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Resumen

La nanotoxicologia ha entrado a cada vez mas rincones comerciales e industriales por sus
caracteristicas fisicoquimicas. Sin embargo, son diversos estudios los que han demostrado que no son
inocuas al encontrarse en contacto con diversos tejidos y organos del cuerpo humano. Las
nanoparticulas producen dano mediante la generacion de estrés oxidativo y con ello también procesos
inflamatorios.

En nuestro estudio, probamos la intoxicacion de traquea, aorta ¢ higado con nanoparticulas de diéxido
de titanio (Ti0>) y utilizando teofilina y vitamina E como terapia profilactica en contra de los efectos
de TiO,. Para valorar los diferentes efectos, se realizaron pruebas de contraccion y relajacion de
traquea y aorta, toma de presion arterial, toma de diversos estudios de estrés oxidativos, pruebas de
funcidn hepatica y estudios histopatologicos de los 6rganos valorados.

Los resultados mostraron que las TiO; tienden a generar estrés oxidativo en los diversos organos
estudiados y en los diferentes estudios realizados. Generando ademas disminucion en la relajacion
del musculo liso tanto de la traquea como de la aorta, ademas de un incremento en la presion arterial
evaluada. Las pruebas de funcion hepatica también se mostraron alteradas, asi como también en los
estudios histopatologicos de los tres 6rganos estudiados bajo el influjo toxico de las TiOs.

Los efectos profilacticos de la teofilina mostraron mejoria durante las pruebas realizadas frente a la
intoxicacion por TiO,. Sin embargo, la vitamina E no present6 tan buenos resultados como
profilactico, mostrando en algunas ocasiones efectos prooxidantes.

En conclusion, las nanoparticulas se seguiran utilizando en diversos ambitos comerciales ¢
industriales, sin embargo, es imperativo buscar la manera de amortiguar los efectos adversos que con
ella acarren.

Palabras clave: Nanoparticulas, dioxido de titanio, teofilina, vitamina E, traquea, aorta, higado,
estrés oxidativo, antioxidantes, inflamacion.



Abstract

Nanotoxicology has increasingly entered the commercial and industrial arena due to its
physicochemical characteristics. However, several studies have shown that they are not harmless
when in contact with various tissues and organs of the human body. Nanoparticles cause damage by
generating oxidative stress and, consequently, inflammatory processes.

In our study, we tested the toxicity of the trachea, aorta, and liver with titanium dioxide (TiO2)
nanoparticles, using theophylline and vitamin E as prophylactic therapy against the effects of TiO2.
To assess the different effects, we performed tracheal and aortic contraction and relaxation tests,
blood pressure measurements, various oxidative stress studies, liver function tests, and
histopathological studies of the evaluated organs.

The results showed that TiO2 tended to generate oxidative stress in the various organs studied and in
the different studies performed. It also caused a decrease in smooth muscle relaxation in both the
trachea and aorta, as well as an increase in assessed blood pressure. Liver function tests were also
altered, as were histopathological studies of the three organs studied under the toxic influence of
TiO2.

The prophylactic effects of theophylline were improved in tests conducted against TiO2 poisoning.
However, vitamin E did not perform as well as a prophylactic agent, occasionally displaying
prooxidant effects.

In conclusion, nanoparticles will continue to be used in various commercial and industrial settings;
however, it is imperative to find ways to mitigate their associated adverse effects.

Keywords: Nanoparticles, titanium dioxide, theophylline, vitamin E, trachea, aorta, liver, oxidative
stress, antioxidants, inflammation.



1. Introduccion

La nanotecnologia es una rama que ha tenido un incremento significativo en los tltimos afios, por lo
que hoy en dia encontramos diferentes tipos de estos compuestos en diversos productos de uso diario
(Aitken et al. 20006), provocando que los usuarios de esos productos estén en constante contacto con
los nanomateriales y ya no solo los trabajadores de las industrias productoras (Skocaj et al. 2011). El
tamafio nanométrico de las particulas le confiere propiedades distintas (fisicas, quimicas, mecanicas,
eléctricas, fotocataliticas) a las particulas del mismo compuesto, pero de tamafio mayor (Buzea et al.
2007).

De estos compuestos nanoparticulados resalta por su importancia y su uso constante las
nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO.-NP), pues es un compuesto altamente utilizado en
diferentes industrias y campos, hoy en dia lo encontramos en productos cotidianos como: (a)
bloqueadores de sol, (b) cosméticos, (¢) productos farmacéuticos, (d) detergentes, (¢) alimentos y (f)
productos electronicos (Oberddrster et al. 2006); incluso son utilizadas en procesos de remediacion
de agua y tierra (Krawczyk et al. 2016).

El uso de TiO>-NP en diversos productos ha sido influenciado por que se le atribuye una ausencia de
efectos toxicos y colaterales gracias al tamafo nanométrico, sin embargo, han sido ya varios estudios
los cuales han demostrado que estos compuestos penetran al interior de las células produciendo un
impacto importante en la funcion celular (Hagens et al. 2007). Las vias de introduccion de TiO»-NP
al organismo es predominantemente por via digestiva (Wang et al. 2007), respiratoria (Choi et al.
2010) y de manera menos impactante por via dérmica (Senzui et al. 2010), desde las cuales las TiO»-
NP pueden llegar al torrente sanguineo, ser distribuidas por todo el cuerpo y llegar a los distintos
organos. Los datos recabados han demostrado que TiO>-NP pueden producir efectos toxicos en
diversos organos por medio de estrés oxidativo y respuesta inflamatoria (Shi et al. 2013)

2. Antecedentes

2.1. Caracteristicas de Nanoparticulas de Dioxido de Titanio

Las TiO»-NP forman parte de la familia de o6xidos metalicos de transicion; existen diferentes
polimorfismos conocidos que se encuentran en la naturaleza: (a) anatasa (tetragonal), (b) brookita
(ortorrombico) y (c) rutilo (tetragonal) (Carp et al. 2004). Se trata de un compuesto de uso comercial
que tiene propiedades de dispersion de luz, estabilidad quimica y supuesta ausencia de toxicidad, por
lo que representa en si, un pigmento inorganico importante en términos de produccion industrial
mundial; ademas, de poseer propiedades semiconductoras, presenta sensibilidad a la luz y absorbe
radiaciones electromagnéticas cercana a la region ultravioleta (Gupta y Tripathi 2010).

Por la estabilidad en su estado tetravalente y su afinidad al oxigeno, no se encuentra en la naturaleza
de forma elemental; el titanio es un metal que muestra resistencia a la corrosion, lo que ofrece
excelentes usos en la ingenieria quimica; cuenta con anfotericidad lo cual lo hace quimicamente
estable, y se sugiere que por esta propiedad no es atacada por agentes organicas o inorganicos (Seiler
1988).

2.2. Usos y Aplicaciones

Actualmente son varias las aplicaciones en los que se han empleado y los encontramos en diversos
productos de consumo diario, los cuales incluyen pinturas, revestimientos, pigmentos y colorantes
(57% del mercado), plasticos (26%), papeleria (13%); mientras que el 4% restante de TiO,-NP se
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encuentran en cosméticos, ceramicas, tintas de impresoras, vidrio, en alimentos como agente de
aclaramiento, etc (Robichaud et al. 2009); ademas de utilizarse para remediacion de tierra y aguas
(Krawczyk et al. 2016).

2.3. Toxicocinética

Como ya se ha comentado con anterioridad, las TiO,-NP se encuentran en varios productos de uso
cotidiano lo que incrementa la posibilidad de contacto con ellas, y el tiempo de exposicion, ingresando
al cuerpo por varias rutas de administracion, siendo la via gastrointestinal (Wang et al. 2007),
respiratoria (Choi et al. 2010) y dérmica (Senzui et al. 2010) las mas comunes e importantes, se ha
demostrado que por estas vias las TiO,-NP llegan al torrente sanguineo, de donde pueden ser
distribuidas por toda la el cuerpo humano. Gracias al crecimiento que se ha estado suscitando en la
nanotecnologia, podemos encontrarla ademas en el campo de la medicina en cuestiones terapéuticas
(Chen et al. 2013) y diagnosticas (You et al. 2016), y para estos fines se utiliza la via
intravenosa, asegurando asi un 100% en la biodisponibilidad de las TiO,-NP, como se
demuestra en el trabajo de Kreyling et al. (2017a) donde el 6rgano que tuvo la mayor concentracion
de TiO2-NP por esta via fue el higado; en comparacion con la via oral (Kreyling et al. 2017b) que
tuvo una mayor concentracion de TiO»-NP en tubo digestivo y huesos; y la via traqueal (Kreyling et
al. 2017¢c) la cual mostré6 una mayor concentracion de TiO.-NP a nivel pulmonar. Una que se
encuentran dentro de la economia corporal, se ha calculado una vida media que puede variar de 10
hasta 90 dias (Fabian et al. 2008), esto dependiendo del 6rgano en el que se han depositado las TiO»-
NP; el ingreso al interior de las células es facilitado pero su salida no lo es, incrementando el tiempo
de permanencia dentro de las células y disminuyendo la depuracion de los organos de estos
nanomateriales (Geraets et al. 2014; Elgrabli et al. 2015).

