La investigacion reportada en esta tesis es parte de los programas de investigacion del
CICESE (Centro de Investigacion Cientifica y de Educacién Superior de Ensenada, Baja
California).

La investigacion fue financiada por el CONACYT (Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia).

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). El uso de imagenes, fragmentos de
videos, y demds material que sea objeto de proteccién de los derechos de autor, serd
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la
obtuvo mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, reproduccion,
edicion o modificacion, serd perseguido y sancionado por el respectivo o titular de los
Derechos Autor.

CICESE@ 2023. Todos los derechos reservados



Centro de Investigacion Cientifica y de Educacidn
Superior de Ensenada, Baja California

D

CICESE.

Maestria en Ciencias
en Ciencias de la Vida
con orientacion en Biomedicina y Bionanotecnologia

Implementacidon de un modelo in vitro de esteatohepatitis no
alcohdlica para evaluar la actividad anti-fibrética de
nanoparticulas

Tesis
para cubrir parcialmente los requisitos necesarios para obtener el grado de
Maestro en Ciencias

Presenta:

David Alejandro Garcia Topete

Ensenada, Baja California, México
2023



Tesis defendida por
David Alejandro Garcia Topete

y aprobada por el siguiente Comité

Dra. Ana Bertha Castro Cesena Dr. Marco Antonio De Ledn Nava
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Dr. Alexei Fedorovish Licea Navarro
Dra. Johanna Bernaldez Sarabia

Dr. Santiago Camacho Lopez

Dra. Ana Denise Re Araujo
Coordinadora del Posgrado en Ciencias de la Vida

Dr. Pedro Negrete Regagnon
Director de Estudios de Posgrado

Copyright © 2023, Todos los Derechos Reservados, CICESE
Prohibida su reproduccion parcial o total sin la autorizacion por escrito del CICESE



Resumen de la tesis que presenta David Alejandro Garcia Topete como requisito parcial para la
obtencién del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida con orientacién en
Biomedicina y Bionanotecnologia

Implementaciéon de un modelo in vitro de esteatohepatitis no alcohdlica para evaluar la
actividad anti-fibrotica de nanoparticulas

Resumen aprobado por:

Dra. Ana Bertha Castro Cesena Dr. Marco Antonio De Ledn Nava
Codirectora de tesis Codirector de tesis

Alrededor del 33% de la poblacion mundial sufre la enfermedad de higado graso no alcohdlico (NAFLD).
Del total de estos pacientes, un 30% puede progresar y padecer esteatohepatitis no alcohdlica (NASH),
el punto critico en el que la falta de tratamiento lleva a la cirrosis y a la falla hepatica. En 2019, la
Asociacidon Mexicana de Gastroenterologia y la Asociacion Mexicana de Hepatologia estimaron que la
prevalencia de esta enfermedad podria superar el 50%, por lo que se considera un problema de salud
nacional. La transdiferenciacidn de células estrelladas hepaticas (HSCs) a miofibroblastos es la principal
causa de la disfuncién hepatica, que provoca la sobreexpresion cronica de genes profibréticos e
inflamacidon en enfermedades como la NASH. Los recientes avances cientificos indican que los
nanomateriales conjugados con agentes que tengan capacidad anti-oxidante y anti-inflamatoria
podrian ser una opcion para atenuar la actividad de las HSCs transdiferenciadas. Por lo tanto, el
objetivo de este proyecto fue determinar la actividad de nanoparticulas (NPs) cargadas con agentes
anti-oxidantes en HSCs transdiferenciadas. Para cumplirlo, implementamos un modelo de estudio, in
vitro, de un co-cultivo formado por HSCs de un donador humano diagnosticado con NASH (HHSC-N) y
células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Los co-cultivos fueron tratados ya sea con: (1)
NPs de plata funcionalizadas con acido alfa-lipoico (AgNPs-ALA) a 6.25, 12.5 y 17.5 pug/mL, (2) puntos
cuanticos de carbono (CD), o (3) CD conjugados con lactoferrina (CD-LF) a 5, 50, 100 y 200 pg/mL por
24 o0 72 h. Los resultados muestran que los tratamientos con NPs modulan significativamente los
niveles de expresidon de genes en las HHSC-N en co-cultivo a las 72 h, disminuyendo los niveles de
ACTA2, actina expresada en HSCs transdiferenciadas; COL1A1, productor de colageno tipo I; y TIMP1,
productor de inhibidores tisulares de metaloproteinasas, con respecto a las células que no fueron
tratadas con NPs. También se detectaron las citocinas solubles en los medios de los co-cultivos, cuyas
concentraciones sugieren una respuesta asociada a un proceso de inflamacién/regeneracién en
progreso. Nuestros resultados pueden ser un punto de partida para el desarrollo de un tratamiento
para la NASH, usando bionanotecnologia.

Palabras clave: células estrelladas hepaticas; fibrosis hepatica; inflamacién; co-cultivo; nanoparticulas.
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obtain the Master of Science degree in Life Sciences with orientation in Biomedicine and
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Implementation of an in vitro non-alcoholic steatohepatitis model to assay the anti-fibrotic activity
of nanoparticles

Abstract approved by:

Dra. Ana Bertha Castro Cesena Dr. Marco Antonio De Ledn Nava
Thesis codirector Thesis codirector

Around 33% of the global population suffers from non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD). From these
patients, 30% of them progress into non-alcoholic steatohepatitis (NASH), the critical point where lack
of treatment leads to cirrhosis and hepatic failure. In 2019, the Mexican Association of
Gastroenterology and Mexican Association of Hepatology estimated that the prevalence of this disease
could surpass 50%, making it a national health problem. The transdifferentiation of hepatic stellate
cells (HSCs) to myofibroblasts contributes the most to hepatic disfunction, which leads to chronic
overexpression of profibrotic genes in diseases such as NASH. Recent scientific reports indicate that
nanomaterials conjugated with anti-oxidant and anti-inflammatory agents have potential to reduce
the activity of transdifferentiated HSCs. Therefore, the objective of this project was to determine the
activity of anti-oxidant agent loaded nanoparticles (NPs). To achieve it, we implemented an in vitro
study model formed by a co-culture of HSCs from a single NASH diagnosticated human donor (HHSC-
N) and peripheral blood mononuclear cells (PBMCs). The co-cultures were treated with: (1) silver NPs
conjugated with alfa-lipoic acid (AgNPs-ALA) at 6.25, 12.5 and 17.5 ug/mL, (2) quantum carbon dots
(CD) and (3) CD conjugated with lactoferrin (CD-LF) at 5, 50, 100, 200 ug/mL for 24 h or 72 h. Results
demonstrate that the NPs treatments were able to significantly modulate profibrotic genes’ expression
levels in co-cultured HHSC-N. At 72 h of treatment, the levels of genes like ACTA2, an actin expressed
on transdifferentiated HSCs; COL1A1, producer of collagen type I; and TIMP1, producer of tissue
inhibitor metalloproteinases, were reduced when compared to cells that weren’t treated with NPs. In
addition to this, soluble cytokines were detected in the co-culture’s media, whose concentrations may
suggest an inflammation/regeneration associated response in progress. Our findings may serve as a
starting point for the development of a treatment for NASH using bionanotechnology.

Keywords: hepatic stellate cells; hepatic fibrosis; inflammation; co-culture; nanoparticles.
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Capitulo 1. Introduccidn

Las defunciones provocadas por enfermedades del higado corresponden a un total de dos millones
anualmente, de las cuales un millén estdn asociadas a enfermedades crénicas de higado y complicaciones
por cirrosis, una etapa tardia de la fibrosis con alto grado de cicatrizaciéon. Mientras que el otro millén de
pacientes padece hepatitis viral y carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en inglés). Estas estadisticas
convirtieron ala cirrosis en la decimoprimera causa de muerte a nivel mundial en el 2015. Adicionalmente,
alrededor de dos mil millones de adultos sufren de obesidad o sobrepeso, y 400 millones tienen diabetes,
a nivel mundial. Estas condiciones representan factores de riesgo para el desarrollo de enfermedades
crénicas como higado graso no alcohdlico (NAFL, por sus siglas en inglés), la cual puede progresar a
esteatohepatitis no alcohdlica (NASH, por sus siglas en inglés) con desarrollo de fibrosis, el cual representa
el punto critico, ya que el dafio hasta este estado puede ser revertido con la ayuda de tratamiento antes
de que progrese a cirrosis. Con el creciente nUmero de personas que presentan factores de riesgo, las
probabilidades de que la poblacion presente una enfermedad crdnica hepdtica son cada vez mas altas

(Flegal et al., 2012; Marchesini et al., 2016; Mokdad et al., 2014; Singh et al., 2015).

La NASH es producto de la acumulacion de lipidos como triglicéridos en forma de gotas lipidicas en los
hepatocitos y de la oxidacion disminuida de acidos grasos libres en el higado, lo cual lleva a la expansion
(ballooning, por sus siglas en inglés) y apoptosis de hepatocitos seguido de una respuesta inflamatoria con
depdsitos de colageno (Allaire and Gilgenkrantz, 2020). El progreso de la NASH lleva consigo el desarrollo
de la fibrosis hepatica, la cual resulta del dafio ocasionado por inflamacién o enfermedades crdnicas del
higado. Esta condicion se caracteriza por la sintesis aumentada de coldgeno fibrilar y la degradacién
disminuida de proteinas de la matriz extracelular (ECM, por sus siglas en inglés), lo cual ocasiona un
depdsito excesivo de coldgeno vy, por lo tanto, endurecimiento del érgano y fallas en sus funciones debido
a la pérdida de los hepatocitos, las células mas abundantes del higado que ademas tienen capacidad
regenerativa (Henderson e Iredale, 2007). La causa principal de esta incapacidad es la transdiferenciacion
o activacién de las células estrelladas hepaticas (HSCs, por sus siglas en inglés). Dicho suceso inicia la
secrecion de citocinas, especies reactivas de oxigeno (ROS, por sus siglas en inglés) y factores de
crecimiento, los cuales promueven la activacion, proliferaciéon y migracién de las HSCs a la zona lesionada.
La transdiferenciacidn de HSCs resulta en la perpetuacion del estado fibrdtico. Por lo tanto, la inactivacidon
de las HSCs se ha catalogado como el blanco principal para promover la regeneracién de tejido hepatico

(Eng and Friedman, 2000).
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El trasplante de higado es el tratamiento mas eficiente contra etapas avanzadas de fibrosis, sin embargo,
la baja cantidad de donadores lo convierte en una opcién poco viable para resolver el problema a gran
escala (UNOS, 2015). A la fecha, la mayoria de los tratamientos alternativos mediante terapia convencional
no son efectivos, ya que se enfocan en suprimir la inflamacién y no en detener y/o revertir la fibrosis (Poilil
Surendran et al., 2017). La medicina regenerativa ofrece una alternativa mediante la entrega dirigida de
agentes terapéuticos para reducir la produccién de elementos que perpetian el estado de fibrosis, entre

los cuales destacan las ROS.

Un tratamiento emergente para enfermedades hepaticas como NASH son las nanoparticulas (NPs) como
las NPs metdlicas o los puntos cudnticos de carbono (CD, por sus siglas en inglés), debido a que pueden
ser conjugados en su superficie gracias a sus propiedades fisicoquimicas, y por su tamafo pueden ser
absorbidas por las HSCs (Poilil Surendran et al.,, 2017). Es posible recubrir las NPs con un agente
antioxidante para reducir la produccién de ROS. Entre las opciones, el acido alfalipoico (ALA, por sus siglas
en inglés) ha evidenciado reducir la cantidad de HSCs activadas, en un higado con dafio inducido, en un
83% (EI-Maadawy et al., 2020). Por otro lado, el uso de lactoferrina (LF) muestra una reduccidn de hasta
un 37% en los niveles de expresion del gen indicador de la transdiferenciacion de las HSCs, ACTA2, entre
otros genes profibroticos, en un modelo de estudio con ratas Sprague Dawley con dafio hepatico inducido
por dimetilnitrosamina (DMN) que fueron tratadas con 100 mg/kg de LF por 4 semanas. Hasta la fecha, no
se han reportado resultados sobre el efecto de AgNPs recubiertas con ALA (AgNPs-ALA) ni de puntos
cuanticos de carbono conjugados con lactoferrina (CD-LFs) en HSCs. Por lo tanto, en este proyecto se
propone estudiar el efecto sinérgico de AgNPs-ALA, CDs o CD-LFs, en las HSCs como un potencial

tratamiento para la NASH.

1.1 Antecedentes

1.1.1 La esteatohepatitis no alcohélica (NASH) y la fibrosis hepatica

La esteatohepatitis no alcohdlica (NASH) se puede definir como el estado avanzado de la enfermedad de
higado graso no alcohdlico (NAFLD) ya que comparten la misma caracteristica principal, la acumulacién de
grasa en las células mds abundantes del higado, los hepatocitos. Su causa bien podria ser por una ingesta
desproporcionada de grasas en la dieta cotidiana. La oxidacién constante de acidos grasos genera niveles

incrementados de especies reactivas de oxigeno (ROS), asi como otros metabolitos citotoxicos. Dichos
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incrementos promueven el estrés oxidativo y lipotéxico que llevan a la aparicién de los indicadores que
definen el paso de NAFLD a NASH: dafio celular e inflamacién. Por lo tanto, la NASH es una combinacidn
de esteatosis hepatica, inflamacién y la presencia de hepatocitos inflados por la sobrecarga de lipidos
dentro de la célula, hasta un punto en el cual mueren los hepacitos debido a la ruptura de sus membranas
celulares (Barbero-Becerra et al., 2015; Zisser et al., 2021). Es entonces donde el higado trata de reparar
el dano inducido mediante la produccion y depdsito de proteinas de matriz extracelular (ECM), por
ejemplo, el Colageno tipo | por obra del gen COL1A1. El depdsito de proteinas de ECM es una respuesta
regenerativa normal, ya que una vez que se recuperen los hepatocitos apoptéticos, las proteinas de ECM
son removidas en el estado de resolucién. Sin embargo, cuando hay un depdsito excesivo de las proteinas
de ECM puede ocurrir fibrosis, fenédmeno que provoca la formacién de cicatrices, endurecimiento del
6érgano y una alteracién en la composicion del higado. Esta alteracion conlleva a la formacién de una malla
acelular de tejido conectivo, compuesta principalmente de coldgeno y promueve su propio
entrecruzamiento, lo cual dificulta el trabajo de las enzimas que degradan la ECM (Issa et al., 2003;

Ramachandran e Iredale, 2012).

El progreso de la fibrosis puede ser lento o rapido, dependiendo de la patologia y continua exposicién a
toxinas e inflamacidn crénica. Para medirlo se utiliza una escala del 0 al 4 (Schuppan and Afdhal, 2008). El
estado 0 es un higado sano, el 1 presenta inflamacién en el tejido hepatico, en el 2 disminuyen las
funciones hepaticas ya que se presenta un depdsito fibrético y cicatrizacion, en el 3 hay una acumulacion
continua de tejido fibrdtico, lo cual lleva a la pérdida de funciones normales hepdaticas. Finalmente, se
presenta la cuarta etapa critica, conocida como cirrosis, en la que el higado sufre de hipoproteinemia
porque no puede producir biomoléculas esenciales y se acumulan sustancias tdxicas en el cuerpo

(Schuppan and Afdhal, 2008).

La importancia de tratar a las personas que presentan la NASH tiene un alto impacto clinico porque es el
punto critico para poder revertir el dafio con la fibrosis tan pronto como en el estado 2 6 3 de la escala,
ya que es el punto ideal para evitar una pérdida mayor o total del higado. Considerando la importancia
fisiolégica del higado, para disefiar tratamientos terapéuticos efectivos contra la NASH vy la fibrosis es

necesario conocer la composicion de este drgano y los factores causantes de la NASH y fibrosis.



1.1.2 Células del higado

El higado estd compuesto principalmente por hepatocitos, las células que realizan la mayoria de las
funciones del érgano. El resto del tejido hepdtico estd conformaco por las células estrelladas hepaticas
(HSCs), células de Kupffer (KC, por sus siglas en inglés), células endoteliales sinusoidales del higado (LSECs,
por sus siglas en inglés), células epiteliales biliares y células hepaticas progenitoras. Las LSECs cuentan con
fenestraciones para habilitar el paso de nutrientes hacia los hepatocitos a través de un espacio
subendotelial conocido como el espacio de Disse (DS, por sus siglas en inglés). Los principales causantes
de la fibrogénesis son los miofibroblastos, derivados tipicamente del linaje de células mesenquimales
mediante la transdiferenciacién (reprogramacién del linaje). A consecuencia de esta transdiferenciacion,
hay exceso de moléculas de ECM como el colageno tipo | y Ill en el DS, asi como otras proteinas
contribuyentes al tejido fibroso, destacando la actina de musculo liso alfa (a-SMA) y el inhibidor tisular de
metaloproteinasas 1 (TIMP-1). Adicionalmente, las fenestraciones se vuelven mds estrechas o cerradas y
se detiene el suministro de nutrientes a los hepatocitos. Las HSCs, ubicadas en el DS, son las células
mesenquimales residentes del higado, por lo tanto, son precursores a miofibroblastos y su
transdiferenciacion, con base a la respuesta inmunoldgica, es la principal fuente de fibrogénesis en el

drgano durante enfermedades crénicas (Figura 1). (Friedman, 2008; Higashi et al., 2017).
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Figura 1. Consecuencias de la transdiferenciacion de células estrelladas hepaticas. Imagen modificada de Tsuchida
y Friedman, 2017; Zhang y Zhang, 2020.



