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Resumen.

Las enfermedades hepaticas representan un problema de salud publica de gran
magnitud, situandose entre las principales cinco causas de mortalidad en México
segun el Sistema Nacional de Informacion en Salud. Estas patologias tienen
multiples etiologias, entre ellas infecciones, consumo excesivo de alcohol, higado
graso, colestasis cronica y exposicion a agentes téxicos, incluidos medicamentos.
La automedicacién, una practica comun en personas aparentemente sanas,
agrava este panorama al exponer a la poblacién a mayores riesgos de dafio

hepatico.

El presente estudio tiene como objetivo la sintesis y simulacién de un nanosistema
de puntos cuanticos de 6xido de zinc funcionalizados con teofilina para evaluar su
efecto hepatoprotector en un modelo de dafio hepatico agudo inducido por
tetracloruro de carbono en ratas Wistar.

La eleccion de los componentes del nanosistema responde a la necesidad de
explorar nuevas alternativas terapéuticas para el dafio hepatico, un area con
numerosas incognitas y oportunidades de innovacion. Aunque la teofilina es
ampliamente conocida en la medicina, su aplicacion especifica en este contexto
ha sido poco explorada, y los estudios previos presentan resultados
contradictorios. Por otro lado, el ZnO ha demostrado propiedades antioxidantes y
antiinflamatorias en multiples investigaciones, lo que sustenta su seleccion como

componente clave en este nanosistema.

La investigacion se desarroll6 en tres etapas: una computacional, que incluy?d la
simulacion de interacciones entre ZnO, acido citrico y teofilina mediante teoria del
funcional de la densidad con el funcional hibrido B3LYP y la base DGDZVP; una
experimental, en la cual se sintetizaron los ZnO QD’s mediante el método de
precipitacion y se funcionalizaron con teofilina, siendo caracterizados mediante
FT-IR, UV-Vis, EDS, SEM y DLS; y una etapa in vivo, donde se evaluaron
marcadores bioquimicos de funcionalidad hepatica.
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Los resultados computacionales confirmaron la estabilidad termodinamica del
complejo ZnO-AC-Thp, destacando propiedades electrénicas que sugieren un
equilibrio entre estabilidad y reactividad, adecuado para aplicaciones en procesos
redox y sistemas bioldgicos. En la etapa experimental, se demostro la sintesis
exitosa de ZnO QD’s con control preciso de tamafo y propiedades oOpticas,
mientras que la funcionalizacion con Thp, empleando acido citrico como agente
acoplante, resulté en un nanosistema homogéneo y estable. En los estudios in
vivo, el nanosistema evidencioé una accion multifactorial, combinando efectos
antioxidantes, antiinflamatorios y antinecréticos, posicionandose como una
estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento de enfermedades

hepaticas.
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Capitulo 1

Introduccion



1.1 Nanotecnologia.

La nanotecnologia se define a partir del prefijo "nano", derivado de la palabra griega
"enano". En términos simples, "nano" denota la fraccion de un metro equivalente a
una mil millonésima parte o igual a 1x10° m’.

En consecuencia, la nanotecnologia involucra el estudio, disefo, creacion,
manipulacion, sintesis y aplicaciones de materiales aparatos y sistemas funcionales
a través del aprovechamiento de fendmenos y propiedades de la materia a

nanoescala?.

Naciones industrializadas como Estados Unidos, la Union Europea, Japén, China,
Corea y Taiwan han establecido programas nacionales dedicados a la
nanotecnologia, coordinando esfuerzos para satisfacer necesidades especificas
mediante la creacion de nanoproductos. En contraste, algunos paises en desarrollo
como Brasil, Chile, Costa Rica, India, Malasia, Bangladesh y Sudafrica estan
asignando recursos significativos a la investigacion y desarrollo de nanotecnologias.
En el caso de México, se estan llevando a cabo iniciativas para la creacion de un
programa nacional de nanotecnologia, ademas de contar con grupos de trabajo y
redes de investigacion enfocadas en areas como nanomateriales, nanotubos,

nanoparticulas, nanocatalizadores e ingenieria molecular®.

De esta manera, la nanociencia y la nanotecnologia han surgido como una disciplina
cientifica interdisciplinaria que ha fusionado la ingenieria con la biologia, la quimica
y la fisica. Esto se debe a las aplicaciones potenciales en diversos campos, como
la electrénica, la ceramica, la catalisis, el almacenamiento de datos magnéticos,
componentes estructurales, alimentos, cosméticos, asi como en el ambito bioldgico

y médico*.
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1.1.1 Historia.

La comunidad cientifica atribuye los primeros indicios de la nanotecnologia al fisico
y premio Nobel Richard Feynman, quien abordd las propiedades de los
nanomateriales a escala nanomeétrica en su conferencia del 29 de diciembre de
1959 ("There’s plenty of room at the Bottom")'. Aunque fue Feynman quien esbozé
por primero estos conceptos, el término "nanotecnologia” fue formalmente definido
en 1974 por el profesor Norio Taniguchi de la Universidad de Ciencias de Tokio en

su articulo "On basic concept of nano-technology".

La nanotecnologia gané amplia aceptacién en 1986 con la publicacién de "Engines
of creation: The coming era of nanotechnology and nanosystems". En este trabajo,
se introdujo el concepto de los clusters y se presentd la invencion del microscopio
de efecto tunel (STM, por sus siglas en inglés), que posibilitd el descubrimiento del
fullereno en 1986 y de los nanotubos de carbono,® al mismo tiempo, se exploraron
la sintesis y las propiedades de los semiconductores nanocristalinos, lo que propicié
un avance rapido en la comprension de los puntos cuanticos (QD’s) y las
nanoparticulas (NP’s) de 6xidos metalicos.

1.1.2 Etapas del desarrollo de la nanotecnologia.

I.  Nanoestructuras pasivas.
Las nanoestructuras pasivas representan la primera generacion de
nanotecnologia, marcando el periodo inicial en el que se descubridé y
comenzd a aplicarse esta disciplina en el mercado. Este tipo de
nanotecnologia posibilita la incorporacion de materiales y propiedades
adicionales a un producto. Un ejemplo destacado son los recubrimientos
impermeables, por ejemplo, en la construccion, donde el uso de nanotubos

de carbono se aprovecha para mejorar otras caracteristicas en el producto®.
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1.

IV.

Nanoestructuras activas.

Estas nanoestructuras poseen la habilidad de alterar completamente las
caracteristicas de un objeto mediante su bioactividad, que posibilita la
entrega precisa de un farmaco en una célula o un érgano especificos. Este
proceso puede lograrse al revestir la nanoparticula con una proteina

particular y formar un nanosistema’.

Sistemas de nanosistemas.

La tercera generacidn de nanotecnologia aun no ha sido alcanzada.
Fundamentalmente, representa el ambito nanotecnoldgico al que la mayoria
de las personas suele referirse cuando se aborda este tema. En la
nanotecnologia de tercera generacion, observamos la colaboracion de
diversas nanomaquinas’. Este nivel se fundamenta en el autoensamblaje

eficiente y efectivo de moléculas o nanosistemas a una escala mas amplia.

Nanosistemas moleculares.

La cuarta generacion representa la perfeccion de esta tecnologia. En este
nivel, se logra un control total sobre las moléculas que constituyen las
nanomaquinas’. En otras palabras, mientras que una nanomaquina de
tercera generacién puede tener diversos componentes compuestos por
moléculas especificas, una nanomaquina de cuarta generacién esta
construida con diferentes moléculas que poseen estructuras particulares;
cada molécula tiene una estructura y una funcién definidas. En términos mas
concretos, se estaria hablando de la posibilidad de construir estas
nanomaquinas a nivel molecular, utilizando atomos especificos en su

construccion.
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1.1.3 Aplicaciones de la nanotecnologia.

Los materiales nanoestructurados se han incorporado de manera activa en diversas
aplicaciones, tales como pelotas de tenis con el propdsito de modular el numero de
giros asociados; en los neumaticos de alto rendimiento mediante la inclusion de
nanoparticulas; en la confeccion de telas dotadas de propiedades anti-manchas o
antiarrugas mediante el uso de nanofibras; en la formulacion de productos
cosmeéticos, farmacos, y terapias novedosas, haciendo uso de nanosistemas; en la
creacion de filtros y membranas de agua nanoestructuradas, asi como en
soluciones medioambientales; en la optimizacidén de procesos productivos mediante
la incorporacién de materiales mas robustos o eficientes, tanto en contextos
industriales como agroindustriales; y en la concepcion de nuevos materiales con
aplicaciones que abarcan desde la electronica, la aeronautica, y practicamente toda
la industria del transporte, hasta su implementacion en armamentos mas
sofisticados, como explosivos y tecnologias balisticas, entre otros. Asimismo, se
estan empleando nanodispositivos integrados en nanoestructuras mas amplias para

aplicaciones en campos como la nanomedicina, nanorobdtica, y nanobiosensores®.

1.2 Simulacién molecular.

Las simulaciones computacionales se han convertido en una herramienta clave en
multiples disciplinas para llevar a cabo estudios in silico de fendmenos naturales y
procesos que ocurren a diferentes escalas, desde la subatomica hasta la césmica.?
Estos estudios funcionan como un vinculo entre los modelos teoricos y los
experimentales, ya que a través de modelos matematicos y software especializado
es posible realizar experimentos virtuales con flexibilidad para definir las
condiciones y parametros del sistema, permitiendo también el calculo de diversas
propiedades®. Todo esto se realiza sin incurrir en los altos costos que implicarian los

experimentos fisicos, limitandose unicamente a la capacidad computacional
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disponible y a la precision del modelo matematico empleado para representar el

sistema real.

Existen numerosos métodos de simulacion molecular, algunos de ellos basados en
la mecanica cuantica, como Teoria Funcional de la Densidad (DFT, por sus siglas
en inglés) y otros en la mecanica clasica, y la eleccion del enfoque depende del tipo
de problema que se quiera abordar® .Las ramas de la simulacién molecular se

muestran en la Figura 1.

SIMULACION MOLECULAR

MECANICA CLASICA MECANICA CUANTICA

Dinamica Mecanica Semi-
molecular molecular empirico

Figura 1. Ramas de simulacion molecular®.

1.2.1 Métodos de simulaciéon molecular de mecanica clasica.

La mecanica molecular se basa en las leyes de la fisica clasica aplicadas a los
nucleos atomicos, excluyendo explicitamente el tratamiento directo de los
electrones. Este enfoque emplea un modelo matematico en el que las moléculas se
representan como un conjunto de atomos conectados por enlaces quimicos. Dichos
enlaces estan descritos por parametros que definen fuerzas de tension, flexion, y
las interacciones entre atomos no enlazados™.

El método se fundamenta en la construccion de una expresion matematica que
describe la energia potencial de la molécula, la cual depende exclusivamente de las

posiciones relativas de sus atomos. Esta expresion, conocida como campo de
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fuerza, se desarrolla a partir de funciones matematicas parametrizadas con valores
obtenidos mediante calculos ab initio o datos experimentales, como los derivados
de estudios espectroscopicos™.

La energia total de un sistema molecular en este enfoque se descompone

generalmente en cinco componentes principales™®:

Energia de enlace: Depende de la distancia entre atomos enlazados.

e Energia angular: Relacionada con el angulo formado por tres atomos
consecutivos.

e Energia de torsion: Describe las rotaciones alrededor de enlaces simples.

e Interacciones electrostaticas: Asociadas a las cargas parciales de los

atomos.

e Interacciones de Van der Waals: Incluyen fuerzas de dispersion y repulsion.

El campo de fuerza actua como una herramienta matematica que permite describir
y predecir las fuerzas y energias involucradas en las interacciones del sistema
molecular. Este enfoque es esencial para modelar sistemas moleculares grandes
de forma eficiente, ya que simplifica considerablemente los calculos al no considerar
directamente la funcién de onda o la densidad electronica total.

Los métodos que implementan esta aproximacion se dividen en tres categorias

principales: Monte Carlo, dinamica molecular y mecanica molecular®.

1.2.2 Métodos de simulaciéon molecular de mecanica cuantica.

Los métodos de simulacién molecular basados en mecanica cuantica suelen ser
mas costosos en términos de calculo y requieren mayor capacidad de memoria
computacional, por lo que su aplicacidn esta restringida a sistemas con pocos
atomos. Sin embargo, ofrecen una descripcion fisicoquimica del sistema mas

precisa al incluir el comportamiento de todos los electrones en los modelos™?.
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1.2.2.1 Métodos semiempiricos.

Este enfoque, también conocido como método de primeros principios, se basa
exclusivamente en constantes fisicas fundamentales, como las masas y cargas de
electrones y nucleos atomicos, para resolver la ecuacion de Schrodinger y obtener
funciones de onda que describen los electrones en las 6rbitas moleculares. Estos
meétodos proporcionan los resultados mas precisos, ya que permiten calcular tanto
estados de transicion como de excitacion, aunque exigen un alto costo

computacional?.

1.2.2.2 Método ab initio.

Estos métodos se caracterizan por usar parametros obtenidos de experimentos o
de calculos ab initio para resolver la ecuacidn de Schrodinger y generar funciones
de onda de orbitales moleculares™3. Si sien son menos precisos que los métodos ab
initio debido a simplificaciones como el uso de electrones de valencia o
hamiltonianos simplificados, son mas eficientes en términos computacionales y

también permiten calcular estados de transicion y excitacion'.

1.2.2.3 Teoria del Funcional Densidad (DFT).

En lugar de calcular la funcion de onda molecular, DFT se enfoca en determinar una
funcién de densidad electrénica, que describe cdmo se distribuyen los electrones
en una molécula. A partir de esta densidad, se pueden calcular energias
electronicas moleculares y otras propiedades del sistema'’. Los métodos DFT
ofrecen un nivel de precision similar al de los métodos ab initio, pero con una
demanda computacional significativamente menor'2. La precision de los célculos

DFT depende de la eleccion adecuada del funcional, que describe las interacciones
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electronicas’?, y de la base, que define el conjunto de funciones utilizadas para

describir las 6rbitas moleculares’®.

1.2.2.3.1 Bases.

Una base en DFT es un conjunto de funciones matematicas que se combinan
linealmente para construir la densidad electronica. Estas funciones, tipicamente
centradas en los nucleos atomicos, sirven como bloques constructivos para
representar la distribucion espacial de los electrones y se utilizan para representar
la funcién de onda electronica en el método Hartree-Fock'®. La eleccion de la base
depende del tamafo del sistema, la precision requerida y los recursos
computacionales disponibles®.

1.2.2.3.2 Funcionales.

Un funcional en DFT es una expresion matematica que relaciona la densidad
electronica con la energia total del sistema. Su propdsito es describir las complejas
interacciones electrén-electrén y electron-nicleo de manera aproximada'®. Tanto la
base como el funcional son elementos fundamentales en los calculos DFT. La base
determina la calidad de la representaciéon de la densidad electrénica, mientras que
el funcional determina la precisién con la que se calcula la energia del sistema a

partir de esa densidad’®.

1.2.2.3.3 Relacién entre Bases y Funcionales.

La eleccion adecuada de la base y el funcional es crucial para obtener resultados
precisos y confiables. Una analogia util es comparar la DFT con la construccion de
un edificio: la base es como la estructura del inmueble, mientras que el funcional

son los materiales de construccion. Ambos son necesarios para construir un edificio
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soélido y funcional. Algunos autores se basan en el uso de la analogia de la escalera

de Jacob para seleccionar el funcional que mas se adecue a sus necesidades®.

Ejemplos de bases: STO-3G, 3-21G, 6-31G, cc-pVDZ, cc-pVTZ, etc'®.
Ejemplos de funcionales: SVWN, B3LYP, PBE, wB97XD, M06-2X, etc'®.

1.2.2.3.4 Analogia de escalera de Jacob.

En los calculos basados en DFT, es posible mejorar de manera estructurada y

gradual la precision de los resultados al trabajar con métodos de funcion de onda,

comenzando desde el nivel basico mediante la inclusion de excitaciones y la

expansion de la base'”. Este enfoque fue propuesto por John P. Perdew y Schmidt

en 2001, quienes idearon un modelo conocido como la "escalera de Jacob". Esta

estructura jerarquica permite, en teoria, optimizar sistematicamente las predicciones

obtenidas mediante DFT. Los distintos niveles de esta escalera se describen a

continuacion:

Primer nivel (Funcionales locales): La Aproximacion de Densidad Local
(LDA, por sus siglas en inglés) supone que las interacciones de intercambio
y correlacion se comportan como en un gas de electrones uniforme. Este
nivel es el mas sencillo y rapido en términos computacionales, pero su
precision es limitada, especialmente para sistemas no homogéneos. Los
funcionales locales dependen exclusivamente de la densidad electrénica
local p(r) '8. Algunos ejemplos son SVWN (Slater + Vosko-Wilk-Nusair),
Dirac-Slater®.

Segundo nivel (Gradientes generalizados): Los Funcionales de
Aproximacién de Gradiente Generalizado (GGA, por sus siglas en inglés)
incorporan informacién adicional al considerar tanto la densidad local p(r)
como el gradiente de la densidad Vp(r). Esto permite describir sistemas

moleculares y materiales con mayor precision que los funcionales LDA, ya
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que incluyen efectos no homogéneos?. Algunos ejemplos son BLYP (Becke-
Lee-Yang-Parr), PBE (Perdew-Burke-Ernzerhof)?".

. Tercer nivel (Meta-GGA): Los funcionales Meta-GGA van un paso mas alla
al incorporar, ademas de la densidad y su gradiente, términos relacionados
con la energia cinética de los electrones, representada por 1=|Vy|2. Esto
mejora la precision en ciertos sistemas, especialmente en aquellos con
enlaces débiles o estructuras mas complejas??. Algunos ejemplos son TPSS
(Tao-Perdew-Staroverov-Scuseria), SCAN (Strongly Constrained and
Appropriately Normed) 2.

IV.  Cuarto nivel (Funcionales hibridos): Los funcionales hibridos combinan
componentes de intercambio exacto (calculados al estilo Hartree-Fock) con
aproximaciones de intercambio-correccion GGA o Meta-GGA. Esto mejora
significativamente la precision para propiedades electronicas y energéticas,
aunque incrementa el costo computacional®*. Algunos ejemplos son B3LYP
(Becke-3-Parameter-Lee-Yang-Parr), PBEO (o PBE1PBE) 2.

V. Quinto nivel (Funcionales de correlacion de largo alcance): En este nivel,
se abordan interacciones electronicas de largo alcance, como las fuerzas de
dispersion (van der Waals) y la correlacién no local. Estos funcionales son
ideales para sistemas complejos, como materiales porosos o interacciones
biomoleculares, aunque presentan un alto costo computacional®®. Algunos
ejemplos son vdW-DF (van der Waals Density Functional), wB97X-D,
rvv1028.

A medida que se avanza en esta "escalera", los resultados obtenidos mediante DFT
mejoran en precision, aunque también aumentan los requerimientos
computacionales, debido a que las maquinas se ven limitas conforme aumenta el
numero de atomos, ya que se complica el numero de integrales que se deben

resolver para describir el sistema con exactitud. Esto implica que el tiempo y los
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recursos computacionales necesarios crecen exponencialmente, especialmente en

sistemas grandes o con geometrias complejas?’.

1.3 Oxido de zinc (ZnO).

Algunos materiales semiconductores pertenecen al grupo II-VI, como es el caso del
oxido de zinc, el cual exhibe un ancho de banda directo de 3.37 eV?8 y se encuentra
naturalmente en la forma del mineral conocido como zincita. Su cristalizacion ocurre
en tres estructuras distintas: wurtzita, blenda de zinc y sal de roca, las cuales surgen

bajo condiciones diversas de crecimiento®.

La estructura cristalina mas estable del ZnO es hexagonal tipo wurzita®®, esto debido
a que la marcada diferencia de electronegatividades entre el zinc y el oxigeno
conduce a un enlace con un alto grado de ionicidad, generando una repulsion
estable entre las nubes de carga. Los parametros de red para este material, a
condiciones normales de presion y temperatura, son a = 3.253 Ay ¢ = 5.213 A%,

como se muestran en la Figura 2.
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Figura 2. A) Estructura cristalina de ZnO tipo wurzita que muestra la coordinacion
tetraédrica, las esferas de color amarillo representan los O y las blancas el Zn. B)
Celda unitaria de la estructura tipo wurzita, las esferas amarillas representan al Zn

y las grises los O.%'

El 6xido de zinc presenta un interés tecnoldgico significativo en el contexto de
estructuras de baja dimensionalidad, debido a que, dependiendo del tipo de sintesis
a utilizar, este tiene la capacidad de formar diversas nanoestructuras como

nanoparticulas, nanohilos, nanotubos, nanoalambres, o nanoestrellas®?.

En el area biofarmacéutica el zinc es un mineral esencial para el organismo, se
encuentra presente en varias regiones vitales del cuerpo, incluyendo el cerebro,
musculos y huesos®3. Cumple una serie de funciones criticas como la activacion de
enzimas involucradas en la sintesis de proteinas y acidos nucleicos. Ademas, ejerce
roles antioxidantes, contribuyendo a procesos bioldgicos naturales como la
digestion, coagulacion sanguinea, y metabolismo 6seo®. Es importante destacar
qgue su deficiencia puede desencadenar la liberacién de vitamina A almacenada en

el higado. Bajo condiciones fisioldgicas, pH = 7.4, el zinc no exhibe toxicidad®.
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1.3.1 Propiedades del é6xido de zinc.

En su forma cristalina, el 6xido de zinc exhibe un fenédmeno termocrémico, siendo
capaz de cambiar su color de blanco a amarillo o rojo en respuesta a cambios en la
temperatura. Esta alteracion cromatica se origina por una ligera pérdida de oxigeno

a elevadas temperaturas®.

El ZnO puede reaccionar tanto con acidos como con bases, dando lugar a la
formacion del cation Zn?* y agua en el medio acido y el anion [Zn(OH)4]?>~ en medio

basico’ lo que le brinda propiedades anfoteras®®.

Este compuesto destaca por su capacidad para retener la luz, su baja resistividad,
su no toxicidad y su abundancia natural. Estas caracteristicas singulares convierten
al oxido de zinc en un material de importancia en el ambito optoelectrénico,
especialmente por sus efectos notables de confinamiento cuantico bajo condiciones

experimentales apropiadas®.

1.3.2 Aplicaciones del 6xido de zinc.

El 6xido de zinc (ZnO) se ha convertido en un recurso fundamental en una variedad
de campos, desempeiando roles clave como catalizador, sensor de gas, material
farmaceéutico, recubrimiento antirreflejo, electrodo transparente para celdas solares,
y fotodetector, entre otros®’. La versatilidad del ZnO se ve respaldada por su
reconocida seguridad biologica; las nanoparticulas de ZnO son ampliamente
consideradas como no tdxicas, bioseguras, y biocompatibles®4, lo que las hace
adecuadas para aplicaciones en la industria farmacéutica, cosmética, y médica . En
particular, su capacidad antiséptica y antimicrobiana ha impulsado su inclusién en
tratamientos dermatologicos, como la adicion a productos de cuidado personal
como pasta de dientes, cosméticos, y protectores solares®?.
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1.4 Puntos cuanticos.

