones de tipo hidrofébico
(Shanzhou et al. 2014; Glibitskiy et al. 2012;
An 'y Jin 2012; Santhosh et al. 2012; Roiter et
al. 2008; Lin et al. 2010; Wang et al. 2012).

CONCLUSIONES

Con el fin de lograr establecer el efecto de las
NPs metélicas sobre los sistemas moleculares
de del
importancia agricola mayores estudios son

los  microorganismos suelo con
requeridos. Ademas, el efecto del ambiente

quimico deberia ser considerado para
establecer el impacto real de los potenciales
productos nanotecnolégicos de uso agricola.

La informacion consultada sugiere que el efecto
de las NPs metalicas sobre los microorganismos
del suelo obedece a mecanismos inespecificos

de

maltiple interaccion de estas con diferentes

y multidireccionados, resultantes la
biomoléculas. Por lo tanto, la actividad biocida
que se ha reportado para un grupo determinado
de bacterias podria ser facilmente extrapolada
a otras. Sin embargo, existe evidencia que la
superposicion de factores, tanto de las NPs
como de las biomoléculas, puede generar
diferentes deberian  ser

respuestas que

consideradas y sopesadas.
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