1.1.3 Respuesta inmunoldgica

La respuesta inmunolégica en el higado es mediada principalemente por las KC y las mismas HSCs
activadas, ambos tipos de células secretan citocinas y factores de crecimiento (Figura 2), como el factor
de crecimiento transformante (TGF)-B1, el Factor de Crecimiento Derivado de Plaquetas (PDGF), el Factor
de Necrosis Tumoral (TNF)-a y la Interleucina (IL)-6, los cuales activan vias de sefializacion que promueven
la transdiferenciacidn de las HSCs, la transcripcidn de genes profibréticos y perpettan el estado de fibrosis
(Friedman and Arthur, 1989; Kamimura and Tsukamoto, 1995; Matsuoka and Tsukamoto, 1990; Selzner et
al.,, 2003). En la respuesta inmunoldgica también se reclutan macréfagos derivados de monocitos, los
cuales pueden liberar tromboespondina 1 para promover la activacion de TGF-B1 (Ly6CHi) (Ramachandran
et al., 2012) o promover la inactivacion de las HSCs (Ly6CLo) (Taimr, 2003) dependiendo de su fenotipo.
Otro linaje celular involucrado en la respuesta inmunoldgica en el higado son los linfocitos T colaboradores
(Th), en particular las subpoblaciones Thl y Th2, que contribuyen a modular la respuesta inmune hepatica
(Cordero-Espinoza and Huch, 2018). Estas células se pueden aislar a partir de las células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs, por sus siglas en inglés), las cuales dan una respuesta selectiva al sistema
inmune ante la exposicién a agentes quimicos o dafio celular (Pourahmad y Salimi, 2015). Las PBMCs estan
compuestas principalmente por linfocitos (70-90%) como CD3+ T y en menor medida por linfocitos B y
células Natural Killer (NK). Ademas de linfocitos, incluye en menor medida monocitos (10-20%) y células
dendriticas (1-2%). Los linfocitos CD3+ se componen por linfocitos CD4+ y CD8+ (citotdxicos). Ya que la
mayoria de las PBMCs son virgenes, pueden responder a estimulos del ambiente inflamatorio para realizar
funciones efectoras. De esta manera, las células CD4+ se pueden activar y desarrollar a células
colaboradoras como Th1, Th2, Th17, entre otros tipos de células reguladoras. Es por esto que los linfocitos
Th son mediadores esenciales de la homeostasis inmune y la inflamacidn (Kleiveland, 2015). En el higado,
los linfocitos Th2 exacerban la fibrosis al secretar las citocinas IL-4 e IL-3, las cuales ocasionan que los
macrdéfagos produzcan TGF-B1 y que los miofibroblastos depositen mas ECM. Por otro lado, los linfocitos
Th1 previenen la formacién de tejido cicatricial al producir citocinas que contrarrestan la produccién de
TGF-B1 como el Interferdon (IFN)-y y la IL-12. En el estado de resolucidn tanto los macréfagos como las
células NK se encargan de deshacerse de las HSCs inactivadas (Figura 2) (Fichtner-Feigl et al., 2006; Marth

et al., 1997; Tiggelman et al., 1995).

Para poder tratar las HSCs transdiferenciadas es ideal el uso de un agente terapéutico con el tamafio
adecuado para atravesar por las reducidas fenestraciones de las LSECs y se pueda dirigir directamente a

las HSCs para inhibir su activacion.
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Figura 2. Respuesta inmunoloégica del higado y factores asociados en diferentes etapas. Imagen tomada de Cordero-
Espinoza y Huch, 2018.

1.1.4 Nanoparticulas de plata y puntos cuanticos de carbono

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) han sido utilizadas en aplicaciones como agentes antimicrobianos,
vehiculo para la entrega de farmacos y genes, asi como en biosensores. Las AgNPs pueden ser entregadas
a tejidos especificos y compartimentos subcelulares o células malignas en la circulacion. Esta capacidad de
ser entregadas se debe a que se puede modificar su carga de superficie y composicion del material, lo que
convierte a las AgNPs en un tratamiento terapéutico mas seguro contra las HSCs para remediar la fibrosis
hepatica. Se han evidenciado los efectos citotéxicos de las AgNPs en HSCs cuyos resultados muestran: (1)
una rapida internalizacion de AgNPs a HSCs y un efecto negativo en las HSCs en concentraciones bajas (20
pg/ml de AgNPs); (2) que AgNPs de 10 nm mostraron mayor induccion de apoptosis que de necrosis a
comparacién de tamafios mas grandes como 30y 50 nm; y (3) se alterd la secrecién de metaloproteinasas
de matriz 2 y 9 (MMP-2 y MMP-9), lo cual contribuye a atenuar el microambiente de activacion de HSCs
(Sun et al., 2013). Adicionalmente, es posible recubrir las AgNPs con alguin farmaco o agente terapéutico
gue contribuya a disminuir la inflamacidn, inhiba la produccién de otras citocinas profibroticas y promueva
un ambiente apto para la regeneracion de hepatocitos. De acuerdo a reportes, un candidato prometedor
es el ALA (EI-Maadawy et al., 2020). Por otro lado, los puntos cuanticos de carbono (CD), los cuales son

nanomateriales de carbon de alrededor de 10 nm, son un reciente candidato en el campo de la
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nanomedicina, ya que tiene cualidades como biocompatibilidad, solubilidad en agua, pequefio tamario,
baja toxicidad y capaces de ser conjugados (Devi et al., 2019). Algunas de sus aplicaciones biomédicas son
en biosensado, bioimagen, entrega de farmacos, entrega de genes, tratamiento para la inflamacién y hasta
en la terapia fotodindmica para tratar cancer (Azam et al., 2021). Su uso en HSCs se ha demostrado en un
estudio que bioconjugd acido hialurénico con los CDs para la entrega dirigida a las HSCs en un modelo
murino con cirrosis, demostrando potencial para la entrega digirida de farmacos para enfermedades

hepaticas como la NASH (Kim et al., 2010).

1.1.5 Acido alfa lipoico y lactoferrina

El 4cido alfa lipdico (ALA, acido 1,2-ditiolano-3-pentandico) es un compuesto ditiol natural que se sintetiza
enzimdticamente a partir del acido octandico en la mitocondria. El ALA puede servir como un potente
antioxidante mediante mecanismos como la neutralizacién de radicales libres, quelacién de metales
idnicos y regeneracién de antioxidantes enddgenos y exdgenos. Dichas funciones del ALA son cruciales
para la inactivacién de HSCs ya que el estrés oxidativo causa la muerte de los hepatocitos y activa a las
HSCs mediante la sobreproduccién de ROS, segundos mensajeros para TGF-B1 y PDFG, los cuales son dos
grandes factores fibroticos en el higado. Por lo tanto, si se reduce la expresion de ROS es posible inhibir
estas vias de sefializacion mediante ALA (Foo et al., 2011). Se ha evidenciado en un modelo de rata con
fibrosis de estadio 2 que el ALA redujo significativamente la produccién de PDGF, TGF-B1 y TIMP-1 en un
49%, 59% y 48%, respectivamente, a comparacién de los niveles expresados en ratas con dafo inducido
por tioacetamina (TAA) (EI-Maadawy et al., 2020). También se evidencié un declive en la activacién de
HSCs al reportar un 83% de reduccion en los niveles de a-SMA, un marcador comin de la
transdiferenciacién de HSCs, debido a la inhibicidn de la autofagia en estas células. Al impedir el suministro
de energia otorgado por la autofagia, las HSCs se volvieron susceptibles a la apoptosis, de manera que
contribuye a la regresién de manera que contribuye a la regresion de la fibrosis hepatica (El-Maadawy et

al., 2020).

Por otro lado, la lactoferrina (LF) es una glicoproteina que se une al hierro que pertenece a la familia de
las transferrinas. Es secretada por células glandulares pero también es encontrada en neutrdfilos en la
sangre periférica asi como en tejidos inflamados ya que juega un papel importante en la respuesta inmune.
Esto se ha evidenciado en un modelo de ratas Wistar en donde la LF ha demostrado tener efectos anti-
inflamatorios, anti-oxidantes y hepatoprotectores (Farid et al., 2021). Mientras que otros estudios

demuestran que los tratamientos con LF logran inhibir o al menos disminuir la transdiferenciacién de las
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HSCs, entre ellos se utiliza un modelo de estudio con ratas a las cuales se les indujo la enfermedad de
NASH y se trataron con LF con la que lograron reducir los niveles de expresidn de genes profibréticos y la
secrecién de citocinas inflamatorias (Aoyama et al., 2022; H. A. Chen et al., 2016; Tung et al., 2014). Estos
resultados deben contrastarse con el trasplante de higado, el cual es el tratamiento terapéutico mas
efectivo en etapas terminales como cirrosis y carcinoma hepatocelular (HCC). Sin embargo, como se

documenta a continuacion, tiene sus limitaciones para cubrir la alta demanda de 6rganos.

1.1.6 Trasplante de higado

Hasta la fecha, el trasplante hepatico es el tratamiento mas eficiente para las etapas avanzadas de
enfermedades hepadticas con fibrosis, ya que tiene una alta incidencia de éxito con una tasa de
supervivencia entre el 85% y el 75%, a cinco afios tras el trasplante (UNOS, 2015). Sin embargo, el nimero
de donadores es muy bajo con respecto a la cantidad de personas que mueren cada afio en espera por un
trasplante de higado. En México, durante 2019, hubo 317 receptores en espera de un higado, mientras
gue en ese mismo afio se registraron 40,578 defunciones por enfermedades de higado (CENATRA, 2020;
INEGI, 2020). Existen otros problemas relacionados al trasplante de higado como altos costos del
procedimiento, tratamiento post-operatorio con medicamentos de inmunosupresién, riesgo de rechazo
del implante y el posible paso de infecciones (Agarwal et al., 2019). Por dichas razones, se buscan
tratamientos alternativos para controlar el progreso de enfermedades crénicas como la NASH y habilitar
la regeneracion de tejido hepatico funcional, ya que la mayoria de los tratamientos alternativos para la
NASH vy la fibrosis hepatica se enfocan en disminuir los sintomas de la inflamacidn pero no en acabar con

la causa de raiz, las HSCs transdiferenciadas.

1.1.7 AgNPs-ALA y CD-LF como tratamiento terapéutico contra la NASH

Debido a las estadisticas para el trasplante de higado y la falta de tratamientos terapéuticos enfocados en
acabar con la perpetuacion de la fibrosis y habilitar la regeneracién del higado (Figura 3), las AgNPs
conjugadas con ALA (AgNPs-ALA) y los puntos cuanticos de carbono conjugados con lactoferrina (CD-LF)
jugarian un papel importante para desactivar a las HSCs. Los efectos de la combinacidn AgNPs-ALA han
reportado resultados con posibles aplicaciones en la radioterapia de cdncer y como potenciador de la
actividad anti-tumoral por radiacion gamma debido a sus propiedades anti-inflamatorias y la

neutralizacién de radicales libres de oxigeno (Ramachandran y Nair, 2011), por lo tanto, su uso en el
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tratamiento de enfermedades hepdticas representa una oportunidad de investigacién. Mientras que el
uso combinado de CD-LF no se ha reportado hasta la fecha. Sin embargo, con reportes previos de la
capacidad de conjugar los puntos cuanticos de carbono con agentes dirigidos a células hepaticas (Kim et
al., 2010) y cargadas con farmacos para el tratamiento de cancer (Wang et al., 2020), muestran potencial

para el tratamiento de enfermedades hepdticas crénicas como la NASH.
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Figura 3. Factores determinantes en el progreso de la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH). Imagen creada con
Biorender.

1.2 Justificacion

Las defunciones por enfermedades crénicas de higado y complicaciones por cirrosis sumaron, en 2015,
una cifra de un millén a nivel mundial. Las enfermedades crénicas del higado contribuyen al desarrollo de
fibrosis hepatica, para lo cual el tratamiento mas eficiente es el trasplante de higado. Sin embargo, la
cantidad de donadores es muy baja en comparacién con el nimero de personas enfermas candidatos a
recibir un transplante. En México, en el 2019, hubo 317 receptores en espera de un trasplante de higado,
mientras que se registraron mas de 40,578 defunciones por enfermedades hepaticas. Por lo cual, es
necesario el desarrollo de nuevos tratamientos. Alternativas experimentales emergentes tienen como
objetivo inhibir la transdiferenciacién de las HSCs, los principales causantes de la fibrogénesis en el higado.
Por lo tanto, se propone inhibir la activacion de las HSCs al intervenir en sus vias de sefializacidn
profibrdticas mediante un agente terapéutico que reduzca las ROS, los segundos mensajeros en la via de
sefializacion de PDGF, TGF-B1 y TIMP-1. Hasta la fecha, en el mercado no existen tratamientos enfocados

en tratar enfermedades crénicas del higado como la NASH o reducir la fibrosis. Las opciones disponibles
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no tratan de raiz la causa de las multiples enfermedades hépaticas, es decir, la transdiferenciacién de las

HSCs.

El propésito del proyecto es evaluar la capacidad de las NPs para modular la expresién de genes
profibréticos y la liberacién de citocinas pro-inflamatorias y anti-inflamatorias, lo cual ayudaria a
restablecer el estado de resolucidn en el higado. Para esto, se evaluaron los efectos de las nanoparticulas
(NPs) AgNPs-ALA, CD y CD-LF en células estrelladas hepaticas humanas de donadores con esteatohepatitis

no alcohdlica (HHSC-N).

1.3 Hipotesis

Las nanoparticulas conjugadas con agentes antioxidantes modulan tanto la fibrosis, mediante alteraciones

en la expresion de genes profibroticos en células hepaticas estrelladas humanas de donadores con NASH,

como la produccidn de citocinas relacionadas con la fisiologia de linfocitos T.

1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar el efecto, in vitro, de nanoparticulas recubiertas con agentes antioxidantes en células

hepaticas estrelladas humanas de un donador con NASH (HHSC-N), co-cultivadas con leucocitos.

1.4.2 Objetivos especificos

e Determinar el efecto de las nanoparticulas en la actividad de TGF-.

e Determinar el efecto de HHSC-N tratadas con nanoparticulas y co-cultivadas con PBMCs en la

secrecion de citocinas relacionadas a linfocitos T.

e Determinar los niveles de expresidn de los genes profibréticos ACTA2, COL1A1, PDGFRB, TGFB1 y

TIMP1 en HHSC-N, con y sin co-cultivo con PBMCs, tratadas con nanoparticulas.
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2.1 Materiales

Las nanoparticulas y concentraciones que evaluamos en este proyecto se encuentran en la Tabla 1.

Tabla 1. Nanoparticulas y concentraciones evaluadas

| T i i
Nombre S0 vente' fje L) Referencia Abreviatura O aciches
suspension (ng/mL)
Agua (H20) 60
(considerando Sigma-Aldrich, 6.25
Nanoparticulas de 'el . M?jL?riLl:EIfJ’A ﬁi
plata recubiertas con recubrimiento) nL'Jmelro del AgNPs-ALA 25
acido alfa lipoico
producto: 37.5
807370 175
Puntos cuanticos de Solucidén 1.11 D 5
carbono amortiguadora 50
Punt \nticos d de fosfatos 11.7 (Guzman-Uribe 100
untos cuanticos de (PBS) etal., 2022) 200
carbono conjugados CD-LF 400
con lactoferrina 500
, 100% etanol 15 15.6
Nanoparticulas de 39
disulfuro de Sintetizadas 78
molibdeno por la Dra. MoS: a-ALA 156
recubiertas con Mariela Flores 390
acido alfa lipoico (A) Castafieda 780
Dep. Optica,
) 80% etanol 24 ep. Lptica 1.8
Nanoparticulas de 20% glicerol CICESE 45
disulfuro de °8 (Moniri and 9
molibdeno Hantehzadeh, MoS: b-ALA 18
recubiertas con 2021) 45
acido alfa lipoico (B) 90

Ambas soluciones de nanoparticulas de disulfuro de molibdeno con acido alfa lipoico (MoS,-ALA) fueron

donadas por el grupo de trabajo del Dr. Santiago Camacho Lépez del Departamento de Optica del CICESE.

La sintesis de las MoS,-ALA se realizé el dia 13 de Julio del 2021. Al momento de recibirlas, faltaba su

caracterizacién para conocer su concentracién. Por esta razén, en los ensayos utilizamos una muestra

directa de la solucién madre sin diluir y subsecuentemente en factores de dilucion (FD) 2, 5, 10, 20 y 50

del grupo de nanoparticulas MoS;-ALA. Dichas nanoparticulas se diluyen con su respectivo solvente.
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Sin embargo, después de la fase experimental recibimos los calculos de concentraciones por parte de la
Dra. Mariela Flores Castafieda, quien sintetizd las MoS;-ALA. Cabe destacar que las MoS; a-ALA estdn
suspendidas en etanol, por lo que necesitan de un emulsificante para suspenderlas en un medio de cultivo
celular acuoso. El Kolliphor-EL se utiliza para solubilizar sustancias insolubles en agua y se ha utilizado
como vehiculo para la entrega de farmacos en células. Con base en experimentos previos (Zertuche-Arias
et al., 2021) se eligio la tasa de Kolliphor: 0.125:1, la cual se reportd ser menos citotdxica en sus

experimentos, para los ensayos de viabilidad celular.