Los puntos cuanticos (QD’s, por sus siglas en inglés) fueron descritos por primera
vez en 1981 por Alexei Ekimov en una matriz de vidrio®®. Estos materiales también
son conocidos como nanocristales o atomos artificiales®®. Los nanocristales
consisten en una organizacion de cientos o miles de atomos dentro de una
estructura cristalina que suele ser esférica y de dimensiones extremadamente
pequenas, en la escala de los nandmetros. Su atributo mas notable es que los
electrones se encuentran restringidos en todas las direcciones, lo que lleva a un
tamafno que tiende a ser comparable o incluso mas reducido que el radio de
excitacion de Bohr, tipicamente alrededor de los 10 nm para semiconductores, lo
que provoca un confinamiento?C,

Una de las caracteristicas fundamentales de los QD’s es su naturaleza de
materiales semiconductores, compuestos por elementos que pertenecen a los
grupos II-VI, llI-V o IV-VI de la tabla periédica*'. Los QD’s de ZnO, ZnS, ZnSe, CdSe,
y CdS son ampliamente utilizados y resultan particularmente interesantes debido a
su amplio espectro de absorcion en la regidn visible, alto coeficiente de extincion y
emisién multicolor intensa. Estos materiales son reconocidos por exhibir las mejores
caracteristicas luminiscentes*'. En el campo de la nanomedicina, dependiendo de
su futura aplicacion, son tratados con determinados componentes quimicos, se
obtienen los radicales necesarios que sobresalen de este conjunto para unir los

QD’s a diferentes moléculas dianas®.

1.4.1 Confinamiento Cuantico.

La disminucion en tamafo del material a niveles nanométricos ocasiona que los
electrones de las particulas se encuentren limitados en su movimiento dentro de
una region extremadamente reducida del espacio; este fenomeno es denominado
confinamiento cuantico*?.

La intensidad del confinamiento en cada material variara segun cuantas
dimensiones sean reducidas. Por ejemplo, en materiales de gran tamafio (“bulk”),

donde todas sus dimensiones superan la escala micrométrica, no hay restricciones
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en el movimiento de los electrones, por lo tanto, estos materiales no exhiben
confinamiento cuantico*®. No obstante, al reducir una dimension del material a una
escala nanométrica y limitar el movimiento de los electrones a solo dos
dimensiones, se genera lo que se denomina nanoestructura 2D, como el grafeno.
Por otro lado, la reduccion en dos dimensiones y en tres da lugar a la formacion de
nanoestructuras 1D, como nanohilos, y nanoestructuras 0D donde encontramos a
los puntos cuanticos*?. Esta disminucion de dimensiones ocasiona alteraciones en
la estructura electronica de los materiales, y esto puede ser explicado utilizando el
concepto de densidad de estados. La densidad de estados electrénicos en un
sistema fisico representa la cantidad de estados de energia disponibles por unidad

de energia**, como se muestra en la Figura 3.
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Figura 3. Representacion esquematica de una densidad de estados para
nanoestructuras 0D, 1D, 2D, 3D.

En los materiales semiconductores, el nivel inferior de la banda de valencia (BV) se
encuentra practicamente lleno de electrones, mientras que el nivel superior de la
banda de conduccion (BC) permanece mayormente vacio. Esto permite que los
electrones realicen saltos de la banda de valencia a la banda de conduccion a través
de la region de energia prohibida, también conocida como band-gap*?. Como
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resultado, los electrones excitados y los huecos cargados positivamente, que son
bandas con cargas opuestas, se unen mediante fuerzas electrostaticas de Coulomb,
formando una cuasiparticula eléctricamente neutra conocida como exciton*.

A medida que vamos reduciendo el tamafio este fenomeno de confinamiento se
vuelve aun mas intrigante debido a que el band gap aumenta, con lo que se exhibe
que la frecuencia de emision del QD’s esta en funcion de dicho intervalo de banda*?
y esto es lo que provoca que el electrén excitado regrese a su estado fundamental
y se recombine con el hueco se presente la fotoluminiscencia del QD’s*. Por lo
tanto, las particulas con diametros mas pequefios son mas energéticas, ya que
emiten luz de longitud de onda mas corta, mientras que aquellas con diametros
mayores emiten luz de longitud de onda mas larga*'. Es por esto por lo que al
relacionar los QD’s con espectros de absorcion de color dentro de la region de luz
visible los de menor tamafo absorben luz azul y conforme incrementa de tamafo

se va corriendo hacia la luz roja, como se observa en la Figura 445,
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Figura 4. Espectro de absorcion y emision de seis diferentes QD’s en excitacion
con luz UV de 365nm™.
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1.5 Métodos de sintesis de nanoestructuras.

En la sintesis de nanoestructuras los métodos utilizados son los Top-Down y
Bottom-Up*®. Los métodos Top-Down implican cortar o dividir fisicamente materiales
en “bulk” a tamafio nanométrico*’, y los métodos Bottom-Up utilizan atomos y
moléculas para construir nanoestructuras mediante sintesis quimica o bioldgica®e.

Ejemplos de estas técnicas se ejemplifican en la Tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de ventajas y desventajas de los métodos de sintesis de

nanoestructuras.
Método de i i . . .
. i Técnica de Sintesis Desventajas Ventajas
Sintesis
_ e Amigables al
e Baja ]
medio
escalabilidad )
Extracto de ambiente
e Mecanismos
Bioldgicos plantas e No requiere
no bien
Microorganismos _ altas
establecidos
ADN temperaturas
e Baja )
. e Muy bajos
estabilidad
costo
Evaporacion
Térmica
L e Control
Deposicion fisica e Temperaturas )
preciso del
de vapor altas B
Fisicos tamafoy
Plasma de arco e Equipos
forma
Ablacion Laser costosos o
e Escalabilidad
Irradiacién de
Ultrasonido
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e Sol-gel
e Reacciones e Condiciones
e Precipitacion
no deseadas suaves
¢ Hidrotermal
Quimicos e Tiempos de e Costos Bajos
e Solvotermal

reaccion de equipos
e Deposicion _ .
' largos o Baja energia
quimica en fase L _
e Purificacion requerida

de vapor

1.5.1 Métodos bioldgicos.

Los métodos bioldgicos son amigables con el medio ambiente, por lo que,
constituyen una alternativa prometedora a los métodos de sintesis fisicos y
quimicos*®. Para la sintesis biologica de NP’s de ZnO se han estudiado ampliamente
microorganismos (bacterias, hongos, levaduras, algas y fagos), ADN, proteinas y
extractos de plantas®. Sin embargo, los mecanismos de produccién de NP’s de ZnO
mediante sintesis biologica aun no se han profundizado como sujeto de estudio

alternativo.

Las NP’s de 6xido de zinc pueden ser sintetizadas en microorganismos adecuados
utilizando varias enzimas y vias bioquimicas. Se han utilizado bacterias como
Bacillus megaterium NCIM2326%' y Halomonas elongata IBRC-M 1021452 para
sintetizar NP’s de ZnO como agentes antimicrobianos. Las NP’s de ZnO sintetizadas
a partir de hongos tienen formas esféricas o cuasi-esféricas y se han utilizado para
aplicaciones antimicrobianas y sintesis de pirazolona esteroide®®. También se han
utilizado sistemas de algas como Sargassum muticum® para sintetizar
nanoestructuras de ZnO como nanorrodillos o nanoflores. Un sistema dirigido por
fagos del bacteriéfago M13 que muestra péptidos conjugados con ZnO en la
proteina de cubierta plll o pVIII produjo NP’s de ZnO fotoluminiscentes®.

El ADN, los aminoacidos, y las proteinas también pueden ser utilizados para la

sintesis de NP’s de ZnO 46:%6_ Se ha utilizado ADN para guiar la sintesis de cadenas
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de NP’s de ZnO y controlar su crecimiento®’. El aminoéacido L-alanina se ha utilizado
para la sintesis de NP’s de ZnO%8. Los extractos de plantas son atractivos para su
uso en la sintesis biologica de NP’s de 6xidos metalicos debido a la presencia de
componentes como flavonoides, terpenoides, y polisacaridos*®. Algunos autores
sintetizaron NP’s de ZnO y nanocompuestos de ZnO-Ag utilizando el extracto de
hojas de Calotropis procera® y extracto de flores de Matricaria chamomilla®®. Las
NP’s de 6xido de zinc sintetizadas a partir de extractos de plantas se han aplicado
en la fotodegradacion de pigmentos, aplicaciones antimicrobianas, y fotocatalisis

solar®.

1.5.2 Métodos fisicos.

En los métodos fisicos podemos encontrar plasma de arco, evaporacion térmica,
deposicién fisica de vapor, irradiacion por ultrasonido, y ablacion laser®?. La
simplicidad tecnolégica de estos procesos los hace ideales para llevar a cabo
procesos industriales a altas tasas de produccion®. El método de plasma de arco
esta basado en la sintesis de descarga de arco eléctrico, es uno de los métodos
fisicos mas utilizados para convertir materiales en bulk a nanomateriales mediante
condensacion y evaporacion®. Ejemplos de estos métodos pueden ser la reaccion
de polvo de Zn con oxigeno gaseoso para producir nanovarillas de ZnQ83, el uso de
evaporacion térmica para sintetizar peliculas delgadas de ZnO vy varillas de ZnO
nano/microscopicas mediante deposicion en sustratos®, la sintesis sonoquimica de
NP’s de ZnO basadas en histidina como un agente de recubrimiento con band gap
ajustable®® o ablacién laser usando un laser de Nd: YAG para preparar una
suspension coloidal de NP’s de ZnQ¥%”.

1.5.3 Métodos quimicos.

En los métodos quimicos podemos encontrar microemulsiones, sol-gel,
precipitacion, hidrotermal, solvotermal, y deposicion quimica en fase vapor?®. La
sintesis quimica humeda, es el método mas utilizado para producir NP’s a escala
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industrial, y a menudo se utilizan recubrimientos o estabilizadores para controlar el
tamario de las particulas y prevenir la aglomeracion“®. La trietilamina, el acido oleico,
la tioglicerina, y el polietilenglicol son algunos de los agentes de recubrimiento o
estabilizadores mas usados®. En una microemulsion, los estabilizadores se utilizan
para generar gotas fluidas termodinamicamente estables a partir de fases acuosas
y de hidrocarburos inmiscibles. Ejemplos de estos métodos pueden ser la sintesis
de NP’s de ZnO basado en microemulsiones usando trietilamina para controlar el
tamafio y la forma de las NP's de ZnO®. Una sintesis sol-gel para generar
nanocristales de ZnO con dodecilamina como agente de recubrimiento en la
superficie de las NP’s de ZnO’°. Precipitacion de nanocristales de ZnO mediante
técnicas hidrotermales y solvotermales, que implican la sintesis de materiales en
condiciones de calentamiento acuosas y no acuosas, respectivamente’’. Incluyendo
la esterificacion catalizada por acido de acetato de zinc en una mezcla de 1-pentanol
y m-xileno’®. Los parametros de las técnicas hidrotermales y solvotermales
utilizadas para la sintesis influyen en la estructura, morfologia, composicion vy

ensamblaje de las NP’s de ZnO resultantes’.

1.5.3.1 Método de precipitacion.

El método de precipitacion, que pertenece a los métodos quimicos, ha sido utilizado
con éxito para disefiar diversas nanoestructuras de ZnO. La sintesis con este
método implica una reaccion de sales de zinc, como puede ser Zn(NOs)z,
Zn(CH3CO0)2:2H20 0 ZnS04-7H20 ™ con soluciones basicas como LiOH, NHsOH
y NaOH 7. El proceso de sintesis comienza con una reaccion de los iones de zinc
e hidroxilo, seguido del proceso de floculacion. La formacion de una suspension
coloidal estable de nanoparticulas de ZnO generalmente se realiza en una solucion
alcohdlica, dado que el Zn(OH), es mas propenso a formarse’®. Sin embargo, si las
particulas son lo suficientemente grandes, entonces su comportamiento dinamico
en suspensidén cambia en funcion del tiempo, controlado por la fuerza de la gravedad
produciendo un fendmeno de sedimentacion, si son lo suficientemente pequefas

como para ser coloides, entonces su movimiento erratico en suspension puede
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atribuirse al bombardeo colectivo de un gran numero de moléculas térmicamente
moviles en una suspension liquida’’. Debido a su gran superficie, las dispersiones
de NP’s son termodinamicamente metaestables, o que muestra una contribucion
positiva a la energia libre del sistema. Si la energia de activacion no es lo
suficientemente alta, se producira la difusion de las NP’'s y estas presentaran un
aumento de tamano mediante el proceso de maduracidén de Oswald Ripening. Por
lo tanto, las NP’s altamente dispersas soélo se estabilizan cinéticamente y no pueden
producirse en condiciones superiores a un cierto umbral’”.

Es posible obtener diferentes morfologias de NP’s de ZnO controlando varios
parametros del proceso de precipitacion, tales como: concentracion de la solucién,
el valor de pH, el medio de lavado o la temperatura de calcinacion’®. Existen
estudios que respaldan el uso de sulfato de ZnSO4-7H20 y NaOH como precursores
para crear nanoestructuras de ZnO mediante este método. Los resultados de las
pruebas analiticas utilizando difraccion de rayos X (XRD por sus siglas en inglés),
microscopia electronica de barrido (SEM) y espectroscopia UV-VIS indicaron que la
morfologia de las NP’s sintetizadas cambia con la temperatura de calcinacion. A 300
°C y 500 °C, las muestras eran nanoflores, pero cuando aumento la temperatura a
700 °C se convirtieron en particulas esféricas’™. En el trabajo realizado por
Pourrahimi y colaboradores presentaron resultados del uso de varios precursores
de ZnO como nitrato de zinc, cloruro, sulfato, y acetato. Las condiciones de reaccion
fueron las mismas en todos los casos. Las particulas mas pequefias con un tamafno
promedio de 25 nm se obtuvieron del precursor de acetato y segun los resultados
de ese estudio, se puede concluir que el éxito de la sintesis de precipitacion
depende de la seleccion adecuada del precursor de NP’s de zinc®°.

1.6 Caracterizacion de nanoestructuras.

La importancia de las técnicas de caracterizacion en nanoestructuras, con un
enfoque en nanomedicina, radica en la necesidad de adecuar la formulacion a una

aplicacidn terapéutica especifica. El tamafo, la distribucion de tamafios, la
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morfologia, las propiedades de superficie, el contenido del principio activo y el perfil

de liberacidén del farmaco son los principales parametros que deben ser

caracterizados una vez obtenidas las nanoestructuras®'. Ejemplo de las técnicas de

caracterizacidon mas utilizadas se menciona en la Tabla 2.

Tabla 2. Tabla representativa de algunos de los métodos de caracterizacion de

nanoestructuras mas empleados.

Informacién que

Método . Ventajas Desventajas Referencias
proporciona
Composicion Sensibilidad baja,
_ Rapido, _ _
Espectroscopia [ quimica, tamafioy _ informacion
econémico, noj . [82,83]
UV-Vis forma de las limitada sobre la
destructivo.
nanoparticulas. estructura interna.
Grupos , _
Sensible a la | Requiere una
Espectroscopia | funcionales
estructura muestra
de infrarrojos presentes en la o _ [84,85]
o quimica, no | relativamente
(FTIR) superficie de las _
destructivo. grande.
nanoparticulas.
Resolucion
Estructura alta, Requiere una
Difraccién de cristalina, tamano [ informacion muestra cristalina, 20.86]
Rayos X (XRD) |y forma de Ilas | sobre la | puede ser ’
nanoparticulas. estructura destructivo.
interna.
Resolucion
. i Morfologia, _
Microscopia B alta, Requiere un alto
- tamano Yi. - .
electronica de informacion vacio, puede ser [87,88]
distribucion de las
barrido (SEM) ) sobre la § destructivo.
nanoparticulas. o
superficie.
Morfologia, Resolucion _
Microscopia . Requiere una
tamano, alta, [8,89]
electrénica de _ _ _ muestra delgada,
estructura interna | informacion
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luz (DLS)

nanoparticulas en

suspension.

distribucion del

tamano.

limitada sobre Ia
forma de las

particulas.

transmision y composicion | detallada sobre | puede ser
(TEM) quimica de las|la estructura | destructivo.
nanoparticulas. atomica.
Topografia de la
Microscopia de | superficie, Resolucion Requiere una
fuerza atobmica | propiedades alta, no | superficie  plana, [90,91]
(AFM) mecanicas de las | destructivo. puede ser lento.
nanoparticulas.
Estructura
molecular, Requiere una
o Sensible a la _
Resonancia composicion cantidad
_ estructura _
magnética quimica, y o relativamente [92,93]
. quimica, no
nuclear (RMN) propiedades grande de
destructivo.
dinamicas de las muestra.
nanoparticulas.
Baja sensibilidad
Rapido, no
Tamafio y para particulas
o destructivo,
Dispersion distribucion  del | . _ pequenas,
informacion
dinamicade la Jtamafio de las informacion [94,95]
sobre la

1.6.1 Espectroscopia UV-VIS

Esta espectroscopia mide la absorcion en la regidn ultravioleta (UV) y visible. Se

basa en la ley de Beer-Lambert-Bouguer de transmision en que la absorcidon es

proporcional a la concentracion del analito y a la longitud del camino 6ptico recorrido

por la luz a través de la muestra*'. La regién UV comprende longitudes de onda que

van desde 195 a 400 nm, caracterizandose por su energia elevada. Esta area es de

suma importancia en el analisis cualitativo y cuantitativo de compuestos organicos,

ya que aquellos que presentan enlaces dobles, triples, peptidicos, sistemas
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aromaticos, grupos carbonilo, y otros heteroatomos aislados, exhiben picos de
absorcion dentro del espectro UV. Factores diversos como el pH, la concentracion
de sal y los disolventes pueden modificar la carga molecular, induciendo variaciones

en el perfil del espectro UV®2.

Por lo general, un espectrofotometro de luz UV-VIS consta de varios componentes
esenciales: una fuente de luz que emite en el rango UV-visible, lentes para enfocar
la luz, un monocromador para seleccionar longitudes de onda especificas, celdas
de muestra donde se coloca el material a analizar, un detector sensible a la radiacion
absorbida por la muestra, un amplificador para aumentar la sefal detectada y un
registrador para visualizar y analizar los datos obtenidos®3. Los coloides metalicos
por lo general presentan una banda de absorcion en ultravioleta-visible debido a la
excitacion de resonancia de plasmon de la superficie. Por lo tanto, el método de
espectroscopia UV-VIS es conveniente en la caracterizacion de NP’s coloidales®°.

El espectro ultravioleta esta formado por una grafica de la longitud de onda en
funcién de la intensidad de absorcion, como se muestra en la Figura 5, donde Yadav
y colaboradores® prepararon NP’s de ZnO para utilizarlos sobre tejido de algodon.

En el UV-VIS se muestra una absorcion en 361 nm.
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Figura 5. Espectro de absorcion UV-VIS de una solucién de NP’s de ZnO .

1.6.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja (IR) se enfoca en los movimientos y vibraciones de
torsion, flexion, rotacion, y estiramiento que experimentan las moléculas. Estos
movimientos provocan la absorcion de radiacion infrarroja especifica por parte de
las moléculas, lo que genera bandas de absorcion en el espectro infrarrojo®*. Esta
técnica se emplea ampliamente en la identificacion cualitativa de compuestos
organicos y en la deduccion de su estructura molecular a partir de los grupos
funcionales presentes. Ademas, permite la deteccion de impurezas, asi como la

localizacion vy la identificacion de sustancias puras®.

El espectro IR abarca una parte del espectro electromagnético que va desde los
12800 hasta los 10 cm™, dividido en tres regiones: infrarrojo cercano, medio y lejano.
Dentro de estas regiones, se distinguen dos subregiones: la region de grupo
funcional, que va desde los 4000 cm™" hasta los 1300 cm™, y la regién de huellas
dactilares, que se extiende desde los 1300 cm™ hasta los 670 cm™' 7.
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Figura 6. Espectro FT-IR de NP’s de ZnO %°.

1.6.3 Dispersion dinamica de luz (DLS).

DLS implica enviar un haz de luz laser a través de la solucién de muestra y
monitorizar los fotones dispersos en angulos especificos durante intervalos de
tiempo cortos®. Es una técnica no invasiva y bien establecida para medir el tamafio
y la distribucion de tamano de moléculas y particulas, tipicamente en la region
submicrométrica. Las aplicaciones tipicas de la DLS son la caracterizacion de
particulas, emulsiones, o moléculas que se han dispersado o disuelto en un
liquido®. En la Figura 7 se muestra una distribucién de tamaiios mediante DLS

donde la medida del tamafio promedio de las NP's es alrededor de 89 nm?°.
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Figura 7. Histograma de distribucion de volumen obtenidas por DLS?.

1.7 Funcionalizacion.

La funcionalizacion es un proceso esencial mediante el cual se modifican las
moléculas para introducir nuevos grupos funcionales (-COOH, -OH, -NH2). Este
proceso permite ajustar y mejorar las propiedades de las moléculas o materiales
para aplicaciones especificas®®. En la nanomedicina, la funcionalizacion de la
superficie de una nanoestructura permite generar una estrategia de transporte de
medicamentos en un sitio especifico, aumentar la biodisponibilidad del nanosistema,
y mejora la capacidad de retencion de este, pero también permite la conjugacién a
medicamentos al aumentar la cantidad de interacciones entre la superficie del
nanosistema y el medicamento en cuestion®®. Este proceso puede llevarse a cabo
mediante polimeros, acidos organicos de carga positiva o negativa, o mediante la

conjugacion quimica en la superficie de las NP’s"%,
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1.8 Nanosistemas.

La convergencia de la nanotecnologia y la medicina ha generado un notable impacto
en el abordaje terapéutico de enfermedades como el cancer, la diabetes, el
Alzheimer, el Parkinson, asi como trastornos cardiovasculares, inflamatorios e
infecciosos?. Los sistemas de liberacion mas prometedores, denominados
nanosistemas medicinales, han sido disefiados con el propdsito de alterar la ruta de
administracion en para el beneficio del paciente, mejorar la biodisponibilidad,
modular el perfil de liberacidn, o reformular una presentacién para una nueva linea
de productos®’. Asimismo, la utilizacion de nanoparticulas contribuye a reducir la
degradacion del principio activo, prolongar su vida media en el érgano diana y

reducir su toxicidad'°2,

En el ambito de la nanomedicina, se postula que el disefio de los sistemas de
liberacion debe orientarse hacia la identificacion de un sitio blanco, ya sea un
organo, célula, compartimento celular, u organulo, con el fin de dirigir selectivamente
una carga terapéutica. Este direccionamiento se logra mediante un control que
responde a estimulos internos, como el pH, la presencia de enzimas o el cambio en
el potencial redox, o bien a estimulos externos, como la luz, variaciones de
temperatura, o campos magnéticos'®®. Los nanosistemas de liberacién mas
sofisticados pueden ser visualizados mediante técnicas de imagen y emplearse
para diagnosticar el estadio de una enfermedad especifica; estos sistemas se
conocen como plataformas multifuncionales'.