2.4. Mecanismos de Toxicidad

Varios estudios han demostrado que los efectos toxicos de las TiO»-NP es secundario a la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ERO), el estrés oxidativo resultante y a la respuesta inflamatoria en
diversos organos tales como: (a) cerebro (Ma et al. 2010), (b) pulmon (Eydner et al. 2012; Tedja
et al. 2012), (c) higado (Ma et al. 2009; Cui et al. 2011; Gonzalez-Esquivel et al. 2015), (d) bazo (L1
et al. 2010; Sang et al. 2012), (e) rifion (Meena et al. 2012; Gui et al. 2013), (f) testiculo (Meena
et al. 2015), (g) corazon (Jawad et al. 2011; Savi et al. 2014) y (h) células sanguineas (Kongseng et
al. 2016).

Recordemos que las ERO son moléculas que tienen funciones celulares importantes como en la
cadena respiratoria mitocondrial, en las vias de sefalizacion celular o bien como sustancias que
representan mecanismo de defensas en contra de agentes externos (Bhattacharya 2015). Los ERO son
moléculas inestables con uno o mas electrones desapareados y que gracias a esto pueden reaccionar
con otras moléculas de diversas estructuras celulares, como son proteinas (Cai and Yan 2013), acidos
grasos poliinsaturados (Kwiecien et al. 2014) y acido ribonucleicos (Jena 2012).

Las ERO pueden desencadenar la oxidacion de los 4cidos grasos poliinsaturados de las membranas
naturales, al secuestrar un 4&tomo de hidrogeno de la cadena de metilenos, formandose asi un radical
lipidico que reacciona con el oxigeno y produce un radical lipoperoxil (LOO¢); la lipoperoxidacion
es una reaccion en cadena que genera diversos productos como el malondialdehido (MDA), 4-
hydroxinonenal (HNE) y trans-2,4-decadeinal (DDE), que pueden a su vez oxidar otras estructuras
(Aikens y Dix 1991).
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Las proteinas son atacadas por las ERO alterando las estructuras mediante diversas reacciones
oxidativas que incluyen: a) ataque a los enlaces insaturados, b) escision o rotura de la cadena de
polipéptidos, ¢) formacion de enlaces cruzados y de hidroxiperdxidos, d) hidroxilacion de anillos
aromaticos y de las cadenas laterales de aminoacidos, ) nitracion de aminoacidos, f) Oxidacion de
grupos sulfhidrilo y de residuos de metionina y g) transformacion de aminodcidos en grupos
carbonilos; estas modificaciones que sufren las proteinas constituyen una alteracion no solo en la
estructura, sino también en la funcién original y a la inhibicion de su degradacion (Ponczek y
Wachowicz 2005).

Las ERO, asi como compuestos electrofilicos productos de la oxidacion de acidos grasos
poliinsaturados, son capaces de oxidar al acido desoxirribonucleico (ADN) produciendo aductos, que
si no son reparados pueden producir mutaciones genéticas, evento que puede conducir al cancer
(Starvridis 2008; Barrera 2012). El radical libre con mayor responsabilidad en el dafio al ADN es el
radical hidroxilo (OH¢) producido por el cobre (Cu) y el hierro (Fe) que se encuentran en la cromatina;
dicho *OH reacciona con los componentes del ADN alterando las bases de purina y pirimidina, asi
como la estructura de desoxirribosa; la lesion mas conocida y estudiada es la relacionada con la
formacion de 8-hidroxidesoxiguanosina (8-OHdG), la cual puede funcionar como un biomarcador
(Halliwell y Gutteridge 1999).

Un blanco también importante de las ERO son los compuestos proteicos, donde uno de los procesos
mas importantes es la carbonilacion de proteinas, el cual es una reaccion irreversible y de donde se
forman los denominados grupos carbonilos, que son utilizados como biomarcadores de procesos
oxidativos en proteinas (Diaz-Acosta y Membrillo-Hernandez 2006).

Para esto, las células cuentan con un arsenal para defenderse como son sustancias antioxidantes
internas: a) glutation reducido (GSH), b) catalasa (CAT), ¢) superoxido dismutasa (SOD), d) glutation
reductasa (GRd), e) glutation peroxidasa (GPX) y f) acido urico; sustancias externas que fungen como
antioxidantes son varias y algunos ejemplos son: a) vitamina E, b) vitamina C y c¢) flavonoides (Birben
et al. 2012).

2.5. Teofilina

La teofilina (1,3-dimetilxantina) es un fairmaco perteneciente al grupo de las xantinas, las cuales se
tratan de dioxipurinas y guardan relacion estructural con el acido urico (Morita et al. 1984). Lo
podemos encontrar en granulos de café y en las hojas de t¢é verde; se trata de un fAirmaco que desde
sus inicios, hace mas de 70 afos, se ha utilizado como tratamiento de padecimientos obstructivos
broncopulmonares como es el asma por sus propiedades broncodilatadoras (Evans et al. 1997);
ademas, se ha utilizado como estimulante nervioso en la apnea prematura del prematuro (Henderson-
Smart y Steer 2010).

La teofilina tiene la desventaja de poseer una ventana terapéutica estrecha, es decir, que su dosis
terapéutica se encuentra muy cercana a la dosis toxica, por lo que durante su uso es frecuente ver
efectos adversos secundarios (Barnes 2003); sin embargo, se ha demostrado que a dosis bajas, por
debajo de las sub broncodilatadoras, la teofilina presenta efectos antioxidantes e incluso
antiinflamatorias, tales efectos pueden ser los que mayor impacto terapéutico tengan en las
enfermedades broncopulmonares (Ezeamuziel 2001). Los efectos antioxidantes de la teofilina son
variados, se ha descrito que es capaz de inhibir enzimas generadoras de ERO como es la NADPH
oxidasa lo que produce una disminucion en la formacion del radical superoxido (O2) en células como
macrofagos y eosinofilos (Hendeles et al. 1985); inhibicion de mieloperoxidasas lo que evita la
formacion de OHe (Ezeamuziel 2001); la demetilacion que sufre la estructura frente a radicales libres
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lo que desencadena una cascada antioxidante al donar electrones (Santos et al. 2010); dicha cascada
termina cuando la molécula llega hasta un estado basico como es el acido urico, el cual también cuenta
con efectos antioxidantes (Lapenna et al. 1995), en su caso en especifico puede ser el acido 1,3-
dimetiltrico y el acido 1-metilirico (Sunil Paul et al. 2014). Chorostowska-Wynimko et al (2007)
sugieren que el efecto sobre la inhibicion de fosfodiesterasa también puede estar implicado en los
efectos antioxidantes del farmaco.

2.6. Vitamina E

La vitamin E es probablemente el micronutriente mas estudiado como antioxidante (El-Shenawy et
al. 2010; Venkata Subbaiah et al. 2015) desde su descubrimiento (Evans y Bishop 1920); en su estado
natural contiene ocho diferentes formas de isdmeros: cuatro tocoferoles (a, B, v, 6) y cuatro
tocotrienoles (a, B, v, 6) (Brigelius-Flohé y Traber 1999). La forma mas metilada y que supuestamente
tiene mayor actividad antioxidante es la del a-tocoferol, el cual se deriva de un tocol, que consiste en
un anillo central cromanol al que se une una cadena lateral saturada de fitol; esta la podemos encontrar
naturalmente en vegetales verdes, granos, nueces, huevo, leche y varios aceites vegetales (Farbstein
et al. 2010).