Los puntos cuanticos de carbono (CD) o recubiertos con Lactoferrina (CD-LF) en soluciéon amortiguadora
de fosfato (PBS) fueron donados por el M. en C. Carlos Guzman del Centro de Nanociencia y
Nanotecnologia (CNyN) de la Universidad Nacional Autonoma de México (UNAM) y la funcionalizacién con
lactoferrina fue llevada a cabo por el ing. Marco Antonio Uridstegui Campos en el CNyN (Guzman-Uribe et

al., 2022).

Las nanoparticulas de plata y disulfuro de molibdeno tienden a precipitarse y aglomerarse, por lo que se
sometieron a sonicacidon por 30 minutos antes de tomar una muestra, con el propdsito de garantizar la
homogeneidad. De igual manera, las soluciones con puntos cudnticos de carbono se agitaron con vortex
por 10 segundos previo a cualquier ensayo. Cada una de las diluciones se prepard en el respectivo solvente

o medio de cultivo, segln corresponda el experimento.

2.2 Ensayos colorimétricos para la seleccion de nanoparticulas vy

concentraciones con mayor potencial de actividad hepatoprotectora

2.2.1 Evaluacién de la capacidad antioxidante de nanoparticulas

2.2.1.1 ABTS

Se hizo reaccionar la soluciéon base 2,2'-azino—bis—(acido 3—etillbenzotiazolin—6—sulfénico) (ABTS) (Roche,
Basilea, Suiza. Producto: 11684302001) con persulfato de potasio (KPS) 0.87mM a una relacién 1:1
(ABTS:KPS) (Re et al., 1999). Se dejé reposar la solucion con el radical ABTS®™ a temperatura ambiente en

oscuridad por 18 h antes de ser utilizada. Se leyd la absorbancia del ABTS®* en placas de 96 pozos con
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ayuda del espectrofotdmetro de placas EPOCH (BioTek, Winooski, Vermont, Estados Unidos) a una
longitud de onda de 734 nm y se ajustd la solucidn ABTS"* concentrada a una lectura de absorbancia de
0.7, un punto de partida que nos permite obtener lecturas confiables a 734 nm, con el respectivo solvente
de cada nanoparticula. El ensayo se realizd en una placa de 96 pozos en triplicados. A cada uno de los
pozos vacios se le agregaron 50 puL de muestra con nanoparticulas con 150 plL de la solucién ABTS**
ajustada. El control consta de 50 pL de solvente y 150 pL de solucién ABTS"* ajustada. Se afiadieron blancos
qgue constaban de 50 pL de muestray 150 plL de solvente para evitar el posible efecto del color introducido
por las nanoparticulas. Una vez preparados los pozos, se incubd la placa por 6 min en oscuridad a
temperatura ambiente. Finalmente se midié la densidad dptica (D.O.) a una longitud de onda de 734 nm

en el espectrofotometro de placas EPOCH. Se obtuvo el porcentaje de inhibicidn con la siguiente ecuacién

(2):

D. 0-control_ (D- O-muestra_ D. O-blanco)

Inhibicién (%) = x 100% (1)

D. 0-control

donde: D.O.control, D.O.muestra, ¥ D.O.blanco SON las lecturas del control, muestra y blanco, respectivamente, a
los 6 min a la logitud de onda especificada. La diferencia entre D.O.muestra Y D.O.blanco Proporcionan la lectura
de la respectiva muestra de nanoparticulas a la cual se le ha removido el valor de la coloracién introducido
por las nanoparticulas. De manera que el valor obtenido es restado del valor de D.O.controi para obtener

una lectura final para convertir en porcentaje de inhibicidn.

2.2.1.2 DPPH

Se preparé una solucidn 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*) 60 mM con etanol absoluto (Huang et al.,
2005). El ensayo se realizé en una placa de 96 pozos en triplicados. Para cada uno de los pozos se agregaron
50 pL de muestra con 150 pL de la solucién DPPH®. El control consta de 50 puL de solvente y 150 plL de
solucion DPPH®. Se afadieron blancos que constaban de 50 uL de muestray 150 pL de solvente para evitar
el posible ruido introducido por la coloracidn de las nanoparticulas. Una vez preparados los pozos, se
incubd la placa por 30 min en oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente se midié la densidad dptica
a una longitud de onda de 517 nm en el espectrofotdmetro de placas EPOCH. Nuevamente se utilizé la Ec.

(1) para calcular el porcentaje de inhibicion.
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2.2.2 Capacidad de remocién de 6xido nitrico (NO*)

Se depositaron 33.6 pL de las muestras junto con 66.4 nitroprusiato de sodio (SNP) en una placa de 96
pozos. El control consta de 33.6 plL del respectivo solvente de las muestras. Los blancos constan de 33.6
uL de la muestray 66.4 uL de H,O. Después se incuba la placa en luz por 60 min para permitir la liberacién
de NO® en la muestra. Se posiciond la placa lo mas cercano a una fuente de luz y se roté 90° cada 15 min
para segurarse que la luz incidiera en todos los pozos, debido a que la fuente de luz no era directa. Una
vez terminado el tiempo de incubacién en luz, se afiadieron 100 pL del reactivo de Griess 1X y se incubd
por 15 min en la oscuridad a una temperatura de 22 °C. Se leyd la absorbancia a 540 nm después de 15
min en el espectrofotdmetro de placas EPOCH. El porcentaje de remocidon de éxido nitrico se determiné

utilizando la ec. (2).

D. 0-control_ (D- O-muestra_ D. O-blanco) % 100% (2)
0

Remocién de NO* (%) =
D. 0-control

donde: D.O.control, D.O.muestra, ¥ D.O.blanco SON las lecturas del control, muestra y blanco, respectivamente, a
los 6 min a la logitud de onda especificada. La diferencia entre D.O.muestra Y D.O.blanco Proporcionan la lectura
de la respectiva muestra de nanoparticulas a la cual se le ha removido el valor de la coloracién introducido
por las nanoparticulas. De manera que el valor obtenido es restado del valor de D.O.control para obtener

una lectura final para convertir en porcentaje de inhibicién.

2.2.3 Pruebas de viabilidad celular de MNPs-ALA, CD y CD-LF en fibroblastos de ratén
1929

Se realizé el ensayo de viabilidad celular in vitro mediante el reactivo bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol, mejor conocido como MTT, con la linea celular L929 (ATCC, Manassas, Virginia,
USA), la cual corresponde a fibroblastos de raton. El ensayo MTT es utilizado para medir la actividad
metabdlica como un indicador de viabilidad, proliferacidon y citotoxicidad. El ensayo colorimétrico esta
basado en la reducciéon de la sal amarilla MTT a cristales purpuras de formazan por medio de las enzimas
oxidorreductasas mitocondriales succinato deshidrogenasa (NAD(P)H) en células metabdlicamente
activas. Los cristales de formazan son insolubles en agua, por lo que requieren de una solucidn

solubilizadora para obtener una solucién de color purpura, que es cuantificada al medir la absorbancia



15
entre 500 a 600 nm utilizando un lector de placas multi-pozos. La cantidad de células es proporcional a la
cantidad de formazan producido. Entre mas oscura sea la solucién, mayor el nimero de células viables y
metabdlicamente activas (Denizot and Lang, 1986; Mosmann, 1983). Ya que reportamos los resultados en
porcentajes, necesitamos establecer un ndmero como el umbral para considerar a un compuesto
citotéxico. De acuerdo a lo establecido por la Organizacidn Internacional de Normalizacién (ISO) en la ISO-
10993-5 “Evaluacién bioldgica de dispositivos médicos. Parte 5: Ensayos de citotoxicidad in vitro” (I1SO,

2009) se consideran porcentajes <70% como citotdxicos.

Se sembraron 7,500 células por pozo en placas de 96 pozos en un volumen de 100 pL de medio completo
conformado por Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(FBS) y 1% de penicilina/estreptomicina (Pen-Strep) y se dejaron adherir en la incubadora por 24 h a 37
°C, 5% CO,. Una vez transcurrido este tiempo se removidé el medio y se agregd la muestra a evaluar. Se
afiadieron 100 uL de la concentracidn de muestra de nanoparticulas correspondiente a evaluar diluida en
medio completo. Se incubd por 24 h a 37 °C, 5% CO, para que el tratamiento hiciera su efecto. Después se
afiadieron 10 pL de solucién MTT a una concentracidn de 5mg/mL. Se incubd a 37 °C, 5% CO, por tres horas
para formar los cristales de formazan en presencia de células metabdlicamente activas. Finalmente se
afiadieron 100 pL de acido clorhidrico (HCI) 0.01M con dodecilsulfato sédico (SDS) al 10% como solucidn
solubilizadora y se incubd entre 18 a 24 h para posteriormente leer la densidad dptica a 570 nm en el

espectrofotdmetro de placas EPOCH.

El porcentaje de viabilidad celular se calculéd mediante la siguiente ecuacion (3):

D.o0. -D.O0.
Viabilidad (%) = ’"”;“g‘ blanco w 100% (3)
» Ycontrol

donde: D.O.muyestra, ¥ D.O.blanco SON los valores de la muestra y blanco, respectivamente, a las 24 h. D.O.control
corresponde al control que no se le aplicaron tratamientos. La diferencia entre D.O.muestra Y D.O.blanco
proporcionan la lectura de la respectiva muestra de nanoparticulas a la cual se le ha removido el valor de

la coloracidn de las nanoparticulas.
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2.2.4 Ensayo indicador de SEAP en HEK-Blue TGF-

Se utilizo la linea celular HEK-Blue TGF-B (InvivoGen, San Diego, California, USA) para evaluar in vitro la
activacion en la via de sefializacion de TGF-B mediante la secrecién de SEAP (Figura 4). Las células se
mantuvieron en medio completo, conformado por DMEM suplementado con 10% FBS, 1% Pen-Strep y 100
pug/mL de Normocina por los primeros dos pases. Después de dos pases se afiadieron 30 pg/ml de
Blasticidina, 200 pg/ml de Higromicina B Gold y 100 pg/ml de Zeocina™ como antibidticos de seleccion al

medio completo.

Para el ensayo indicador de SEAP se siguieron las indicaciones del proveedor con algunas modificaciones.
Se sembraron 45,000 células en 160 pL de medio DMEM completo sin antibiéticos de seleccidn a una placa
de 96 pozos, seguido de 20 pL de TGF-B a 10 ng/mL para estimular a las células y 20 pL del tratamiento a
diferentes concentraciones. Se utilizaron dos controles de actividad celular: un control de células tratadas
con TGF-B a 10 ng/mL y otro con células sembradas solo con DMEM, omitiendo el TGF-B. También se
afiadieron blancos que contenian medio y las correspondientes muestras de nanoparticulas, sin presencia
de células. La placa se incubé por 18 h a 37 °C, CO, 5%. Posteriormente se transfirieron 20 pL del
sobrenadante de cada pozo a una nueva placa con 180 pL de solucién QUANTI-Blue por pozo y se incubd
por 1 hora a 37 °C, 5% CO, antes de leer la densidad dptica a 655 nm en el espectrofotémetro de placas

EPOCH.

La actividad relacionada a TGF-B se estimd utilizando la siguiente ecuacién (4):

D. O-TGF—B = D.0.muestra— D- 0 -pranco (4)

donde D.O.tgrp corresponde a la lectura de la muestra (D.O.muestra) menos la lectura del color que pudieran
aportar las nanoparticulas (D.O.pianco). Dichos valores se compararon con respecto a la lectura del control.
A la par con estos experimentos, se llevaron a cabo ensayos de viabilidad celular mediante MTT con la
misma cantidad de células, volumenes y reactivos para evaluar la citotoxicidad de las muestras en células
HEK-Blue TGF-B y comprobar que los cambios en las lecturas de absorbancia no se deben a una reduccién

en la cantidad total de células.
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Figura 4. Via de sefializacion de TGF-B en células HEK-Blue TGF-f. La estimulacion con TGF-B lleva a la formacion del
complejo Smad3/4 que culmina en la secrecion de la fosfatasa alcalina embrionaria (SEAP). Imagen tomada de
manual de usuario de HEK-Blue™ TGF-B Cells, Version 19104-MM, Invivogen.

2.3 Cultivo de células estrelladas hepaticas humanas de donadores

esteatohepatitis no alcohdlica (HHSC-N)

Se obtuvieron HHSC de un donador masculino de 41 afos de edad con NASH (HHSC-N) (iXCells
Biotechnologies, San Diego, USA). El criovial se encontraba en pase 3 al momento de realizar la compra. El
cultivo primario se mantuvo de acuerdo con las especificaciones del proveedor. Se utilizé medio basal de
cultivo para células estrelladas hepaticas suplementado con 10% de FBS, 1% de Pen-Strep y 1 mL de
suplemento de crecimiento para HHSC propietario de iXCells Biotechnologies. Las células se utilizaron en
los pases 4-6 para todos los experimentos, sin exceder el limite de pases denotados en la hoja de datos
del proveedor, en donde se menciona que se pueden trabajar hasta 3 pases mas con resultados confiables.
Posteriormente las células fueron adaptadas a crecer en Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM),
con el propésito de co-cultivarlas junto con células mononucleares de sangre periférica (PMBCs) utilizando

el mismo medio.
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2.4 Pruebas de viabilidad celular de MNPs-ALA, CD y CD-LF en HHSC-N y HepG2

Se realizd el ensayo MTT con el cultivo primario de HHSC-N y con la linea celular de hepatocitos HepG2, la
cual fue donada por el Dr. Pierrick Fournier en el Departamento de Innovaciéon Biomédica del CICESE. En
dos placas de 96 pozos se sembraron 4,000 células HHSC-N por pozo y 15,000 células HepG2 por pozo en
en un volumen de 100 pL de IMDM completo y Eagle’s Minimum Essential Medium (MEM) completo y
suplementado con 2mM de L-glutamina, respectivamente, y se dejaron adherir en la incubadora por 24
horas a 37 °C, 5% de CO,. Una vez transcurrido este tiempo se removié el medio y se afiadieron 100 uL de
medio fresco con la concentracion de muestra de nanoparticulas correspondiente a evaluar. Se incubaron
las células con el tratamiento por 24, 48 o 72 horas, en tres placas diferentes, a 37 °C, 5% de CO; para que
el tratamiento hiciera su efecto. Para las células HepG2 solo se realizé un ensayo a 24 h. Una vez
transcurrido el tiempo correspondiente de cada placa, se afadieron 10 pL de solucién MTT a una
concentracidon de 5mg/mL. Se incubaron a 37 °C, 5% de CO; por tres horas para formar los cristales de
formazan en presencia de células metabdlicamente activas. Finalmente se afiadieron 100 pL de HCI 0.01M
con SDS al 10% como solucién solubilizadora y se incubé por 18 h para posteriormente leer la absorbancia
a 570 nm en el espectrofotémetro de placas EPOCH. La absorbancia relacionada a la viabilidad celular se

calculé nuevamente mediante la ecuacidn (3).

2.5 Muestras de sangre periférica

Las muestras de sangre periférica fueron donadas por el banco de sangre del Hospital General de
Ensenada, Baja California, quienes recolectaron las muestras de donadores mediante el método de
venopuncion segun la declaracion de Helsinki y las leyes mexicanas, bajo consentimiento informado, con
los siguientes criterios de inclusion: individuos de sexo masculino sanos de entre 18-40 afios de edad.
Proceso especificado en la Norma Oficial Mexicana (NOM)-253-SSA1-2012 para la disposicidon de sangre

humana y sus componentes con fines terapéuticos.

2.6 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron aisladas utilizando un gradiente de

densidad con Lymphopure™ de acuerdo con las instrucciones del proveedor (BioLegend, San Diego,
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California, EUA). Después de aislar las PBMCs se mantuvieron en medio IMDM completo. La sangre
periférica correspondia a donadores masculinos de 26 y 29 afios de edad. Las muestras de sangre

recolectadas para este experimento estan concentradas, por lo que se utilizé una dilucion 1:4 (sangre:PBS).

2.7 Co-cultivo de HHSC-N y PBMCs para posteriores tratamientos con

nanoparticulas

Para este ensayo se utilizaron ambos cultivos primarios de HHSC-N y PBMCs. Los grupos para evaluar se
dividieron en tres partes: la primera parte son los niveles de referencia de expresidn génica, en donde se
obtuvieron los resultados sin tratamientos de NPs tanto en los co-cultivos como en grupos individuales de
células, asi como en presencia o ausencia de los activadores para PBMCs. El segundo consta de los niveles
de expresién de genes en la monocapa de HHSC-N tratadas con las NPs por 24 h. La ultima parte consta

de los co-cultivos de HHSC-N y PBMCs tratadas con las NPs por 24 h y por 72 h.

Se sembraron 300,000 HHSC-N en placas de 6 pozos en un volumen de 2 mL. Se dejaron incubar por 24 h

para permitir adhesién celular.