En la actualidad, existe una diversidad de nanosistemas, los cuales pueden
clasificarse en dos categorias principales de nanoestructuras: organicas e

inorganicas, como se ilustra en la Figura 8.
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Figura 8. Representacion de nanoestructuras a) organicas, (b) inorganicas para el
transporte y liberacion de farmacos'®*.

1.9 Farmacos como especies de funcionalizacién

Un farmaco es cualquier compuesto quimico, ya sea natural, sintético, o semi-
sintético, que al interactuar con un ser vivo genera una respuesta biologica
observable dirigida a aliviar o curar o tratar una afeccién o enfermedad. Estos
pueden ser absorbidos por el cuerpo, transformados en otras sustancias,
almacenados en diferentes 6rganos o excretados a través de la orina o las heces®.
Por ello, los farmacos presentes en los medicamentos son beneficiosos para la
salud, ya que combaten enfermedades o alivian sintomas. Sin embargo, también
pueden tener efectos secundarios no deseados. Para que una sustancia sea
considerada un farmaco, no basta con que tenga efectos bioldgicos, sino que, debe

ser administrada de forma exdgena a un ser vivo con fines médicos'.
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1.9.1 Farmacocinética.

La farmacocinética se dedica a investigar los mecanismos que intervienen en el
viaje del farmaco a través del organismo vivo. Abarca desde la liberacion del
principio activo hasta su excrecion, comprendiendo los diversos procesos en orden
como: liberacion, absorcion, distribucidn, biotransformacion, y excrecion'®. Es
decir, estudia los procesos a los que es sometido el farmaco, por accion del

organismo Vivo.

Tabla 3. Descripcion de las funciones de los procesos farmacocinéticos.

Proceso Funcion

Se refiere al proceso mediante el cual el farmaco se libera de
Liberacion la forma farmacéutica y se disuelve en el medio donde ejercera
su accién farmacoldgica'®.

Es el proceso por el cual el farmaco atraviesa las barreras
bioldgicas para ingresar a la circulacion sistémica desde el
Absorcioén lugar de administracion. Esto generalmente ocurre a través del
tracto gastrointestinal, aunque también puede ocurrir por vias
como la piel o los pulmones'?”.

Se refiere a la dispersion del farmaco por todo el cuerpo una
vez que ha ingresado a la circulacién sistémica'®®. Durante la
Distribucion distribucién, el farmaco se transporta a través del torrente
sanguineo y se distribuye a los diferentes tejidos y 6rganos del
cuerpo, donde puede ejercer su accién farmacoldgica®®.

Es el proceso mediante el cual el farmaco es modificado
quimicamente en el cuerpo, generalmente en el higado, para
Biotransformacion o | convertirse en metabolitos que son mas solubles en agua y

Metabolismo mas  facilmente  excretados del organismo. La
biotransformacion puede cambiar la actividad farmacolégica
del farmaco y su duracion'0°.

Es el paso final que corresponde a un farmaco después de
haber sido ingerido habiendo pasado este por los diferentes
procesos metabdlicos correspondientes, ya sea cumpliendo
su funcion o no'%. En este punto se eliminara tanto la
sustancia en si como los metabolitos que haya producido,
yendo de la sangre y los tejidos hacia el exterior del
organismo. Las principales rutas de eliminacién incluyen los
rifiones, los pulmones y el sistema hepatobiliar’'®.

Excrecion
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1.9.2 Farmacodinamia.

La farmacodinamia estudia los mecanismos de accidn, los efectos bioquimicos y
fisiolégicos de los farmacos en diversos tejidos, érganos, y sistemas de los
organismos Vvivos. El conocimiento que nos brinda esta ciencia proporciona la base
terapéutica para el tratamiento de cada farmaco y proporcionar informacion utilizada
en el desarrollo de nuevos farmacos'', ya que existen diversos factores como los
fisiologicos, patologicos, y/o iatrogénicos que pueden influir en la variabilidad de la
respuesta de pacientes a los farmacos''?.

1.10 Metilxantinas.

Las xantinas constituyen un grupo de compuestos que pertenecen a la familia de
las purinas, la cual engloba sustancias endégenas como la guanina, adenina,
hipoxantina, y el acido urico, todas ellas caracterizadas por poseer una base
nitrogenada heterociclica'®. Los derivados N-metilados de las xantinas, conocidos
como metilxantinas, representan metabolitos secundarios presentes en organismos
vegetales''4. La metilxantina se reconoce primordialmente como un alcaloide con
propiedades estimulantes, siendo un componente comun en la mayoria de las
bebidas, lo que la posiciona como el estimulante mas ampliamente consumido por
la poblacion humana. Las tres metilxantinas predominantes son la cafeina (1,3,7
trimetilxantina), la teobromina (3,7 dimetilxantina), y la teofilina (1,3 dimetilxantina),
presentes de manera natural en diversos alimentos''®. Las estructuras de estas tres

metilxantinas se muestran en la Figura 9.
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Figura. 9. Estructura de la purina y sus derivadas metilxantinas.

1.10.1 Metabolismo.

En el inicio del metabolismo de las metilxantinas, tanto en humanos como en
animales, se absorben de forma rapida y completa en el tracto gastrointestinal, con
una notable eficacia de absorcidn, especialmente en el intestino delgado''®, tras la
absorcion, las  metilxantinas  experimentan  metabolizacibn  hepatica,
transformandose en otras metilxantinas con menor grado de metilacién y en acido
metildrico a través de procesos de oxidacion''’. Estudios han demostrado que el
género, el ciclo menstrual''8, el estado de embarazo, el ejercicio fisico''%, entre otros

factores, no parecen influir en la biodisponibilidad de las metilxantinas.
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La excrecién de las metilxantinas y sus productos metabdlicos ocurre principalmente
a través de la orina. La monometilxantina y el acido metilurico son productos
derivados de la transformacion metabdlica de la trimetilxantina y la dimetilxantina,
respectivamente. La baja concentracion de estos derivados en el plasma sanguineo
en comparacion con su elevada concentracion en la orina indica un metabolismo

rapido en el cuerpo humano'®.

1.11 Teofilina.

La teofilina es un farmaco perteneciente a la familia de las metilxantinas, Se
encuentra naturalmente en el té negro, en el té verde, y en la yerba mate'?. Esta
metilxantina cuenta con acciones farmacoldgicas diversas como se muestra en la
tabla 4.

Tabla 4. Acciones farmacoldgicas de la teofilina.

Principales acciones farmacolégicas de la teofilina

1 | Relajacion de la musculatura lisa'?!.

Disminucion de liberacion de mediadores de inflamaciéon3'.

Estimulacion del centro respiratorio®®.

Disminucién de permeabilidad vascular®.

Estimulacion de secrecién gastrica por el aumento de secrecidn de gastrina®.

Aumento de lipdlisis y liberacion de acidos grasos®’.

N o] af A O DN

Inhibicidn en la contraccion uterina®®.

En su farmacocinética, la absorcion se presenta de forma rapida por via oral'?!,
donde la mayor parte de la absorcién se produce a nivel gastrointestinal en el
intestino delgado®. La velocidad de absorcién de la teofilina cambia en funcion de
la alimentacién, el pH gastrointestinal, ritmo cardiaco, y la duracion del transito

intestinal®3. Una vez absorbida presenta una distribucion multicompartimental, con
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el 60% de union a proteinas plasmaticas, especialmente a la albimina'?. En
adultos, alrededor del 90% de la teofilina se metaboliza en el higado a través de las
enzimas CYPs (citocromo P450), mientras que la fraccion no metabolizada se

elimina a través de los rifiones para pasar a la orina'?3.

La farmacodinamia de este medicamento aun no esta totalmente aclarada, sin
embargo, dentro de sus mecanismos de accion mas estudios esta el antagonismo
de la adenosina a nivel de receptores Ai y A, %4 la inhibicion de la
fosfodiesterasa(PDE)-4, causando el aumento del AMP. 2% y relajacion del musculo
liso'?8, la estimulacion de liberacion de catecolaminas la cual provoca una liberacion
de adrenalina uniéndose a los receptores B-adrenérgicos', y los efectos

antiinflamatorios relacionados a la inhibicion de prostaglandinas’?2.

1.12 Anatomia y fisiologia hepatica.

El higado es uno de los 6érganos de mayor tamario en el cuerpo humano y se localiza
en la region superior derecha del abdomen. Su peso habitual oscila alrededor de
1.4 kg para mujeres y 1.8 kg para hombres'?®. El higado recibe sangre de dos
fuentes principales, de las cuales el 80% proviene de la vena porta, la cual se origina
en el bazo y el intestino, mientras que el 20% restante es sangre oxigenada
proveniente de la arteria hepatica’®. A nivel externo, el higado se divide en dos
partes por el ligamento falciforme, creando un Iébulo derecho mas grande y un

l6bulo izquierdo mas pequeio’°, como se muestra en la Figura 10.
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Lébulo derecho Lébulo izquierdo

Ligamento falciforme

Figura. 10. Anatomia morfologica del higado.

1.12.1 Unidades secretoras hepaticas.

El 80% de las células que constituyen al higado son hepatocitos, que aparecen
como células poliédricas de 20 a 30 um de diametro aproximadamente''. En su
composicidon presentan grupos con nucleos grandes y redondos con variaciones de
tamano pequefas en posicion central, su citoplasma es granular por lo que presenta
un aspecto muy variable debido a que presenta funciones diferentes como
almacenamiento del glucdgeno y grasas’®?. También se constituye de células de
Kupffer que pertenecen al sistema de macrofagos que se encarga de liberar la
sangre de particulas extrafias, asi como eliminar las células viejas y defectuosas?3?,
células estelares que almacenan vitamina A'34, y células Natural Killers o células de
Pit, éstas intervienen en la destruccién de células tumorales y de hepatocitos
infectados por virus'®. Las células presentes en el sinusoide hepatico se muestran

en la Figura 11.
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Figura. 11. Células del sinusoide hepatico. A) Célula endotelial; B) célula de Kupffer;

C) célula de Ito o estelar; D) célula pit o natural killer; E) hepatocito'3®.

1.12.2 Sinusoide hepatico.

Los sinusoides son canales vasculares por donde circula la sangre y estan
recubiertos principalmente por dos tipos celulares: celulas de tipo endotelial y
células Kupffer, estas ultimas son mucho mayores y se encuentran interpuestas
entre las anteriores. Entre las células del revestimiento vascular y los hepatocitos
existe un espacio conocido como “espacio de Disse” que contiene plasma
sanguineo y que, en la periferia del lobulillo, contacta con los capilares linfaticos del

espacio porta’’.

1.12.3 Sistema Biliar.

El higado forma una parte fundamental para la sintesis de bilis, la cual es un fluido
esencial para la emulsificacion de lipidos en medios acuosos facilitando el
transporte de sustancias dentro y fuera del cuerpo. Esta es producida por los
hepatocitos y se constituye de diferentes componentes tal es el caso del agua,
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electrolitos como sodio (Na*), potasio (K*), calcio (Ca?*), cloruro (CI), y bicarbonato
(HCOg3), bilirrubinas, sales de acidos biliares, colesterol, entre otros'.

El lugar donde se alamacena la bilis producida es la vesicula biliar, un 6rgano en
forma de pera que se encuentra en la parte ventral del higado y esta compuesto
principalmente por tejido muscular elastico'®. Posteriormente de su
almacenamiento, la bilis es liberada de la vesicula biliar y viaja a través de los
conductos biliares extrahepaticos hasta llegar al duodeno. Aqui los acidos biliares
son reabsorbidos y recirculan de nuevo al higado para su reutilizacion en el proceso
de formacion de bilis por parte de los hepatocitos. Este ciclo continuo asegura un
suministro constante de bilis para la digestion y absorcion adecuada de grasas y

nutrimentos39.

1.12.4 Fisiologia del higado.

Desempefia la funcién de formacion y excrecion de bilis, caracterizandose como
una glandula mixta'C. Por otro lado, también lleva a cabo el metabolismo de los
nutrimentos y vitaminas, neutraliza o inactiva compuestos toxicos, sintetiza
proteinas plasmaticas y brinda proteccién al organismo contra la exposicion a
antigenos externos, entre otras funciones diversas, por lo que también se puede
conceptualizar como un filtro'™3. Para que se logre un desempeiio hepatico
adecuado es necesario que exista una buena circulacion sanguinea, la cual tiene
dos origenes: uno procedente del tubo digestivo y a través de la vena porta, y otro
que llega de la aorta abdominal mediante la arteria hepatica. Una vez en el higado
se vacian en la vena cava inferior a través de las venas centrolobulillares pasando
por los sinusoides3®.

El papel del higado en el metabolismo es crucial para el desarrollo de las demas
funciones del cuerpo, ya que realiza la biotransformacion de grasas, proteinas e

hidratos de carbono como se muestra en la Figura 12.
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FUNCIONES DEL HiGADO EN EL METABOLISMO

HIRATOS
GRASAS PROTEINAS >
CARBONO
* Oxidacion de los acidos grasos * Desanimacion de * Almacena cantidades
para proveer energia destinada a aminoacidos. grandes de glucégeno.
funciones corporales.
* Formacioén de urea para » Realiza la conversién de
* Sintesis de grandes cantidades eliminar el amoniaco de los galactosa y fructuosa a
de colesterol, fosfolipidos liquidos corporales. glucosa.
lipoproteinas.
* Formacion de proteinas * Lleva a cabo el proceso de
* Sintesis de grasas a partir de plasmicas e glucogénesis.
las proteinas y de los hidratos interconversion de los
de carbono. distintos aminoacidos.

Figura 12. Procesos metabdlicos de las grasas, proteinas e hidratos de carbono en
el higado'°,

Los hepatocitos tienen un papel fundamental en el metabolismo de los nutrimentos
y, por lo tanto, en el balance de la energia. También, son responsables de la
desintoxicaciéon de compuestos externos, especialmente farmacos. Contienen un
grupo heterogéneo de proteinas conocidas como citocromo P-450 que catalizan la
oxidacion y reduccién en la primera etapa de la transformacion de farmacos. Luego
de completar esta fase, los metabolitos (productos de degradacion), son conjugados
por el hepatocito haciéndolos solubles en agua para que puedan ser excretados en
la bilis 0 en la orina'’. Por ello, el organismo no puede desempefiar sus funciones
metabdlicas sin un higado saludable, como sucede durante la falla hepatica aguda

o en afecciones crénicas cuyas consecuencias son mortales.
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1.13 Enfermedades hepaticas.

Factores como: patdégenos, farmacos, o sustancias quimicas ambientales en gran
cantidad pueden danar al higado. Cuando existen alteraciones en las funciones del
higado se manifiestan reacciones quimicas y fisiolégicas en respuesta. Los
trastornos inflamatorios dominan la practica clinica de la hepatologica™!.

El dafio hepatico agudo inducido por tetracloruro de carbono (TC) es un modelo que
nos ayuda a estudiar las hepatopatias como hepatitis téxica, higado graso no
alcoholico (EHGNA), esteatohepatitis, entre otras'4?.

1.13.1 Colestasis e ictericia.

La colestasis es la retencion sistémica de componentes biliares, tales como,
bilirrubina, sales biliares y colesterol; es decir, hay una disminucion en la secrecion
de bilis. Cuando esto ocurre, los componentes de la bilis entran a sangre y por lo
tanto el sintoma principal de colestasis es el aumento de acidos biliares en suero,
ademas, incrementa la concentracion de bilirrubinas y el nivel de enzimas
indicadoras de colestasis'*. El cuadro clinico se manifiesta con el desarrollo de
heces palidas, puede existir dolor abdominal con presencia de vomito y cuando la
concentracion de bilirrubinas aumenta a mas de 2 - 2.5 mg/dL causa dicha
retencidn, por lo que se presenta ictericia, que es la pigmentacion amarillenta de los
tejidos, prurito, la retencion de colesterol, y fosfolipidos que producen

hiperlipidemia44.

1.13.2 Hepatitis.

Son reacciones inflamatorias hepaticas producidas por enfermedades
autoinmunitarias, reacciones a medicamentos o toxinas, debido a patologias

infecciosas como el paludismo, mononucleosis, salmonelosis y amibiasis; por virus
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que tienen afinidad por el higado causandole inflamacién como los virus de la
hepatitis A (HAV), la hepatitis B (HBV), y la hepatitis E (HEV)'4°.

1.13.3 Fibrosis.

La fibrosis es el aumento de colageno en la matriz extracelular del higado. Es el
resultado de un dafo continuo al higado, como la hepatitis viral, el abuso de alcohol,
farmacos, enfermedades metabdlicas que implican una sobrecarga de hierro o de
cobre. La etapa final de la fibrosis es la cirrosis la cual se caracteriza por aumento
de la deposicion y la composicion alterada de la matriz extracelular y la aparicion de
nodulos o tejido cicatrizado, acompafado por una insuficiencia hepatica e
hipertension portal’8.

1.13.4 Cirrosis.

El término cirrosis representa la etapa final de muchas hepatopatias cronicas
diferentes en donde gran parte del tejido hepatico funcional ha sido reemplazado
por tejido fibroso, por diferentes origenes y con distinto curso. La cirrosis indica una
alteracion en la circulacion hepatica y en su arquitectura. La circulacion hepatica se
ve afectada, debido a que el tejido fibroso forma bandas constrictoras que
interrumpen el flujo en los canales vasculares y las vias biliares hepaticas, lo que
predispone a la hipertension portal llevando a una insuficiencia hepatica'’. Esta
enfermedad se asocia mas comunmente con el alcoholismo, pero existen causas
diferentes, como la hepatitis viral, reacciones a farmacos entre ellos se encuentran
el paracetamol, la isoniazida, la fenitoina, entre otros, y sustancias quimicas como
el tetracloruro de carbono y por obstruccién biliar debida a tumores, abscesos, y
calculos biliares3.

La sintomatologia aparece cuando la enfermedad esta muy avanzada; se manifiesta

con un dolor a nivel abdominal, debilidad, anorexia, desnutricion, alteracion en el
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proceso de coagulacion, hemorragias digestivas, fibrosis, ascitis, ictericia,
hepatomegalia, y esplenomegalia. A nivel cardiorrespiratorio a menudo se presenta
disnea y taquicardia. Las alteraciones renales tienen un papel importante, cuando
hay desarrollo de ascitis, ya que existe retencién de sodio y alteraciones en la

eliminacion de agua'3147.

1.14 Modelos experimentales de daio hepatico.

Para estudiar los diversos aspectos del dafo hepatico causado por diferentes
hepatopatias y caracterizar los efectos de sustencias con potencial terapéutico para
enfermedades hepaticas, se han empleado multiples modelos experimentales
diversos en animales. Ejemplos de estos modelos, mostrados en la Figura 13,
utilizan agentes hepatotdxicos quimicos o quirurgicos para inductor el dafio en ratas.

/ .

Proceso quirurgico donde se liga el

ETANOL
En dosis de 200mg/kg

durante 6 semanas

MODELOS DE colédocto para obstruir el paso de acidos
DANO biliares hacia el duodeno provocando su
HEPATICO acumulacion en el higado,

desencadenando el dano en las
membranas de los hepaticitos.

PARACETAMOL
\ En una concentracion
de 200mg/mL

Figura 13. Modelos de dario hepatico, 1) etanol'*®, 2) ligadura de conducto biliar'*°,

3) paracetamol'*°.
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El modelo de dafio hepatico por la ligadura del conducto biliar, es un proceso
quirurgico de la ligadura del colédoco, para obstruir el paso de los acidos biliares
hacia el duodeno provocando asi la acumulacion de acidos biliares en el higado,
con lo que se desencadena el dafio en las membranas de los hepatocitos. Esta
técnica, aplicada en ratas, es una herramienta util para comprender lo que sucede
en el dafio hepatico agudo y crénico por colestasis y cirrosis en humanos'4°.

El modelo de dafo hepatico con tetracloruro de carbono (CCls) es uno de los mas
usados y estudiados, cuyo mecanismo principal es la peroxidacion lipidica por
radicales libres derivados del CCls para inducir el dafno. A pesar de que la
intoxicacion por CCls es dificil de encontrar en el marco clinico, este compuesto
provee un modelo util de hepatotoxicidad, ya que comparte caracteristicas
bioquimicas e histoldgicos con la hepatitis humana'#®. La mayoria de los modelos
con CCl4, utiliza la via de administracién oral con dosis altas, debido a que se desea
un efecto rapido, pues se obliga a la absorcion directa por el tracto gastrointestinal
hacia el higado, donde debe ser metabolizado para ejercer su efecto hepatotoxico;
mientras que, en los modelos de dafio hepatico cronico por CCls se utilizan dosis de
alrededor de diez veces menor que en la aguda, pero se administra 3 veces a la
semana por una administracién via intraperitoneal, por lo cual la absorcion y el

efecto de dafio serd mas lento's!.

1.15 Mecanismo de accion de daio hepatico agudo por
tetracloruro de carbono (CClas).

Despues de la administracion intragastrica del CCls, éste se concentra en el higado
y alcanza un nivel maximo de 1 mg/g de higado de una a dos horas luego de su
ingestion'®2, La evidencia histolégica mas temprana de dafio tisular ocurre de 5 a 6
horas después de la administracién, cuando la necrosis comienza. Alrededor de las
12 horas post-administracion, la necrosis en la zona central es evidente y para las
24 horas una necrosis masiva esta presente53.154

El metabolismo del CCls normalmente es promovido por el citocromo P-450 (CYP),

especificamente por la isoenzima CYP2E1 involucra una deshalogenacion
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homolitica del enlace C-Cl, que genera un metabolito activo, el radical libre
triclorometilo (-CCl3), que al reaccionar, comunmente al instante con oxigeno,
produce un radical libre mas reactivo, el peréxido de triclorometilo (CCIs00-)"5, y
como puede unirse a macromoléculas (acidos nucleicos, proteinas, y lipidos), altera
procesos celulares cruciales tales como el metabolismo de lipidos iniciando el
proceso de lipoperoxidacion, que potencialmente resulta en esteatosis y
posteriormente en higado graso', debido a que los hepatocitos intoxicados tienen
una sintesis de proteinas deficiente, acumulan lipidos por infiltracion y disminuyen
la actividad enzimatica microsomal como la de la glucosa-6-fosfatasa y el CYP'¥,

lo cual implica un estrés oxidativo.

1.16 Marcadores de funcionalidad y dano hepatico.

Existen estudios diagndsticos diversos que evaluan la actividad funcional del higado
y sus respuestas al dafno. Estas pruebas, que incluyen la evaluacion de las
actividades enzimaticas en plasma, son utiles para confirmar las hepatopatias y
detectar la presencia de dafio hepatico'*3.

1.16.1 Catalasa (CAT).

La catalasa es una enzima que intervienen en la proteccion y en el mantenimiento
del balance oxidante/antioxidante, catalizando la descomposicion del peroxido de
hidrégeno en agua y oxigeno. Es una de las enzimas mas abundantes en la
naturaleza y se encuentra ampliamente distribuida en el organismo humano,
aunque su actividad varia en dependencia del tejido; CAT resulta mas elevada en
el higado y los rifiones, mas baja en el tejido conectivo y los epitelios, siendo
practicamente nula en el tejido nervioso. Se encuentra ligada a la peroxidacion

lipidica, por lo tanto, es un indicador de estrés oxidativo'®.
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1.16.2 Proteinas.