Este micronutriente ha sido utilizado como protector de la membrana celular contra la
lipoperoxidacion (Niki 1987), esto lo hace al interactuar con el radical lipido peroxilo, previniendo la
generacion de un nuevo radical que pudiese perpetuar una reaccion en cadena, la eliminacion del
radical peroxilo es mediante la transferencia de un atomo de hidrogeno; al perder este atomo se
convierte en un radical tocoferilo, el cual también es inestable y reactivo pero no tan dafiino como
otros radicales conocidos y tiene la ventaja de que puede ser reducido nuevamente por la vitamina C
o la coenzima Q (Dogru 2003); es capaz de eliminar ERO como el Oy y el OHe; su sitio activo se
encuentra en el grupo 6-hidroxilo del grupo cromanol que se sitla en la membrana cerca de la
superficie polar, mientras que la cadena fitilo lo hace junto a los fosfolipidos en su region no polar
(Kaya 2009). Sin embargo, a pesar de que se ha demostrado el efecto protector y antioxidante de la
vitamina E en estudios experimentales basicos, en diferentes estudios clinicos no se ha observado una
notable mejoria con el uso de este micronutriente para diversas patologias, entre ellas las cardiacas
(Miller et al. 2005; Singh et al. 2005).

3. Justificacion

Las TiO»-NP ejercen efectos nocivos sobre diferentes tejidos, mediante la produccion de ERO, sin
embargo, sus efectos sobre la aorta y la traquea in vivo se desconocen.

Se tiene la necesidad de conocer los efectos de las TiO>-NP en estos tejidos y valorar la capacidad
protectora de la teofilina y la vitamina E mediante mecanismos antioxidantes de higado, aorta y
traquea.

4. Hipotesis

La teofilina y la vitamina E reducen el dafio oxidativo generado por la intoxicacion aguda con TiO»-
NP en higado, aorta y traquea de rata Wistar Macho.
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5. Objetivos

5.1. Generales

Analizar el efecto profilactico de la teofilina y vitamina E sobre el dafio provocado por la intoxicacion
con TiO»-NP en rata Wistar macho.

5.2. Especificos

Traquea:

- Determinar los cambios en el musculo liso.

- Cuantificar los cambios en la concentracion de GSH, MDA, lipoperoxidos, carbonilos,
nitritos y nitratos.

- Analizar la estructura histologica.

Aorta:
- Determinar los cambios en el musculo liso.
- Determinar los cambios en la presion arterial.
- Cuantificar los cambios en la concentracion de GSH, MDA, lipoperoxidos, carbonilos,
nitritos y nitratos.
- Analizar la estructura histologica.
Higado:

- Cuantificar los cambios en la concentracion de GSH, MDA, lipoperoxidos, carbonilos,
nitritos, nitratos, albumina plasmatica, transaminasa glutamica oxalacética (TGO) y
transaminasa glutamica piravica (TGP).

- Analizar la estructura histologica.

6. Material y Métodos

6.1. Quimicos

Nanopolvo de dioxido de titanio fue adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), se preparo
un stock en solucion salina (3 mg/ml). Polvo de teofilina fue adquirido de Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA), un stock con suspension de teofilina en solucion salina al 0.9% fue preparado (1.29
mg/ml). La fuente de vitamina E (a-tocoferol) fue la presentacion farmacéutica Eternal E® de Bayer®
(Madrid, Espafa) y se prepar6 una suspension en un stock anadiendo una capsula (400 mg) por cada
10 ml de aceite vegetal (40 mg/ml). El kit FR12 para deteccion de lipoperoxidos fue adquirido de
Oxford Biomedical Research® (Oxford, MI, USA). Los reactivos para albimina plasmatica, TGO y
TGO fueron adquiridos de Spinreact® (Girona, Espaiia).

6.2. Caracterizacion de TiO,-NP

Las nanoparticulas de dioxido de titanio (TiO>-NP) fueron caracterizadas por microscopia electronica.
Se prepard una suspension de TiO>-NP en isopropanol y se disperso por sonicacion. 15 ul de esta
suspension se vertieron en 300 mallas de redes de cobre, subsecuentemente fueron secadas con una
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lampara de Iuz blanca por 25 min. Las muestran fueron analizadas usando un microscopio electrénico
de alta resolucion S/TEM (JEM-ARM200F, JEOL, Japon). Se prepar6 otro stock de TiO»-NP (3
mg/ml) para la determinacion del tamaiio la técnica dindmica de dispersion de luz (DLS, por sus
siglas en inglés) y para la medicion del potencial Z usando un Zetasizer Nano Zs90 (Malvern,
Instrument Ltd., UK). Los resultados fueron analizados usando un Zetasizer software Ver. 7.12.

6.3. Animales y Disefio Experimental

Un total de 108 ratas Wistar macho con un peso de 280 + 20 g fueron utilizadas y mantenidas en cajas
de acero inoxidable con un régimen de luz/oscuridad de 12 h, se le proporcioné alimento y agua ad
libitum en una habitacion con una temperatura de 24 = 1 C en el bioterio de la Universidad Autéonoma
de Aguascalientes. Usamos 18 ratas por tratamiento, divididas en 3 tiempos experimentales: 12, 24 y
168 h (n = 6 por grupo/tiempo). Las ratas fueron manejadas acorde a la Guia de Principios en el Uso
de Animales en Toxicologia. Todos los procedimientos fueron aprobados por la Comision para el
Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad Auténoma de Aguascalientes.

Los animales fueron aleatoriamente divididos y colocados en seis diferentes grupos: 1) Grupo control
(solucién salina al 0.9% intragastrico); Grupo teofilina fue tratada con dosis diarias de teofilina (2
mg/kg de peso corporal, intragastrico) por 5 dias; III) Grupo vitamina E fue tratada con dosis diarias
de vitamina E (4 mg/kg de peso corporal, intragastrico) por 5 dias; [V) Grupo TiO,-NP fue intoxicado
con una dosis tUnica de TiO»-NP (5 mg/kg de peso corporal, intravenoso); V) Grupo teofilina + TiO--
NP fue tratado con dosis diarias de teofilina (2 mg/kg de peso corporal, intragastrico) por 5 dias mas
una dosis unica de TiO,-NP (5 mg/kg de peso corporal, intravenoso); y VI) Grupo vitamina E + TiO»-
NP fue tratado con dosis diarias de vitamina E (4 mg/kg de peso corporal, intragastrico) por 5 dias
mas una dosis unica de TiO>-NP (5 mg/kg de peso corporal, intravenoso).

Los tiempos experimentales fueron seleccionados para evaluar efectos tempranos y tardios de esta
manera: 12, 24 y 168 h (7 dias) posterior al término del tratamiento correspondiente.

Para el sacrificio, las ratas fueron anestesiadas via intraperitoneal con pentobarbital sodico (43 mg/kg
de peso corporal). Las muestras sanguineas fueron obtenidas a través de puncion cardiaca. Los tejidos
fueron perfundidos con solucién de lavado, posteriormente el higado, la aorta y la trdquea fueron
removidas, una parte de estos tejidos fueron sumergidos en formolaldehido al 10% y el resto fue
homogenizado para pruebas bioquimicas.

6.4. Determinacion de Parametros Quimicos

1) Para GSH, 250 mg del tejido homogenizado fueron colocados en 3.75 ml de solucion buffer de
fosfatos (PBS, por sus siglas en inglés) con un pH de 8.0, después se agregaron 1.5 ml de acido
metafosforico (HPO3), esta mezcla fue centrifugada a 5,000 rpm a 4 'C por 30 min. Después, 0.5 ml
del sobrenadante fueron tomados y colocados en un tubo con 4.5 ml de PBS con pH 8.0, y de esta
mezcla se tomaron 100 pl para colocarlos en un tubo con 1.8 ml de PBS con pH 8.0, después se
colocaron a este tubo 100 pl de phthaldehido al 0.1%. Después de 15 minutos a temperatura ambiente,
la fluorescencia de las muestras fue leidas con un espectrofotometro de luminiscencia 50B (Perkin
Elmer®) con emision de 420 nm, excitacion de 350 nm, Slit 5.0 y tiempo de 5 s, acorde a Hissin y
Hilft (1976).

2) Para MDA, 100 mg del tejido homogenizado fueron colocados en 1 ml de PBS con pH al 7.4.
Después, en otro tubo se mezclan 1.5 ml de acido fosférico (H.PO4) al 1%, 0.5 ml de acido
tiobarbiturico (TBA, por sus siglas en inglés) y 200 ul de la muestra inicial; estas mezclas fueron
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calentadas en bafio maria a 94 C durante 45 min. Cuando las mezclan se enfriaron a temperatura
ambiente, se agregaron 2 ml de butanol a cada tubo y después fueron centrifugados a 2,500 rpm por
10 min. La absorbancia de la fase organica fue leida a 530 nm en un espectrofotometro UV/VIS
(DMS80 Varian®), de acuerdo al protocolo de Esterbauer y Chesseman (1990).