Al dia siguiente se aislaron las PBMCs de sangre periféricas. Se cuentan las PBMCs y se siembran 3,600,000
células junto con las 300,000 HHSC-N en las placas de 6 pozos correspondientes, de manera que queden
a una proporcion de cultivo de 12 PBMCs : 1 HHSC-N. Dicha proporciéon fue modificada con base en la

literatura (Beringer and Miossec, 2019; Michalski et al., 2007).

Las PBMCs estan compuestas principalmente por linfocitos y monocitos, los cuales son capaces de secretar
citocinas al medio de cultivo en el cual se encuentran, pero tienen que entrar en contacto con un
estimulador. Por lo tanto, se utilizd la combinacién de 25 ng/mL de 4-alfa-forbol 12-miristato 13-acetato
(PMA) y 1 pg/mL de ionomicina para estimular las PBMCs (Ai et al., 2013). Junto con las PBMCs vy la

estimulacion, también se agregaron los tratamientos con nanoparticulas.

Se incubaron respectivamente por 24 h y 72 h para cada grupo antes de iniciar con la extraccion de
muestras. La extraccion consistié en recolectar 1 mL de sobrenadante de cada pozo con células, el cual se
analizo por medio de citometria de flujo. Después de esto se tripsinizaron y colectaron las células de cada

pozo. Se realizaron lavados con PBS y centrifugaciones para obtener el precipitado celular, el cual se llevd
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a -80°C para su almacenamiento y posterior extraccién de ARN. La relacidon de muestras con su respectivo

experimento y tratamiento se muestra el Anexo A.

2.8 Extraccion de ARN y sintesis de ADNc

Se utilizo el kit ISOLATE Il RNA Mini Kit (Meridian Biosciencies, Cincinnati, Ohio, EUA) para la extraccion de
ARN y se siguieron las instrucciones del proveedor. Las muestras bioldgicas son lisadas y homogeneizadas
en la presencia de tiocianato de guanidina, una sal caotrépica que inmediatamente desactiva las ARNasas
enddgenas para asegurar la purificacidon del ARN intacto. Después de la homogeneizacién se afiadio etanol
a la muestra. Las muestras después se procesaron a través de una columna que contiene una membrana
de silice a la cual el ARN se une. La contaminacién de ADN gendmico es removida por una digestion
mediante la adicion de ADNasa | durante la preparacién en la columna. Cualquier otra impureza tales como
sales, metabolitos, y componentes celulares son removidos mediante pasos de lavado simples con dos
diferentes soluciones amortiguadoras. Finalmente, el ARN total purificado de alta calidad obtenido es
eluido en agua libre de nucleasas. Dicho ARN de cada muestra fue analizado por medio del
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachussets, EUA) para evaluar
la calidad y cantidad de la extraccion de ARN. Una vez obtenidos dichos resultados se sintetizd ADNc por
medio del kit SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Waltham, Massachusetts, Estados
Unidos) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. Para cada tubo se afiaden los siguientes

componentes encontrados en la Tabla 2.

Tabla 2. Volumenes por tubo para sintetizar una muestra de ADNc con el kit de sintesis ADNc SuperScript VILO™

Componente Cantidad

Mezcla de reaccién VILO™ 5X aul
Contiene cebadores aleatorios, dNTPs y MgCl> "
Mezcla de enzimas SuperScript™ 10X
Contiene retrotranscriptasa, inhibidores de ribonucleasas 2 uL
recombinantes y una proteina colaboradora
OligoDT
Cebador que se hibrida con la cola poli(A) de ARNm para Lul

vl

garantizar la sintesis de ARNm maduros a cDNA. Se agregan 0.5
ug/uL

(Entre 7-15 uL, dependiendo de la cantidad de

ARNm (correspondiente a 1 ug) ARNmM extraido por tubo)

Agua tratada DEPC Lo necesario para llegar a un Vs de 20 pL
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Después se mezclaron los contenidos de los tubos y se introducen al termociclador de punto final (BioRad,
Hercules, California, EUA). Primero se incubaron a 25 °C por 10 minutos, después se incubaron los tubos a

42°C por 60 minutos. Como parte final se termind la reaccién a 85 °C por 5 minutos.

Se analizaron los ADNCc sintetizados nuevamente mediante el espectrofotdmetro NanoDrop 2000 para
evaluar su calidad y cantidad. Como paso necesario en la estandarizacion de las reacciones en gPCR, se
ajustaron las concentraciones de los ADNc a 100 ng/mL.

2.9 Reacciones de PCR en Tiempo Real (qPCR) de muestras tratadas

Para las reacciones de qPCR se analizaron los siguientes genes profibréticos encontrados en la Tabla 3.

Tabla 3. Genes profibréticos evaluados en HHSC-N

Gen Asociacion con fibrogénesis Referencia
ACTAZ Expresa actina de musculo liso alfa (a-SMA), marcador con expresion
elevada en las HSC cuando son transdiferenciadas a células tipo (Higashi et al., 2017)
miofibroblastos (activadas).
Proteina de matriz extracelular (ECM) expresada para reparar dafio
COL1A1

hepdtico durante enfermedades agudas, o crénicas como NASH. (Higashi et al., 2017)
Expresion excesiva y acumulacion llevan a fibrosis.

Receptor beta de factor de crecimiento derivado de plaquetas. PDGF .
PDGFRB o . N . (Cordero-Espinoza y
es una citocina encontrada en pacientes con dafio hepatico que

., Huch, 2018)
favorece la expresion del gen TGFB1.
TGFB1 Citocina principalmente involucrada en la respuesta inmunoldgica (Dewidar et al., 2019;
para perpetuar el estado de inflamacion, ya que promueve la Tsuchida and
expresion de coladgeno y la activacion de las HSCs. Friedman, 2017)
Es un inhibidor tisular de metaloproteinasas, el cual esta expresado
TIMP1 durante enfermedades crénicas o en un estado de fibrosis. Su funcién . .
L. o ., ; (Higashi et al., 2017)
principal es inhibir la degradacion de proteinas de ECM por parte de
metaloproteinasas.
Gen asociado al metabolismo de las purinas. Funciona como el gen de
HPRT1 referencia, ya que el nimero de ciclo en el cual es expresado en (zarybnicky et al.,

HHSCs no varia o varia levemente con respecto a una patologia o 2019)
tratamiento

Los oligonucledtidos sentido (F) y antisentido (R) fueron tomados de la literatura (ACTA2, COL1A1,
PDGFRB, TIMP1, HPRT1) o disefiados (TGFB1). Las secuencias se encuentran en la Tabla 4.
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Gen Num. Acceso / Gene ID Secuencias Referencia
F: CTGTTCCAGCCATCCTTCAT
ACTA2 NM_001100.4 (Ploeger et al., 2013)
R: TCATGATGCTGTTGTAGGTGGT
F: GCCTCAAGGTATTGCTGGAC
COL1A1 NM_000088.4 (Ploeger et al., 2013)
R: ACCTTGTTTGCCAGGTTCAC
F: GCCCTTATGTCGGAGCTGAAGA
PDGFRB Gene ID: 5159 (D. Zheng et al., 2020)
R: GTTGCGGTGCAGGTAGTCCA
F: CACTCCCTCTCTCTCCCTCT Disefados para
TGFB1 NM_000660.7 .
- R: AGTGCCCAAGGTGCTCAATA experimento
F: TGTTGTTGCTGTGGCTGATAGC
TIMP1 Gene ID: 7076 (D. Zheng et al., 2020)
R: TCTGGTGTCCCCACGAACTT
F: TGGTCAGGCAGTATAATCCAAAGA (Zarybnicky et al.,
HPRT1 NM_000194.2
R: TTCAAATCCAACAAAGTCTGGCT 2019)

Para las reacciones de gPCR se utilizé el intercalante de ADN SYBR Green del kit GoTag qPCR Master Mix

SYBR Green (Promega, Madison, Wisconsin, Estados Unidos), como reportero fluorescente en la reaccion

de gPCR. Previo a la amplificacion mediante la qPCR de las muestras se realizaron las curvas estandar de

cada uno de los genes con los pares de oligonucledtidos encontrados en la Tabla 4 con el propédsito de

obtener las eficiencias de amplificacién y graficar los resultados mediante un método AACt mejorado que

incorpora las eficiencias (Alvarez-Lee et al., 2020).

Se ajusto el ADNc de todas las 40 muestras a evaluar por gPCR a 100 ng/mL para normalizar las reacciones.

El volumen final de reaccidon fue de 12.5 pL. La mezcla de reaccidn, y cada triplicadose encuentran

reportados en la Tabla 5.

Tabla 5. Componentes para reaccion qPCR de muestras con HHSC-N

Volumen por Volumen por
Componente .. L
reaccion triplicado
Master Mix SYBR Green 7.25 puL 21.75 pL
Agua libre de nucleasas 3.95 uL 11.85 ulL
Mezcla equitativa de oligonucleétidos sentido y
. . R 0.3 pL 0.9 uL
antisentido (concentracion final de 0.4 uM)
ADNCc (concentracion final de 0.1 ng/uL. Controles
H “ 4 1 uL 3 “L
negativos “NTC” no llevan ADNc)
Volumen final 12.5 uL 37.5uL
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Se realizaron reacciones por triplicado en placas de reaccidn éptica MicroAmp™ de 96 pozos con la pelicula
adhesiva éptica MicroAmp™ y se corren placas en el Sistema de PCR en Tiempo Real 7500 (Applied
Biosystems, Waltham, Massachusetts, Estados Unidos). El ciclo termal de la qPCR consté de una
desnaturalizacidn inicial de 95°C por 3 min, después un ciclo de 95°C por 10 segundos y 62°C por 30
segundos durante 40 ciclos (45 ciclos en el caso de TGFB1, al ser un gen de expresién tardia). En el caso de
HPRT1, el ciclo termal de la qPCR consté de una desnaturalizacién inicial de 95°C por 10 segundos, después
un ciclo de 95°C por 10 segundos y 65°C por 30 segundos durante 40 ciclos. Las curvas de desnaturalizacion
fueron monitoreadas sistematicamente (temperatura de gradiente de 0.5°C cada 10 segundos desde 55 a

942C) al final del ltimo ciclo de amplificacidn para confirmar la especificidad de reaccidon de amplificacion.

2.10 Deteccion de citocinas sobrenadantes en cultivos de HHSC-N y PBMCs por

citometria de flujo

La citometria de flujo es una técnica cuyo principio de funcionamiento es el esparcimiento de luz y la
emision de fluorescencia por células marcadas con sondas o anticuerpos fluorescentes especificos al pasar
por un punto en donde incide un haz laser. Tiene diversas ventajas, como un andlisis multiparamétrico de
una sola célula. La citometria de flujo también permite separar las células en subpoblaciones, entre
muchas otras aplicaciones (Manohar et al., 2021). Sin embargo, su analisis no se limita solamente a células.
También es posible marcar otros componentes para su posterior evaluacién por citometria de flujo, en
este caso las citocinas. Las citocinas pueden detectarse experimentalmente mediante tinciones
intracelulares o captandolas en el sobrenadante de cultivo celular. El medio de cultivo de todos los co-
cultivos HHSC-N y PBMCs, junto con las monocapas de HHSC-N, fueron evaluados mediante el kit de
deteccién de citocinas Multi-Analyte Flow Assay Kit HU Th Cytokine Panel (12-plex) w/ FP V02
LEGENDplex®, con el cual es posible detectar y cuantificar la presencia de 12 citocinas de manera
simultanea con una sola muestra de medio de cultivo. Esta técnica es un inmunoensayo basado en micro
perlas que utilizan los mismos principios basicos de los ensayos de inmunoadsorcién ligado a enzimas
(ELISA) tipo sandwich, en los que un analito soluble es capturado entre dos anticuerpos. Hay dos grupos
de perlas con tamanios diferentes y poseen un fluorocromo discriminador (APC) que emite una longitud
de onda especifica asignada para cada una de las 12 citocinas. Una combinacion especifica del tamafio de
la perla y un nivel de fluoresencia para citocinas permite identificar la perla asociada a cada una de las 12
citocinas. Cada juego de perlas esta conjugado con un anticuerpo especifico, denominado anticuerpo de

captura para el analito del cual se desea saber su concentracién mediante la intensidad media de
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fluorescencia (IMF) del fluoroforo de deteccién (PE). La metodologia consistié en mezclar e incubar la
muestra con las perlas cargadas con los anticuerpos de captura, después se lavé y agregaron los
anticuerpos de deteccidn biotinilados para que cada anticuerpo de deteccidn se uniera a su analito
especifico, unido a las perlas de captura. Es asi como forma un complejo perla de captura-analito-
anticuerpo de deteccidn. Posteriormente se afiadi6 la estreptavidina-ficoeritrina (SA-PE), que se une a los
anticuerpos de deteccidén biotinilados, proporcionando una sefial fluorescente con intensidades
proporcionales a la cantidad de analito unido (Figura 5). Esta combinacion permite que al pasar las
muestras por el citdmetro de flujo se pueda obtener una lectura simultanea de todas las citocinas
presentes ya que la longitud de onda de emisidn y tamafio de las perlas permiten discrimar una citocina
de otra al momento de pasar la muestra por el punto de interrogacion del citdmetro de flujo y detectar la

emisién de la longitud de onda y tamano de la perla en los receptores.

Detectamos y cuantificamos las citocinas presentes en el sobrenadante de cultivo celular de los cultivos
en monocapa de HHSC-N, los co-cultivos a las 24 h y a las 72 h mediante el panel de perlas de deteccidn
Multi-Analyte Flow Assay Kit HU Th Cytokine Panel (12-plex) w/ FP V02 LEGENDplex® (BioLegend, San
Diego, California, EUA). En la Tabla 7 se describen los diferentes linfocitos colaboradores (Th) con base a

la produccidn de citocinas detectadas.

Tabla 6. Citocinas evaluadas asociadas a poblaciones de linfocitos Th que las producen. Tomado del manual de Multi-
Analyte Flow Assay Kit HU Th Cytokine Panel (12-plex) V02

Linfocitos
Relacionados Th Thi Th2 Th17 Th1/Th2 Th9 Th22
Citocina Blanco
IL-5 v v v
IL-13 v v v
IL-2 v v v
IL-6 v v v v v v
IL-9 v v
IL-10 v v v v v v v
IFN-y v v v v
TNF-a v v v v v v v
IL-17A v v
IL-17F v v
IL-4 v v v
IL-22 v v v




25
La lectura de muestras se llevd a cabo en el citdmetro de flujo de enfoque acustico Attune® (ThermoFisher
Scientific, Waltham, Massachussets, EUA). Se registraron 4,000 eventos por muestra, de los cuales se
tomaron en cuenta los eventos registrados en un umbral de deteccién ajustado para las perlas, de acuerdo
con las instrucciones del proveedor. Previo a leer las muestras se realizé una curva estandar con la cual se
determiné la concentracion de un analito particular. Los cdlculos se realizaron mediante el programa de

andlisis de datos propietario de LEGENDplex™ (LEGENDplex, 2022).

Analyzed by Concentration
flow Cytometry —
Beads Sample . Wash
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. “ N/ .
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}0‘»’ f N _ }: \
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':/J‘;( * " ' et y Standard Curve

Detector
Antibodies

Figura 5. Diagrama del ensayo para deteccidn de citocinas solubles. Tomado de BD Biosciences.

2.11 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados con el software Prism GraphPad 9.0 (La Jolla, California, EUA). Los resultados
fueron analizados por medio de un analisis de varianza (ANOVA) de una via o dos vias con comparacion
multiple de Dunnet, Tukey o Sidak, segin la figura correspondiente. Las barras verticales representan la
desviacién estandar de la media (SD) (%), n=3 por grupo, para los resultados de las barras. Las barras
verticales de los resultados en la expresidén de genes representan el error medio estandar (SEM) (z), n=3
por grupo, para los resultados de las barras. Las diferencias entre resultados se consideraron
estadisticamente significativos con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns),

0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****),
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Evaluacion de la capacidad antioxidante de nanoparticulas

Se realizaron los ensayos espectofotométricos basados en ABTS y DPPH para comparar las capacidades
antioxidantes de las nanoparticulas, ya que se encuentran en diferentes solventes y puede afectar la toma
de lecturas por el espectrofotometro de placas EPOCH. Las muestras de nanoparticulas se prepararon a
las concentraciones indicadas en la metodologia y se sonicaron previo a la toma directa de la solucién
madre para asegurar la homogeneidad de la muestra. Primero se realizaron experimentos para comparar
los resultados entre el método ABTS y el método DPPH con las nanoparticulas AgNPs-ALA (Figura 6), MoS;
a-ALAy MoS2 b-ALA (Figura 7), a las cuales se les denomina nanoparticulas metalicas con acido alfa lipoico
(MNPs-ALA). El propdsito de estos primeros procedimientos fue elegir un método para ensayos

posteriores con los CD y CD-LF (Figura 9).