Las proteinas sintetizadas por el higado, como la albumina, reflejan la capacidad
biosintética del higado. En estudios de peroxidacion lipidica, medir las proteinas
permite normalizar los resultados y calcular de manera mas precisa el grado de
dafo oxidativo en relacién con la funcionalidad hepatica. Esto es porque las
concentraciones de marcadores de peroxidacion lipidica (como el MDA) pueden ser
comparadas de manera mas precisa cuando se expresan en términos de

concentracion de proteinas’43.

1.16.3 Peroxidacion Lipidica (PL).

La PL es un proceso en el cual los acidos grasos que se encuentran alrededor de
la membrana lipidica se dafan por el exceso de radicales libres, y esto forma
subproductos como el malondialdehido (MDA)'®. La peroxidacion lipidica es la
responsable de que se efectue la inactivacion de enzimas de la modificacion
oxidativa de moléculas como lipoproteinas, por lo que es un parametro que indica

el dafio en el hepatocito por estrés oxidativo'32.

1.16.4 Bilirrubinas.

Cuando los globulos rojos envejecen o se dafian son fagocitados en el bazo, higado
y medula 6sea por macréfagos y esta es descompuesta en hemo y globina. La hemo
después es oxidada para ser convertida en biliverdina y el proceso de reduccion de
esta Ultima genera la bilirrubina no conjugada®® la cual es poco soluble, por lo cual
esta es llevada al higado, unida a albumina, para una vez en el higado poder ser
tomada del plasma y conjugada con acido glucuronico convirtiéndola en bilirrubina

directa y asi, es mas soluble, lo que permite su excrecion por la bilis'e°,

1.16.5 Alanina Aminotransferasa (ALT).
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Es el indicador mas frecuente de enfermedad hepatica debido a que es una prueba
sensible y especifica. La ALT es una enzima que cataliza la reaccion de
transferencia del grupo amino de la alanina al acido alfaoxoglutamico, produciendo
piruvato y glutamato'®’. ALT al llevar a cabo su reaccion de transaminacién regula
procesos como la produccién de algunos aminoacidos, partiendo del piruvato para
el ciclo de Krebs (acido citrico) (ciclo catabdlico y anabdlico para producir energia)
y el glutamato para el ciclo de la urea (principal proceso para eliminar el exceso
nitrégeno del cuerpo) 2.

1.16.6 Fosfatasa Alcalina (FA).

La FA es una enzima que cataliza la reaccion de hidrolisis de ésteres de fosfato
inorganicos a un pH alcalino 6ptimo, dando por resultado fosfato inorganico y un
radical organico'®'. El aumento de FA es indicador de disminucién de procesamiento
metabdlico del higado, lo que promueve una mayor produccién de compuestos
toxicos generando obstruccion biliar, donde la FA se libera de las células que
recubren los conductos biliares (colangiocitos). Esto para intentar desfosforilar
algunos compuestos téxicos e intentar facilitar su solubilizacion para la eliminacion
por bilis, 0 en algunos casos su incremento solo es debido al dafio celular que existe
y como esta presente en la membrana celular de los hepatocitos se libera con
facilidad hacia la sangre por la incapacidad de ser por bilis'43.

1.16.7 Gamma-Glutamil Transpeptidasa (GGTP).

La GGTP cataliza la transferencia de grupos y -glutamil y pepetidos a aminoacidos
y otros péptidos receptores de estos grupos. La GGTP esta presente en la
membrana de los hepatocitos y los colangiocitos. Cuando existe obstruccion biliar
GGTP se libera de los colangiocitos y va al torrente sanguineo o bien, cuando existe
un alto estrés oxidativo el higado tiene la necesidad de producir mas glutatién, un

antioxidante crucial, con lo cual los hepatocitos aumentan su necesidad de producir
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GGTP para el correcto metabolismo del glutation; de hecho, se considera el

marcador mas sensible de colestasis’43.1¢

1.16.8 Glucégeno Hepatico.

La glucosa es una molécula importante para los procesos metabdlicos del
organismo, debido a que la glucosa es practicamente el unico combustible utilizado
para suministrar al cerebro y en la actividad muscular'®3. Por lo tanto, la glucosa se
almacena en forma de glucégeno en el higado como una reserva importante de
energia, de modo que cuando la concentracion sérica de glucosa disminuye, se
libera por un proceso conocido como glucogendlisis regulando de esta manera la
glicemia y la cantidad de glucogeno en el higado. Cuando el almacenamiento de
glucégeno se ve afectado, se pueden presentar diversas alteraciones metabdlicas,
por lo que su determinacion en higado también se puede considerar como una
medida de su capacidad biosintética o funcionalidad, asi como de estrés por dafo,
ya que la cantidad de glucogeno desciende rapidamente3°.
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2.1 Efectos de los nanosistemas en el higado.

El uso de nanoparticulas en el area de biomedicina ha cobrado un interés
significativo debido a sus propiedades unicas y su potencial en aplicaciones
terapéuticas de distintas enfermedades. Por ejemplo, entre estas NP’s,
encontramos las de 6xidos metalicos, metalicas, lipidicas, entre otras. Los modelos
del uso de NP’s lipidicas como vehiculos de liberacion de farmacos han sido muy
estudiados debido a su capacidad de mejorar la estabilidad y biodisponibilidad de
las NP's, ademas de permitir una liberacion controlada '%*. Por su lado, también
NP’s de Au, Ag y Fe3O4 se han examinado para evaluar su efecto terapéutico en

algunos tipos de cancer, siendo partes fundamentales en hipertermia y fototerapia.

Las NP’s de ZnO son los 6xidos metalicos mas utilizados debido a su bajo costo de
produccion y amplio rango de aplicacion. En la nanomedicina son utiles debido a
que, por su tamano pequefio, pueden ser faciimente absorbidas por el cuerpo
humano, incluyendo diversas aplicaciones como actividades antibacterianas,
antidiabéticas, antiinflamatorias, antienvejecimiento, cicatrizaciéon de heridas, y

bioimagen'®4.

Algunas NP’s de ZnO han sido evaluadas para el tratamiento de padecimientos
hepaticos, como en el que determinaron sus efectos protectores con una
concentracion de 50 mg/kg ante el dafo inducido con dimetilnitrosamina en rata,
donde redujeron la peroxidacion lipidica, el estrés oxidativo, y la fibrosis del higado
junto con la supresion de las citocinas proinflamatorias TNF-a e IL-12'%5. En el
hepatocarcinoma también se han realizado estudios con NP’s de ZnO, como en el
que se indujo este dafo mediante dietilnitrosamina y CCls. Nuevamente la
administracion de NP’s de ZnO disminuyo el estrés oxidativo y redujo los
parametros bioquimicos ALT y GGTP'65.
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2.2 Efecto de la teofilina en el higado.

La utilizacion de metilxantinas como agentes terapéuticos se remonta a tiempos
antiguos, comenzando con la preparacion de tés y, actualmente, continua con el
desarrollo de tratamientos para enfermedades diversas basados en esta familia de
moléculas. En el ambito de los hepatoprotectores, la cafeina es la metilxantina mas
conocida y empleada debido a su abundancia en agentes naturales'®. No obstante,
la teofilina, tradicionalmente reconocida por sus efectos beneficiosos en
enfermedades respiratorias gracias a sus propiedades broncodilatadoras y
relajantes del musculo liso, ha mostrado en estudios limitados una actividad
hepatoprotectora significativa, como es el caso en el estudio donde redujo
efectivamente la inflamacion de los tejidos hepaticos y alividé el dafio hepatico al
disminuir los niveles de IFN-y y TGF-3 en los tejidos hepaticos de ratas con lesion

hepatica inmunitaria®’.
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Las enfermedades hepaticas ocupan el 4to lugar entre las causas principales de
mortalidad nacional y mundial. En Africa y Asia son especialmente provocadas por
virus, asi como en Europa y América por el consumo de alcohol'®8; también, ocupan
el 2do lugar entre las causas de muerte principales en edad productiva, es decir,
entre 25 y 64 afnos. Debido a esto es importante realizar investigacion acerca de
nuevos tratamientos con funciones hepatoprotectoras. Ademas, existen muy pocos
tratamientos realmente efectivos para controlar el dafio hepatico, aunado a que el
tratamiento puede ser muy costoso a largo plazo e incluso el trasplante de higado
es dificil de costear y conseguir'®'.

El uso de NP’s en la medicina ha crecido exponencialmente en los ultimos afios
debido a sus propiedades versatiles, asi como su potencial en aplicaciones
terapéuticas y diagnodsticas. Actualmente un porcentaje alto de investigaciones en
nanomedicina se centra en la mejora de la estabilidad, biodisponibilidad y liberacion
controlada de farmacos. En muchos paises, tanto desarrollados como en vias de
desarrollo, la incorporacién de nanoparticulas en la investigacion biomédica esta
siendo cada vez mas competitiva, reflejando la promesa que estos materiales tienen
capacidad para revolucionar el tratamiento de enfermedades. A pesar de su
potencial, una gran cantidad de nanoparticulas disefiadas y sintetizadas aun
requieren estudios exhaustivos para validar cientificamente sus efectos y seguridad,
subrayando la importancia de continuar con la investigacion y desarrollo en este

campo emergente.

Por otro lado, el ZnO, que es una sal metalica presente en forma de zincita en la
naturaleza, se ha convertido en un tema de estudio frecuente debido a sus variadas
propiedades biocompatibles, antibacterianas, antifiingicas®’, y angiogénicas'®®. Sus
nanoparticulas se han investigado como una alternativa para combatir el
Alzheimer®?, diabetes, problemas cardiacos®#, y como hepatoprotector3®. En
especifico, el ion Zn?*, que resultaria de la disociacion del ZnO, esta involucrado en
el metabolismo de lipidos, ayudando a controlar la sintesis y degradacion de los
acidos grasos'®, lo cual es un factor importante al tratar dafio hepatico agudo, asi
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como sus efectos inmunomoduladores y antifibréticos ya reportados en la cirrosis'”".
Por otro lado, la familia de las metilxantinas no solo ha mostrado efectos benéficos
al tratar el asma y otras afecciones respiratorias, sino también en algunos estudios
realizados enfocados en hepatopatias'’?; la teofilina pertenece a esa familia v,
aunque poco estudiada, muestra resultados prometedores en tratar afecciones
relacionadas al dafio hepatico, debido a sus propiedades antiinflamatorias y
antioxidantes, las cuales son capaces de reducir significativamente la acumulacion
de grasa en el higado, asi como reducir la sensibilidad a la insulina'”3. Sin embargo,
la mayoria de los estudios han evaluado los efectos biolégicos del ZnO vy teofilina
por separado, dejando de lado aquellos posibles beneficios de la interaccion de

estos dos.

Es una prioridad encontrar tratamientos adecuados para mejorar e idealmente
revertir enfermedades hepaticas, de ahi la importancia del estudio de los
nanosistemas con el fin de obtener una alternativa terapéutica mas para estas
enfermedades. Es por esto que en este trabajo se estudio la sinergia de ZnO QD’s
y teofilina mediante la evaluacion hepatoprotectora del nanosistema en modelos de
dafio agudo experimental inducido por CCls en rata.
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4.1 Objetivo general.

Sintetizar y simular un nanosistema de puntos cuanticos de ZnO funcionalizado con
teofilina para evaluar su efecto hepatoprotector en un modelo experimental de dafio
agudo en ratas mediante la deteccion de biomarcadores de funcionalidad.

4.2 Objetivos especificos.

e Realizar un estudio tedérico computacional de simulacion molecular para
investigar el acoplamiento del nanosistema de puntos cuanticos de ZnO

funcionalizado con teofilina.

o Sintetizar puntos cuanticos de oxido de zinc mediante el método de
precipitacion quimica para preparar el sustrato base del nanosistema.

e Funcionalizar los puntos cuanticos de ZnO con teofilina utilizando técnicas
quimicas adecuadas para garantizar una union estable y efectiva que forme

el nanosistema.

o Caracterizar el nanosistema funcionalizado mediante técnicas analiticas
como espectroscopia de absorcion UV-visible, espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FT-IR), microscopia electronica de barrido (SEM) y
dispersion dinamica de luz (DLS) para confirmar la integracion de la teofilina
y evaluar la morfologia y propiedades opticas del nanosistema.

o Evaluar el efecto del nanosistema ZnO-teofilina en el modelo de dafio agudo
por tetracloruro de carbono (CCls) en ratas Wistar macho, mediante la
determinacién de biomarcadores de funcionalidad para probar su actividad
hepatoprotectora.
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o Contrastar los efectos hepatoprotectores individuales del nanosistema ZnO-
teofilina, ZnO, y teofilina, mediante la cuantificacion y comparacion
estadistica de los niveles de marcadores, con el fin de evidenciar la posible
actividad sinérgica.
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5.1 Método computacional.

La eleccion de la base y el funcional en los calculos DFT es crucial, ya que determina
la precision con la que se representan los orbitales atomicos y, por ende, la calidad
de los resultados®. En este estudio, se empleo la escalera de Jacob para optimizar
la relacion entre precision y costo computacional. Para el calculo de energias,
frecuencias, y optimizacidén de las moléculas se utilizé el programa Gaussian 16 y

como visualizador GaussView.

5.1.1 Optimizacién de geometria.

Se utilizé el método semiempirico PM6 para obtener una estructura inicial de los
complejos. Este método, aunque menos preciso que DFT, es adecuado para
obtener una primera aproximacion de la estructura geométrica de las moléculas de
forma rapida y eficiente. Esto permite explorar un gran espacio conformacional y

descartar estructuras no favorables’2.

5.1.2 Analisis de propiedades electrénicas individuales y calculo de
frecuencias.

Se emplearon los funcionales de aproximacion de densidad local (LDA) con la base
6-31+G(d,p). Esta base es una de doble zeta que incluye funciones de polarizacion
(d) en los atomos pesados y funciones difusas. La combinacion de LSDA y 6-
31+G(d,p) es adecuada para analizar solo las propiedades electronicas de las
moléculas de ZnO &cido citrico y teofilina por separado, asi como cargas atomicas
y potenciales electrostaticos. La base 6-31+G(d,p) proporciona una descripcion
precisa de la densidad electronica alrededor de los atomos, lo que es esencial para
estos calculos. Posteriormente, se realizaron calculos de frecuencia en el mismo

nivel de teoria para confirmar que las estructuras obtenidas correspondian a
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minimos locales, para asi poder ser tomadas como punto de partida para los
calculos por DFT.

5.1.3 Estudio de interacciones intermoleculares.

Para analizar las interacciones entre (ZnO);,-AC y AC-Thp, se utilizé el funcional
hibrido B3LYP con la base DGDZVP. El funcional B3LYP es ampliamente utilizado
para describir interacciones de dispersion y enlaces de hidrogeno, que son cruciales
en sistemas biologicos?®. La base DGDZVP, al igual que la 6-31+G(d,p), incluye
funciones de polarizacion, pero esta especialmente disefiada para describir
elementos mas pesados como el zinc, ademas de brindar una descripcion mas
precisa de la densidad electrénica en regiones de baja densidad, como las
involucradas en las interacciones débiles. La eleccion de las bases y funcionales en
este estudio se bas6 en un compromiso entre precision y eficiencia computacional.
La estrategia escalonada empleada permite obtener resultados confiables y una
comprension detallada de las propiedades electronicas y estructurales del sistema®.

5.2 Método experimental.

5.2.1 Sintesis de puntos cuanticos de 6xido de zinc.

La sintesis de los puntos cuanticos de 6xido de zinc (ZnO) se llevd a cabo mediante
el método de precipitacién’®, empleando dos soluciones etandlicas: una de acetato
de zinc dihidratado, que actua como fuente de iones Zn?*, y otra de hidréxido de litio
monohidratado, que actua como agente reductor para facilitar la formacion de
nanoparticulas de ZnO’8. Durante el proceso, se controlaron factores criticos, como
la temperatura, presion, tiempo de reaccion y agitacion, para optimizar la
cristalizacion y el tamafo de particula. A continuacion, se detallan las etapas del

procedimiento:
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VI.

Preparacién de solucién de acetato de zinc: Se prepard una solucion de

0.05 M de acetato de zinc dihidratado en etanol, la cual se sometio6 a agitacion
continua a temperatura ambiente durante 90 minutos, garantizando la

disolucion completa y la dispersion homogénea de los iones Zn#* en el medio.

Preparacién de solucion de hidréxido de litio: Se prepard una segunda

solucion de 0.13 M de hidroxido de litio monohidratado en etanol y se agitd
hasta su completa disolucion, permitiendo la generacion de iones OH™ para

la posterior reaccion con Zn?*,

Mezcla de soluciones: La solucidn de hidroxido de litio se anadid

lentamente a la solucion de acetato de zinc bajo agitacion constante para
evitar la formacion de grandes aglomerados. Posteriormente, la mezcla se
agité durante 120 minutos, permitiendo la nucleacion y el crecimiento de

nanoparticulas de ZnO en la solucién.

Calentamiento: La mezcla resultante se someti® a un calentamiento

controlado, incrementando la temperatura gradualmente mediante una
rampa hasta alcanzar los 70 °C. Este paso favorece la cristalizacion del ZnO
y optimiza las caracteristicas Opticas y estructurales del material.

Centrifugacion y recoleccién del precipitado: La solucion fue centrifugada

a 5000 rpm durante 10 minutos para separar el precipitado solido de ZnO de
la fase liquida. El precipitado se recolecté cuidadosamente para evitar la

pérdida de material.
Secado: Finalmente, el precipitado se sometié a secado en un hornoa 70 °C

durante 4 horas para eliminar cualquier resto de disolvente y completar la

formacion de los puntos cuanticos de ZnO.

73



5.2.2 Funcionalizacion de ZnO QD’s - teofilina.

El proceso de funcionalizacion de los puntos cuanticos de 6xido de zinc (ZnO QD’s)
con teofilina se realiza en dos etapas. La primera consiste en el recubrimiento de la
superficie de las nanoparticulas de ZnO con acido citrico. Este paso es esencial, ya
que el acido citrico actua como un agente de enlace entre la superficie inorganica
de ZnO y la molécula de teofilina. Debido a sus grupos funcionales carboxilicos, el
acido citrico se adhiere a la superficie del ZnO, proporcionando sitios de anclaje
adicionales y mejorando la estabilidad del nanosistema. Esto facilita una interaccion
mas eficaz entre el ZnO y la teofilina en la siguiente etapa, promoviendo la formacion
de puentes de hidrogeno y otras interacciones supramoleculares logrando un mejor
acoplamiento®®-100,

A continuacion, se describe el procedimiento:

Etapa 1: Recubrimiento con Acido Citrico.

I. Preparacion de dispersion de ZnO QD’s: Se agregaron 0.10 g de ZnO

QD’s a 10 ml de una mezcla de agua y etanol en proporcion 8:2. Esta mezcla
de solventes ayuda a mantener una buena dispersion de las particulas y

facilita la interaccion con el acido citrico.

II. Preparacion de solucién de acido citrico: Se disolvieron 0.01 g de acido

citrico en 10 ml de la misma mezcla de agua y etanol (8:2). Este paso
garantiza una concentracion adecuada para lograr el recubrimiento

superficial.
lll.  Agitacién: Ambas soluciones se mezclaron y se dejaron en agitacion

continua durante 60 minutos, lo que asegura una interaccion homogénea

entre el acido citrico y la superficie de los ZnO QD'’s.
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IV. Ajuste de pH: Se ajustd el pH de la mezcla a un valor cercano a 6-7,
condicion que favorece la ionizacion de los grupos carboxilicos del acido

citrico y facilita su anclaje a la superficie de ZnO.

V. Centrifugacion y recoleccién: La mezcla se centrifugé a 5000 rpm durante

10 minutos para separar los ZnO QD's recubiertos de la fase liquida.

VI. Secado: Finalmente, el precipitado recubierto se sec6 en un horno a 40 °C
durante 1 hora, obteniendo el producto ZnO-AC (ZnO recubierto con acido
citrico).

Etapa 2: Funcionalizaciéon con Teofilina y Formacién de un co-cristal.

Para llevar a cabo la funcionalizacién con teofilina, se establece una relacion
equimolar (1:1) entre ZnO-AC vy la teofilina. Esta relacién equimolar es importante
para asegurar una cobertura uniforme y maximizar la interacciéon entre ambos
compuestos, promoviendo asi la formacion de un co-cristal estable entre el ZnO-AC
y la teofilina, que es fundamental para aplicaciones bioldgicas y farmacéuticas’”*.

|.  Calculo de relacién molar: Dado que la masa molar del complejo ZnO-AC

es de 273.5 g/mol y la de la teofilina es de 180.17 g/mol, se dispone de 0.07
g del complejo, se calculan los moles correspondientes para cada
componente y se igualan sus cantidades.

Moles del ZnO-AC = 0.07 g/ 273.5 g/mol = 0.0002557 mol.

Moles de teofilina requeridos (para relacion 1:1) = 0.0002557 mol.

Masa de teofilina necesaria = 0.0002557 mol x 180.17 g/mol = 0.0461 g.

En este caso, se necesito aproximadamente 0.0461 g de teofilina para lograr

la relacion equimolar de 1:1.
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. Mezclado y molienda: Ambos componentes, ZnO-AC y teofilina, se

trituraron en un mortero durante 30 minutos en un ambiente humedo
(afadiendo 1 o 2 gotas de agua a la mezcla, de un volumen total de 150 g).
Este proceso asegura una mezcla intima y homogénea, favoreciendo la
interaccidn entre el ZnO-AC con la teofilina, y la formacion de un co-cristal
estable, mejorando las propiedades finales del nanosistema para

aplicaciones bioldgicas.

5.3 Caracterizacion de material.

Para evaluar las propiedades estructurales, 6pticas y funcionales de los puntos
cuanticos de 6xido de zinc (ZnO QD’s) y del complejo funcionalizado ZnO-AC-
Teofilina (nanosistema), se llevo a cabo una serie de caracterizaciones especificas
para cada uno. Las técnicas empleadas permitieron obtener informacion sobre la
composicion, tamano de particula, estabilidad, y las interacciones moleculares
presentes en cada sistema, aspectos clave para determinar su potencial en

aplicaciones biomédicas.

5.3.1 Caracterizacion de ZnO QD’s.

5.3.1.1 Espectroscopia UV-Vis.

Se realizé un analisis espectroscopico UV-Vis para determinar la banda de
absorcion caracteristica de los ZnO QD’s. Los puntos cuanticos de ZnO suelen
mostrar una fuerte absorcion en la regién ultravioleta, lo cual es indicativo de su
tamano y propiedades electronicas.

5.3.1.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier.

El analisis FT-IR se empled para identificar los grupos funcionales presentes en la
superficie de los ZnO QD’s y confirmar la presencia de enlaces caracteristicos del
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Zn-O. Esta caracterizacion permite también verificar la pureza del material y

descartar impurezas organicas derivadas del proceso de sintesis.

5.3.1.3 Microscopia Electréonica de Barrido.

La microscopia electronica de barrido se utilizé para obtener imagenes de la
morfologia y distribucion de tamafio de los ZnO QD’s. Esta técnica es fundamental
para visualizar la estructura de las particulas y verificar su distribucion vy

homogeneidad.