3) Para lipoperoxidos, 20 ul de tejido homogenizado fueron colocados en 480 ul de Buffer Tris-HCL,
después 100 pul de esta solucion fueron colocadas en un microtubo, y se 400 pl del reactivo FR12
fueron agregados, estas muestras fueron calentadas en bafio maria a 45 ‘C por 30 min, posterior a esto
las muestras fueron colocadas en hielo, y luego centrifugadas a 10,000 rpm por 10 min a 4 C. Las
muestras fueron colocadas en un aplaca de 96 pozos para leer la absorbancia a 586 nm en un
espectrofotdometro UV/VIS (BIO RAD Benchmark plus®), acorde al protocolo de Esterbauer y
Chesseman (1990).

4) Para carbonilos, 20 pl de tejido homogenizado fueron tratado con 2,4-dinitrofefenilhidracina
(DNPH) a 10 mM por 1 h. La proteina fue precipitada con acido tricloroacético (TCA), después las
muestras fueron centrifugadas tres veces con etanol-etilacetato (1:1) como lavados, posterior a esto
las muestras fueron disueltas en guanidina a 6 M. Las muestras fueron colocadas en una placa de 96
pozos para leer la absorbancia a 370 nm en un espectrofotometro UV/VIS (BIO RAD Benchmark
plus®), acorde al protocolo de Levine et al (1990).

5) Para nitritos y nitratos, 100 pl de tejido homogenizado fueron colocado en un microtubo y
posteriormente, se agregaron secuencialmente 100 pl de cloruro de vanadio (VCl3), 50 pl de
sulfanilamida y 50 pul de diclorhidrato de N-(1-naftil)etilendiamina. Se incubaron a temperatura
ambiente por 45 min, espués se tomo una alicuota de 200 pl del sobrenadante y se colocaron en un
aplaca de 96 pozos para leer la absorbancia a 550 nm en un espectrofotometro UV/VIS (BIO RAD
Benchmark plus®), acorde al protocolo de Tenorio et al (2005).

6) Para TGO y TGP, 1 ml de reactivo de TGO y TGP fueron colocados en tubos de 5 ml y se dejaron
estabilizar en temperatura ambiente, después 100 pl de plasma fueron agregados a los tubos para leer
la absorbancia a 340 nm en un espectrofotometro UV/VIS (DMS80 Varian®), acorde al protocolo de
Tietz (1995).

7) Para albumina plasmatica, 1 ml e reactivo de albimina plasmatica fueron colocados en tubos de 5
ml, después 10 pl de plasma fueron colocados en los tubos y se encubaron a temperatura ambiente
durante 1 min. La absorbancia fue leida a 630 nm en un espectrofotometro UV/VIS (DMS80
Varian®), acorde al protocolo de Doumas et al (1971).

6.5. Determinacion de Presion Sanguinea

Los valores de la presion sanguinea sistolica (PSS) y diastolica (PSD) fueron obtenidos de manera
directa por medio de cateterizacion de la arteria carotida derecha; todos estos valores fueron
adquiridos de un transductor P-100B Narco bio-system conectado a un canal de amplificacion tipo
7070, y a un acoplador tipo 7173 Narco bio-system, este a una interfase DMA TL-1 de Axon
instruments®. Los datos fueron visualizados usando un software Axotape version 2 de Axon
instruments®. La presion sanguinea media (PSM) fue calculada con la siguiente ecuacion:

1
PSM = 3 (PSS — PSD) + PSD
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6.6. Analisis Histologico

Posterior a la perfusion de los tejidos, se tomaron fragmentos de higado, aorta y traquea y se dejaron
en fijacion en formolaldehido. Después se incrustaron en bloques de parafina, para hacer cortes de
los tejidos de 5 um, estos fueron tefiidos con hematoxilina y eosina en un tren de tincion (Leica
ST4040 Leica Biosystems®). Los tejidos fueron cuidadosamente examinados bajo un microscopio
de Iuz (Carl Zeiss® Axioskop 40), acoplada a una camara Cool SNAP-Pro de Media Cybernetics®.
Todas las imagenes fueron analizadas usando el software Image Pro Plus (version 4.5.0.19) de Media
Cybernetics®.

6.7. Analisis Estadistico

Los resultados fueron expresados en media + un error estandar (EE). Se realiz6 ANOVA de una via
seguida de una prueba de comparacién multiple de Tukey de las muestras y presiones sanguineas,
usando el software Prism 6 (GraphPad Software Inc.®). Todas las pruebas estadisticas fueron
realizadas a base del nivel de probabilidad de p < 0.05.

7. Resultados
7.1. Caracterizacion de TiO,-NP

Un microscopio electronico fue utilizado para evaluar tamafio, forma y agregacion de TiO>-NP. Como
se muestra en la figura 1, TiO,-NP tienden a formar aglomerados de distintos tamafios los cuales
pueden llegar a ser tan grandes como 1 pm (Figura 1a, b), incluso cuando la muestra fue sonificada.
Los aglomerados que se vieron mas comtinmente fueron de 200 — 400 nm de diametro (Figura 1c-e).
Ademas, los aglomerados mas pequefios fueron de 100 nm, formado por siete a 15 nanoparticulas
(Figura 1f-h). Acorde al analisis microscopico, la distribucion del tamafio de nanoparticula (Figura
2) y la determinacion del potencial Z (tabla 1) determinados por DLS, muestran que las TiO,-NP
estan polidispersas y aglomeradas en grupos de 100 — 200 nm (Figura 2a), con una media de 169.5
nm (Tabla 1); e incluso después de 5 min, las TiO>-NP continuaban formando aglomerados de 200 —
800 nmy 2 — 5 um (Figura 2b), con media de 412.7 nm y 4699.83 nm, respectivamente (Tabla 1).

Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de TiO2-NP en magnificacion baja (a) y media (b—h).
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Figura 2. Distribucion de tamaio por técnica dindamica de dispersion de luz (DLS) por intensidad de TiO>-NP. Distribucion
de aglomerados de TiO>-NP fue medido inmediatamete (a) y 5 min después de la sonificacion (b).

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



Tabla 1 Caracteristicas de TiO2-NP determinadas por DLS.

Tiempo Promedio-Z Pico Medio 1~ Pico Medio 2 Potencial Zeta
PDI
(min) (nm) (nm) (nm) (mV)
0 163.46 169.95 412.7 0.088 -17.15
5 516.41 0 4699.83 0.387 -23.6

7.2. Traquea

7.2.1. Contraccion Musculo Liso

Los resultados frente a un agente constrictor en masculo liso de traquea mostraron un incremento
significativo en el grupo TiO,-NP a las 24 h con respecto al grupo control, mientras que los grupos
teofilina + TiO,-NP y vitamina E + TiO,-NP a las 24 h presentaron disminucion significativa con
respecto al grupo TiO»-NP a las 24 h. Todo esto se observa en la figura 3.
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Figura 3. Contraccion en musculo liso traqueal en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El andlisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. @ diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 24 h. p <0.05.

7.2.2. Relajacion Musculo Liso

Los resultados frente a un agente relajante en musculo liso traqueal mostraron disminucion
significativa con respecto al grupo control en los grupos vitamina E (12, 24 y 168 h), TiO,-NP a las
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12 h, teofilina + TiO»,-NP (12, 24 y 168 h) y vitamina E + TiO»-NP (12, 24 y 168 h). Todo esto se
observa en la figura 4.
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Figura 4. Relajacion en musculo liso traqueal en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. @ diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 24 h. p <0.05.

7.2.3. GSH

Al evaluar las concentraciones de GSH en traquea en los distintos grupos y tiempos experimentales,
llama la atencion el incremento obtenido en los grupos teofilina en todos los tiempos experimentales
con respecto al grupo control. Los demas grupos no presentaron diferencia significativa con respecto
al grupo control. El grupo Vitamina E + TiO,-NP present6 diferencia significativa con respecto al
grupo TiO,-NP a las 168 h, todo esto se muestra en la figura 5.
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Figura 5. Concentraciones de GSH en traquea en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El andlisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media = EE. * diferencia significativa con respecto al control. @ diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p < 0.05.

7.2.4. MDA

Los resultados en las concentraciones de MDA en la traquea, mostraron una disminucion significativa
con respecto al grupo control en el grupo teofilina y teofilina + TiO,-NP a las 12 h posteriores al
término del tratamiento correspondiente. A las 168 h existe un incremento en el grupo TiO»-NP con
respecto al grupo control; todo esto se observa en la figura 6.
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Figura 6. Concentraciones de MDA en traquea en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. p <0.05.