%%k *% Fkk *kkk Fkkk

100
80—

60—

40-

20+

Inhibicién de oxidacién (%)

1
17.5 25 37.5 175

AgNPs-ALA
Concentracion (ug/mL)

Figura 6. Inhibicion de oxidacion de AgNPs-ALA mediante el ensayo de capacidad antioxidante por medio de ABTS.
La concentracidon de las AgNP-ALA es directamente proporcional al porcentaje de inhibicion de oxidacion. Los
porcentajes se calcularon con respecto a la muestra control. Las barras verticales representan la desviacion estandar
de la media (z), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparaciéon multiple de Dunnet con p<0.05, donde un valor
de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****).

La concentracion de las MNPs-ALA es directamente proporcional al porcentaje de inhibicién de oxidacién
en el ensayo de capacidad antioxidante mediante ABTS. Mientras que el grupo MoS; b-ALA obtuvo los

porcentajes de inhibicidn de oxidacion mas bajos.
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Figura 7. Inhibicion de oxidacion de MoS: a-ALA y MoS: b-ALA mediante el ensayo de capacidad antioxidante por
medio de ABTS. El grupo MoS: b-ALA (b) obtuvo significativamente menor porcentaje que MoS: a-ALA. Los
porcentajes se calcularon con respecto a la muestra control. Las barras verticales representan la desviacion estandar
de la media (), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple de Sidak con p<0.05, donde un valor
de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****).

Para corroborar los resultados obtenidos, y cersiorarse que no fuese un problema del solvente donde

estan suspendidas con el reactivo ABTS, se realizé el ensayo DPPH (Figura 8)
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Figura 8. Inhibicién de oxidacion de MoS: a-ALA y MoS: b-ALA mediante el ensayo de capacidad antioxidante por
medio de DPPH. Los resultados son comparables a su contraparte por medio de ABTS. Los porcentajes se calcularon
con respecto a la muestra control. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media (t), n=3 por
grupo. ANOVA de dos vias con comparacién mdltiple de Siddk con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no
significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****),
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El método por medio de DPPH presentd porcentajes de inhibicién inferiores con respecto a los resultados
del método por medio de ABTS en AgNPs-ALA. Mientras que MoS; a-ALA presentd porcentajes similares
en ambos ensayos. Las nanoparticulas MoS; b-ALA obtuvieron los menores porcentajes de inhibicidn en
ambos ensayos, comparado con su versidn sin glicerol, logrando un maximo de apenas 20% en la
concentracién sin diluir. Con base en los resultados obtenidos se decidié proceder con el método ABTS

para evaluar la capacidad antioxidante de los CD y CD-LF.
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Figura 9. Inhibicién de oxidacion de CD y CD-LF mediante el ensayo de capacidad antioxidante por medio de ABTS.
Los porcentajes se calcularon con respecto a la muestra control. Las barras verticales representan la desviacidn
estandar de la media (+), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple de Sidak con p<0.05, donde
un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****).

Esperabamos que la lactoferrina, al ser un agente con capacidad antioxidante, tuviera un efecto de
inhibicion mayor comparado con su contraparte sin lactoferrina. Sin embargo, los resultados obtenidos
muestran un resultado opuesto a lo que esperabamos, al obtener casi un 100% de inhibicién en la

concentracidén mas alta de 500 pug/mL de CD con 30% en CD-LF de la misma concentracion.

3.2 Evaluacion de la remocion del radical 6xido nitrico (NO°) de nanoparticulas

Se evalud la capacidad de remover NO®. Los resultados se muestran en valores de densidad dptica (D.0O.)
obtenidos del espectrofotometro de placas a 540 nm. Se espera que las lecturas sean menores que el
control, ya que eso indica una reduccién de NO°. Se obtuvieron los porcentajes de inhibicion de MNPs-

ALA.
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Figura 10. Remocion de NO* por parte de las AgNPs-ALA. Los porcentajes se calcularon con respecto a la muestra
control. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media (x), n=3 por grupo. ANOVA de una via

con comparacién multiple de Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033
(*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****),

Se puede apreciar una respuesta escalonada, en donde incrementa el porcentaje de remocién de NO°® con
respecto al incremento de concentracién. Se puede apreciar que la concentracion mas baja también
remueve NO°. Las concentraciones de 12.5 y 17.5 pug/mL presentan un porcentaje similar entre si,
alrededor del 10%. Lo mismo sucede entre las concentraciones 25 y 37.5 ug/mL. Mientras que la
concentracién mas alta de 175 pg/mL, 10 veces mas concentrada que la concentracién de 17.5 pg/mL, no

presenta un incremento lineal ya que llega hasta un 50% de remocién de NO*®.
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Figura 11. Remocion de NO® por parte de las nanoparticulas MoS:z a-ALA. Los porcentajes se calcularon con respecto
a la muestra control. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media (£), n=3 por grupo. ANOVA
de dos vias con comparacién multiple de Tukey con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo
(ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****),
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Al momento de realizar los ensayos de remocién de NO* con las nanoparticulas correspondientes a las NPs
de MoS; a-ALA se aprecié en los pozos que el color de la solucién estaba afectando considerablemente la
lectura de D.O., mientras que la solucidn de MoS; b-ALA se tornd turbia probablemente por la diferencia
de densidad entre el glicerol y el agua. Debido al aspecto turbio provocado por las MoS; b-ALA no se pudo
obtener una lectura confiable. Por otro lado las NPs de MoS; a-ALA no muestran un comportamiento

dependiente de la concentracién.

Por otro lado, los resultados con los CD y CD-LF muestran una remocidon de NO® dependiente de la

concentracién (Figura 12).
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Figura 12. Remocion de NO® por parte de los CD y CD-LF. Los CD-LF tuvieron un mayor porcentaje de remocion, a
comparacion de su contraparte sin lactoferrina. Los porcentajes se calcularon con respecto a la muestra control. Las
barras verticales representan la desviacion estandar de la media (%), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con
comparacién mdltiple de Sidédk con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*),
0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****),

3.3 Pruebas preliminares de viabilidad celular en linea celular L929

Las pruebas preliminares con la linea celular de fibroblastos de ratén L929 funcionaron como un cribado
de concentraciones a probar en los subsecuentes ensayos con cultivos celulares, ya que, después del
analisis estadistico, se seleccionaron valores cuya reduccién en la viabilidad de la linea celular no fue
menor del 70% con respecto a la muestra control, considerada como el 100%. El porcentaje de 70% fue
elegido de acuerdo con lo establecido por la Organizacién Internacional de Normalizacidn, en la norma ISO
10993-5, documento que indica que los materiales que reduzcan la viabilidad celular por debajo del 70%,

mediante el ensayo colorimétrico MTT, se consideran citotéxicos.
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Figura 13. Viabilidad celular en fibroblastos de ratdn L929 a las 24 h. Las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de (a) AgNPs-ALA, (b) MoSz a-ALA, (c) MoSz b-ALA o (d) puntos cudnticos de carbono (CD) o con
lactoferrina (CD-LF) por 24 h. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media (%), n=3 por grupo.
ANOVA de una via para (a) AgNPs-ALA y (c) MoS2 b-ALA y ANOVA de dos vias para (b) MoSz2a-ALA y (d) CD y CD-LF
con comparacién multiple de Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033
(*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****) con respecto a la muestra control.

Como se aprecia en la Figura 13 se presentan diferencias significativas en los porcentajes de viabilidad
celular con las concentraciones de 25 pg/mLy 37.5 pg/mL de AgNPs-ALA, con respecto al control. Todos
los porcentajes de viabilidad se encuentran por encima del 70%, por lo que todas las concentraciones de
AgNPs-ALA son aptos para posteriores ensayos en cultivos celulares. Para las muestras de nanoparticulas
de MoS;-ALA se realizaron un par de modificaciones. Ya que la muestra se encontraba en una
concentracién sin determinar al momento de realizar las pruebas, se decidié diluir diez veces mas las
diluciones previamente probadas en los ensayos ABTS y Remocion de NO°, de manera que las
concentraciones probadas fueron para las MoS; a-ALA: 78, 39 y 15.6 ug/mL; mientras que para las MoS;
b-ALA fueron: 9, 4.5 y 1.8 ug/mL. Las MoS, a-ALA contienen etanol, por lo tanto, se les agregé el
emulsificante Kolliphor EL con el propdsito de distribuir de manera homogénea las NPs en un medio
acuoso. Los porcentajes de viabilidad celular de todas las células tratadas con los grupos de nanoparticulas

MoS;-ALA se encuentra por debajo de 50%. La presencia de Kolliphor EL a las MoS; a-ALA logré porcentajes
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de viabilidad celular ligeramente menores que en ausencia de este. Mientras que las células L929 tratadas
con MoS; b-ALA obtuvieron los resultados de viabilidad celular mas bajos. Con base en los resultados de
viabilidad celular inferiores a 70% con las muestras MoS;-ALA diluidas 50 veces y los de remocidn de éxido

nitrico, se decidid descartar del proyecto el uso de ambos grupos de nanoparticulas de MoS;-ALA.

3.4 Ensayo indicador de la fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) en la

linea celular HEK-Blue TGF-B

Una vez establecidos los ensayos preliminares de viabilidad celular con L929, se procedié a realizar ensayos
con la linea celular HEK-Blue TGF-B, con la cual se puede determinar la actividad de algun tratamiento para
intervenir en la via de sefalizacion de TGF-B mediante la secrecion de la fosfatasa alcalina embriénaria
secretada (SEAP) al medio por parte de las células HEK-Blue y la posterior deteccién colorimétrica por el
reactivo QUANTI-Blue. Los resultados se presentan en términos de D.O., lo cual fue calculado con la

ecuacion (4).

3.4.1 Tratamientos con AgNPs-ALA: Deteccion de SEAP por QUANTI-Blue y viabilidad
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Figura 14. Fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) detectada por QUANTI-Blue y porcentajes de viabilidad
celular en células HEK-Blue TGF-B tratadas con AgNPs-ALA. (a) Efecto de diferentes concentraciones de AgNPs-ALA
para inhibir la produccién de SEAP en células HEK-Blue TGF-B y (b) viabilidad celular 18 h después de tratamientos
en células HEK-Blue TGF-B. Las barras verticales representan la desviacién estandar de la media (t), n=3 por grupo.
ANOVA de una via con comparacién multiple de Dunnet con p<0.05, no se presentaron diferencias significativas con
respecto a la muestra control.
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Ninguna de las concentraciones de AgNPs-ALA evaluadas en este trabajo bajo nuestras condiciones logré
reducir la produccién de SEAP de manera estadisticamente significativa (Figura 14 a). Para corroborar que
las variaciones en las lecturas de D.O. no se debian a una disminucién significativa en los porcentajes de
viabilidad celular, se realizé un ensayo con MTT en la linea celular HEK-Blue TGF-B. Los resultados en la
Figura 14 b muestran que todas las concentraciones de AgNPs-ALA en las células HEK-Blue TGF-B
obtuvieron arriba de un 70% de viabilidad celular, por lo que no afecta los resultados obtenidos en el

ensayo indicador de SEAP con el reactivo QUANTI-Blue.

3.4.2 Tratamientos con CD-LF y LF: Produccidn de SEAP y viabilidad celular

Con respecto a los puntos cudnticos de carbono (CD), se evaluaron varias concentraciones que
disminuyeron la cantidad de SEAP liberada al medio, pero a la vez inhibieron la viabilidad celular de las
células HEK-Blue TGF-B a menos de 70% con una concentracion de 50 pg/mL, cuando la misma
concentraciéon en células L929 mantenia la viabilidad celular ligeramente encima del 100%. Por lo tanto,
se decidié probar las CD con lactoferrina (CD-LF), ya que al estar conjugados con el agente antioxidante
podria suponer una mejor viabilidad al tener el grupo carboxilo conjugadas a la LF, y ésta a su vez aumenta
la probabilidad de intervenir en la via de sefializacién de TGF-B. Se probaron las 3 concentraciones mas

bajas de CD-LF, asi como la concentracidn equivalente de LF conjugada a los CD-LF.
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Figura 15. Fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) detectada por QUANTI-Blue y porcentajes de viabilidad
celular en células HEK-Blue TGF-B tratadas con CD-LF y LF. (a) Efecto de diferentes concentraciones de CD-LF y LF
para inhibir la produccién de SEAP en células HEK-Blue TGF-B y (b) viabilidad celular 18 h después de tratamientos
en células HEK-Blue TGF-B. Las barras verticales representan la desviacién estandar de la media (£), n=3 por grupo.
ANOVA de dos vias con comparacion multiple de Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no
significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****) con respecto a la muestra control.
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Los resultados en la Figura 15 (a) muestran que tanto la concentracion de 50 pg/mL de CD-LF como la
concentracién equivalente de LF disminuyeron la presencia de SEAP en ambos casos. Mientras que en las
lecturas de viabilidad celular en la Figura 15 (b) se aprecia que ninguna de las concentraciones va debajo

del 70% y ninguna de las comparaciones muestra diferencias significativas.

3.5 Pruebas de viabilidad celular en células estrelladas hepaticas humanas de un

donador con NASH (HHSC-N) y en hepatocitos HepG2

Una vez comprobada la viabilidad tanto en células L929 como en las células HEK-Blue TGF-B, se procedio
a realizar pruebas de viabilidad celular mediante el ensayo colorimétrico MTT con las células estrelladas
hepaticas humanas de donadores con NASH (HHSC-N). Se realizaron 3 ensayos MTT de cada una de las

concentraciones, con el propdsito de establecer la viabilidad de las células a las 24,48 y 72 h de incubaciodn.

3.5.1 Evaluacidén de la viabilidad celular de las AgNPs-ALA por 24,48 y 72 h
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Figura 16. Viabilidad celular en células HHSC-N tratadas con diversas concentraciones de AgNPs-ALA. Los
tratamientos mantuvieron la actividad metabdlica de las HHSC-N arriba del 90% Las barras verticales representan la
desviacion estandar de la media (%), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple de Tukey con
p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001

Todas las concentraciones de AgNPs-ALA mantuvieron la actividad metabdlica de las HHSC-N arriba del

90%, alas 24 h,48hy 72 h.
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3.5.2 Evaluacidn de la viabilidad celular con los CD por 24,48 y 72 h
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Figura 17. Viabilidad celular en células HHSC-N tratadas con diversas concentraciones de CD. La concentracién mas
alta de 400 pg/mL obtuvo menor porcentaje de viabilidad. Las barras verticales representan la desviacion estandar
de la media (), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple de Tukey con p<0.05, donde un valor
de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****),

3.5.3 Evaluacidén de la viabilidad celular con los CD-LF por 24,48 y 72 h
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Figura 18. Viabilidad celular en células HHSC-N tratadas con diversas concentraciones de CD-LF. Las HHSC-N
tratadas con 400 pg/mL obtuvieron el menor porcentaje de viabilidad celular. Las barras verticales representan la
desviacion estandar de la media (%), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple de Tukey con
p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001

Los resultados de la Figura 17 y de la Figura 18 muestran que la concentracion de 400ug/mL obtuvo los

menores porcentajes de viabilidad celular alas 48 hy a las 72 h al compararse con la misma concentracion
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a las 24 h ya que se encuentran muy por debajo del 70% a las 48 hy 72 h. Dicho resultado puede ser obra
de la reducida cantidad de medio completo afiadido junto con el tratamiento al pozo de la placa, ya que

solo se contaba con una muestra madre de CD y CD-LF de 500 pg/mL en PBS de para los ensayos.

3.5.4 Tratamientos de AgNPs-ALA, CD y CD-LF en linea celular de hepatocitos HepG2

Se realizaron pruebas de viabilidad celular en una linea celular HepG2 de hepatocitos derivados de un
paciente con hepatocarcinoma celular. Los hepatocitos HepG2 retienen muchas de las funciones
hepaticas, ademas de ser una linea celular inmortalizada que tiene alta proliferacion y provee resultados

consistentes.
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Figura 19. Viabilidad celular en células HepG2 tratadas con diversas concentraciones de AgNPs-ALA, CD y CD-LF.
Las células fueron tratadas con diferentes concentraciones de (a) AgNPs-ALA o (b) puntos cudnticos de carbono (CD)
o con lactoferrina (CD-LF) por 24 h. A diferencia de las HHSC-N, se obtuvieron concentraciones citotoxicas en las
AgNPs-ALA y la misma concentracidn citotoxica en CD y CD-LF se retiene en las HepG2. Las barras verticales
representan la desviacion estandar de la media (), n=3 por grupo. ANOVA de una via en (a) y de dos vias en (b) con
comparacion multiple de Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*),
0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****) con respecto a la muestra control.

Los resultados muestran que los hepatocitos HepG2 tienen una viabilidad celular debajo del 70% tras ser
tratados con concentraciones de 25 pg/mL, 37.5 pg/mL y 175 pg/mL de AgNPs-ALA (Figura 19 a), a
diferencia de las HHSC-N que no muestran porcentajes debajo de 70% en las concentraciones probadas.
La pérdida de hepatocitos seria contraproducente para la resolucién de la NASH, por lo que

concentraciones arriba de 25 pg/mL de AgNPs-ALA se consideraron como citotdxicas y se descartaron para
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subsecuentes ensayos de co-cultivos. Mientras que la concentracién de 400 pg/mL tanto en CD como en
CD-LF sigue presentando porcentajes de viabilidad por debajo del 70%, tanto en HepG2 como HHSC-N, por

lo que también quedd descartada (Figura 19 b).