5.3.1.4 Emision espontanea bajo luz UV.

Se evaluo la respuesta de los ZnO QD’s a la excitacion bajo luz ultravioleta. La
emisidn espontanea de luz en este rango es caracteristica de las nanoparticulas de
Zn0O y se asocia a defectos superficiales y a su estructura cristalina, lo cual es un

indicador de su tamano.

5.3.1.5 Calculo de area superficial y composicion atémica.

Se determino el area superficial y la composicion atdbmica de los ZnO QD’s, a partir
de los resultados obtenidos en el analisis UV-Vis y se tomé como referencia el
estudio de Mingyang Chen et al. (2016) '"°. En dicho estudio se menciona que el
band gap de particulas esféricas de ZnO con diametros mayores a 0.5 nm es una
funcion lineal del inverso del diametro de la particula, lo cual permite estimar el
tamafio aproximado de los QD’s en este trabajo. Considerando que los QD’s
presentan una estructura cristalina tipo wurtzita, correspondiente a una red
hexagonal compacta (hcp)'”” empleando la densidad de 5.606 g/cm?® 176, |la masa
molar de 81.68 g/mol'”® del ZnO, y que presentan una morfologia esférica se calculd
el area superficial, el numero de moles por cada QD y la cantidad de atomos
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presentes en cada particula. Esta informacion resulta relevante para realizar
comparaciones con el nimero magico de clusteres de (ZnO)12 77 propuesto en el
apartado de simulacion computacional, permitiendo una correlacién entre los

resultados experimentales y los modelos teoricos.

5.3.2 Caracterizacion del Nanosistema (ZnO-AC-Teofilina)

5.3.2.1 Microscopia Electrénica de Barrido con Espectroscopia de Dispersion
de Energia (SEM-EDS).

El SEM-EDS se empled para visualizar la morfologia del nanosistema y realizar un
analisis elemental cualitativo y semicuantitativo. La deteccion de elementos como
Zn, O, Cy N nos aporta informacién sobre la distribucion de estos en el sistema, asi

como la parcial deteccion de la pureza de la muestra.

5.3.2.2 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR).

En el nanosistema, el analisis FT-IR permitio identificar las interacciones entre ZnO,
acido citrico y teofilina. Los cambios en los picos de absorcion fueron observados
para generar una asociados a los grupos funcionales de acido citrico y teofilina
indicando la formacion de un enlace entre el ZnO vy la teofilina.

5.3.2.3 Dispersion Dinamica de Luz (DLS).

Para evaluar el tamafo hidrodinamico, se utilizé DLS. Esta técnica permitié analizar
la distribucion de tamafo de particula en solucién, proporcionando informacion

sobre el grado de aglomeracion y estabilidad del nanosistema en medios acuosos.
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Ademas, se empled para verificar que el tamafo de particula resultante es
adecuado para sus aplicaciones en sistemas bioldgicos.

5.4 Evaluacion farmacoldgica

Se utilizaron ratas Wistar normopeso, las cuales han sido previamente utilizadas en
estudios semejantes. Los animales fueron mantenidos en cajas de acrilico a una
temperatura de 18 a 25 °C, con ciclos de luz-oscuridad de 12 h y con acceso libre
al agua purificada y alimento estandar. Durante todo el tiempo de estudio, los
animales recibieron un trato humanitario de acuerdo con los lineamientos
establecidos por la NOM-062-Z00-1999. La actividad conductual fue monitoreada
por un lapso de 2 dias, aunque nunca se ha evidenciado una conducta nociceptiva
critica en este modelo agudo. El nanosistema ZnO-teofilina, el ZnO, y la teofilina
fueron administrados a los animales de experimentacion de acuerdo con el siguiente
disefio metodologico: Un total de 54 ratas Wistar macho con una masa de 180-200
g se integraron a 9 grupos experimentales (n= 6 c/u) tratados con 1) grupo control
de controles (CC) administrado con vehiculos; 2) teofilina, 50 mg/kg en CMC 0.7%
administrado intragastricamente (i.g.), con canula metalica de punta roma; 3) ZnO,
dosis de 100 mg/kg suspendido en carboximetilcelulosa (CMC) al 0.7% como
vehiculo via i.g.; 4) nanosistema ZnO-teofilina con acido citrico como agente
acoplante, 100 mg/kg en CMC 0.7% via i.g.; todos estos grupos son controles para
evaluar el efecto per se de los farmacos solos y del nanosistema. Los grupos 5) al
8) seran tratamientos idénticos, pero con dafo inducido con la administracién de
tetracloruro de carbono (TC) 400 mg/kg disuelto 1:1 en aceite mineral como
vehiculo, y el grupo 9) también sera dafiado, pero administrado con el nanosistema
ZnO-teofilina, 50 mg/kg en CMC 0.7%, via i.g.; todos estos grupos son llamados
reto y evidenciaran los efectos hepatoprotectores probables ver tabla 5. Las dosis
utilizadas son similares a las usadas en las referencias consultadas; ademas, los
farmacos seran administrados tres veces en intervalos de 12 h segun la Figura 14

de tratamiento preventivo:
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DIA 1 DIA 2 DIA 3

7:00 pm I 7:00 am 9:00 am 7:00pm | 9:00 am
' i
' i
' ! I I | ! ,
| i
1 | 1]
! i z 2 . 1
Vehiculo' y/o \éghlculo’ ylo \T/ghlculo ylo \[!(?hlculo‘ ylo Sacrificio
Famaco armaco armaco

Vehiculo - Carboximetilcelulosa (CMC) 0.7%; Vehiculo % Aceite Mineral

Figura 14. Esquema de administracion para los grupos experimentales.
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Tabla 5. Tratamiento administrado a cada uno de los grupos control y dafiados.

Grupo Nombre Abreviacién Tratamiento
1 Vehiculo del farmaco (CMC 0.7%)
Control de controles CC y Vehiculo del CCly4
2 Teofilina suspendida en vehiculo
Control de teofilina CC+Thp del farmaco (CMC 0.7%)
3 Zn0O QD’s suspendido en vehiculo
Control de ZnO CC+Zn0O del farmaco (CMC 0.7%)
4 Nanosistema 100 mg/kg
. suspendido en vehiculo del
Control de nanosistema CC+NS 100 farmaco (CMC 0.7%)
5 CCls4 disuelto en vehiculo del CCls
Danado por CCls4 TC (aceite mineral)
6 Dafado y ’Fr.atado por TC+Thp CCls + Teofilina
teofilina
7 Dafiado y tratado por TC+Zn0 CCls +ZnO QD’s
Zn0O
8 Dangdo y tratado por TC+NS 100 CCls + Nanosistema 100 mg/kg
nanosistema 100 mg/kg
9 Dafiado y tratado por TC+NS 50 CCls + Nanosistema 50 mg/kg

nanosistema 50 mg/kg

Después del sacrificio se determind el grado de dafio al higado mediante el analisis

bioquimico que se detallara posteriormente. El sacrificio de las ratas se realiz por

exanguinacion por puncion cardiaca bajo anestesia con éter etilico y con ello se

obtuvieron muestras de sangre con una jeringa previamente heparinizada. La

sangre se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos para obtener el plasma y se

extrajeron también muestras de higado, que fueron lavadas con solucién salina

isotdnica, todas las muestras se mantuvieron en hielo hasta su analisis.
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5.5 Determinacion de biomarcadores de funcionalidad.

Una vez sacrificados los animales, se realizaron las determinaciones bioquimicas
en plasma y en higado de los indicadores de dafio y funcionalidad hepatica, asi

como la toma de muestras para analisis histolégico.

5.5.1 Determinaciones en plasma.

5.5.1.1 Fosfatasa alcalina (FA)

La FA es indicador de colestasis, cataliza la hidrolisis de ésteres de fosfatos
organicos con un pH alcalino 6ptimo; un incremento en suero de la actividad de FA,
esta relacionado con un dafio en la membrana, es un marcador de colestasis ya que
se libera en presencia de enfermedades que afectan el conducto biliar'”®. El método
utilizado se basa en la hidrdlisis del p-nitrofenilfosfato por la FA, para producir fosfato

inorganico y p-nitrofenol el cual se lee a 410 nm en un espectrofotometro™’.

Procedimiento
1. 0.25 mL buffer de glicina 0.1 My MgCl. 1mM, pH 10.5.
0.25 mL de sustrato p-nitrofenilfosfato.
Se colocaron en bafio de Maria a 37° C por 5 min.
Se afiadié 50 pL de la muestra, mezclar suavemente.

Se incubaron 30 min a 37° C.

o o bk w N

Se paré la reaccion con 5 mL de NaOH 0.02 N, y se agitd por inversion.
7. Se realizo la lectura de la absorbancia a 410 nm.

El blanco es idéntico, pero colocando 50 uL de agua en lugar de muestra.
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5.5.1.2 Gamma glutamil-transpeptidasa (GGTP).

GGTP es marcador de colestasis, es una enzima membranal que cataliza la
transferencia del grupo y-glutamil de péptidos a otros péptidos y a aminoacidos; la
liberacion de esta enzima a suero, indica dafio celular y en consecuencia lesion
hepatica, especificamente permite medir la funcidn excretora, por lo tanto es un
marcador de colestasis'’8. En este método se utiliza como sustrato la glutamil-p-
nitroanilida que en presencia de la enzima y-glutamil-transpeptidasa y del receptor
del grupo y-glutamilo, como lo es la glicil-glicina, produce la y-glutamilglicina y p-
nitroanilina que puede cuantificarse con un espectrofotometro a 410 nm',

Se utilizé la actividad estimulada con glicil-glicina, con un volumen total de reaccion
de 1 mL.

Procedimiento:
1. Se coloco en cada tubo:
e 400 pL de Tris-HCI 200 mM, pH 8.2
e 100 pL MgCl> 200 mM
e 100 pL Glicil-glicina 40 mM, pH 8.2
e 200 pL y-glutamil-p-nitroanilida 10 mM.

2. Se realiz6 una incubacion previa por 10 min a 37°C, y se inicio la reaccion con
200 pL de suero.

3. Se incubo a 37° C por 30 min y se detuvo la reaccion con 2 mL de acido acético
1.5 M.

4. Se realizo la lectura a 410 nm, que cuantificé la p-nitroanilina producida mediante
la curva estandar.

5. Se realizé un blanco sustituyendo los 200 pL de suero por agua.
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5.5.1.3 Alanina-aminotransferasa (ALT).

ALT es marcador de necrosis, cataliza la transferencia de un grupo a-amino de
alanina al grupo a-cetoacido del acido a-oxoglutarico; un incremento de esta enzima
en suero refleja un incremento en la permeabilidad de la membrana plasmatica o
destruccion celular, lo cual implica necrosis'’®. La técnica permite la obtencion de
piruvato a partir de la reaccion de transaminacion entre la alanina y el acido o-
oxoglutarico, después al afiadirse el 2,4-dinitrofenilhidrazina reacciona con el
piruvato producido el cual, al reaccionar, presenta un color entre amarillo y marrén
como se aprecia en la Figura 15, y se lee a 515 nm en un espectrofotometro8'.

Procedimiento:

BLANCO (mL) PROBLEMA (mL)
1.- Solucion de sustrato 0.25 0.25
2.- Suero problema - 0.05
3.- Mezclar y agitar suavemente, incubar a 37° C durante 60 min
4.- Reactante cromoégeno 0.25 0.25
5.- Suero problema 0.05 -

6.- Incubar a 37° C durante 15 min
7.-NaOHO04 N 2.50 2.50

84



Figura 15. Color caracteristico del cromoégeno en el proceso de deteccion de ALT.

5.5.1.4 Bilirrubinas totales (BT).

La concentracion de bilirrubinas en un indicador de colestasis y funcionalidad
hepatica, el método utilizado para cuantificar bilirrubinas totales se realizé de
acuerdo con el procedimiento descrito por el fabricante del Kit, marca Spinreact
(Espafia), este se basa en la reaccion de la bilirrubina con acido sulfanilico, para
formar un compuesto azoico que tiene una absorbencia maxima de 560 nm, por lo
que la intensidad de la coloracidon es directamente proporcional a la concentracion

de bilirrubinas.

5.5.2 Determinaciones en higado

5.5.2.1 Peroxidacion lipidica (LP).

LP es indicador de dafnio membranal celular, se debe a la formacion de especies
reactivas que dafan a los lipidos componentes de la membrana celular, por lo tanto,
este marcador indica el dafio oxidativo en la membrana de los hepatocitos'®. Esta
técnica es colorimétrica y se basa en la cuantificacion de especies reactivas al acido
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tiobarbiturico (TBARS) que reaccionan con la molécula del malondialdehido (MDA),

formando un pigmento rojo claro, el cual tiene un maximo de absorcién en solucién

acida de 532 nm en el espectrofotémetro.

Los resultados se expresan como nmol de MDA/mg proteina. Las proteinas se

cuantificaron con el método de Bradford'83.

Procedimiento:

1.
2.

N o a &

8.

Se pesaron 0.5 g de higado.

Se homogenizé en 5 mL de agua.

Se tomaron 300 pL del homogenado al 10% y se agregaron 700 pL de Tris-
HCI 150 mM para completar 1 mL.

Se Incubd a 37° C por 30 min .

Se agregaron 2 mL de TBA al 0.375% disuelto en TCA al 15 %.

Se colocd a ebullicion por 45 min .

Se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min.

Se lee el sobrenadante a 532 nm.

Célculos: C = A JEL.

Doénde: A: Es la absorbancia de la muestra L: Es la longitud de la celda (1 cm) & :
Es el coeficiente de extincién del malondialdehido (MDA)=1.56 x 105 cm-1 M- 1.

9. Los resultados se expresaron como nmoles de MDA/mg proteina

Figura 16. Muetras para determinacion de LP.
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5.5.2.2 Proteinas

Se determind la cantidad de proteinas de acuerdo al método descrito por Bradford
en 1976.

Procedimiento:

1. Se tomaron 100 pL del homogenado de higado y se llevan a 1,000 yL en agua
tridestilada.

2. Se tomaron alicuotas del homogenado y se llevaron a 100 pL con agua (20 uL de
la dilucién anterior + 80 uL de agua tridestilada).

3. El blanco se preparé poniendo 100 pL de agua.

4. Se anadi6 2.4 mL del reactante de Bradford.

5. Se realizé la lectura a una absorbancia de 595 nm.

6. Se preparo una curva de calibracién utilizando albumina sérica bovina (1 mg/mL),
poniendo 0, 10, 15, 25, 20, 30, 35, 40, 45, 50 pL.
7. Completar con agua a 100 pL.

R
-l o ' “”"
Q\\\‘.‘\“ \\\m\ ol L -::.":“ A i

,,!l ~2 g i &7

Figura 17. Color azul verdoso caracteristico de la determinacion de proteinas
mediante el método descrito por Bradford.
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5.5.2.3 Glucégeno hepatico (GH).

GH es indicador de estrés y funcionalidad hepaticos. Es la fuente principal de

energia en el higado. Al disminuir, el higado no es capaz de llevar a cabo diferentes

funciones relacionadas con obtencion de energia. El dafio crénico inducido por CCla,

provoca alteraciones en la membrana de los hepatocitos por el incremento del

contenido de colesterol y de AMPc. El incremento en los niveles de AMPc, produce

una disminucién en el contenido de glucdgeno'®. La cuantificacion de glucogeno

se obtendra con la técnica de la antrona en solucion de H2SO4184,

Procedimiento:

1.

Se pesaron 0.5 g de higado en tubos de tapon esmerilado.

2. Se adicionaron 1.5 mL de KOH al 30%.
3.
4

. Después de enfriarse se paso el contenido cuantitativamente a un matraz

Se taparon e hirvieron en bafio de agua durante 30 min.

volumétrico de 25 mL, se afor6 con agua agitando muy bien.

Del matraz anterior se tomaron de 40 a 160 pL con pipeta volumétrica, se
llevaron a 1 mL en tubos de 13 x 100 mm esmerilados, por duplicado, se
preparé ademas un tubo blanco que con 1 mL de H2O y otros 2 estandares
con 20 pL de una solucion de glucosa estandar (1 mg/mL) y se llevaron a 1

mL con agua.

6. Se preparo6 una solucién de antrona 0.2% en H2SO4 concentrado.

7. Se afiadieron (con ayuda de una bureta) 2 mL a cada tubo agitando

8.

suavemente y enfriando sobre hielo, se taparon los tubos frios y pusieron en
un bafio de agua hirviendo por 15 min, una vez que se enfriaron sobre agua
con hielo.

Se realizé la lectura a 620nm.

Calculos: 20 X Am/1.11 X Ae = pg de glucogeno en la alicuota

Am

= Absorbencia de la muestra. Ae = Absorbencia del estandar.

Los resultados se expresaron como gramos de glucogeno por 100 g de higado
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5.5.2.4 Catalasa (CAT).

CAT es indicador de estrés oxidativo y funcionalidad hepatica. Es una enzima

citosdlica que cataliza la degradacion del peroxido de hidrégeno (H202). En un dafo

hepatico, la actividad enzimatica de la catalasa disminuye, por lo tanto hay una

acumulacion de H202, lo que provoca estrés oxidativo. Esta actividad enzimatica se

cuantifico utilizando permanganato de potasio (KMnOs), ya que reacciona con el

H20- formando 6xido de manganeso, por lo tanto, se cuantifico el KMnO4 residual

en un espectrofotometro a 480 nm . La actividad de CAT fue calculada con el indice

constante de reaccion de la descomposicion de H202 (K*102 /min)*8°,

Procedimiento para preparacion de homogenado:

1.
2.

Se pesaron 0.5 g de higado de rata.

Se homogenizé en 5 mL de PBS fria con 20 golpes en homogenizador de
vidrio con pistilo de teflén.

El homogenizado se centrifugé a 3000 rpm por 10 minutos. Se tomd una
alicuota de 1 mL de sobrenadante y se coloc6 en un tubo de ensaye de 13 x
100 en hielo.

Se le agregaron 10 pyL de etanol (aproximadamente 0.01 mL EtOH/mLde
sobrenadante, queda asi a 0.17 M de EtOH).

5. Se mezcld y se dejé incubar por 30 min en hielo.

6. Después de ese tiempo se afiadié 100 pL de tritén al 10%, quedando asi en

una concentracion final del 1 % y se mezcld bien.
De esta mezcla de homogenado se tomaron 100 yL y se agregaron a 4.9 mL

de PBS, se mezcl6 bien para producir una dilucién de 50 veces.

Procedimiento para actividad de catalasa:

La reaccioén se llevd a cabo en bano de hielo, se recomiendan intervalos de 10 s

entre cada muestra para agregar los reactantes.

1.

Se colocd por duplicado 0.5 mL de muestra (homogenado preparado) en
tubos de 20 mL en hielo.
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2. Se coloco por duplicado un blanco de 0.5 mL de agua destilada.

3. Se Inici6 la reaccion enzimatica secuencialmente a intervalos de 10 s,
anadiendo 5.0 mL de la solucion de H20: fria y se mezcld en vortex.

4. Después de exactamente 3 min, se detuvo la reaccion agregando por
intervalos de 10 s, 1mL de la solucién de H2SO4y se mezcld de nuevo en
vortex.

5. Se agregaron 7.0 mL de la solucién de KMnOs, y se mezcld en vortex.

6. La lectura se realizd a una absorbencia a 480 nm en espectrofotémetro.

7. Se prepar6 por duplicado un estandar espectrofotométrico (St), agregando
7.0 mL de la solucién de KMnO4 a una mezcla de 5.5 mL de amortiguador
con pH =7y 1 mL de la solucién de H2SOg4; leer también su absorbencia a
480 nm.

Se realizé la lectura de la absorbencia dentro de los primeros 30-60 s, después de
agregar la solucién de KMnOys; esto debido a que no se debe prolongar el tiempo de
medicion porque se forma MnO: precipitado e interfiere con las lecturas, se

recomienda lavar las celdas con agua destilada entre cada medicion.

Calculos:
Bajo las condiciones descritas, la descomposicion del H20O2 por la CAT sigue una
cinética de primer orden, dado por la ecuacion siguiente:

k =log (So/S3) x 2.3/t
Dénde: k = es la constante de velocidad de reaccién de primer orden t = es el tiempo
(el intervalo de reaccién de 3 min).
So = es la concentracion de substrato al tiempo cero, S3 = es la concentracién de
substrato a los 3 min.
Para obtener So (expresada en unidades de absorbencia), sustraer la absorbencia
de los blancos del sistema de reaccion (B) del estandar espectrofotométrico (St).
Para obtener S3, substraer la absorbencia de las muestras de reaccion (A) del St.
Los resultados fueron expresados en términos de la constante de velocidad de

primer orden como: k x 102.
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Observar que dependiendo del valor obtenido se puede convertir a k x 10%/min

— 1 \. 2
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Figura 18. Color caracteristico del KMnO4 residual en el proceso de determinacion
de CAT

5.6 Pruebas estadisticas.

Las pruebas estadisticas aplicadas a los datos de cada grupo experimental fueron
un andlisis de varianza (ANOVA) de una via, para la comparacion de todos los
grupos contra todos, es la llamada comparacion multiple pareada total del método
de Tukey; esta prueba proporciona la diferencia estadisticamente significativa con
una P< 0.05. La prueba se corrié en un paquete de GraphPad Prisma version 10.0
(Systat Software, EUA).
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Capitulo 6

Resultados



6.1 Simulacién molecular resultados y discusion.

En este apartado se presentan y analizan los resultados obtenidos mediante
métodos semiempiricos y de la teoria del funcional de la densidad (DFT),
destacando las diferencias y similitudes entre ambos enfoques. Estos resultados
incluyen valores de energia, parametros termodinamicos Yy propiedades
electronicas, los cuales se exponen en tablas y se complementan con
representaciones graficas de las estructuras moleculares optimizadas. Este analisis
detallado permite no solo comparar la precision y consistencia de los métodos
empleados, sino también evaluar la contribucidn de cada aproximacion al
entendimiento de las caracteristicas estructurales y energéticas de los sistemas
modelados.

Para las moléculas calculadas por DFT se determiné su electronegatividad (¥) a

partir de la ecuacién de (1), donde relaciona el valor del orbital HOMO y LUMO86.

(Energia de HOMO + Energia de LUMO)
2

¥ = (1)

6.1.1 PM6

De los calculos obtenido por PM6 se obtuvo una aproximacion inicial de la estructura
geomeétrica de las moléculas involucradas. Las distancia y angulos de enlace mas

relevantes obtenidas son las que se muestran en la Figura 19:
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Geometria de ZnO
Angulo Valor Distancia Valor
Zn21-019-Zn22 58.19 Zn21-Zn22 1.96
019-Zn20-Zn2 156.94 Zn21-019 2.02
Zn21-016-Zn15 103.34 Zn21-016 1.93
016-Zn15-017 119.60 Zn15-017 1.93
Zn2-011-Zn8 102.14 Zn8-Zn9 1.97
Zn21-023-Zn22 58.15 Zn17-Zn21 3.81

Geometria de AC

Angulo Valor Distancia Valor
H20-04-C12 112.62 H20-04 1.00
04-C12-06 120.63 C12-06 1.21
C10-C13-07 130.22 C12-C9 1.49
C10-C13-05 109.45 C9-H14 1.13
01-C8-C11 107.76 C8-C11 1.55
H17-C10-H16 105.05 02-H19 0.99
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Geometria de Thp

Angulo Valor Distancia | Valor
N4-C9-C8 111.73 N3-C7 1.39
01-C9-C8 127.65 C9-C8 1.44

H16-C11-N3 110.12 C9-01 1.21

N3-C7-N6 129.01 C11-H16 1.10

C8-N5-C13 106.71 N6-C13 1.36

N5-C13-H21 124.03 N5-H14 1.00

Figura 19. Representacion de la geometria y sus angulos de enlace en grados, y
distancias atomicas en A para a) ZnO, b) AC y ¢) Thp. Utilizando el método

semiempirico con PM6, con Gaussian 16.