7.2.5. Lipoperoéxidos

Los resultados de lipoperoxidos en traquea mostraron una disminucion significativa en el grupo
teofilina a las 12 h con respecto al grupo control; mientras tanto a las 24 h se observé un incremento
significativo en el grupo TiO»-NP con respecto al grupo control, pero los grupos teofilina + TiO,-NP
y vitamina E + TiO,-NP mostraron concentraciones similares a las del control; esto se observa en la
figura 7.
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Figura 7. Concentraciones de lipoperdoxidos en traquea en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del
manejo correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv);
Teofilina + TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por
5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n
= 6. Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. @ diferencia significativa
con respecto al grupo TiO2-NP 24 h. p < 0.05.

7.2.6. Carbonilos

Los resultados de concentraciones de carbonilos en la traquea mostraron disminucion significativa
con respecto al control en los grupos teofilina, vitamina E a las 12 h y teofilina a las 24 h; mientras
tanto hubo un incremento significativo con respecto al control en los grupo vitamina E + TiO,-NP a
las 24 y 168 h, asimismo, estos grupos tuvieron un incremento significativo con los grupos TiO,-NP
a las 24 y 168 h, respectivamente. Todo esto se observa en la figura 8.
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Figura 8. Concentraciones de carbonilos en traquea en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
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+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El andlisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. @ diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p < 0.05.

7.3. Aorta

7.3.1. Contraccion Musculo Liso

Los resultados frente a un agente constrictor en el musculo liso adrtico mostraron incremento
significativo con respecto al grupo control en los grupos TiO>-NP (12 y 24 h) y teofilina + TiO,-NP
a las 24 h. Mientras que los grupos teofilina + TiO»-NP y vitamina E + TiO»-NP a las 12 h mostraron
una disminucion significativa con respecto al grupo TiO»-NP a las 12 h. Todo esto se observa en la
figura 9.
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Figura 9. Contraccion en musculo liso aortico en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 12 h. p <0.05.

7.3.2. Relajacion Musculo Liso

Los resultados frente a un agente relajante en el musculo liso aodrtico mostraron incremento
significativo en el grupo TiO»-NP a las 12 h con respecto al grupo control; asi mismo, hay diminucion
significativa con respecto al grupo control en los grupos teofilina (12, 24 y 168 h), vitamina E (12,
24 y 168 h) y TiO>-NP a las 168 h. Mientras que los grupos teofilina + TiO,-NP a las 12 h, vitamina
E + TiO2-NP a las 12 y 24 h mostraron una disminucion significativa con respecto a los grupos TiO-
NP en los tiempos experimentales respectivos. Todo esto se observa en la figura 10.
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Figura 10. Relajacion en musculo liso aortico en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 12 h. @ diferencia significativa con respecto al grupo TiO2>-NP 24 h. p < 0.05.

7.3.3. Presion Arterial Sistolica

Los resultados de presion arterial sistolica mostraron incremento significativo en los grupos TiO»-NP
a las 12, 24 y 168 h con respecto al grupo control. Mientras tanto los grupos teofilina + TiO2-NP y
vitamina E + TiO»-NP a las 12, 24 y 168 h presentaron una disminucion significativa con respecto a
los grupos TiO>-NP a las 12, 24 y 168 h, respectivamente. Todo esto se observa en la figura 11.
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Figura 11. Valores de presion arterial sistdlica en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2>-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
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respecto al grupo TiO2-NP 12 h. @ diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa
con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p < 0.05.

7.3.4. Presion Arterial Diastolica

Los resultados de presion arterial diastolica mostraron un incremento significativo en los grupos
TiO>-NP a las 12, 24 y 168 h con respecto al grupo control. Mientras tanto los grupos teofilina +
TiO»-NP y vitamina E + TiO,-NP a las 12, 24 y 168 h tuvieron una disminucion significativa con
respecto a los grupos TiO»>-NP a las 12, 24 y 168 h, respectivamente. Todo esto se observa en la figura
12.
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Figura 12. Valores de presion arterial diastdlica en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 12 h. @ diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa
con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p <0.05.

7.3.5. Presion Arterial Media

Los resultados de presion arterial media mostraron un incremento significativo en los grupos TiO»-
NP alas 12, 24 y 168 h con respecto al grupo control. Mientras que los grupos teofilina + TiO,-NP y
vitamina E + TiO»-NP a las 12, 24 y 168 h mostraron una disminucién significativa con respecto a
los grupos TiO,-NP a las 12, 24 y 168 h, respectivamente. Todo esto se observa en la figura 13.
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Figura 13. Valores de presion arterial media en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 12 h. @ diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa
con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p <0.05.

7.3.6. GSH

Los resultados de GSH en aorta mostraron un incremento significativo en los grupos teofilina a las
12 y 24 h con respecto al control, mientras que hubo una disminucion significativa en el grupo TiO»-
NP a las 168 h con respecto al grupo control; y el grupo vitamina E + TiO»-NP a las 168 h presento
un incremento con respecto al grupo TiO>-NP al mismo tiempo experimental. Todo esto se observa
en la figura 14.
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Figura 14. Valores de GSH en aorta en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo correspondiente:
Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina + TiO2-NP (2
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mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias; més 5 mg/kg, iv;
respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6. Los resultados se
expresan en media &= EE. * diferencia significativa con respecto al control. + diferencia significativa con respecto al grupo
TiO2-NP 168 h. p <0.05.

7.3.7. MDA

Los resultados de MDA en aorta no mostraron diferencias significativas entre los distintos grupos ni
tiempos experimentales, como se observa en la figura 15.
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Figura 15. Valores de MDA en aorta en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo correspondiente:
Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina + TiO2-NP (2
mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv;
respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6. Los resultados se
expresan en media + EE.

7.3.8. Lipoperoxidos

Los resultados de lipoperdxidos en aorta mostraron incremento significativo en los grupos vitamina
Ealas 12y 168 h, TiO,-NP alas 12, 24 y 168 h, y vitamina E + TiO,-NP a las 24 y 168 h con respecto
al grupo control; mientras que existe una disminucion significativa en el grupo teofilina + TiO,-NP a
las 12, 24 y 168 h con respecto al grupo TiO>-NP en los mismos tiempos experimentales. Todo esto
se observa en la figura 16.
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Figura 16. Valores de lipoperoxidos en aorta en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 12 h. @ diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa
con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p <0.05.

7.3.9. Carbonilos

Los resultados de carbonilos en aorta mostraron incremento significativo en los grupos TiO2-NP a las
12, 24 y 168 h, vitamina E + TiO»-NP a las 12 y 24 h, con respecto al grupo control; mientras tanto,
los grupos teofilina + TiO,-NP a las 12, 24 y 168 h, y vitamina E + TiO»-NP a las 168 h, mostraron
disminucion significativa con respecto a los grupos TiO»-NP en los respectivos tiempos
experimentales, todo esto se muestra en la figura 17.
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Figura 17. Valores de carbonilos en aorta en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
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+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El andlisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 12 h. @ diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa
con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p < 0.05.

7.4. Higado
7.4.1. GSH

Los resultados de GSH en higado mostraron disminucion significativa con respecto a grupo control
en los grupos vitamina E a las 12, 24 y 168 h, TiO>-NP a las 12, 24 y 168 h, teofilina + TiO»-NP a las
12,24y 168 h, y vitamina E + TiO»-NP a las 12, 24 y 168 h. Todo esto se observa en la figura 18.
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Figura 18. Valores de GSH en higado en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. p <0.05.

7.4.2. MDA

Los resultados de MDA en higado no mostraron diferencias significativas entre los distintos grupos
ni tiempos experimentales como se observa en la figura 19.
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Figura 19. Valores de MDA en higado en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE.

7.4.3. Lipoperoxidos

Los resultados de lipoperoxidos en higado mostraron un incremento significativo en los grupos
vitamina E (12 y 24 h) y TiO,-NP a las 168 h con respecto al grupo control; mientras tanto, los grupos
teofilina + TiO,-NP y vitamina E + TiO,-NP a las 168 h tuvieron una disminucién significativa con
respecto al grupo TiO»-NP en el tiempo respectivo. Todo esto se observa en la figura 20.
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Figura 20. Valores de lipoperdxidos en higado en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2>-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
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Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. + diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p < 0.05.

7.4.4. Carbonilos

Los resultados de carbonilos en el higado mostraron aumento significativo con respecto al grupo
control en los grupos teofilina a las 12 y 24 h, y vitamina E a las 12 y 24 h, como se muestra en la
figura 21.
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Figura 21. Valores de carbonilos en higado en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El andlisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. p < 0.05.

7.4.5. Albumina Plasmatica

Los resultados de concentraciones plasmaticas de albimina mostraron una disminucion significativa
con respecto al grupo control en los grupos teofilina a las 12 y 168 h, como se observa en la figura
22.
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Figura 22. Valores de albimina plasmatica en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. p < 0.05.