3.6 Expresion de genes profibroticos en co-cultivos de células estrelladas
hepaticas humanas de donadores con NASH (HHSC-N) y células

mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Se realizo el ensayo de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (qQPCR) para cuantificar la
expresion de genes profibrdticos en co-cultivos de células estrelladas hepaticas humanas de donadores
con NASH (HHSC-N) y células mononucleares de sangre periférica (PBMCs). Los resultados se normalizaron
al gen de referencia HPRT1, el cual fue elegido con base en los resultados presentados en la literatura para
la eleccidn de un gen de referencia en células hepaticas (Zarybnicky et al., 2019; Wang y Xu, 2010). Para
poder graficar los resultados primero se obtuvieron las curvas de eficiencia de amplificacion y se utilizé
una variacién del método 222 que utiliza las eficiencias de amplifiacién del par de oligonucleétidos del
respectivo gen de interés (Alvarez-Lee et al., 2020). Debido a que la muestra con la cual se realizaron las
curvas de eficiencia corresponde a un cultivo primario se presentd una gran variabilidad con los resultados
al momento de realizar las diluciones seriadas de concentracién de HHSC-N. Por lo tanto, se tomaron los
datos previamente obtenidos de las curvas de eficiencia realizadas en el laboratorio y se asumieron las
eficiencias al 100% para las siguientes representaciones de expresion relativa con respecto a una muestra

control y normalizados a HPRT1 (Tabla 7).

Tabla 7. Eficiencias de amplificacidn para graficar expresion relativa de genes profibroticos.

Gen Eficiencia (%) m b
ACTA2 100 -3.32 35.955
COL1A1 100 -3.32 31.104
PDGFRB 100 -3.32 36
TGFB1 100 -3.32 35.9
TIMP1 100 -3.32 34.17
YWHAZ 102 -3.2635 33.259

HPRT1 101 -3.3299 36.085
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Los resultados se dividieron en 3 partes: la primera parte son los niveles de referencia de expresidn génica,
en donde se obtuvieron los resultados sin tratamientos de NPs tanto en los co-cultivos como en grupos
individuales de células, asi como en presencia o ausencia de los activadores para PBMCs. El segundo consta
de los niveles de expresion de genes en la monocapa de HHSC-N tratadas con las NPs por 24 h. La ultima

parte consta de los co-cultivos de HHSC-N y PBMCs tratadas con las NPs por 24 hy por 72 h.

3.6.1 Niveles de referencia de expresién de genes profibrdéticos

Primero se presentan los niveles de referencia de las HHSC-N con el propdsito de conocer si dichos niveles

son afectados por un co-cultivo de PBMCs estimuladas (Figura 20).
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Figura 20. Niveles de referencia de expresion de genes profibroticos en HHSC-N en monocapa y co-cultivadas con
PBMCs. La presencia de PBMCs, estimuladas o no, en co-cultivo con las HHSC-N logra un efecto en todos los niveles
de referencia de expresién de genes profibréticos en HHSC-N. Las barras verticales representan el error estandar de
la media (), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple de Tukey con p<0.05, donde un valor de
0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****),

Como todos los genes son considerados profibroticos, ya que su expresion en las células HHSC-N estd
elevada, se espera que los niveles de expresion relativa sean menores que el respectivo control de cada
gen. Los niveles de referencia muestran que la presencia de PBMCs, estimuladas o no, en co-cultivo con
las HHSC-N logra un efecto en todos los niveles de expresién de los genes profibréticos. En el caso de
ACTA2 y COL1A1 se reducen efectivamente los niveles de expresidn relativa. Sin embargo, en el caso de

TGFB1y TIMP1 se aprecia un incremento en presencia de las PBMCs con y sin estimular.
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3.6.2 Tratamientos con AgNPs-ALA, CD y CD-LF en monocapa de HHSC-N por 24 h

Se evaluaron los efectos de las nanoparticulas en la monocapa de células HHSC-N, es decir sin co-cultivo,
para saber si las NPs por si solas son capaces de manipular la expresién de genes profibroticos sin la
presencia de las PBMCs a las 24 h. De acuerdo con el analisis estadistico, los niveles de expresién de la
mayoria de los genes evaluados no fue alterada por el tratamiento de las NPs (Figura 21). Sin embargo, el
mayor descenso en la expresidn relativa presentado fue a 0.9 veces en COL1A1 con 12.5 pg/mL de AgNPs-

ALA (Figura 21 a) y un aumento a casi 1.2 veces en COL1A1 con las CD-LF (Figura 21 c).
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Figura 21. Niveles de expresidon de genes profibroticos en monocapa de HHSC-N con diferentes tratamientos
durante 24 h. Las células fueron tratadas con (a) AgNPs-ALA, (b) CD y (c) CD-LF a diversas concentraciones. No se
afectd en su mayoria la expresidn relativa de genes. Las barras verticales representan el error estandar de la media
(%), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparacion multiple de Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.12 es
considerado no significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****).
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3.6.3 Tratamientos con AgNPs-ALA, CD y CD-LF en co-cultivo HHSC-N y PBMCs por 24
h
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Figura 22. Niveles de expresion de genes profibréticos en co-cultivo de HHSC-N y PBMCs con diferentes
tratamientos durante 24 h. Las células fueron tratadas con (a) AgNPs-ALA, (b) CD y (c) CD-LF a diversas
concentraciones. Se aprecian aumentos en los niveles de expresion relativa de genes como TGFB1y COL1Al1enCDy
CD-LF. Las barras verticales representan el error estandar de la media (*), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con
comparacion multiple de Tukey con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.033 (*),
0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****).
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Los resultados de los co-cultivos de HHSC-N y PBMCs tratadas con nanoparticulas por 24 horas muestran

gue los niveles de expresion de la mayoria de las muestras se encuentran cercanas a su respectivo control.

Los niveles de expresion de ACTA2 se mantienen cercanos al control ante todos los tratamientos de
nanoparticulas, a todas las concentraciones. Sin embargo, las concentraciones mas altas de todos los

grupos de NPs marcan diferencias significativas en los niveles de expresién de ACTA2.

Mientras que en COL1A1 los niveles de expresion relativa se vieron incrementados con las concentraciones
mas altas de las NPs, de manera que la concentracion de 200 pg/mL se expresa alrededor de 1.7 veces
mas con respecto al control de COL1A1 en CD y hasta 1.9 veces en CD-LF y se presentan diferencias
significativas. Las concentraciones mas bajas de las NPs redujeron los niveles de expresion de COL1A1, sin

embargo solo presentan diferencias significativas en CD-LF 5 pg/mL (Figura 22 a-c).

Los niveles de expresion de PDGFRB también presentan un descenso en la concentracién mas baja de las
NPs y un incremento en los niveles de expresion dependiente de la concentracion tras ser tratados con las
NPs. Sin embargo, dicho comportamiento no se observa con las células tratadas con AgNPs-ALA y CD,
debido a que la concentracién mas alta de 17.5 pg/mL y 200 pg/mL, respectivamente, disminuye los

niveles de expresion relativa con respecto a su concentracion anterior (Figura 22 a-c).

En el caso de TGFB1 se aprecia un aumento en los niveles de expresion relativa conforme aumenta la
concentracidon en AgNPs, CD y CD-LF a excepcién de la concentracion mas alta de 200 pug/mL de CD y CD-
LF, en donde se aprecia una disminucidon con respecto a la muestra anterior de 100 pg/mL. Las
concentraciones de 50 y 100 pg/mL de CD muestran niveles de expresion relativa de TGFB1 de 1.7 y 1.8
veces, respectivamente. Mientras que en las CD-LF los niveles de expresidn relativa mas altos de TGFB1 se

mantienen cercanos a 1.5 veces (Figura 22 b y c).

Finalmente los niveles de expresidn relativa de TIMP1 no se ven afectados por las AgNPs-ALA y levemente
por los CD. Sin embargo, la concentracion de 5 pg/mL de CD-LF disminuye el nivel de expresidn relativa a
0.6, mientras que la concentracidon mas alta de 200 pug/mL la aumenta a 1.2 veces los niveles de expresion

(Figura 22 a-c).



42

3.6.4 Tratamientos con AgNPs-ALA, CD y CD-LF en co-cultivo HHSC-N y PBMCs por 72
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Figura 23. Niveles de expresion de genes profibréticos en co-cultivo de HHSC-N y PBMCs con diferentes
tratamientos durante 72 h. Las células fueron tratadas con (a) AgNPs-ALA, (b) CD y (c) CD-LF a diversas
concentraciones. Diferentes concentraciones de todos los tratamientos no lograron afectar de manera contundente
la expresidn relativa de genes. Las barras verticales representan el error estdndar de la media (t), n=3 por grupo.
ANOVA de una via con comparacién multiple de Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.12 es considerado no
significativo (ns), 0.033 (*), 0.002 (**), <0.0002 (***) y <0.0001 (****).
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Los resultados de los co-cultivos a las 72 h muestran que todos los tratamientos de AgNPs-ALA, CD y CD-
LF disminuyeron en promedio los niveles de expresién de los genes ACTA2, COL1A1 y TIMP1 con
diferencias significativas (Figura 23). No obstante, las AgNPs-ALA no lograron diferencias significativas en

los niveles de expresidn a ninguna de sus concentraciones (Figura 23 a).

Los niveles de expresion relativa de ACTA2 en las HHSC-N fueron reducidos con los tratamientos de CD por
un 25% y en CD-LF hasta en un 50%. En AgNPs-ALA lo mas bajo que se obtuvo fue una reduccién en los

niveles de expresion relativa de aproximadamente 30% con 17.5 pg/mL.

Mientras que los niveles de expresion relativa de COL1A1 en las HHSC-N se alcanzé una disminucién de
aproximadamente un 60% por el tratamiento con las CD y CD-LF en sus concentraciones de 50, 100 y 200
pug/mL. Mientras que los resultados con AgNPs-ALA muestran altos valores del error estandar de la media

(SEM) sin diferencias significativas.

Mientras que los niveles de expresidn relativa de PDGFRB fueron disminuidos en promedio por todas las
concentraciones de las NPs, sin embargo, muestran altos niveles de varianza en todos los tratamientos,
evidenciado por el SEM que va por encima del nivel control. Por lo tanto, el analisis estadistico no muestra
diferencias significativas (Figura 23 a-c). La muestra de ADNc que fue tratada con la concentracién de 17.5
pg/mL de AgNPs-ALA no logré registrar amplificacion del gen PDGFRB, probablemente porque necesitaba
mas de los 40 ciclos a los cuales se programo el termociclador para ser amplificada y detectada (Figura 23

a).

Por otro lado, los niveles de expresidn relativa de TGFB1 son los mds altos en todo el estudio. En CD a 200
pg/mL se aprecia un nivel de expresion relativa arriba de 3.5 veces, el valor mas alto detectado. En el caso
de CD no se aprecia un aumento en los niveles de expresion relativa de TGFB1 con respecto a la
concentracion de CD, ya que en 5 pug/mL se aprecia un nivel de expresidn relativa alrededor de 3.2 veces,
sin embargo, en 50 y 100 ug/mL se ve un descenso escalonado entre 2.5 y 2.0 veces, respectivamente,
hasta llegar a 200 pg/mL donde la expresion relativa vuelve a subir. Dicho comportamiento no se aprecia
en las células tratadas con CD-LF en donde el promedio de expresidén de 5 pg/mL se encuentra debajo del
control. La concentracion de 50 pg/mL de los CD-LF ve un aumento en el nivel de expresion relativa cercano
a 3.0 veces, 100 pg/mL ve un descenso a 2.5 veces y 200 pug/mL presenta un comportamiento similar al

control (Figura 23 by c).
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Finalmente los niveles de expresidn relativa de TIMP1 disminuyeron con todas las concentraciones de CD
y CD-LF. Se alcanzé una disminucion de hasta un 60% con 100 pg/mL de CD y en CD-LF con 5 pg/mL. Los

resultados con las AgNPs-ALA no mostraron diferencias significativas (Figura 23 a-c).

3.7 Deteccion de citocinas solubles en co-cultivos de células estrelladas
hepaticas humanas de un donador con NASH (HHSC-N) y células

mononucleares de sangre periférica (PBMCs)

Detectamos las citocinas solubles en los medios de los co-cultivos. Primero obtuvimos las lecturas de
referencia para conocer los niveles de produccion de citocinas de las HHSC-N y si la produccidn de citocinas
es afectada por un co-cultivo de PBMCs con y sin activador, de manera que las condiciones se dividieron
en cinco grupos: el primer grupo consta de un cultivo de solo HHSC-N. El segundo consta de un co-cultivo
con HHSC-N y PBMCs que fueron activadas. El tercero consta de un co-cultivo de HHSC-N y PBMCs sin
activar. El cuarto consta de un cultivo de PBMCs activadas. El Gltimo grupo consta de un cultivo de PBMCs

sin activar.

Una vez obtenidos estos valores de referencia realizamos lecturas de los tratamientos a las 24 hy 72 h.
Adicionalmente obtuvimos valores de referencia de la monocapa de HHSC-N a las 24 h para conocer si los
tratamientos lograban modular la produccidn de citocinas sin la presencia de las PBMCs. Por lo tanto,
dividimos los resultados en tres grupos: el primero son los valores de referencia de cultivos de monocapa
de HHSC-N que fueron tratados por 24 h. El segundo consta de co-cultivos de HHSC-N con PBMCs activadas
que fueron tratados por 24 h. El Gltimo grupo consta de co-cultivos de HHSC-N con PBMCs activadas que

fueron tratados por 72 h

3.7.1 Niveles de referencia de citocinas sin tratamientos en cultivos con HHSC-N y

PBMCs

Los resultados de los niveles de referencia de citocinas sin tratamientos permiten dar una idea sobre la
produccidn de citocinas por obra de las HHSC-N, la aportacion de las PBMCs, activadas o no, por si solas y
el comportamiento en conjunto una vez que se siembran en co-cultivo. Por lo tanto, se puede analizar los

resultados por categorias como las citocinas que se expresan en PBMCs, o en HHSC-N y citocinas que
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aumentan su produccidn en presencia de PBMCs con y sin activador. Cabe mencionar que de estos

experimentos, al igual que los resultados de gPCR, se obtuvieron del analisis de una muestra bioldgica.

Condiciones

1. HHSC-N

2. HHSC-N + PBMCs estimuladas
3. HHSC-N + PBMCs sin estimular
4. PBMCs estimuladas

5. PBMCs sin estimular
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Figura 24. Concentraciones de citocinas solubles detectadas en cultivos de HHSC-N y PBMCs sin tratamientos. Se
detectaron las concentraciones de 12 citocinas en cultivos con las siguientes condiciones: (1) Monocapa de HHSC-N,
(2) HHSC-N + PBMCs activadas (3) HHSC-N + PBMCs sin activar, (4) PBMCs activadas y (5) PBMCs sin activar. Las
PBMCs, con vy sin activador, tienen la menor cantidad de citocinas producidas (con excepcion de TNF-a), mientras
que la combinacion de co-cultivo con HHSC-N aumenta las concentraciones de todas las citocinas. Los datos
corresponden a la lectura de un experimento independiente en donde el citdmetro de flujo registré 4,000 eventos
por muestra a un umbral de deteccién ajustado a las perlas de deteccion.
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La produccion de citocinas en los cultivos de PBMCs, con y sin activador, tienen en la mayoria de los casos
las menores concentraciones detectadas por cada grupo de citocinas con respecto a los grupos que tienen
HHSC-N, a excepcién del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el cual muestra su valor mas alto en el

cultivo de PBMCs activadas.

Por otro lado, se aprecia que las interleucinas (IL)-13, IL-2, IL-17A, IL-17F y TNF-a muestran
concentraciones muy cercanas a cero en los cultivos de monocapa de HHSC-N. Sin embargo, dichas
concentraciones de citocinas se ven incrementadas en la presencia de PBMCs con vy sin activador. Se
aprecia una mayor concentracién de citocinas en co-cultivo de PBMCs activadas en casi todos los casos a
comparacion de las que no estdn activadas, con excepciéon de IL-17F e IL-13 las cuales tienen

concentraciones similares entre el co-cultivo con y sin activar.

Se puede apreciar que las HHSC-N producen bajos niveles IL-9, IL-10, interferén gamma (IFN-y), IL-4 e IL-
22, los cuales se ven incrementados entre 5 a 10 veces mas con respecto a la concentracién en monocapa
de HHSC-N. Las citocinas IL-22, IL-4, e IL-10 presentan una mayor concentracién en co-cultivo con PBMCs

sin activar, mientras que IFN-y e IL-9 presentan una mayor concentracién en presencia PBMCs activadas.

Finalmente destacan IL-5 e IL-6 que tienen una alta produccién en la monocapa de HHSC-N. IL-6 presenta
la mayor concentracion basal de todas las citocinas en HHSC-N, con un valor cercano a 110,000 pg/mL.
Dicho valor de IL-6 se mantiene en co-cultivo con PBMCs activadas, mientras que el co-cultivo con PBMCs
sin activar muestra la concentracidn mas alta de todos los cultivos realizados con un valor cercano a

130,000 pg/mL.