6.1.2 LSDA/6-31+G(d,p)

Se llevo a cabo una optimizacion para el primer peldafio segun la escalera de Jacob,
los calculos obtenidos para ZnO, AC y Thp. Donde se obtuvieron energias totales
para las moléculas individuales, y una vez confirmado que todas las frecuencias
fueran positivas se calcularon las energias con correccion al punto cero, como la
energia de la molécula (AE), entalpia (AH), energia libre de formacion (AG) y

entropia del sistema (AS), como se muestra en la Tabla 9.

e Para el cluster de ZnO Figura 20, el tipo de enlace que predomina entre el
Zn y el O es generalmente ionico, dado que el oxigeno tiene una mayor

electronegatividad que el zinc, lo que normalmente generaria un desequilibrio

de cargas en la molécula?®. Sin embargo, al calcular su y a partir de la
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ecuacion (1), se obtuvo un valor de 0.212 eV , como se muestra en la tabla
6, lo que indica una baja tendencia a atraer electrones hacia si misma cuando
interactia con otras especies quimicas, lo que contradice el supuesto
desequilibrio de cargas. Esta contradiccion se refuerza aun mas al analizar
su momento dipolar magnético, que tiene un valor muy cercano a cero (0.021
Debye), lo que confirma la cancelacion del desequilibrio de cargas debido a
la geometria de la molécula. Como resultado, la molécula es globalmente
apolar, aunque pueden existir regiones locales con densidad de carga
parcial. Esto resalta su estabilidad y la hace adecuada para ser utilizada
como base en un nanosistema. Ademas de sugerir una interaccion de enlace

covalente en el interior de la molécula.

Tabla 6. Geometria molecular (angulos en grados y distancias de enlace en A) y

propiedades electronicas y dipolares para el ZnO.

Zn21-019-Zn22 86.24 Zn21-Zn22 2.62
019-Zn20-Zn2 142.67 Zn21-019 1.91
Zn21-016-Zn15 108.05 Zn21-016 1.82
016-Zn15-017 129.48 Zn15-017 1.82
Zn2-011-Zn8 108.21 Zn8-Zn9 2.62
Zn21-023-Zn22 86.22 Zn17-Zn21 3.70
-0.260 -0.164 0.212 0.021
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Figura 20. Representacion de ZnO utilizando el método DFT con LSDA/6-
31+G(d,p), con Gaussian 16.

Para la molécula de AC Figura 21, aunque contiene grupos funcionales con
cierta polaridad, como los carboxilos®®, su comportamiento global esta

determinado principalmente por su geometria y los valores electronicos
obtenidos. En la Tabla 7, podemos observar que la y del acido citrico es

0.174 eV, lo que indica una tendencia moderada a atraer electrones al
interactuar con otras especies quimicas. Esto sugiere que el acido citrico
tiene una reactividad quimica controlada, lo que le permite formar
interacciones estables sin generar un comportamiento excesivamente
reactivo. Por otro lado, al aplicar la aproximacion de Koopmans en un calculo
DFT, que relaciona los valores de HOMO y LUMO con el potencial de

ionizacion y la afinidad electronica'®’, respectivamente, obtenemos que la
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energia de ionizacion del acido citrico, calculada a partir de HOMO, es 0.259
eV. Este valor refleja que el acido citrico tiene una estabilidad moderada
frente a la pérdida de electrones, lo que es consistente con su tendencia a
formar enlaces covalentes estables. Asimismo, la afinidad electronica del
acido citrico, derivada de LUMO, es 0.089 eV, lo que indica una capacidad
limitada para aceptar electrones. Esto resalta su naturaleza moderadamente
electroéfila y su baja capacidad a comportarse como un aceptor de electrones
en reacciones quimicas.

Su momento dipolar es significativamente alto, con un valor de 3.198 Debye,
lo que indica que la molécula presenta una distribucion de carga
notablemente asimétrica, atribuible a los grupos funcionales carboxilos y al
oxigeno. Por lo tanto, el acido citrico no es apolar y presenta regiones con
densidades de carga parciales, lo que refuerza su capacidad para interactuar
con otras moléculas o superficies a través de interacciones electrostaticas o
dipolares. Esto lo hace apto para aplicaciones en sistemas bioldgicos, como
agente quelante o como intermediario en interacciones moleculares con

superficies metalicas o polimeros.

Tabla 7. Geometria molecular (angulos en grados y distancias de enlace en A) y

propiedades electronicas y dipolares para el AC.

H20-04-C12 106.38 H20-04 0.98
04-C12-06 121.57 C12-06 1.22
C10-C13-07 125.48 C12-C9 1.48
C10-C13-05 112.36 C9-H14 1.11
01-C8-C11 110.48 C8-C11 1.52
H17-C10-H16 108.33 02-H19 0.98
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-0.259 -0.089 0.174 3.198

Figura 21. Representacion de AC utilizando el método DFT con LSDA/6-31+G(d,p),

con Gaussian 16.

Para la molécula de Thp Figura 22, La y de Thp es 0.167 eV, como se
observa en la Tabla 8. Este valor relativamente bajo refleja una reactividad
controlada, lo que la hace lo suficientemente estable para participar en
enlaces covalentes sin ser excesivamente reactiva. Por otro lado, su
momento dipolar de 3.553 Debye indica una polaridad global notable,
evidenciando una distribucién de carga significativamente asimétrica dentro
de la molécula. Este resultado es coherente con la presencia de atomos
electronegativos, como oxigeno y nitrégeno, en grupos funcionales
especificos como NH,, los cuales generan regiones de densidad de carga

parcial'®. Esta polaridad otorga a la teofilina una mayor capacidad para
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interactuar mediante enlaces de hidrégeno, interacciones dipolares y otras
fuerzas intermoleculares en medios polares, como soluciones acuosas.

La energia de ionizacion calculada a partir del HOMO es 0.231 eV, lo que
indica que la teofilina posee una estabilidad moderada frente a la pérdida de
electrones, una caracteristica favorable para moléculas que necesitan
mantener su estructura en procesos quimicos. Por su parte, la afinidad
electronica (AE) derivada del LUMO es 0.102 eV, lo que sugiere que la
teofilina tiene una capacidad ligeramente mayor para aceptar electrones en
comparacion con moléculas con AE mas bajas, como el caso del acido citrico
(AC). Este comportamiento destaca su potencial para actuar tanto como
donadora como receptora de electrones, dependiendo del entorno quimico

en el que se encuentre.

Tabla 8. Geometria molecular (angulos en grados y distancias de enlace en A) y

propiedades electronicas y dipolares para el Thp.

N4-C9-C8 110.77 N3-C7 1.36
01-C9-C8 126.50 C9-C8 1.41
H16-C11-N3 106.89 C9-01 1.23
N3-C7-N6 126.71 C11-H16 1.10
C8-N5-C13 106.86 N6-C13 1.32
N5-C13-H21 122.48 N5-H14 1.02
-0.231 -0.102 0.167 3.553
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Figura 22. Representacion de Thp utilizando el método DFT con LSDA/6-
31+G(d,p), con Gaussian 16.

Tabla 9. Energias con correccion al punto cero para las moléculas ZnO, AC y Thp,

calculadas usando LSDA/6-31+G(d,p). Todas la energias se expresan en kcal/mol,

excepto la entropia la cual se expresa en kcal/mol - K.

Zn0 -13944346.635 | -13944326.303 | -13944385.917 200.104
AC -474484.174 -474475.389 -474510.090 116.400
Thp -400075.277 -400067.558 -400098.808 104.930

De acuerdo con la Tabla 9, la AE indica la estabilidad energética absoluta de las

moléculas. En este sentido, el ZnO, al ser un compuesto inorganico con enlaces

ionicos fuertes, es considerablemente mas estable que las moléculas organicas AC

y Thp. Entre estas ultimas, el AC presenta una mayor estabilidad debido a su

estructura polifuncional.

La AH refleja los cambios de energia involucrados en procesos como la formacion

de los compuestos o reacciones quimicas. La gran diferencia en los valores entre el

Zn0O vy las moléculas organicas indica una interaccion molecular mas fuerte y estable

en el caso del ZnO, lo que refuerza la idea de que las interacciones en este
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compuesto son principalmente covalentes. Entre las moléculas organicas, el acido
citrico es mas favorable termodinamicamente.

Por su parte, la AG indica la espontaneidad de los procesos. EI ZnO es mucho mas
espontaneo que las moléculas organicas debido a su alta estabilidad inherente.
Entre las moléculas organicas, el acido citrico presenta una mayor espontaneidad
que la teofilina.

Finalmente, la AS refleja el grado de desorden asociado con cada molécula. EI ZnO
tiene la mayor entropia debido a su naturaleza cristalina. Entre las moléculas
organicas, el acido citrico muestra una mayor entropia que la teofilina, lo que puede

atribuirse a su mayor tamaro molecular y flexibilidad conformacional8,

6.1.3 B3LYP/DGDZVP

Finalmente, este calculo proporcion6 una descripcion mas detallada de la
interaccidn molecular, ya que permitio determinar las energias de formacion (EF) y
los momentos dipolares (D) para los complejos ZnO-AC y ZnO-AC-Thp. Una vez
confirmada la positividad de todas las frecuencias, también se calcularon las

energias con correccion al punto cero, como se muestra en la Tabla 12.

e El complejo ZnO-AC combina las propiedades del ZnO y del AC, formando
una nueva entidad molecular con caracteristicas electrénicas y estructurales
diferentes. A partir de los datos proporcionados en la Tabla 10, se puede

hacer la siguiente interpretacion:

El valor del HOMO del complejo es ligeramente menos negativo que el del
Zn0O, lo que sugiere que el complejo tiene una mayor tendencia a perder
electrones que el ZnO puro. Este resultado es esperado, ya que facilita la
interaccidn adecuada con la Thp. En cuanto al LUMO, el complejo muestra
una capacidad para aceptar electrones similar a la del acido citrico, lo que

indica una baja disposicion a aceptar electrones. Sin embargo, un resumen
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de estos valores los podemos tener en el resultado de la y que tiene un valor

de 0.178 eV. Este valor sugiere una tendencia moderada a atraer electrones,
ligeramente mayor que la del acido citrico y comparable a la del ZnO, lo que
indica un equilibrio entre las propiedades electronicas de ambos
componentes.

El alto valor del momento dipolar sugiere que el complejo tiene una polaridad
global considerable, lo que lo hace ideal para interacciones con medios
polares y superficies cargadas. Ademas, esta polaridad podria mejorar su
capacidad para formar enlaces de hidrogeno o interacciones electrostaticas

con otras moléculas.

Tabla 10. Geometria molecular (angulos en grados y distancias de enlace en A) y

propiedades electronicas y dipolares para el complejo ZnO-AC.

031-Zn3-05 106.33 031-Zn3 2.01

C36-028-Zn4 129.07 028-Zn4 214

Zn3-Zn4-028 115.40 013-Zn6 3.82
-0.257 -0.098 0.178 5.189
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Figura 23. Representacion del complejo ZnO-AC utilizando el método DFT con
B3LYP/DGDZVP, con Gaussian 16.

El complejo ZnO-AC-Thp, resultado del ultimo calculo realizado, presenta
caracteristicas electronicas y estructurales derivadas de las interacciones
entre sus componentes. A partir de los datos de la Tabla 11, podemos
determinar por el valor del orbital HOMO que el complejo tiene buena
estabilidad frente a la pérdida de electrones, aunque es ligeramente mas
reactivo en comparacion con el complejo ZnO-AC. El valor de LUMO refleja
una mayor facilidad para aceptar electrones en comparacion con ZnO-AC.
Esto sugiere que la incorporacion de Thp al sistema incrementa la capacidad
del complejo para actuar como aceptor electronico, lo que refuerza su

potencial para participar en procesos redox. Aunque el complejo ZnO-AC-
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Thp es menos electronegativo que ZnO-AC, su capacidad para aceptar

electrones se ve mejorada debido a un LUMO mas alto. Esto lo hace mas

reactivo en términos de interacciones electronicas, logrando un equilibrio

entre reactividad y estabilidad. El alto momento dipolar del complejo, superior

al de ZnO-AC, indica una elevada polaridad global. Esta caracteristica lo

hace ideal para interacciones en medios acuosos y polares, ademas de

favorecer interacciones intermoleculares como enlaces de hidrogeno e

interacciones dipolares. Su elevada polaridad podria ser crucial en

aplicaciones bioldgicas, farmacolégicas o ambientales.

Tabla 11. Geometria molecular (4ngulos en grados y distancias de enlace en A) y

propiedades electronicas y dipolares para el complejo ZnO-AC-Thp.

031-Zn3-05 109.81 031-Zn3 2.08
C36-028-Zn4 128.95 028-Zn4 212
Zn3-Zn4-028 111.35 047-H42 1.52
C55-047-H42 135.19 013-Zn6 3.80
N48-C55-047 121.12

-0.247 -0.093 0.166 10.324
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Figura 24. Representacion del complejo ZnO-AC-Thp utilizando el método DFT con
B3LYP/DGDZVP, con Gaussian 16.

Tabla 12. Energias con correcion al punto cero para los complejos ZnO-AC y ZnO-

AC-Thp, calculadas usando B3LYP/DGDZVP. Todas la energias se expresan en

kcal/mol, excepto la entropia la cual se expresa en kcal/mol - K.

Zn0O-AC

-14440724.932

-1451246.051

-14440776.451

273.494

ZnO-AC-Thp

-14842952.818

-14842914.415

-14843017.765

346.595

De la Tabla 12, podemos determinar por AE que el complejo ZnO-AC-Thp es mas

estable que ZnO-AC, esto se debe a las interacciones adicionales que aporta la

teofilina, incluyendo enlaces de hidrogeno y fuerzas dipolares con los componentes

del sistema. De AH que el complejo ZnO-AC-Thp no solo es mas estable, sino que
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su formacion implica una mayor liberacion de energia, lo que lo hace aun mas
termodinamicamente favorable que ZnO-AC. Por AG interpretamos que ambos
complejos son termodinamicamente favorables, pero ZnO-AC-Thp tiene una
espontaneidad mayor debido a las interacciones adicionales que estabilizan el
sistema. En la ultima energia calculada con la correccion al punto cero AS nos
revela que el complejo ZnO-AC-Thp presenta un mayor desorden que ZnO-AC, lo

que es consistente con la inclusién de un tercer componente.

Las energias de formacion de los complejos ZnO-AC y ZnO-AC-Thp brindan
informacion sobre la estabilidad y la viabilidad termodinamica de su sintesis a partir

de sus componentes individuales'®8.

Se calculd la energia de formacién de los complejos a partir de la ecuacion':

EF = Eproducto - (Ereactivo1 + Ereactivoz)

Para el complejo ZnO-AC:
EF = Ezno-ac — (Ezno + Eac)
EF = -14440724.9325 kcal/mol — [ -13944346.6348 kcal/mol + (-474484.1738
kcal/mol) ]
EF =-21894.1239 kcal/mol

Para el complejo ZnO-AC-Thp:
EF = Ezno-ac-Thp — (Ezno + Eac + Ethp)
EF =-14842952.8182 kcal/mol — [ -14440724.9325 kcal/mol + ( -400075.2767

kcal/mol) + (-400075.277 kcal/mol)]
EF = -24046.7324 kcal/mol
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Tabla 13. Energias de formacion de los complejos ZnO-AC y ZnO-AC-Thp,

calculadas usando B3LYP/DGDZVP.

Zn0O-AC

-21894.124

ZnO-AC-Thp

-2152.610

La diferencia entre las energias de formacion es:

AAEF = AEF (ZnO-AC-Thp) — AEF (ZnO-AC)

AAEF = -24046.7324 - (-21894.124) =

-2152.6084 kcal/mol.

Esto indica que la incorporacion de Thp al complejo ZnO-AC introduce interacciones

adicionales que aumentan la estabilidad del sistema en aproximadamente

2152.6084 kcal/mol.

6.2 Sintesis de ZnO QD’s.

Los resultados obtenidos mediante las técnicas de caracterizacion confirman la

sintesis exitosa de ZnO QD’s empleando el método de precipitacion. A continuacion,

se presentan y discuten los resultados de cada técnica, haciendo énfasis en los

datos clave que indican la correcta formacion de los QD’s.
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6.2.1 UV-Vis

En el analisis de espectrofotometria UV-Vis, la curva de absorcion presenta un pico
caracteristico de los ZnO QD’s, ubicado en el rango de 300 a 350 nm
(especificamente en 325nm, ver Figura 25). Esta banda de absorcidn es tipica para
el ZnO en forma de puntos cuanticos y se relaciona directamente con las
transiciones electrénicas en la estructura de los nanocristales. La presencia de esta
banda unica en todo el espectro confirma que la obtencion de ZnO QD'’s por el
meétodo de sintesis de precipitacidn posee una alta pureza. El corrimiento al azul en
la absorcidon de excitacidn indica claramente el rango de confinamiento cuantico; la
banda prohibida de las particulas aumentd, lo que resulté en un desplazamiento del
borde de absorcion hacia una longitud de onda menor, a medida que disminuyé el
tamano de las particulas, esto en comparacion con el ZnO en bulk.

El band gap o banda prohibida del espectro de ZnO QD’s fue calculada de la manera
siguiente:

E=h-c/A

Donde h es la constante de Planck (6.626x10-34 Js), ¢ es la velocidad de la luz (3x108
m/s) y es la longuitud de onda de absorcion de los ZnO QD’s. El valor de 1 eV =
1.602x1071°J.

E = (6.626x1034 Js - 3x108 m/s)/ 320nm = 1.9878x10-2% Jm /320 nm

E =(1.9878x102° Jm /325x10°m) - (1 eV/ 1.602x10719J) = 3.82 eV.

El calculo de la banda del espectro de absorcion de los ZnO QD’s es de 3.82 eV, la
cual es mayor que la del material ZnO en bulk de 3.37 eV.

La absorcion en este rango sugiere que el tamano de las particulas esta dentro de
un rango caracteristico de puntos cuanticos, permitiendo que el ZnO exhiba
propiedades Opticas unicas que son utiles en aplicaciones como optoelectrénica,

dispositivos de emision de luz y biosensores.
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En conjunto, los datos obtenidos en el espectro UV-Vis respaldan la formacién de
ZnO QD’s de tamano controlado mediante el método de precipitacion, validando asi
la metodologia de sintesis empleada y sentando una base sdlida para las
posteriores etapas de funcionalizacion y aplicaciones experimentales del

nanosistema.
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Figura 25. Banda de absorcion de ZnO QD’s con un pico de absorcion en 325nm

obtenida de una espectrofotometria UV-VIS

6.2.2 SEM

En la Figura 26 se muestra el analisis de microscopia electronica de barrido, que
permitié observar en detalle la morfologia y la distribucion de tamafio de los ZnO
QD’s. Las imagenes obtenidas muestran una agrupacion de los ZnO QD’s en
estructuras tipo cluster, con tamafos caracteristicos en funcion del nivel de
aumento. A un aumento de 3,700x, los clusteres presentan un tamano aproximado
de 15 pm (Ver Figura 26 a), mientras que al incrementar a 6,000x, el tamafo
promedio de los clusteres observados es de alrededor de 10 um (Ver Figura 26 b).
Estas diferencias en tamafo entre los niveles de aumento sugieren una variabilidad

en la distribucion y posible aglomeracion de los QD’s dentro de los clusteres, lo cual
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es comun en materiales nanométricos debido a la alta superficie especifica y la
tendencia a la interaccion interparticular. Las morfologia semi esférica, asi como
algunos agregados observados y el tamafo promedio de los clusteres de ZnO QD'’s
obtenidos mediante SEM proporcionan una primera caracterizacion fisica del
material y son de utilidad para futuras comparaciones de estabilidad, dispersion y

funcionalizacion en aplicaciones especificas.

Figura 26. Morfologias de clusters de ZnO QD’s obtenidas por SEM a) Tamario
alrededor de 15 um a 3,700 aumentos, b) Tamario alrededor de 10 um a 6,000

aumentos.

6.2.3 FT-IR

El analisis FT-IR empleado para identificar los grupos funcionales presentes en la
superficie de los ZnO QD’s y confirmar la presencia de enlaces caracteristicos del
Zn-0O es mencionado mas adelante en los resultados de FT-IR del nanosistema.
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6.2.4 Emision espontanea de luz

La evaluacion de emisidon espontanea bajo luz ultravioleta (UV) permitié observar
una respuesta caracteristica de los ZnO QD'’s, manifestada en emisiones de color
verde y azul al ser excitados por luz UV (Figura 27). Esta emision de luz confirma la
presencia de ZnO QD’s, cuya respuesta Optica se ve influenciada por el
confinamiento cuantico inherente a estos materiales.

La emision en color verde se asocia con particulas de aproximadamente 5-7 nm de
diametro (Ver Figura 27 a), mientras que la emision azul indica un tamafo de
particula mas pequefo, en el rango de 5 nm o menos (Ver Figura 27 b). Estas
diferencias en color se deben a los efectos de confinamiento cuantico, donde el
tamafo de los QD’s afecta directamente la energia de su banda prohibida,
desplazando la longitud de onda emitida hacia el azul conforme el tamafo de las
particulas disminuye. Este fendmeno resulta util para el control y ajuste de
propiedades Opticas en aplicaciones especificas, ya que permite seleccionar
longitudes de onda de emision mediante el ajuste del tamafio de los ZnO QD’s.
Este analisis evidencia la capacidad de manipular el tamafo de las particulas de
ZnO para optimizar sus propiedades de emision en futuras aplicaciones en

fotocataliticas y biomedicina.
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Figura 27. Emision espontanea bajo luz UV de soluciones de ZnO QD's. a) Solucion
con emision en verde con QD’s con diametro aproximado de 5-7 nm, b) Solucion

con emision en azul con QD’s con diametro menor a 5 nm.

6.2.5 Calculo de area superficial y composicion atomica.

La determinacion del area superficial y la composicion atomica de ZnO QD's, se
realiz6 empleando la funcién lineal del inverso del diametro de la particula, que
permite calcular el tamafo de esta en funcion del band gap (Eg) obtenido en el
espectro UV-Vis. Partiendo de la ecuacion propuesta por Mingyang Chen et al; en

2016:
0.549

Eg=33+0549d" — » d=;""

donde d es el diametro del QD en nm y Eg = 3.8 eV, se obtiene:
0.549

~382ey —33  n0°mm

Este calculo muestra que el diametro de los QD’s es de aproximadamente 1.05 nm.
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Para el calculo del volumen del QD (V,p), se asumié una morfologia esférica y se

utilizé la densidad del ZnO (p = 5.606 g/cm3), la masa molar (M.M = 81.68 g/mol) y

la estructura cristalina hcp (a = b # ¢), con parametros de celda a = 3.253 Ay c =
5213 A:

4 4
Vop = 51 = 5m(0.525 X 107)% = 6.06 x 10°m?