7.4.6. TGO

Los resultados de TGO plasmatico mostraron un incremento significativo en el grupo TiO,-NP a las
12 h con respecto al grupo control, mientras tanto, el grupo vitamina E + TiO»-NP a las 12 h mostr6
una disminucion significativa con respecto al grupo TiO,-NP a las 12 h. Todo esto se observa en la
figura 23.
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Figura 23. Valores de TGO en plasma en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO>-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2>-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
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Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. + diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p < 0.05.

7.4.7. TGP

Los resultados de TGP en plasma mostraron incremento significativo con respecto al grupo control
en los grupos vitamina E a las 12, 24 y 168 h, y en los grupos TiO»-NP a las 12, 24 y 168 h. Mientras
que los grupos vitamina E + TiO»-NP a las 12, 24 y 168 h tuvieron una disminucion significativa con
respecto a los grupos TiO>-NP en los respectivos tiempos experimentales. Todo esto se observa en la
figura 24.
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Figura 24. Valores de TGP en plasma en grupo control y a las 12, 24 y 168 h posterior al término del manejo
correspondiente: Teofilina (2 mg/kg, ig) por 5 dias; Vitamina E (4 mg/kg,ig) por 5 dias; TiO2-NP (5 mg/kg, iv); Teofilina
+ TiO2-NP (2 mg/kg, ig por 5 dias; mas 5 mg/kg, iv; respectivamente); y Vitamina E + TiO2-NP (4 mg/kg, ig por 5 dias;
mas 5 mg/kg, iv; respectivamente). El analisis estadistico fue hecho con ANOVA y una prueba de Tukey con una n = 6.
Los resultados se expresan en media + EE. * diferencia significativa con respecto al control. # diferencia significativa con
respecto al grupo TiO2-NP 12 h. @ diferencia significativa con respecto al grupo TiO2-NP 24 h. + diferencia significativa
con respecto al grupo TiO2-NP 168 h. p <0.05.

8. Discusion

El campo de los nanomateriales es cada vez mas amplio, haciendo que no solo los trabajadores de
empresas, sino que consumidores comunes estén en constante contacto con ellas (Aikens et al. 2006).
Uno de estos materiales de mayor uso por sus propiedades tnicas son las TiO,-NP, las cuales, como
se ha comentado anteriormente, son utilizadas para varios productos en diversas formas (Robichaud
et al. 2009). Por lo comentado, es imprescindible dilucidar los efectos que estos nanomateriales
pudiesen generar en el cuerpo humano, sobre todo, si estos efectos pueden llegar a ser dafiinos
(Manzoor et al. 2024). Si bien cada vez son mas los trabajos que demuestran que las TiO,-NP pueden
generar efectos nocivos en diferentes organos, es importante estudiar a fondo en qué condiciones
generar su mayor toxicidad, si esta relacionado a cierto grado de dosis, situaciones, preferencia por
algin o6rgano especifico del cuerpo, y ademads, es importante conocer maneras de amortiguar los
efectos que se estan encontrando. De esta manera no apartamos a los nanomateriales en la evolucion
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tecnologica o comercial, sino que, aprendemos de una mejor manera como trabajar con ellas y evitar
circunstancias colaterales no deseadas.

En este trabajo, TiO>-NP fueron usadas para generar estrés oxidativo en los diferentes 6rganos de
rata. La biodisponibilidad de TiO,-NP para su liberacion, transporte, solubilidad y absorcion depende
de sus propiedades fisicoquimicas relacionadas a su forma, tamafio, carga en la superficie y habilidad
para aglomerarse (Baranowska-Wojcik et al. 2020). En el presente trabajo determinados el tamafio
de TiO»-NP, su carga de superficie y la capacidad de aglomeracion. Nuestro trabajo demostrd que el
cloruro de sodio (NaCl) en la solucion es ionizada, y el sodio contribuye a la respuesta de las cargas
positivas para la modificacion del potencial Z, condicionando la capacidad de dispersion de las TiO»-
NP. El grado de homogeneidad de las TiO,-NP en la solucion es reflejada en el valor de PDI, estos
valores reflejan que a al tiempo 0 el tamafo de TiO,-NP es mas homogéneo que a los 5 min, estos
son acorde con el valor del potencial Z y con lo encontrado en TEM (Bhattacharjee 2016). El analisis
microscopico reveld que la formas de las TiO,-NP fue del tipo anatasa (octaedrita) y tenia un diametro
promedio de 40-60 nm, esta es la forma mas pequefia de las TiO,-NP lo que les permite entrar al
interior de las células. Asimismo, la forma anatasa fue congruente con la descripcion reportada de
TiO>-NP por Sigma-Aldrich (99.7%). La caracterizacion de TiO>-NP en este trabajo explica la
biodisponibilidad en nuestro modelo y la instalacion de estrés oxidativo en los 6rganos estudiados.

Varios estudios demostraron que la exposicion a TiO,-NP produce estrés oxidativo y nitrativo en los
distintos organos (Cao et al. 2018). Existen biomarcadores que muestran el grado de estrés oxidativo
y nitrativo, tales como lipoperdxidos totales, MDA, GSH y carbonilos.

MDA y lipoperoxidos totales, este ultimo corresponden a MDA y HNE, son biomarcadores de
peroxidacion de lipidos (Estebauer et al. 1990).

No encontramos trabajos que se relacionen al incremento de esos biomarcadores en la traquea como
hicimos en este trabajo, los trabajos encontrados se relacionan al incremento de una respuesta
inflamatoria a nivel pulmonar, ya sea por conteo de células inflamatorias como macrofagos y
polimorfo nucleares (Rashad y Abdelwahab 2020) o bien, conteo de polimorfonucleares en un lavado
traqueal (Oyabu et al. 2017). Nosotros relacionamos estos hallazgos con los nuestros a pesar de no
haber manejado biomarcadores de inflamacion, sino de estrés oxidativo; sin embargo, consideramos
valida esta comparacion, ya que existe una relacion estrecha entre el estrés oxidativo y la generacion
de una respuesta inflamatoria, esta conexion esta dada por el factor nuclear kappa beta (NF-kp)
(Lawrence 2009). Asi mismo, encontramos que existe un incremento en el tono basal de la traquea
en presencia de TiO,-NP, sin embargo, este incremento es atenuada cuando se dio profilaxis con un
antioxidante, ya sea teofilina o vitamina E. En el trabajo de Sari et al. (2010) demostraron presencia
de estrés oxidativo en la trdquea de rata posterior a una traqueostomia, la cual fue revertida utilizando
vitamina E como agente antioxidante, lo cual concuerda con los resultados aqui expuesto. Ademas
de un incremento de los lipoperoxidos totales. Llama la atencion el incremento del GSH a nivel
traqueal cuando solamente fue tratado de manera profilactica con teofilina.

Nosotros encontramos que en presencia de un agente oxidativo como es TiO»-NP, la contraccion de
la muestra de aorta In vitro era mayor a las 12 h posterior a la intoxicacion, sin embargo, fue mas
importante el incremento del tono basal frente al agente relajante, por lo que la problematica en este
caso es la dificultad para relajarse en estas condiciones. La explicacion que proponemos es que en
presencia de un agente que genera especies reactivas de oxigeno en un sitio donde se encuentra el
oxido nitrico (NO), principal agente relajante que se encuentra en el endotelio, se generan especies
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reactivas de nitrogeno, ya que al interactuar el O, con el NO se genera peroxinitrito (ONOO-),
molécula altamente reactiva para la generacion de estrés nitrativo (Xu et al. 2024).

Spigoni et al. (2015) reportaron in vitro un incremento de MDA en células angiogénicas expuestas a
TiO,-NP. Haberl et al. (2015) demostraron que la forma anatasa de TiO,-NP acelera
significativamente la formacion de trombos in la microcirculacion con el uso de una dosis sistémica.
Por otro lado, un efecto benéfico de diferentes antioxidantes en el sistema cardiovascular ha sido
reportado contra la generacion de estrés oxidativo por TiO,-NP. Hassanein y El-Amir (2017)
demostraron el efecto antioxidante de timoquinona o avenantramidas en el corazon; Ding et al. (2016)
Reportaron el efecto benéfico del acido salvianolico B.

En nuestro trabajo las concentraciones de MDA no mostraron una diferencia significativa en los
distintos grupos, pero hay una tendencia hacia la proteccion de teofilina contra la lipoperoxidacion
por TiO>-NP a las 12 y 24 h, y no a las 168 h, lo cual puede ser explicado por la media vida de la
teofilina; mientras tanto, con la vitamina E se vio una tendencia a un efecto prooxidante a las 12 h'y
una antioxidante a las 24 h.