3.7.2 Citocinas solubles detectadas en co-cultivos con HHSC-N y PBMCs tratados con

AgNPs-ALA por 24 hy 72 h

Se evaluaron las concentraciones de citocinas solubles en los cultivos de los tres grupos previamente
mencionados que fueron tratados con AgNPs-ALA. En las columnas se aprecia la concentracion con las
cuales fueron tratadas, mientras que en las filas se aprecia la citocina que fue evaluada. En los graficos se
aprecian los resultados del control contra la concentracion evaluada en cada uno de los 3 grupos de

experimentos.
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Figura 25. Concentraciones de citocinas solubles detectadas en cultivos de HHSC-N y PBMCs tratados con AgNPs-
ALA [1/2]. Se detectaron las concentraciones de 12 citocinas solubles en tres grupos. Se muestran las
concentraciones registradas de las citocinas IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9 e IL-10. Los datos corresponden a la lectura de
un experimento independiente en donde el citdmetro de flujo registré 4,000 eventos por muestra a un umbral de
deteccidn ajustado a las perlas de deteccidn.
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Figura 26. Concentraciones de citocinas solubles detectadas en cultivos de HHSC-N y PBMCs tratados con AgNPs-
ALA [2/2]. Se detectaron las concentraciones de 12 citocinas solubles en tres grupos. Se muestran las
concentraciones registradas de las citocinas IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-17F, IL-4 e IL-22. Los datos corresponden a la
lectura de un experimento independiente en donde el citémetro de flujo registré 4,000 eventos por muestra a un
umbral de deteccion ajustado a las perlas de deteccion.
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Las concentraciones en 11 citocinas, sin contar IL-6, en la monocapa de HHSC-N a las 24 h se encuentran
en niveles relativamente bajos en comparacién con las concentraciones alcanzadas en los co-cultivos a las

24hy72h.

Las HHSC-N mantienen una concentracion elevada de IL-6 por si solas, como se aprecié en los resultados
de los niveles de referencia (Figura 24). Los tratamientos con AgNPs-ALA mantienen muy cercano al control
los valores de IL-6, a excepcion de la concentracion 17.5 pg/mL la cual redujo en aproximadamente 25,000
pg/mL la concentracién de IL-6. Mientras que los co-cultivos a las 24 h y 72 h mantienen la concentracién

del control de IL-6 entre 125,000 pg/mLy 115,000 pg/mL (Figura 25).

La citocina IL-13 presenta valores de 0 pg/mL en los controles de los grupos de monocapa HHSC-N 24 hy
co-cultivo 72 h. Sin embargo, en la presencia de las AgNPs-ALA, se aprecia un aumento, entre 5,000 y 6,000
pg/mL a las 72 h en todas las concentraciones. Por otro lado, los co-cultivos a las 24 h muestran
concentraciones de IL-13 de aproximadamente 3,000 pg/mL tanto en el control como en los tratamientos

(Figura 25).

Se detectaron dos citocinas en altas concentraciones a comparacion de las demds citocinas: IL-2 e IFN-y.
Se detectd 700,000 pg/mL de IL-2 en el control del co-cultivo a las 24 h y en las tres concentraciones de
AgNPs-ALA a las 24 hy alas 72 h. Por otro lado, IFN-y fue la citocina con mayor concentracién detectada.
Los controles de IFN-y en el co-cultivo se mantuvieron entre 25,000 pg/mL y 60 pg/mL en los co-cultivos
de 24 hy 72 h, respectivamente. Mientras que en los co-cultivos tratados con 12.5 pg/mLy 17.5 pg/mL de

AgNPs-ALA se detectaron concentraciones de casi 1,500,000 pg/mL (Figura 25 y Figura 26).

En los co-cultivos a 24 h'y 72 h se aprecia que citocinas como IL-4, IL-22, IL-17F, TNF-a e IL-9 tienen un
aumento en sus concentraciones detectadas con todos los tratamientos. Mientras que citocinas como IL-
17A e IL-5 presentan un descenso en el co-cultivo a las 24 h, pero a las 72 h presentan un aumento de

concentracion.

Finalmente la concentracién de IL-10 tiene una respuesta dependiente de la concentracién de AgNPs-ALA
en el co-cultivo a las 24 h, mientras que en el co-cultivo a las 72 h se aprecia una concentracion inferior al

control cercana a 200 pg/mL (Figura 25 y Figura 26).
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3.7.3 Citocinas solubles detectadas en co-cultivos con HHSC-N y PBMCs tratados con

CDpor24hy72h
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Figura 27. Concentraciones de citocinas solubles detectadas en cultivos de HHSC-N y PBMCs tratados con CD [1/2].
Se detectaron las concentraciones de 12 citocinas solubles en tres grupos. Se muestran las concentraciones
registradas de las citocinas IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9 e IL-10. Los datos corresponden a la lectura de un experimento

independiente en donde el citdmetro de flujo registrd 4,000 eventos por muestra a un umbral de deteccion ajustado
a las perlas de deteccidn.
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Figura 28. Concentraciones de citocinas solubles detectadas en cultivos de HHSC-N y PBMCs tratados con CD [2/2].
Se detectaron las concentraciones de 12 citocinas solubles en tres grupos. Se muestran las concentraciones
registradas de las citocinas IFN-y, TNF-a, IL-17A, IL-17F, IL-4 e IL-22. Los datos corresponden a la lectura de un

experimento independiente en donde el citdmetro de flujo registré 4,000 eventos por muestra a un umbral de
deteccidn ajustado a las perlas de deteccidn.
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Las concentraciones en 11 citocinas, sin contar IL-6, en la monocapa de HHSC-N a las 24 h se encuentran
en niveles relativamente bajos en comparacién con las concentraciones alcanzadas en los co-cultivos a las

24hy72h.

Las HHSC-N mantienen una concentracion elevada de IL-6 por si solas, como se aprecié en los resultados
de los niveles de referencia (Figura 24) y en los tratamientos con AgNPs-ALA (Figura 25). Detectamos
100,000 pg/mL de IL-6 en el control en la monocapa de HHSC-N a las 24 h. Los CD a concentraciones de 5
y 50 pg/mL disminuyeron las concentraciones de la monocapa HHSC-N a la mitad, a 50,000 pg/mL.
Mientras que la concentracion 100 pg/mL parece haber reducido por un cuarto la concentraciéon de IL-6,
a 75,000 pg/mL. Por otro lado, la concentracién mas alta de 200 pug/mL de CD aumentd la concentracion
detectada a aproximadamente 110,000 pg/mL. Ninguno de los tratamientos con CD logré reducir la

concentracién de IL-6 en co-cultivo de 24 h ni a las 72 h (Figura 27).

La citocina IL-13 presenta una respuesta similar a los tratamientos con AgNPs-ALA (Figura 25). Con 50
pug/mLy 200 pg/mL de CD detectamos concentraciones de casi 10,000 pg/mL y 26,000 pg/mL de IL-13,
respectivamente, en los co-cultivos a las 72 h. Los co-cultivos a las 24 h muestran concentraciones de IL-
13 de aproximadamente 3,000 pg/mL tanto en el control como en los tratamientos con CD, con excepcion

de 100 pg/mL en el co-cultivo a las 24 h que registré aproximadamente 5,500 pg/mL (Figura 27).

En los co-cultivos de IL-2 se detectaron casi 700,000 pg/mL tanto en el control a las 24 h como en las tres
concentraciones de CD a las 24 h y a las 72 h. IFN-y se comporta casi exactamente igual que en los
tratamientos con AgNPs-ALA, donde la diferencia mds notoria es que se alcanzan casi 1,700,000 pg/mL a

200 pg/mL de CD en co-cultivo a las 24 h (Figura 27 y Figura 28).

IL-4, IL-22, IL-17F, TNF-a e IL-9 presentaron un aumento en sus concentraciones detectadas con todos los
tratamientos. Los tratamientos con CD en IL-17A e IL-5 presentan un aumento de concentracion en el co-

cultivo a las 72 h, mientras que 100 pg/mL de CD en el co-cultivo a las 24 h aumenta 1,000 pg/mL de IL-5.

Finalmente IL-10 presenta un ligero aumento a las 24 h con la concentracién de 5 pg/mL, sin embargo,
para todas las demas concentraciones, ya sea en co-cultivo a las 24 h 0 72 h, se aprecia una disminucion

en la concentracién detectada de IL-10 (Figura 27 y Figura 28).
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3.7.4 Citocinas solubles detectadas en co-cultivos con HHSC-N y PBMCs tratados con

CD-LF por24hy72h
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Figura 29. Concentraciones de citocinas solubles detectadas en cultivos de HHSC-N y PBMCs tratados con CD-LF
[1/2]. Se detectaron las concentraciones de 12 citocinas solubles en tres grupos. Se muestran las concentraciones
registradas de las citocinas IL-5, IL-13, IL-2, IL-6, IL-9 e IL-10. Los datos corresponden a la lectura de un experimento
independiente en donde el citdmetro de flujo registrd 4,000 eventos por muestra a un umbral de deteccion ajustado
a las perlas de deteccidn.
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Figura 30. Concentraciones de citocinas solubles detectadas en cultivos de HHSC-N y PBMCs tratados con CD [2/2].
Se detectaron las concentraciones de 12 citocinas solubles en tres grupos. Se muestran las concentraciones
registradas de las citocinas IFN-y, TNF-qa, IL-17A, IL-17F, IL-4 e IL-22. Los datos corresponden a la lectura de un

experimento independiente en donde el citdmetro de flujo registré 4,000 eventos por muestra a un umbral de
deteccidn ajustado a las perlas de deteccidn.
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En la monocapa de HHSC-N se detectaron concentraciones bajas a comparacién con las concentraciones
alcanzadas en los co-cultivos a las 24 h'y 72 h, como se ha visto en los grupos de tratamiento con AgNPs-
ALA y CD (Figura 25 a Figura 28). Las HHSC-N mantienen una concentracion elevada de IL-6 por si solas.
Los controles de la monocapa de HHSC-N de IL-6 tienen una concentracidn detectada de 100,000 pg/mL.
Los CD-LF a concentraciones de 5 y 50 pg/mL disminuyeron los niveles de la monocapa HHSC-N a la mitad,
a 50,000 pg/mL. Mientras que la concentracion 100 pg/mL disminuyd la concentracion por un cuarto, a
75,000 pg/mL, una respuesta basicamente idéntica al de los tratamientos con CD (Figura 27). La
concentracién mas alta de 200 pg/mL no presentd cambios. No se logré reducir la concentracion detectada

de IL-6 en los co-cultivo de 24 h ni a las 72 h con CD-LF.

La citocina IL-13 presenta una respuesta similar a los tratamientos con CD (Figura 27). Sin embargo, en los
co-cultivos a las 72 h con 200 pg/mL de CD-LF no se detectd una concentracién alta de 26,000 pg/mL, sino
una de 2,000 pg/mL (Figura 29). IFN-y presento la concentracidn mas alta ante los tratamientos, tal y como
se aprecid en previos tratamientos con AgNPs-ALA y CD. Los pozos tratados con CD-LF a 5 pg/mL y 50
ug/mL detectaron 1,500,000 pg/mL de IFN-y. Sin embargo, en 100 pg/mL de CD-LF se detecté 6,500,000
pg/mL de IFN-y. Esto podrian deberse a un error en la lectura o los célculos realizados por el software
LEGENDplex propietario de BioLegend del cual se extrajeron los datos. Lo mismo pudo haber sucedido en
la concentracidon de 200 pg/mlL, la cual detectdé una concentracién inferior de 300,000 pg/mL a

comparacion de las demas (Figura 29).

IL-4, IL-22, IL-17F, y TNF-a presentaron un aumento en sus concentraciones detectadas con todos los
tratamientos en todos los co-cultivos (Figura 30). IL-9 parece disminuir su concentracion ante los
tratamientos en el co-cultivo a las 24 h, sin embargo, a las 72 h se aprecia un aumento en la concentracién
con todos los tratamientos (Figura 29). Los tratamientos con CD-LF en IL-17A presentan un aumento de
concentracién en el co-cultivo a las 72 h, con la excepcidn de que su concentracidn en el co-cultivo a las
72 h con 200 pg/mL de CD-LF es de menos de 100 pg/mL a comparacién de los 3,000 pg/mL detectados
con CD a la misma concentracioén (Figura 28). Finalmente IL-10 presenta concentraciones mas bajas con
todos los tratamientos de CD-LF, con la excepcion del co-cultivo a las 24 h en donde no se presentaron

cambios con CD-LF a 100pug/mL.
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Capitulo 4. Discusion

Las especies reactivas de oxigeno (ROS) y las especies reactivas de nitrogeno (RNS) son producidas en
grandes cantidades durante enfermedades hepaticas, como la esteatohepatitis no alcohdlica (NASH).
Estas moléculas contribuyen al deterioro de la funcién hepatica debido a la relacién con la respuesta
inmunolégica que provoca inflamacién crénica. Nuestras nanoparticulas (NPs) estan conjugadas con
agentes anti-oxidantes y anti-inflamatorios, por lo tanto, la evaluacion de sus capacidades
hepatoprotectoras a diferentes concentraciones nos dié una mejor idea de la eficacia para tratar a las
células estrelladas hepdticas de donadores con NASH (HHSC-N). Para evaluar las caracteristicas

consideradas como hepatoprotectoras de nuestros grupos de nanoparticulas, realizamos dos ensayos:

e El ensayo de inhibicion del radical ABTS™ permite relacionar la capacidad anti-oxidante de las

nanoparticulas utilizadas en este proyecto, y asociarla a la inhibicidon de ROS.

e Elensayo con el reactivo de Griess, que permite relacionar la capacidad anti-inflamatoria asociada

a la remocién del radical éxido nitrico (NO®).

Con el ensayo de radical libre, ABTS**, se puede medir la actividad antioxidante de algin compuesto. El
radical ABTS'* se genera al mezclar un fuerte agente oxidante con la sal ABTS. La oxidacion de ABTS por
parte del persulfato de potasio (KPS) provoca la emisiéon de un electron de un atomo de nitrégeno, lo cual
da lugar al radical libre ABTS"*. La reduccién del radical ABTS"* verde-azul a un color transparente debido
a los antioxidantes donadores de hidrégeno se mide con la supresién de su caracteristico espectro de
absorcion de onda a 734 nm (Ratnavathi and Komala, 2016). Ademds de realizar el ensayo del radical libre
ABTS" también se realizd el ensayo del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH*), una solucién
preparada en etanol que toma un color violeta, la cual se reduce cuando ocurre una transferencia de
electrones. El radical libre DPPH® es estable a temperatura ambiente y se reduce a 1,1-difenil-2-
picrilhidrazilo en la presencia de moleculas antioxidantes. Esto da lugar a una solucién en etanol con un
leve color amarillento casi incoloro medible a una longitud de onda de 517 nm (Huang et al., 2005). Ambos
tipos de ensayos son estandar para evaluar la capacidad antioxidante, sin embargo, cada grupo de
nanoparticulas se encuentra en diferentes solventes. El ensayo de capacidad antioxidante mediante ABTS
tiene la ventaja sobre el ensayo de capacidad antioxidante mediante DPPH ya que es posible analizar
muestras tanto en medios acuosos como solventes organicos como etanol (Bedlovicova et al., 2020). Por

esta razon todas las NPs fueron evaluadas por el ensayo ABTS. Sin embargo, para corroborar los resultados



57
también se evaluaron las MoS;-ALA, las cuales contienen etanol, con el ensayo DPPH que se utiliza con

muestras que contengan solventes organicos.

Al momento de analizar los primeros resultados de los ensayos colorimétricos se presentd un incoveniente
con la coloracién inherente de las nanoparticulas, especialmente para las nanoparticulas de MoS;-ALA
cuyo color era similar a un gris oscuro, lo cual resultaba en valores de densidad éptica (D.0O.) mds altos que
los establecidos por el control. Para remover este efecto de coloracién aportado por las NPs, se
incorporaron “blancos”, los cuales contenian el mismo tamafio de muestra (50 pL) y el resto del respectivo
solvente (150 pL) en vez de la solucién ABTS"* o DPPH". Restar el valor del blanco a las lecturas del ensayo

ABTS o ensayo DPPH ayudd a dar una lectura certera al calcular los porcentajes de inhibicidon de oxidacién.

El ensayo de capacidad antioxidante mediante ABTS muestra que las nanoparticulas de plata recubiertas
con acido alfa lipoico (AgNPs-ALA) presentan una respuesta dependiente de la concentracidon. Se ha
demostrado que las AgNPs por si solas pueden aumentar la produccion de ROS (Bedlovicova et al., 2020),
sin embargo, al recubrirlas con ALA no se aprecia produccion de ROS (Hajtuch et al., 2022). El ALA se
produce en érganos con alta actividad metabdlica como el higado. Su actividad antioxidante se debe a su
capacidad directa de eliminar especies reactivas de oxigeno (ROS), pero ademas de eso tiene la capacidad
de regenerar especies antioxidantes enddégenas como glutatién, Vitamina C o Vitamina E. Por lo tanto, el
ALA tiene capacidad de regular el nivel de enzimas antioxidantes, y de prevenir el estrés oxidativo y las
respuestas inflamatorias hepaticas (Fayez et al., 2018; Stankovic et al., 2014). Su capacidad para remover
las ROS en modelos in vivo con enfermedades inducidas como la esteatohepatitis no alcohélica (NASH) se

ha demostrado en estudios previos (EI-Maadawy et al., 2020; Foo et al., 2011; Stankovic et al., 2014).