Donde 1 es el radio de el QD en metros. Por lo tanto, el volumen del QD de 1.05

nm de didmetro es de 6.06X1028 m3.

Sabiendo que la derivada parcial de un volumen respecto a una posicion nos da
como resultado una superficie, para calcular el area superficial (As) se derivo el

volumen respecto al radio:

_dvgp _ d 4 3 4
Ag = I —;(gmﬂ) - VQD(r)_(ET[T)

Vop " (1) = <§n> (3r%) + (r3)(0) = 41mr? = 41(0.525 x 1072 m)?

Ag = 3.46 X 107 18m?

Lo que indica que el area superficial del QD es aproximadamente 3.46X10-1® m?

El numero de moles de ZnO presentes en cada QD se calcul6 mediante la densidad

y el volumen del QD:
m

VQD

p
kg

m = 6.06 X107 m® X 5,606 — =
m

3.397 X 1072* kg

Luego, el numero de moles (n) es:

m 3397 x107%* kg

MM (08168 X9
mol

n= = 4.15 X 10~%3mol
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Esto indica que el numero de moles por cada QD es de aproximadamente 4.15 X
102 mol.
Para calcular el numero de atomos por cada QD, se determiné el volumen de la

celda hep (Ve1a4), Usando las dimensiones de la estructura de ZnO, ver Figura 2:
Veetda = Apase X h

P X a
Vceldaz(Tp)XC; P=6a;, ap=+a?—-r? h=c a=2r

6a X \/az—rz><

Veelda = 2 c

/2_22 a?
6a X |a (2) 6a X az—z

Vcelda = 5 X c= 5 X C

6a X T
Veelda = 2 X c
V3.
2
2

6a X

Veelda =

3v3 X a?
celda — T X c

3v3 x (3.2533 x 10710) 2
Vcelda - ( 2 ) X 5213 X 10_10m

Vcelda =143 X 10_287713

Donde Apgse €S €l area de la base, h es la altura de la celda, a es el parametro

de la celda con un valor de 3.2533 x 1071%n y ¢ es otro parametro de celda con un

valorde 5.213 x 10719 m.
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Dividiendo el volumen del QD entre el volumen de la celda hcp, se obtiene el niumero
de celdas por QD (CpQ) de 1.05 nm de diametro:

VQD _ 6.06 X 10_28m3
Veelqg 143 X 10~28m3

CpQ = = 4.23 celdas por QD

Para determinar el numero total de atomos en el QD, se multiplica el numero de

celdas hcp por la cantidad de atomos en una celda (6 atomos por celda en hcp):

ApQ = CpQ X ApC = 4.23 X 6 = 25.38 atomos por QD

Por lo tanto, se determina que en un QD de 1.05 nm de diametro hay

aproximadamente 25 atomos.

6.3 Sintesis de nanosistema.

Tras confirmar la formacion correcta de los ZnO QD’s, se continué con la
caracterizacion del nanosistema ZnO-Ac-Teofilina, con un enfoque en su potencial
aplicacion como farmaco en biomodelos™®’.

El analisis SEM-EDS brind6 una visidn detallada de la morfologia (Figura 28) y la
composicion elemental del nanosistema funcionalizado. En las micrografias
obtenidas del nanosistema ZnO-Ac-Teofilina, se observan dos imagenes
representativas del material en diferentes aumentos, las cuales detallan la

morfologia y organizacion del sistema:

Imagen a): Esta micrografia muestra el nanosistema en una vista general,
evidenciando una morfologia con agregados irregulares que sugieren una

estructura particulada y porosa. Las particulas se presentan en forma de
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aglomerados, lo cual es tipico en materiales funcionalizados debido a las
interacciones entre los ZnO QD’s y los agentes funcionalizantes (acido citrico y
teofilina). Este tipo de aglomeracion es beneficioso en aplicaciones biomédicas, ya
que puede mejorar la capacidad de carga y liberacion del farmaco. La distribucion
de las particulas parece homogénea, lo cual es crucial para asegurar una

funcionalizacion uniforme y consistente del nanosistema.

Imagen b): En esta micrografia, tomada a aumento mayor, se observa con mas
detalle la estructura superficial de un agregado individual del nanosistema. Se
aprecia una morfologia rugosa y capas superpuestas, lo cual sugiere la presencia
de una superficie activa y un recubrimiento efectivo con acido citrico y teofilina. La
forma globular de los agregados indica una buena cohesion entre los ZnO QD’s y
los agentes funcionalizantes, lo que podria favorecer la estabilidad del nanosistema
en aplicaciones biologicas. Esta estructura podria facilitar la interaccion con medios
acuosos, una caracteristica esencial para su potencial uso en sistemas biologicos y

su posterior aplicacién farmacolégica.

En conjunto, estas imagenes SEM confirman que el proceso de funcionalizacién ha
generado un nanosistema bien estructurado, con una morfologia adecuada para la
interaccion con medios biolégicos. La uniformidad en la distribucion y la cohesion
de las particulas sugieren un material de alta pureza y con potencial para
aplicaciones en biomodelos.
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Figura 28. Morfologias de clusters del nanosistema obtenidas por SEM a)

Micrografia del nanosistema a 850 aumentos, b) Micrografia del nanosistema a
10,000 aumentos.

En cuanto a la composicidon elemental, el espectro EDS detecta elementos clave
(Figura 29): zinc (Zn) y oxigeno (O), correspondientes al nucleo de ZnO, asi como
carbono (C) y nitrogeno (N), que confirman la presencia del acido citrico y la teofilina.
La distribucidon homogénea de estos elementos y la ausencia de contaminantes o
elementos adicionales sugieren una elevada pureza del material, lo cual es crucial
para minimizar posibles reacciones adversas en aplicaciones biomédicas.

Este perfil de pureza y la composicion precisa de ZnO-Ac-Teofilina refuerzan su
viabilidad como un nanosistema apto para aplicaciones farmacologicas. La
funcionalizacion especifica mejora la estabilidad y biocompatibilidad, cualidades
esenciales para su desarrollo como un nuevo farmaco en el tratamiento de modelos

bioldgicos.

118



B Map Sum Spectrum

Elemento | Peso Error estandar de
% Peso %
C 42.08 3.17
N 10.50 4.64
O 23.90 2.24
Zn 23.51 2.01
Total: 100.00

Figura 29. Grafica del analisis EDS donde se muestra la presencia y distribucion de

los elementos presentes en el sistema.

El analisis mediante dispersion de luz dinamica (DLS) revel6 una distribucién de
tamano de particula con un perfil normal, donde el tamafo hidrodinamico promedio
del nanosistema se encuentra alrededor de los 375 nm. Esta técnica resultd
fundamental para evaluar la dispersiéon de tamafos en solucion, ya que permite
obtener datos precisos sobre la distribucion de particulas en el medio.

En la Figura 30 se observa la medicién del tamafio hidrodinamico no solo
proporciona informacion sobre el tamafo individual de las particulas, sino también
sobre el grado de aglomeracion y estabilidad del nanosistema en un entorno liquido.

La distribucion normal observada sugiere que el nanosistema presenta una
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dispersion homogénea en solucion, lo que es indicativo de una buena estabilidad
coloidal, una caracteristica importante para aplicaciones biomédicas, ya que facilita
la administracion del nanosistema en medios bioldgicos sin una rapida

sedimentacion o agregacion.
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Figura 30. Distribucion del tamafio de particula del nanosistema por DLS.

El analisis FT-IR del nanosistema permitio identificar las interacciones entre ZnO,
acido citrico (AC), y teofilina (Thp), proporcionando evidencia de las modificaciones
guimicas que ocurren en cada etapa de la funcionalizacion, como se muestra en la
en la Figura 31. Las curvas obtenidas corresponden a: a) ZnO, b) AC, c) Thp, d) el
complejo ZnO-AC, y e) el nanosistema final (ZnO-AC-Thp).

En la curva a) se observa la banda caracteristica del enlace Zn-O en el rango de
3,250 a 3,500 cm™, confirmando la presencia de ZnO en el sistema. En la curva d),
que representa el complejo ZnO-AC, se nota una disminucion en las sefales de los
grupos -OH en comparacién con la curva a) de ZnO puro. Esto se debe al
recubrimiento de la superficie de ZnO con el acido citrico, el cual contribuye con sus
grupos -COOH, evidentes en esta curva d) y que corresponden a las senales
observadas en la curva b) del acido citrico puro.

Finalmente, la curva e), correspondiente al nanosistema ZnO-AC-Thp, se aprecia

una disminucion en la intensidad de los grupos -COOH junto con un aumento en la
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presencia de grupos C=0. Este cambio sugiere un acoplamiento efectivo de la

teofilina a la superficie del complejo ZnO-AC, en el que los grupos C=0 son

caracteristicos de la estructura de la teofilina. Ademas, la curva €) muestra la "huella

dactilar" distintiva de la teofilina, coincidiendo con las sefiales presentes en su curva

individual (curva c), lo que respalda aun mas la funcionalizacion exitosa del

nanosistema con teofilina.

7 Huella dactilar de Thp
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Figura 31. Espectro FT-IR de a) ZnO QD’s, b) AC, c) Thp, d) ZnO-AC, e)

Nanosistema
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6.4 Biomarcadores de funcionalidad.

6.4.1 Fosfatasa alcalina.

La actividad enzimatica de FA (Figura 32) muestra un incremento significativo en el
grupo control dafiado (TC) en comparacién con el grupo control de controles (CC);
mientras que los grupos control administrados (CC + Thp, y CC + NS 100) no
modifican significativamente el nivel de FA, a excepcion del grupo CC + ZnO, el cual
mostro un incremento (p < 0.05) comparado con el grupo CC. Sin embargo, en todos
los grupos reto, es decir, dafiados y tratados con los compuestos, se observa una
prevencion en el incremento de la actividad de FA en comparacion con el grupo TC
lo que sugiere un efecto anticolestatico; a excepcién del grupo TC + ZnO, que a
pesar que muestra un valor de FA menor al inducido por TC, este no muestra una
diferencia estadistica significativa, sin embargo, sin un posible sinergismo en el

dafio, indicando que no lo empeora como sugeria su grupo control CC + ZnO.
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Figura 32. Actividad enzimatica de FA, cada barra representa el promedio de cada
grupo experimental £ SEM, con una n=6 animales. (a) representa la diferencia con
respecto al grupo CC y (b) la diferencia respecto al grupo TC, cada una con una
P<0.05. ANOVA, método Tukey.

6.4.2 Gamma glutamil-transpeptidasa.

En cuanto a la actividad enzimatica de GGTP (Figura 33), se observa que el grupo
dafiado con TC tiene un incremento significativo en contraste con el grupo CC. El
valor de los grupos controles (CC + Thp, CC + ZnO) no mostraron ninguna diferencia
significativa al compararse con el grupo CC, a excepcion del grupo CC + NS 100, el
cual produjo un decremento ostensible en la actividad de GGTP. Los grupos reto
(TC + Thp, TC + ZnO, TC + NS 50, y TC + NS 100) abolieron la elevacion de dicha
actividad causada por el dafo. Estos datos sugieren una prevencion del dafo

hepatico colestatico.
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Gamma glutamil-transpeptidasa

GGTP (pmol /L. min)

Figura 33. Actividad enzimatica de GGTP, cada barra representa el promedio de
cada grupo experimental £ SEM, con una n=6 animales. (a) representa la diferencia
con respecto al grupo CC y (b) la diferencia respecto al grupo TC, cada una con una
P<0.05. ANOVA, método Tukey.

6.4.3 Alanina-aminotransferasa.

La actividad enzimatica de la ALT (Figura 34) evidencia un estado necrético elevado
en el grupo dafiado TC vs. el grupo normal CC y, no hay una diferencia significativa
para los grupos control administrados Thp y NS 100, a excepcion del grupo CC +
ZnO. Por otro lado, los grupos reto no mostraron una diferencia significativa contra
el grupo CC, probando un efecto antinecrotico preventivo, siendo el grupo del
nanosistema TC + NS 100 el mas efectivo. Nuevamente, la promocion de la necrosis

sugerida por los tratamientos en los grupos controles puede desestimarse al no
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haber un efecto sinérgico durante el dafo, por el contrario, se redujo la actividad de

ALT (p < 0.05).

Alanina-aminotransferasa
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Figura 34. Actividad enzimatica de ALT, cada barra representa el promedio de cada
grupo experimental £+ SEM, con una n=6 animales. (a) representa la diferencia con
respecto al grupo CC y (b) la diferencia respecto al grupo TC, cada una con una

P<0.05. ANOVA, método Tukey.

6.4.4 Bilirrubinas totales.

La presencia de bilirrubinas totales en el plasma se incrementé en las ratas tras la
administracion de CCls, como se aprecia en el grupo TC, mientras que con la
administracion en los grupos controles no se modificé y, mas aun, en los grupos reto
(TC + Thp, TC + ZnO, TC + NS 100) se previno significativamente la elevacion; este
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resultado confirma el efecto anticolestatico del nanosistema (Figura 35) que se
observo en los marcadores FAy GGTP.

Bilirrubinas totales
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Figura 35. Concentracion de bilirrubinas totales, cada barra representa el promedio
de cada grupo experimental + SEM, con una n=6 animales. (a) representa la

diferencia con respecto al grupo CC y (b) la diferencia respecto al grupo TC, cada
una con una P<0.05. ANOVA, método Tukey.

6.4.5 Peroxidacion lipidica

El grado de LP es un indicador de estrés oxidativo (Figura 36). El grupo danado TC,
muestra una elevacion marcada en comparacion a los grupos control (p < 0.05);
asimismo, se aprecia un incremento significativo de la LP por la administracion de
NS100. Los grupos reto dafiados con CCls, arrojan niveles parecidos a los grupos

controles, pues tienen una disminucion significativa del nivel de estrés oxidativo
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respecto al grupo dafiado TC. También, no hay una diferencia significativa entre los
grupos (NS) tratados con el NS, por lo que se presenta un efecto antioxidante

independiente de la dosis y no generan mas dafio oxidativo.

Peroxidacion lipidica

LP ( nmol MDA / mg prot)

Figura 36. Grado de PL, cada barra representa el promedio de cada grupo
experimental + SEM, con una n=6 animales. (a) representa la diferencia con
respecto al grupo CC y (b) la diferencia respecto al grupo TC, cada una con una
P<0.05. ANOVA, método Tukey.

6.4.6 Glucogeno hepatico

Existe un descenso marcado en la cantidad de GH, sin llegar a la deplecion, en el
grupo dafado TC (Figura 37) comparado contra el grupo sano CC; también, los
grupos controles (CC + Thp, y CC + NS 100) indican que la administracién de los

farmacos redujo significativamente la reserva de GH. Sin embargo, los tratamientos
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en los grupos reto previnieron parcialmente la pérdida de los almacenes de
glucogeno respecto al grupo dafiado TC, donde solo el grupo TC + ZnO mantienen
la cantidad de GH del grupo CC; esto sugiere que el NS y sus componentes por
separado protegen al higado y lo mantienen todavia funcional.

Glucégeno hepatico

GH ( g de glucégeno/ 100 g de higado )

Grupos

Figura 37. Cantidad de GH, cada barra representa el promedio de cada grupo
experimental + SEM, con una n=6 animales. (a) representa la diferencia con
respecto al grupo CC y (b) la diferencia respecto al grupo TC, cada una con una
P<0.05. ANOVA, método Tukey.

6.4.7 Catalasa

La actividad de CAT (Figura 38) se eleva de forma marcada (p < 0.05) en el grupo
dafiado por TC, en comparacion al grupo CC; sin embargo, en los grupos controles
no se promueve una diferencia con respecto a ese grupo sano, con distincion del

grupo CC + ZnO el cual si presenta un incremento ligero pero significativo. Ademas,
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los grupos reto tienen una actividad de CAT semejante a los grupos controles y, por
lo tanto, presentan una baja significativa de estrés oxidativo respecto al grupo
dafiado; por ende, se confirma lo observado en LP, donde el efecto del nanosistema

es independiente de la dosis, asi como de manera similar sus componentes tienen

un efecto antioxidante.
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Figura 38. Grado de Estrés Oxidativo, cada barra representa el promedio de cada
grupo experimental £+ SEM, con una n=6 animales. (a) representa la diferencia con
respecto al grupo CC y (b) la diferencia respecto al grupo TC, cada una con una

P<0.05. ANOVA, método Tukey.
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Capitulo 7

Discusion



7.1 Formacion de compuestos para nanosistema en estudio
teorico computacional.

El estudio de simulacion molecular realizado permitié obtener un analisis detallado
de las interacciones energéticas entre los componentes del sistema (ZnO),,, AC y
Thp. Inicialmente, las estructuras fueron optimizadas mediante un método
semiempirico PM6. Posteriormente, se empled DFT con LSDA y base 6-31+G(d,p)
para analizar las propiedades electrénicas individuales de cada molécula, seguido
de un calculo de frecuencia para confirmar la estabilidad de los complejos.
Finalmente, se aplico B3LYP y DZVP2 para estudiar las interacciones entre (ZnO) ,-
AC y AC-Thp, lo cual brindé una mejor comprensidon de las energias de
acoplamiento y de los posibles sitios activos de interaccion en el nanosistema. Estos
calculos permiten prever como interactuan las moléculas, lo cual es fundamental
para entender la estabilidad y funcionalidad del nanosistema en aplicaciones
biolégicas. Los resultados sugieren que la interaccion AC-Thp tiene una afinidad
energética significativa, lo cual contribuye a la efectividad del recubrimiento y la
funcionalizacion de los ZnO QD’s, ofreciendo estabilidad al sistema y potenciales

propiedades farmacoldgicas.

7.2 Andlisis de sintesis y caracterizacion de ZnO QD's.

La sintesis ZnO QD’s mediante el método de precipitacion ha demostrado ser una
estrategia efectiva para obtener nanomateriales con propiedades Opticas
modificables. En este trabajo, se logré un control del tamafo de los QD’s al variar
parametros de reaccion como la temperatura, concentracion, agitacion y tiempo, lo
cual se manifiesta en la emision de fotoluminiscencia en el rango del visible, con
bandas caracteristicas en las regiones verde y azul. Estos resultados son
consistentes con los reportados en la literatura, como Xi Chen et al. en 20218, y

se atribuyen al efecto de confinamiento cuantico.
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7.2.1 Mecanismo de crecimiento y control de tamafno.

El mecanismo de crecimiento de los ZnO QDs por precipitacion involucra la
nucleacion inicial de pequefos nucleos cristalinos, seguida por su crecimiento a
través de la adicion de iones Zn?* y O% 76, La modulacién de los parametros de
reaccion influye en la velocidad de nucleacion y crecimiento, permitiendo asi
controlar el tamafo final de las nanoparticulas. Por ejemplo, un aumento en la
temperatura favorece la cinética de reaccion y puede resultar en la formacién de
particulas mas grandes. Por otro lado, una mayor concentracion de reactivos puede
promover la nucleacion y generar un mayor numero de particulas mas
pequenas’’"°.

Es recomendable someterlos en un bafio ultrasénico para evitar aglomeraciones y
promover a que sigan dispersos.

El uso de LiOH monohidratado como agente reductor en lugar de KOH o NaOH en
este método se debe a que, cuando estas bases reaccionan con disolventes
organicos como acetato, sulfato o carbonato de zinc, liberan sus respectivos iones
(Li*, K*, Na*), mientras que los disolventes liberan iones de zinc. Esto crea una
competencia entre los iones para formar los primeros clusters atomicos. Sin
embargo, debido a su estructura electronica mas compleja, el ion de zinc tiende a
formar los clusteres inicialmente, aunque el Li es mas energético. Al ser el ion Li*
pequefio y estar presente en una concentracion desfavorable, no logra formar una
estructura estable y permanece disgregado. Sin embargo, debido a su alta
reactividad, el Li* sigue intentando interactuar con los clusteres de Zn, impidiendo
que se formen adecuadamente como zinc metalico. En este punto, el ion OH" se
aproxima, generando clusteres de ZnOH. Al estar estos ya parcialmente oxidados
por los grupos hidroxilo, la estructura electronica del zinc sufre una degeneracion;
sin embargo, el zinc tiende a recuperar algunas de sus propiedades metalicas con
el aumento de temperatura, lo que induce la liberacién del atomo de H del grupo -
OH, completando asi la formacion de ZnO. Si se continua el proceso, eventualmente

podria formarse Zn0,7476.
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7.2.2 Espectroscopia UV-Vis y band gap.

El espectro de absorcion UV-Vis muestra un pico caracteristico del ZnO en la region
ultravioleta, especificamente en 320 nm, confirmando la formacion de
nanoparticulas de 6xido de zinc. El desplazamiento hacia longitudes de onda mas
cortas del borde de absorcion en comparacion con el ZnO bulk es una evidencia
clara del efecto de confinamiento cuantico. El valor de band gap obtenido de 3.87
eV es consistente con la disminucion del tamafio de las particulas y el aumento de

la energia de los estados cuanticos confinados’.

7.2.3 Microscopia electrénica de barrido.

La microscopia SEM ha revelado una morfologia de los ZnO QDs caracterizada por
la formacion de agregados o clusteres. Si bien los tamanos individuales de los QDs
se encuentran dentro del rango nanométrico, la presencia de estos agregados
puede influir en las propiedades Opticas y electronicas de los materiales. Para
obtener informacion mas detallada sobre la morfologia y tamafio de las particulas
individuales, seria recomendable realizar analisis de TEM'®.

7.2.4 Calculo de area superficial y composiscon atémica.

La caracterizacién de ZnO QD’s mediante el calculo del area superficial, el numero
de moles, el diametro y la cantidad de atomos por nanoparticula resulta fundamental
para comprender y optimizar sus propiedades, especialmente en aplicaciones
donde el efecto de confinamiento cuantico desempefia un papel importante.

En primer lugar, el diametro de los ZnO QD’s calculado en este estudio fue de
aproximadamente 1.05 nm, lo cual se relaciona directamente con el efecto de
confinamiento cuantico. Dado que el tamaino de los QD’s es menor a la longitud de
onda de De Broglie los electrones en el material, especificamente es menor que el
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radio de exhiton de Bohr*?, que para el ZnO es de 2.34 nm, lo que provoca una
modificacion de sus propiedades electrénicas y opticas. Esta reduccion de tamarnio
incrementa la energia de el band gap, como se evidencid en el analisis UV-Vis, lo
cual sugiere un aumento en el potencial fotocatalitico y optico de estos QD’s para
su aplicacion en biosensores. Este confinamiento fue evidenciado en los resultados
de emison espontanea de luz, donde se observd una emision en color ver y azul
cuando la solucidon de ZnO QD’s es somitada a una exitacién por luz UV.