Los lipoperoxidos elevados (MDA y HNE) fueron encontrados en ratas tratadas con TiO»-NP en
todos los tiempos experimentales, evidenciando dafo al sistema membranal en células del tejido
aortico. Resultados similares fueron observados por Spigoni et al. (2015), cundo midieron MDA en
células angiogénicas. Ademas, Wada et al. (2015) establecieron una asociacion entre concentraciones
mayores de HNE y disfuncion cardiovascular. Zarkovic et al. Reportaron que HNE y MDA producen
modificaciones funcionales y estructurales en las membranas celulares, lo cual lleva a una
disminucion en la elasticidad arterial y desarrollo de ateroesclerosis, generando incremento en la PAS.
El grupo que recibi6 teofilina + TiO»-NP disminuyd significativamente las concentraciones de
lipoperdxidos con respecto al grupo tratado solo con TiO2-NP en todos los tiempos experimentales,
sin embargo no lograron los bajar los niveles hasta los encontrados en el grupo control, haciendo el
efecto antioxidante evidente, el cual protege contra dafio oxidativo en membranas celulares por TiO»-
NP en tejido vascular, estos resultados pudieran ser importantes en las enfermedades cardiovasculares
que comparten fisiopatologia en base al estrés oxidativo. Mientras tanto, los resultados obtenidos con
vitamina E mostraron que por si sola presenta un efecto prooxidante, y en presencia de un agente
agresor, se comporta como un agente antioxidante.

En nuestro modelo, el grupo TiO»-NP presentd un incremento significativo de carbonilos en el
homogenado de tejido adrtico comparado con el grupo control en todos los tiempos experimentales
indicando el dafio oxidativo en aorta afectando no solo los fosfolipidos de la membrana celular sino
también las proteinas membranales y citosolicas. Algunos autores han ligado los niveles elevados de
carbonilos con enfermedades cardiovasculares, incluyendo disfuncion endotelial (Jo-Watanabe et al.
2015). El grupo teofilina presentd una disminucion significativa en carbonilos comparado con el
grupo control a las 12 y 24 h, sugiriendo una disminucion en la oxidacion proteica basal. El grupo de
teofilina + TiO,-NP disminuy¢ significativamente los niveles de carbonilos con respecto al grupo
TiO,-NP en todos los tiempos experimentales. Lo anterior demuestra que la teofilina tiene un efecto
antioxidante que protege la oxidacion de proteinas celulares en el tejido adrtico. Sin embargo, la
teofilina no tuve la misma reaccion, ya que sola o en combinacion de TiO,-NP, mostr6 una clara
reaccion prooxidante.

GSH es el principal antioxidante celular no enzimatico, juega papeles criticos protegiendo células del
dafio oxidativo y de la toxicidad de xenobioticos electrofilicos; ademas de mantener la homeostasis
oxido reduccion (Forman et al. 2009). Un importante hallazgo en nuestro trabajo fue el incremento
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significativo en la concentracion de GSH en el tejido aodrtico encontrado en el grupo teofilina a las 12
y 24 h después de la tltima administracion, la cual es una dosis baja de 2mg/kg por 5 dias. En este
contexto, Aslam et al. (2022) reportaron cambios significativos en la disminucion de estrés oxidativo
y en el incremento de la via de sefializacion Nrf2 relacionada a ateroesclerosis en aorta de rata en
grupos que recibieron Opuntia ficus-indica con respecto al control positivo, con ello demostrando el
efecto de protector fitoquimico en tejido vascular. Las xantinas como cafeina, teofilina y teobromina
son fitoquimicos que tienen una capacidad antioxidante a través de diferentes mecanismos, entre
ellos, la activacion del sistema Nrf2/keap1 que regula la expresion de enzimas relacionada a la sintesis
de GSH (Kolb et al. 2021). Lo anterior puede explicar los niveles altos de GSH observados en este
trabajo.

Similarmente, no hay diferencias significativas observadas en las concentraciones de GSH en los
grupos TiO,-NP y teofilina + TiO,-NP a las 12 y 24 h comparadas al control. Una explicacion posible
para el mantenimiento de los niveles de GSH en el grupo TiO,-NP a pesar de su consumo por las
especies reactivas generadas es debido al control de la expresion de las enzimas glutamate-cysteine
ligasa (GCL) y gamma glutamyl transpeptidasa (GGT), que participan en la sintesis de GSH, regulado
a través de la via Nrf2 activada por HNE (Forman et al. 2009). Consideramos que el efecto protector
de teofilina en el tejido vascular, acoplado con el efecto inductor de la via Nrf2 mediado por HNE,
explica los niveles de GSH observados en el grupo teofilina + TiO»-NP.

Con respecto a lo encontrado en el higado posterior a la intoxicacién con TiO>-NP se mostraron
niveles elevados de lipoperoxidos a los 168 h y de MDA a las 12 y 24 h. Recordando que el ensayo
que el ensayo de lipoperoxidos mide MDA y HNE, por lo tanto, el HNE puede ser detectado de una
manera indirecta si se tiene ademas los resultados de MDA. Presumiblemente, el HNE es mas
inestable y reactivo que MDA (Spickett et al. 2010). Nosotros encontramos estudios que mostraron
incremento de MDA como en el nuestro, como Shakeel et al. (2016) y Jia et al. (2017); mientras tanto
Pujalté et al. (2017) no tuvieron incremento en los niveles de la MDA ; Hassanein y El-Amir (2016)
tuvieron incremento en las concentraciones de lipoperoxidos, el cual se correlaciona con nosotros.

Nuestro estudié obtuvo una disminucion del GSH hepatico a las 12, 24 y 168 h posterior a la
administracion de TiO,-NP, este resultado correlaciona con lo reportado en otros estudios (Sha et al.
2011; Hassanein y ElI-Amir 2016), pero lo reportado por Shakeel et al. (2016) fue lo contrario.

Los niveles de carbonilos en nuestro estudio tuvieron un incremento solamente posterior a las 168 h
de la intoxicacion con TiO,-NP, este resultado correlaciona con lo visto en lipoperoxidos y MDA,
por lo que podemos inferir que el HNE produjo oxidacion de proteinas. Algunos autores han
demostrado que el estrés oxidativo hepatico puede incrementar la oxidacion proteica y por ende la
concentracion de carbonilos (Cumaoglu et al. 2007; Li et al. 2015).

Las pruebas de enzimas hepaticas han sido usadas por muchos afios como biomarcadores hepaticos
(Huang et al. 2006) y los resultados en nuestro estudio después de la intoxicacion con TiO,-NP
mostraron incremento de TGO y TGP, estos resultados correlacionan con otros autores que han
obtenido alteraciones en las enzimas hepaticas posterior a la intoxicacion con TiO>-NP (Alarifi et al.
2013; Chang et al. 2015; Shakeel et al. 2016), mientras que Yang et al. (2017) no reportaron
alteraciones en enzimas hepaticas, sin embargo ellos encontraron alteracion en bilirrubinas y acidos
biliares.

La albimina plasmatica es un biomarcador de funcion hepatica, el cual no solo esta alterada en
nuestro estudio posterior a la intoxicacion con TiO2-NP, esto se correlaciona con el trabajo de Elgrabli
etal. (2015); Liu et al. (2009) donde se encontraron alteraciones con dosis altas (50, 100 y 150 mg/kg)
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sino que no son las mismas dosis utilizadas por nosotros. Asimismo, podemos inferir que las TiO»-
NP pueden producir estrés oxidativo y dafio, pero no altera la funcion hepatica a las dosis usadas (5
mg/kg) y en los tiempos evaluados en este estudio; se necesita considerar que TiO>-NP permanecen
por largo tiempo dentro de higado y el estrés oxidativo resultante puede desencadenar inflamacion
(Hong y Zhang 2016; Relier et al. 2017) y apoptosis (Alfarifi et al. 2013; Shukla et al. 2013; Thai et
al. 2016; Yang et al. 2017).

En el estudio histopatologico fue observado efectos dafiinos por intoxicacién con TiO,-NP, los cuales
correlacionan con otros trabajos; Alarifi et al. (2013) encontraron vacuolas, degeneracion hidrépica,
inflamacion y apoptosis; Chang et al. (2015) encontraron edema y citoplasma laxo; Hassanein y El-
Amir (2016) encontraron infiltracion mononuclear, degeneracion vacuolar, dilatacion de venas y
necrosis; Jia et al. (2017) no encontraron alteraciones histopatologicas a una dosis de 5 mg/kg (la
misma usada en este trabajo), pero a altas dosis encontraron obstruccion vascular y dilatacion (50
mg/kg), basofilos incrementados (100 mg/kg), isquemia hepatica (150 mg/kg) y obstruccion de la
vena central.