El area superficial de los ZnO QD’s es también un parametro critico. Un area
superficial elevada implica una mayor exposicién de la nanoparticula a su entorno,
lo que incrementa su reactividad y facilita su interaccion con otros compuestos. Esto
es particularmente relevante en aplicaciones donde el ZnO actua como soporte
catalitico o como agente activo en reacciones de superficie, como en la degradacion
de contaminantes a través de fotocatalisis®?. Ademas, una mayor area superficial es
beneficiosa para el acoplamiento de biomoléculas o farmacos en la superficie de los
QD’s, incrementando su potencial en aplicaciones biomédicas, tales como sistemas
de liberacion controlada de medicamentos o terapias fotodinamicas.

Por otro lado, el calculo del numero de moles por QD de ZnO, en este caso de
aproximadamente 4.15X1072% moles, permite una cuantificacion precisa de la
cantidad de particulas en una muestra dada, lo cual es util para ajustar dosis y
concentraciones en aplicaciones biologicas o farmacéuticas. Este valor es esencial
para establecer dosis adecuadas en futuros usos meédicos, asegurando que se
alcance la concentracion 6ptima para lograr el efecto deseado sin exceder niveles
que puedan causar toxicidad.

Finalmente, conocer el numero de atomos por cada QD de ZnO (aproximadamente
25 atomos) es particularmente util en estudios de modelado computacional. Esta
informacion permite desarrollar modelos mas realistas a nivel atomico, facilitando el
estudio de la interaccion de los QD’s con otros sistemas moleculares o con agentes
quimicos y biolégicos especificos. Al contar con una estimacion precisa del numero
de atomos en un solo QD, es posible realizar simulaciones detalladas para analizar
la interaccién de estas nanoparticulas con ligandos especificos o con membranas

celulares, lo cual es esencial para el disefio de sistemas de administracion de
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farmacos y para comprender la biodistribucion y efectos de los nanomateriales en
sistemas bioldgicos34.

La estimacién de 25 atomos por QD respalda la eleccién de la molécula (ZnO)+2, ya
que esta molécula cuenta con 24 atomos y es muy cercana a los resultados
experimentales. Fue seleccionada debido a que es uno de los numeros magicos
mencionados por Baolin Wang, et al; (2007), donde menciona que el (ZnO)12
presenta energias de enlace relativamente mas altas y mayores brechas HOMO-
LUMO que otras moléculas (ZnO)« 7. Las altas energias de enlace se traducen en
una mayor estabilidad estructural ya que los atomos en el cluster estan unidos de
manera mas fuerte. Esto hace que las estructuras de jaula sean mas estables y
menos susceptibles a la fragmentacion o cambios estructurales bajo condiciones
externas. Ademas, la brecha amplia HOMO-LUMO (gap entre el orbital molecular
ocupado mas alto y el orbital molecular desocupado mas bajo) es indicativa de una
menor tendencia a la reactividad quimica, ya que se requiere mas energia para
promover electrones desde el HOMO al LUMO, esto nos indica un efecto de

confinamiento cuantico.

7.2.5 Aplicaciones potenciales.

Los ZnO QD’s sintetizados en este trabajo presentan un gran potencial para
diversas aplicaciones, incluyendo:

o Optoelectronica: Debido a su alta eficiencia de emision de luz vy
modificabilidad del espectro de emision, los ZnO QD’s pueden ser utilizados
en la fabricacion de diodos emisores de luz (LEDs), laseres y células
solares'".

« Sensores: La alta superficie especifica y la sensibilidad a cambios en el
entorno quimico hacen de los ZnO QD’s excelentes candidatos para el
desarrollo de sensores quimicos y biosensores. Pueden detectar
biomoléculas, cambios de pH o gases, lo que los hace utiles en monitoreos
ambientales y de salud'®?.
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e Catalisis: Los ZnO QD’s pueden actuar como catalizadores en diversas
reacciones quimicas, aprovechando su alta area superficial y su capacidad
para generar especies reactivas de oxigeno®’.

o Antibacteriano y Antimicrobiano: Los ZnO QD’s tienen propiedades
antimicrobianas y antibacterianas debido a su capacidad para producir ROS
en condiciones especificas, lo cual es util en recubrimientos antibacterianos

en dispositivos médicos o en tratamientos para reducir infecciones®*.

7.3 Analisis de sintesis y caracterizacién de nanosistema.

La caracterizacion del nanosistema funcionalizado ZnO-AC-Thp ha revelado una
estructura y composicién que lo posicionan como un candidato prometedor para
aplicaciones biomédicas. Los resultados obtenidos a través de las técnicas de SEM,
EDS, DLS y FT-IR han proporcionado una caracterizacion completa del

nanosistema.

7.3.1 Morfologia y Estructura.

Las micrografias SEM revelan una morfologia aglomerada y porosa caracteristica
de materiales funcionalizados. Esta estructura no solo aumenta la capacidad de
carga y liberacion de farmacos, sino que también favorece la interaccion con el
medio bioldgico. La distribucion homogénea de las particulas y la presencia de una
superficie rugosa y activa sugieren una funcionalizacién exitosa y una buena

estabilidad del nanosistema®3,

7.3.2 Composiciéon Elemental.

El analisis EDS confirma la presencia de los elementos esperados: zinc y oxigeno
del nucleo de ZnO, asi como carbono y nitrégeno de los agentes funcionalizantes.
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La distribucién homogénea de estos elementos descarta la presencia de impurezas
y garantiza la pureza del nanosistema, lo cual es fundamental para su

biocompatibilidad%4.

7.3.3 Tamario y Distribucién de Tamario.

El analisis DLS indica un tamano hidrodinamico promedio de aproximadamente 375
nm y una distribucién de tamano relativamente estrecha. Este tamafio es adecuado
para aplicaciones de liberacion controlada de farmacos y permite una buena

dispersion en medios acuosos3*74.

7.3.4 Interacciones Quimicas.

La espectroscopia FT-IR confirma las interacciones quimicas entre los
componentes del nanosistema. La disminucion en la intensidad de los grupos -OH
presentes en la superficie del ZnO y el aumento de las sefales de los grupos -COOH
del acido citrico indican un correcto recubrimiento del nucleo de ZnO. Asimismo, la
presencia de las bandas caracteristicas de la teofilina y la disminucién de los grupos
-COOH en el espectro del nanosistema confirma su integracion en la estructura.
Los resultados obtenidos sugieren que el nanosistema ZnO-AC-Thp posee las
siguientes caracteristicas deseables para aplicaciones biomédicas:
o Biocompatibilidad: La pureza del nanosistema y la ausencia de elementos
toxicos sugieren una buena biocompatibilidad?2.
o Estabilidad coloidal: La distribucion de tamafo estrecha y la morfologia
aglomerada favorecen la estabilidad en medios acuosos®*.
o Capacidad de carga: La estructura porosa y la superficie activa permiten una
alta capacidad de carga de farmacos'®.
» Liberacion controlada: La funcionalizacion con acido citrico y teofilina podria

modular la liberacion del farmaco en respuesta a estimulos especificos®.
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7.4 Evaluacion de efecto hepatoprotector en daino inducido por
TC en ratas.

El CCl, es compuesto toxico ampliamente utilizada en modelos experimentales para
simular y estudiar el dafio hepatico debido a su capacidad para inducir lesiones en
el higado de forma controlada. La administracion de CCIl, en estos modelos
reproduce cambios patologicos similares a los causados por diversas hepatotoxinas
en humanos, lo cual es posible gracias a su mecanismo de accion, pues el TC forma
radicales libres que provocan estrés oxidativo'®. EI TC es metabolizado en el
citocromo P450 (CYP450), especificamente en las isoformas CYP2E1, CYP2B1,
CYP2B2, aunque también podria estar implicada la isoforma CYP3A; el proceso de
estrés oxidativo comienza cuando el TC sufre una deshalogenacién que da lugar a
la formacion del radical triclorometilo (CCls"), y una cadena de reacciones de
peroxidacion con aminoacidos, lipidos, o nucledtidos'®-198 Aunque el CCl, no es
una causa comun de intoxicacidn en escenarios clinicos, su mecanismo de accion
y los tipos de daino que ocasiona presentan multiples similitudes con los patrones
de lesion hepatica observados en humanos. Por estas razones, su empleo en
modelos experimentales ha sido ampliamente validado y es aceptado como un
meétodo confiable para el estudio de enfermedades hepaticas y los mecanismos de
hepatotoxicidad’®®.

Los resultados obtenidos en este estudio evidencian el potencial hepatoprotector
del nanosistema evaluado en un modelo de dafo hepatico inducido por CCl,. Los
analisis bioquimicos realizados permitieron identificar efectos diferenciados sobre
diversos marcadores enzimaticos y bioquimicos, lo que sugiere una accion

multifactorial del nanosistema.

7.4.1 Efectos Anticolestaticos.

La colestasis se define como un trastorno de excrecion biliar y obstruccion de la bilis
impidiendo un flujo funcional de la misma en los conductos biliares intra o

extrahepaticos, junto con los componentes que pasan a la sangre'#4.
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7.4.1.1 Fosfatasa alcalina (FA).

El aumento significativo en los niveles de FA en el grupo dafiado TC confirma el
dafio colestatico inducido por CCl,. Sin embargo, el incremento de FA en el grupo
CC + Zn0O, que alcanza niveles similares al grupo TC, no indica un dafo en si
mismo. En cambio, sugiere una activacién del mecanismo hepatoprotector, reflejada
en el aumento de la actividad de FA. Esto se debe a que el Zn es un mineral traza
divalente, al igual que el Mg, el cual actua como cofactor en la reaccién de
determinacién de FA, ya que esta es una metaloenzima que contiene Zn y se sabe
que el Zn incrementa la actividad enzimatica de FA, principalmente en hueso, por lo
que la elevacion de FA con la administracion de ZnO no indicé un efecto
procolestatico per se'?”'7°. Por otro lado, los grupos dafiados tratados con el
nanosistema mostraron una reduccion significativa en la actividad de FA en
comparacion con el grupo TC, lo que sugiere un efecto anticolestatico, al prevenir

la obstruccion biliar2®0.

7.4.1.2 Gamma-glutamil transferasa (GGTP).

Los resultados obtenidos para GGTP refuerzan los efectos anticolestaticos del
nanosistema. La disminucion en los niveles de GGTP en los grupos tratados con el
nanosistema en comparacion con el grupo TC indica una proteccion frente al dafio
en los conductos biliares. Esto podria explicarse por el hecho de que el nanosistema
esta basado en ZnO, y se ha reportado que el zinc estimula la produccién de
metalotioneinas, las cuales han demostrado tener un efecto antioxidante incluso
superior al del glutation al reducir los radicales OH™. Debido a esta mayor actividad
antioxidante, el higado podria presentar una menor necesidad de producir GGTP
para metabolizar el glutation, lo cual se refleja en una reduccién de los niveles de

esta enzima?®',
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7.4.1.3 Bilirrubina total.

El aumento de bilirrubina en el grupo dafado TC es un marcador clasico de
colestasis. La reduccion de los niveles de bilirrubina en los grupos tratados,
especialmente en el grupo TC + NS 100, confirma el efecto hepatoprotector del
nanosistema, al prevenir la acumulacién de bilirrubina. Esto puede explicarse por
estudios que reportan que las metilxantinas, como la teofilina presente en el
nanosistema, favorecen la eliminacién de bilirrubina conjugada al mejorar el proceso
de conjugacion de bilirrubina indirecta a bilirrubina directa, permitiendo que el
higado la excrete de manera mas eficiente. Este efecto se observa también en el
grupo CC + Thp, que muestra una reduccion aparente en los niveles de bilirrubina
comparado con el grupo CC, sugiriendo un beneficio adicional de la teofilina en el
proceso de conjugacion y eliminacion de bilirrubina?®?. Lo cual podemos constatar
con el grupo CC + Thp el cual muestra una aparente reduccion comparada con el
grupo CC. Asimismo, el efecto protector del ZnO en nanoparticula en estos
marcadores de colestasis concuerda con lo reportado en un modelo de
hepatocarcinoma (HCC) 33.

7.4.2 Efectos Antioxidantes.

7.4.2.1 Peroxidacion lipidica (LP).

La peroxidacién lipidica, se define como la descomposicion mitocondrial de los
lipidos, constituyentes de la membrana celular de los hepatocitos y es el resultado
del efecto de los radicales libres liberados mediante los modelos de dafio con TC lo
que permite valorar el grado de estrés oxidativo?°32%4, En el estudio realizado se
detectd un aumento significativo de LP en el grupo dafiado, lo indica un estrés
oxidativo severo. Los grupos dafiados tratados con el nanosistema mostraron una
disminucién significativa en los niveles de LP, lo que evidencia una potente actividad
antioxidante del nanosistema. Este efecto puede atribuirse al Zn presente en el
nanosistema, que tiene la capacidad de activar el factor nuclear eritroide 2 (Nrf2).
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La activacion de Nrf2 potencia el efecto antioxidante en el organismo al regular la
produccion de antioxidantes enddgenos, como el glutation, el superoxido dismutasa
(SOD) y la CAT?%,

7.4.2.2 Catalasa (CAT).

Es una enzima que interviene en el balance oxidante/antioxidante, esta cataliza la
reaccion de descomposicion del peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno; por lo
que se encuentra ligada a la peroxidacion lipidica, siendo utilizada también como un
marcador de estrés oxidativo?®®. Ante el dafio hepatico agudo la actividad de CAT
disminuye por su sintesis a la baja del higado enfermo y, por ende, hay un
incremento de ROS y radicales libres, lo que lleva a la acumulacion de peroxido de
hidrogeno. La presencia de antioxidantes protege al higado de las ROS?%. El
aumento de CAT en el grupo dafado refleja un esfuerzo del higado por contrarrestar
el estrés oxidativo generado por el dafo inducido. En este estudio, se detectd una
disminucién de la actividad de CAT en los grupos tratados con el nanosistema, lo
que sugiere que este contribuye de manera efectiva a reducir el estrés oxidativo,
posiblemente al potenciar las defensas antioxidantes enddgenas. Este efecto puede
explicarse por la presencia de Zn en el nanosistema, que retarda la oxidacion al
inducir la produccién de metalotioneinas. Estas proteinas, junto con un aumento en
la actividad de antioxidantes como el glutation y la propia CAT, fortalecen el sistema
de defensa antioxidante. Esto también se observa en el grupo CC + ZnO, donde se
aprecia un aumento significativo de CAT, promoviendo asi un efecto antioxidante
mas robusto®®. Nuevamente, estos resultados concuerdan con los reportes donde
el ZnO en nanoparticula tienen efectos antioxidantes sobre CAT y LP y similares a

los efectos antioxidantes que tiene la cafeina33'73,
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7.4.3 Efectos Antinecroticos

7.4.3.1 Alanina aminotransferasa (ALT)

Es una enzima encontrada en el citosol de los hepatocitos y un aumento de esta
enzima en el plasma sanguineo refleja una mayor permeabilidad de la membrana
plasmatica, asociada con muerte celular, ademas de permitir la salida de esta
enzima hacia la sangre''. Este estudio muestra que el aumento de ALT en el grupo
dafiado es indicativo de dafo celular y necrosis hepatica, lo cual es consistente con
los efectos toxicos del CCl,. La disminucion de los niveles de ALT en los grupos
tratados sugiere un efecto protector del nanosistema contra la necrosis hepatica
inducida. Este efecto puede atribuirse en gran medida a las propiedades
inmunomoduladoras, antioxidantes y por ende antiinflamatorias del zinc, que
contribuyen a la preservacion del tejido hepatico. Cabe destacar que el grupo CC +
ZnO también presentd niveles elevados de ALT similares al grupo dafado TC, lo
cual podria deberse a una activacion en la actividad enzimatica del higado ante la
presencia de ZnO. Esto se explicaria por el hecho de que el zinc, al ser un metal
divalente, puede actuar como cofactor en varias reacciones enzimaticas, lo que
podria incrementar la actividad de ciertas enzimas, incluyendo ALT, sin que esto
necesariamente implique un dafio hepatico adicional?®. Por lo tanto, la elevacion de
ALT en el grupo CC + ZnO podria reflejar una respuesta adaptativa del higado a la
presencia del metal, activando vias metabdlicas que requieren de este cofactor sin
llegar a niveles que impliquen dafio significativo?®®; ademas, el efecto antinecrético
es similar a los reportes donde el ZnO en nanoparticula tiene efectos
hepatoprotectores asi como los que posee la cafeina33'73,
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7.4.4 Efectos sobre el Metabolismo Energético.

7.4.4.1 Glucégeno hepatico (GH).

Es la forma principal de almacenamiento de los carbohidratos, este se presenta
sobre todo en higado y el musculo. El glucégeno hepatico sirve, en gran parte, para
el almacenamiento y exportacion de unidades de hexosa para conservar la glucosa
sanguinea y una disminucion en este se interpreta como la existencia de un
padecimiento®®. El estudio evidencié una disminucion de GH en el grupo dafiado,
lo que indica una alteracion en el metabolismo energético. Sin embargo, el grupo
CC + Thp también presenté una disminucidn significativa en comparacion con el
grupo CC. Esta diferencia puede explicarse por el hecho de que las metilxantinas,
como la teofilina, tienen la capacidad de inhibir las fosfodiesterasas, lo que favorece
la formacién y acumulacion de AMP ciclico (AMPc), debido a que la adenilato ciclasa
continua produciéndolo. EI AMPc, a su vez, activa las quinasas de proteinas
dependientes de AMPc, las cuales fosforilan proteinas involucradas en la
contraccion muscular y en la regulacion de las reservas de glucdégeno hepatico

reduciendo su sintesis?5.

De igual manera, la acumulacion de AMPc inhibe la via de sefalizacion NF-kB, que
es proinflamatoria, ya que reduce la produccion de citocinas proinflamatorias como
TNF-a, IL-6 e IL-1B. Esta inhibicion disminuye el estrés oxidativo, asi como los

procesos inflamatorios y necréticos en el higado'®.

Los grupos tratados con el nanosistema mostraron una menor disminucién en los
niveles de GH, lo que sugiere que el nanosistema podria contribuir a la preservacion
de las reservas energéticas del higado. Esto se debe al efecto sinérgico de las
propiedades de la teofilina y el ZnO, ya que este ultimo, al interactuar y generar
Zn**, presenta efectos inmunomoduladores y antioxidantes. Ademas, el ZnO tiene
la capacidad de inhibir las fosfodiesterasas de nucledtidos ciclicos, lo que provoca
una acumulacién de GMP ciclico (GMPc) y activa un mecanismo muy similar al de
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la teofilina. Esto también resulta en la reduccion de la produccidén de citocinas
proinflamatorias como TNF-q, IL-6 e IL-1B a través de la via de sefalizacion NF-

KBZ10_

7.4.5 Mecanismos de accién propuestos.

Los resultados obtenidos sugieren que el nanosistema ejerce su accion

hepatoprotectora a través de multiples mecanismos, incluyendo:

e Antioxidacion: El nanosistema puede actuar como un captador de radicales
libres, previniendo el dafio oxidativo a las membranas celulares y a las
biomoléculas.

o Anti-inflamatoria: El nanosistema podria modular la respuesta inflamatoria
inducida por CCl,, reduciendo la produccion de citocinas proinflamatorias y
mediadores de dafio tisular.

e Modulacion de vias de seinalizacion: El nanosistema podria interactuar con
vias de sefalizacién celular involucradas en la respuesta al dano hepatico,

promoviendo la supervivencia celular y la reparacion tisular.
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Capitulo 8

Conclusiones



Los resultados de la simulacién molecular demostraron que el acoplamiento
del nanosistema de ZnO QD's con Thp es termodinamicamente estable.
Asimismo, sus propiedades electronicas sugieren un equilibrio entre
estabilidad y reactividad, lo que permite su potencial uso en aplicaciones
relacionadas con procesos redox. La inclusion de Thp no solo incrementa la
polaridad global del sistema, haciéndolo mas adecuado para interacciones
en medios polares, sino que también mejora su capacidad para aceptar
electrones, lo que podria ser crucial en aplicaciones cataliticas, electronicas
o biologicas. Ademas, la elevada estabilidad termodinamica y la alta
espontaneidad de formacion del complejo refuerzan su viabilidad como

plataforma funcional en entornos quimicos y biomiméticos.

En este trabajo se ha demostrado la sintesis exitosa de ZnO QDs mediante
el método de precipitacion y se ha estudiado su caracterizacién estructural y
optica. Los resultados obtenidos muestran que el tamafio y las propiedades
opticas de los QDs pueden ser controlados de manera precisa mediante la
modulacion de los parametros de sintesis. Las aplicaciones potenciales de
estos nanomateriales son amplias y prometedoras, lo que abre nuevas

perspectivas para el desarrollo de tecnologias avanzadas.

Los resultados obtenidos de la funcionalizacion de ZnO QD’s con teofilina,
confirman que la utilizando acido citrico como agente acoplante es eficiente
para establecer una unidén estable. La caracterizacion del nanosistema
resultante demostro la formacién de un sistema homogéneo y estable, lo que
valida la hipotesis inicial. Estos hallazgos resaltan la importancia del acido
citrico como herramienta para la funcionalizacion de nanomateriales y abren
nuevas posibilidades para el disefio de sistemas de liberacidén controlada de

farmacos.

La caracterizacién del nanosistema ZnO-AC-Thp ha revelado un sistema con

propiedades prometedoras para aplicaciones biomédicas. Los resultados
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obtenidos respaldan la hipdtesis de que este nanosistema podria ser una
herramienta eficaz para la liberacion controlada de farmacos y el tratamiento
de diversas enfermedades hepaticas. Sin embargo, se requieren aun mas

estudios adicionales in vivo para confirmar su eficacia y seguridad.

Los resultados de este estudio demuestran el potencial del nanosistema
como una estrategia terapéutica prometedora para el tratamiento del dano
hepatico inducido por CCI,. La accion multifactorial del nanosistema,
combinando efectos antioxidantes, anti-inflamatorios y antinecréticos, lo
convierte en un candidato atractivo para el desarrollo de nuevos farmacos

para enfermedades hepaticas.
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Capitulo 9

Perspectivas y
trabajos futuros



Los resultados obtenidos en este estudio abren prometedoras perspectivas para el
desarrollo de nuevas terapias basadas en nanotecnologia. Sin embargo, es
necesario profundizar en ciertos aspectos para trasladar este sistema a aplicaciones

clinicas:

e Mecanismos de liberaciéon: Es fundamental elucidar los mecanismos
precisos de liberacion de la teofilina desde el nanosistema (por ejemplo,
degradacion, difusion).

« Interacciones bioldgicas: Las interacciones del nanosistema con proteinas
plasmaticas y componentes celulares pueden influir en su eficacia y
seguridad.

« Imagenologia: Utilizar técnicas de imagenologia para visualizar la
distribucion del nanosistema en tejidos y 6rganos.

o Toxicidad y seguridad: Se deben realizar estudios de toxicidad a largo
plazo en modelos animales para evaluar la seguridad del nanosistema y
establecer una ventana terapéutica.

o Escalado de la sintesis: Para aplicaciones clinicas, es necesario desarrollar
procesos de sintesis escalables y reproducibles que garanticen la calidad y
la homogeneidad de las nanoparticulas.

o Estudios clinicos: Finalmente, el desarrollo de ensayos clinicos permitira

evaluar la eficacia y seguridad del nanosistema en pacientes.
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