La nanotecnologia es un campo prometedor para la ciencia que necesita estrategias para minimizar
los posibles efectos daninos colaterales, por lo que diversos antioxidantes han sido estudiados como
profilacticos para proteger el dafio en el higado por TiO»-NP. Este estudio mostro que la vitamina E
profilactica no incremento lipoperoxidos, pero MDA si increment6 a las 12 y 24 h, esto correlaciona
con El.Shenawy et al. (2010); mientras tanto, De Lima-Sanches et al. (2010) reportaron disminucion
en la concentracion de sustancias reactivas de acido tiobarbiturico (TBARS) usando vitamina E como
protector contra el etanol; y Ohta et al. (2015) mostraron disminucion en MDA usando vitamna E
contra estrés por inmersion de agua. GSH fue disminuido debido a que la vitamina E requiere su
oxidacion para regenerar su funcion antioxidante (Van Meereten et al. 2015) y esto correlaciona con
el trabajo de algunos autores (De Lima-Sanches et al. 2010; Kaur et a. 2010; Ohta et al. 2015). En
nuestro estudio la vitamina profilactica + TiO>-NP mantuvieron bajos los niveles de carbonilos en
todos los tiempos experimentales, estos resultados correlacionan con otros autores (El-Shenawy et al.
2010; Venkata Subbaiah et al. 2015); TGO y TGP no tuvieron diferencias significativas comparadas
con e grupo control, lo cual correlaciona con otros trabajos (De Lima-Sanches et al 2010; El-Shenawy
et al. 2010; Lee et al. 2013); y la albumina plasmatica no tuvo diferencia significativa comparada con
el grupo control, esto correlaciona con Wilson Magdy et al. (2016). Estos resultados mostraron MDA
incrementada pero no de lipoperoxidos, por lo que podemos inferir que la vitamina E profilactica
puede disminuir el dafio bioquimico producido por TiO,-NP denido a que el MDA es formado en
lugar de HNE, la cual no es una molécula mas reactiva que pueda dafiar otras estructuras celulares
(Spikett et al. 2010), esto explica porque todos los otros parametros (GSH, carbonilos, TGO, TGP y
albumina plasmatica) en este grupo en todos los tiempos experimentales no tuvieron alteraciones. Sin
embargo, Nuestros resultados histopatoldgicos mostraron que la vitamina E profilactica puede danar
el higado, en estos casos, podriamos pensar que el MDA resultante estd causando dafio en la
membrana celular y no en otras estructuras celulares al mismo tiempo. Las imagenes resultantes en
el grupo vitamina E + TiO,-NP son remarcables, ya que vimos una importante vacuolizacion que no
estd apoyada por los resultados bioquimicos, encontramos solamente incremento de MDA, esto puede
decirnos que las membranas celulares son dafadas sin recuperacion subsecuente en los tiempos
experimentales evaluados. Se puede inferir que en las condiciones que la usamos, la vitamina E no es
micronutriente que pudiera ser un protector inocuo contra la intoxicacion por TiO2-NP.

Todos las moléculas antioxidantes tienen el potencial para convertirse en moléculas prooxidantes
(Carocho y Ferreira 2013), y la vitamina E no es la excepcion, cuando los a-tocoferoles reaccionan
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con radicales libres de oxigeno, pueden convertirse en a-tocoferilos (Bruno y Traber 2006), por lo
que esto apoya nuestros resultados cuando usamos vitamina E. Nuestros resultados mostraron
incremento de lipoperoxidos a las 12 y 24 h donde MDA se increment6 a las 168 h, lo cual puede
sugerir que el HNE es la moléculas principal resultante con la exposicion de vitamina E, esto
correlaciona con el incremento de las concentraciones de carbonilos a las 12 y 24 h. Las
concentraciones de GSH fueron bajas en todos los tiempos experimentales, la concentracion de TGO
estuvo incrementada a las 24 h y nosotros no encontramos alteraciones en la albimina plasmatica.
Afolabi et al. (2012) encontr6 resultados similares que nosotros con el MDA. Este efecto prooxidante
puede ser causado por un incremento en las concentraciones de vitamina E dentro del organismo,
pero no de la vitamina C, lo cual provoca un desbalance entre estos dos micronutrientes. Es sabido
que el a-tocoferol tienen una cadena lateral saturada lo que le confiere a la molécula una alta
liposolubilidad y esto le permite a la molécula quedarse en la membrana celular, incluso cuando se
transforma en un radical a-tocoferil; la vitamina C es el principal micronutriente que regenera la
actividad de los a-tocoferoles cuando se oxida (Bruno et al. 2006), por lo que podemos inferir que
este desbalance produce el efecto prooxidante de la vitamina E, ya que se ha demostrado que la
combinacion entre estas dos vitaminas tienen un mejor efecto (Afolabi et al. 2012).

Una estrategia que pudiera evitar este efecto prooxidante es el uso de tocotrienoles en lugar de
tocoferoles, ya que los tocotrienoles tienen una cadena lateral insaturada, lo cual les permite penetrar
dentro de los tejidos que tienen acidos grasos saturados como es el higado (Suzuki et al. 1993; Ahsan
et al. 2014), por lo que los efectos colaterales pudieran ser menor debido a que el tocotrienol oxidado
puede ser depurado de la célula de una manera mas sencilla que el tocoferol. Adicionalmente, algunos
autores han reportado mejores efectos antioxidantes de tocotrienoles que de los tocoferoles (Adachi
¢ Ishii 2000: Ahmad et al. 2005; Miiller et al. 2010).

Mientras tanto, la terapia profilactica con teofilina no mostré resultados mucho mejores que los
presentados con la terapia profilactica con vitamina E. Teofilina sola o bien, en el grupo combinado
con Ti0,-NP, mostr6 un descenso de los niveles de GSH. Con respecto a los resultados tanto en MDA
como en lipoperoxidos totales, no se encontraron diferencias significativas. Carbonilos se encuentran
incrementados en presencia de teofilina. Las pruebas de funcion hepatica, tales como albumina sérica,
TGO y TGP, no mostraron diferencias significativas con este farmaco. Poco se ha estudiado a la
teofilina como agente antioxidante en el higado, Moreau et al. (1992) lo utilizaron a dosis de 2-6
mg/kg para atenuar efectos dafiinos en el higado cirrético con éxito moderado hemodinamicamente
hablando. La situacion para considerar es que el metabolismo de la teofilina es predominantemente
hepatico, por lo que su presencia en este 6rgano deriva rapidamente a su desintegracion y conversion
a otros metabolitos que pudieran tener menor actividad o incluso una actividad nula (Barnes 2010).
Sin embargo, el papel como antioxidante de la teofilina es algo que continua en auge y que atn se
sigue investigando, incluso en el tejido hepatico (Jia et al. 2024).

9. Conclusiones

El campo de la nanotecnologia es cada vez mas amplia, mas compleja y utilizada, por lo que su
contacto es ya una situacion cotidiana, tanto para trabajadores del campo como también para los
consumidores y usuarios de los productos que lo contienen. Si bien, su uso se ha considerado en
ocasiones como inocua, lo cierto es que existen diversos estudios en diversos 6rganos y tejidos que
muestran resultados adversos que podrian desencadenar en cuestiones de salud importantes.

38



Es un hecho que la nanotecnologia no se va a detener, pero si podemos encontrar estrategias para
disminuir o evitar los diversos efectos colaterales a lo que nos exponen. Debido a que los estudios
han estado enfocados al estrés oxidativo resultante, es logico utilizar sustancias antioxidantes para
contrarrestar los efectos. Los utilizados por nosotros es la vitamina E y la teofilina. La vitamina E es
un antioxidante altamente estudiado por afios, y del que se conocen muy bien sus efectos. Sin
embargo, la teofilina es un farmaco que historicamente se ha utilizado con propoésitos respiratorios.
Nosotros hemos trabajado con una dosis mucho menor a la convencional para desencadenar sus
efectos antioxidantes no tan estudiados hasta el dia de hoy.

Los resultados obtenidos nos han mostrado que los antioxidantes a veces pueden convertirse en
prooxidantes, esto puede depender de la dosis utilizada, del tejido y del 6rgano en cuestion, Por lo
que son necesarios estudios posteriores para comprender el mecanismo de accion exacto de estas
sustancias para un uso futuro con mayor probabilidad de éxito y menor rango de error.
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