Las MoS,-ALA se evaluaron mediante dos métodos, ya que contenian etanol. Los resultados de la Figura 7
y Figura 8 muestran porcentajes similares de oxidacion entre si. Las MoS,-ALA obtuvieron los porcentajes
mas altos de inhibicién con 100% en sus respectivas concentraciones mas altas en ambos ensayos de ABTS
y DPPH. Sin embargo, en las subsecuentes diluciones se obtuvieron menores porcentajes en el ensayo
DPPH en comparacién con el ensayo ABTS. Mientras que para las MoS, b-ALA, las cuales estaban
suspendidas en un medio con la proporcién 80% etanol:20% glicerol, no hubo cambios entre un método y
otro. Debido a que las MNPs de MoS,-ALA necesitaban mayores estudios de caracterizacidon al momento
de realizar los ensayos, no se conocia la concentracion sino hasta después de concluir la parte
experimental, es por eso que los valores nimericos de las NPs de MoS,-ALA pueden parecer arbitrarios y
no comparables entre si. Adicionalmente, el glicerol afiade viscocidad al medio en el cual estan

suspendidas las MoS; b-ALA, es probable que al momento de pipetear dicha muestra contengan una
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cantidad mas baja de NPs, ademds de la ya baja concentracion utilizada, y por ende se obtienen
porcentajes de inhibicion mds bajos. La concentracion de ALA presente en la solucion de sintesis de las
NPs de MoS;-ALA fue de 0.08 mM al momento de sintetizarlas, sin embargo al momento de la sintesis no
se calculd la cantidad de ALA presente en la superficie de las NPs de MoS;-ALA, por lo que no se podria
aseverar que la capacidad antioxidante sea obra del ALA. Por ultimo, los resultados de capacidad
antioxidante de las NPs de MoS; a-ALA probablemente se deben al uso de una concentraciéon mas alta de
156 pg/mL como por accion de las NPs de MoS; por si solas ya que un estudio con NPs de MoS; reporta
gue a una concentracion de 100 pg/mL fueron capaces de proteger a cardiomiocitos H9c2 de dafio por
estrés oxidativo inducido por perdxido de hidrégeno, asi como promover la proliferacién de las células

(Gao et al., 2020).

Los puntos cuanticos de carbono (CD) y los puntos cuanticos de carbono conjugados con lactoferrina (CD-
LF) presentan un porcentaje de inhibicidn de oxidacion dependiende de la concentracidn. Se esperaba que
los CD-LF obtuvieran un mayor porcentaje, por la adicién de LF en su superficie, un agente con actividad
antioxidante reportada en modelos de NASH (Farid et al., 2021). Sin embargo, se puede apreciar que los
CD sin LF obtuvieron un mayor porcentaje de inhibicion. Una posible explicacion es que los CD son
sintetizados a partir de acido citrico, el cual tiene capacidad antioxidante (Abdel-Salam et al., 2016), lo cual
les otorga grupos carboxilo (-COOH) conjugados en la superficie. Los grupos -COOH ayudaban a formar un
enlace amida para que se uniera la lactoferrina a los CD, sin embargo, al dejarlos expuestos y sin conjugar,
los grupos carboxilos tienen capacidad de neutralizar radicales libres cationicos (Sachdev and Gopinath,
2015; Xu et al., 2020). El hecho de que haya obtenido un menor porcentaje de inhibicion de oxidacién con
CD-LF por la falta de grupos carboxilo en la superficie demuestra que efectivamente los CD-LF estdn
funcionalizados con LF. Con base en los resultados del ensayo ABTS, se aprecia que todos los grupos de
MNPs-ALA, CD y CD-LF evaluados tienen una respuesta dependiente de la concentracidn para inhibir al

radical ABTS"* oxidado con KPS.

El ensayo de remocidn de éxido nitrico (NO*) mediante el nitroprusiato de sodio y el reactivo de Griess
permiten evaluar la capacidad de las nanoparticulas para eliminar el NO°. El principio de funcionamiento
se basa en la reaccién de Griess y la presencia de NO°®. El SNP es un agente que produce NO°, el cual
reacciona con el reactivo de Griess para generar un complejo de color rosa-rojizo. La presencia de agentes
con capacidad de eliminar el NO® causa una interrupcion en la formacion del complejo por lo que se aprecia
una reduccién en las lecturas de D.O. medidas a 540 nm (Kavoosi and Amirghofran, 2017). Uno de los
mediadores de la fisiologia hepatica es el 6xido nitrico (NO®). Entre los productores de NO®, dos tipos de

sintasas de éxido nitrico (NOS) destacan en la biologia hepatica: las NOS endoteliales (eNOS) y las NOS
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inducidas (iNOS). Las eNOS mantienen la homeostasis del higado e inhiben condiciones patoldgicas,
ademas de ser mayormente producidas en las células endoteliales sinusoidales hepaticas (LSECs). Por otro
lado, las iNOS pueden ser producidas por casi todas las células hepaticas, incluidas las HSCs. El problema
es que las iNOS son la fuente de uno de los factores contribuyentes al dafio hepatico: las especies reactivas
de nitrégeno (RNS), las cuales pueden ocasionar dafio al ADN, lipidos y a proteinas (Iwakiri and Kim, 2015).

Por lo tanto se espera que la capacidad de las NPs para disminuir el NO* ayude a la resolucién de la NASH.

Los resultados con las AgNPs-ALA, CD y CD-LF nuevamente muestran una respuesta dependiende la
concentracion. El porcentaje de remocion de NO® mas alto obtenido por las AgNPs-ALA fue de 50% a una
concentraciéon de 175 pug/mLy de 22% a 37.5 pg/mL como se puede apreciar en la Figura 10. Mientras que
los CD y CD-LF a una concentracidon de 500 pg/mL obtuvieron una remocion de NO* de 13% y 26%,
respectivamente, como se puede apreciar en la Figura 12. Sin embargo, al momento de evaluar al grupo
de MoS,-ALA se obtuvieron lecturas directas del espectrofotémetro de placas de D.O. mucho mas elevadas
con respecto al control. A simple vista los datos podrian suponer que hubo un aumento en la produccion
de NO°, sin embargo, al momento de realizar el calculo del porcentaje de remocidon de NO* mostrado en
la ecuacidn (2), la cual involucra restar el valor del blanco, se obtuvieron porcentajes mas congruentes en
MoS; a-ALA. En el caso de MoS; b-ALA parece que la presencia de glicerol ocasioné que los pozos se

volvieran turbios y por lo tanto no se pudo obtener una medicidn confiable.

La importancia de reducir tanto las ROS como las RNS se debe a que el NO® es capaz de reaccionar
rapidamente con las ROS y a su vez producir aun mas RNS. Los productos de dichas reacciones inician
nuevas reacciones de radicales que provocan dafios a las biomoléculas, cambia la permeabilidad de la
membrana celular y dafio al ADN (Bedlovicova et al., 2020). Se ha reportado en estudios previos que el
ALA tiene efectos hepatoprotectores en ratas a través de la disminucién de NO* debido a que ALA redujo
los niveles de mRNA y de la proteina de iNOS (Tanaka et al., 2015). Dados los resultados reportados en la
Figura 10 es posible elucidar que las AgNPs-ALA puedan tener una respuesta anti-inflamatoria asociada a
la disminucién de iNOS en un modelo in vivo. Mientras que los resultados en la Figura 12 muestran que
los CD-LF removieron una mayor cantidad de NO®, datos que coinciden con otros estudios que reportan la
capacidad antioxidante de la LF en ratas (Farid et al., 2021). Usman et al. (2020) reporta que los CD
sintetizados de acido citrico no producen NO*. También menciona que los CD sintetizados de acido citrico
confieren una carga negativa debido a los grupos -COOH en su superficie y no reaccionarian facilmente
con el radical neutro NO°, lo cual podria justificar los porcentajes de remocion de NO* mas bajos en CD

(Radi, 2018).
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Una vez obtenidos los resultados de capacidad antioxidante y de remocién de NO°, el siguiente paso fue
evaluar si las concentraciones son citotdxicas para cultivos celulares. Por lo tanto, realizamos de manera
preliminar el ensayo de viabilidad celular in vitro mediante el reactivo MTT. El ensayo MTT es utilizado

para medir la actividad metabdlica como un indicador de viabilidad, proliferacién y citotoxicidad.

La Figura 13 muestra los porcentajes de viabilidad celular que obtuvimos con todas las concentraciones
de las NPs disponibles en este proyecto en la linea celular de fibroblastos de ratédn L929. Todas las
concentraciones de AgNPs-ALA y todas las concentraciones de CD y CD-LF lograron obtener porcentajes
por encima del 70%. Por lo tanto, de acuerdo con lo establecido en la ISO-10993-5 “Evaluacién biolégica
de dispositivos médicos. Parte 5: Ensayos de citotoxicidad in vitro”, no las consideramos como citotéxicas
y las utilizamos en ensayos subsecuentes. Estudios muestran que las AgNPs-ALA no presentan
citotoxicidad en células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC) hasta concentraciones de 100
pg/mL (Hajtuch et al., 2022). Mientras que estudios con CD muestran que en células HUVEC, HepG2 y MCF-
7 concentraciones de hasta 500 pg/mL mantienen los porcentajes de viabilidad celular arriba del 90%
(zheng et al., 2015) y en macrofagos RAW 264.7 se mantienen arriba de 80% a 400 pg/mL (Usman et al.,
2020). Sin embargo las MoS,-ALA presentaron los porcentajes de viabilidad celular mas bajos entre todas
las NPs evaluadas. Cabe mencionar que al momento de evaluar la viabilidad celular se diluyeron las
concentraciones iniciales de MoS; a-ALA y MoS; b-ALA por 50, 20 y 10 veces de sus respectivas soluciones
madre. Aunado al hecho de que las NPs contenian etanol, no se encontraron antecedentes de viabilidad
celular con MoS; conjugadas con ALA. Todas las concentraciones obtuvieron resultados por debajo del
70%. Los mas bajos fueron aquellos con MoS; b-ALA, que contenian glicerol. El propésito del glicerol era
evitar la aglomeracion de las NPs por medio de ablacién laser, esto para lograr una sintesis mas eficaz. En
el aspecto bioldgico, se pensaba que el glicerol podria evitar la aglomeracion de NPs y distribuirlas de
manera homogénea en un medio acuoso. Sin embargo, el glicerol también suele utilizarse para evitar la
formacion de cristales de hielo intracelulares en la criopreservacion celular. Ya que las células no fueron
criopreservadas, es posible que las concentraciones de soluto intracelular hayan aumentado y ocasionado
la muerte de la mayoria de las células (Whaley et al., 2021). En futuras aplicaciones se podria liofilizar las
MoS,-ALA para remover el solvente de etanol o etanol:glicerol y resuspenderlas en medio de cultivo.
Tomando en cuenta todos los resultados, decidimos descartar las MoS,-ALA para futuros ensayos y solo

proceder con las AgNPs-ALA, CD y CD-LF.

Debido a que TGF-B1 es uno de los mayores contribuyentes a la transdiferenciacion de las células
estrelladas hepaticas (HSC) y perpetuador del estado de inflamacién crénica (Dewidar et al., 2019; Zhang

etal., 2021), se realizé un ensayo reportador de SEAP asociadas a la activacidn de la via de sefializacion de
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TGF-B con la linea celular HEK-Blue TGF-B. Dicha linea celular fue generada mediante una transfeccién
estable de células HEK293 con genes humanos TGFBRI, Smad3 y Smad4. Las células también expresan un
gen indicador de fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) bajo el control del promotor minimo de
B-globina fusionada a tres elementos de unién a Smad3/4 (SBE). La estimulacion de la linea celular HEK-
Blue TGF-B con TGF-B induce la activacién de la via de sefalizacidon dependiente de las Smad, efecto que
lleva a la formacion del complejo Smad3/Smad4. Este heterocomplejo entra al niicleo y se une a los sitios
SBE lo cual induce la produccién de SEAP (Figura 4). La cantidad de SEAP secretada en el sobrenadante
puede ser medida en un ensayo colorimétrico utilizando la solucién QUANTI-Blue, un reactivo de deteccién

de SEAP, mediante un espectrofotdmetro de placas (InvivoGen, 2022).

Como se puede apreciar en la Figura 14, ninguna de las concentraciones de AgNPs-ALA logré disminuir la
produccién de SEAP relacionada a la activacidén de la via candnica de TGF- de manera significativa. A su
vez, ninguna de las concentraciones fue citotdxica para las células HEK-Blue TGF-B. Mientras que en la
Figura 15 solo la concentracidn de 50 pg/mL CD-LF logré cambios significativos. A la par se analizaron las
concentraciones equivalentes de LF de las tres concentraciones de CD-LF evaluadas, de las cuales las dos
concentraciones mas bajas de LF lograron diferencias significativas. Las células HEK-Blue se mantuvieron
por encima del 70% de actividad metabdlica, evidenciado por los resultados del ensayo MTT. Como se
aprecia en la Figura 4, la via candnica de activacion de TGF-B es dependiente de la familia de las proteinas
SMAD. Cuando TGF-B llega a su receptor, SMAD2/3 es fosforilado, lo cual llama a la SMAD reguladora
conocida como SMADA4. El complejo SMAD2/3 junto con SMAD4 es entonces capaz de traslocar al nucleo
y habilitar la expresion de los genes correspondientes, entre ellos TGF-B1l. Estudios previos han
demostrado que ALA es capaz intervenir en la via de sefalizacidn y disminuir la expresion de la proteina
SMAD3 fosforilada, por lo tanto se reducen los niveles de expresién de TGF-B1 en un modelo de ratas con
cirrosis inducida (G. Liu et al., 2019). En otro estudio se utiliza lactoferrina en ratones con fibrosis hepatica
y propensos a lupus con lo que logran reducir la expresion de la proteina SMAD2/3 fosforilada (H. A. Chen
et al., 2016). Por lo tanto, los resultados del ensayo indicador de SEAP mediante QUANTI-BLUE indican que
las AgNPs-ALA y CD-LF no son capaces de intervenir en la via de sefalizacion de TGF-B in vitro bajo las
condiciones en las cuales las evaluamos y podrian necesitar de un microambiente in vivo para evitar la
fosforilacién de la proteina SMAD2/3. Una posible recomendacién a futuro con este ensayo seria utilizar
un inhibidor de la via de sefializacién de TGF-B, usando el galunisertib (LY2157299) como control positivo

y valor de referencia para cuantificar la capacidad de intervencion en la via de sefializacién de TGF-B.

Los ensayos de ABTS, remocién de NO®, MTT vy el indicador de SEAP funcionaron como un cribado para

seleccionar las NPs y concentraciones a utilizar en futuros ensayos. Ya culminada esta parte, procedemos
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a realizar ensayos en células hepaticas. Las células estrelladas hepdaticas humanas (HHSC) son las
principales células involucradas en el progreso del dafio hepatico y de la fibrosis hepatica en enfermedades
crénicas como NASH. Las HHSC provenientes de donadores con la enfermedad NASH (HHSC-N) presentan
un fenotipo de HHSC transdiferenciadas o activadas, lo cual incluye niveles de expresidn elevados de genes
profibrdticos y produccién de citocinas relacionadas con un perfil inflamatorio (Zisser et al., 2021). Antes
de proceder con ensayos de expresion de genes y deteccion de citocinas, fue necesario evaluar la viabilidad

celular de las NPs seleccionadas en HHSC-N.

La Figura 16 muestra que todas las concentraciones de AgNPs-ALA lograron mantener la actividad
metabdlica de las HHSC-N arriba del 70% hasta por 72 h. A la fecha no hay estudios de viabilidad celular
que utilicen AgNPs conjugadas con ALA en HSCs. Hay estudios que demuestran que las AgNPs, sin conjugar,
en HSCs de ratas tienen un efecto citotdxico dependiende de la concentracién y del tamano de las
nanoparticulas. Los resultados muestran que las AgNPs, a tamafios de 10 nm y a concentraciones de hasta
250 pg/mL inducen apoptosis de las HSC, mientras que tamafios mas grandes de 30-50 nm inducen
necrosis a bajas concentraciones, y apoptosis en concentraciones cercanas a 250 pug/mL y en ensayos de
hasta 96 h (Sun et al., 2013). La capacidad citotdxica de las AgNPs también ha sido reportada como agente
antitumoral en varios estudios. Un estudio realizado por An et al. (2021) sobresale, ya que trataron células
pancreaticas humanas cancerosas con AgNPs de 9.04 nm a concentraciones de 0.7, 1.4 y 2.1 partes por
millén (PPM) y 0.5 mM y 1mM de ALA. Los resultados demostraron que las AgNPs lograron inducir
apoptosis en las células cancerosas. Sin embargo, las AgNPs disminuyeron los porcentajes de viabilidad en
células benignas, entre ellas la linea celular humana LX-2 de HSC. No obstante, los autores afiadieron ALA
a los medios de cultivo de las células para abolir |a citotoxicidad en células benignas como las HSC pero se
mantuvo el efecto citotdxico en células cancerosas. Los autores mencionan que el ALA tiene la capacidad
de formar complejos con las AgNPs debido a las propiedades quelantes del ALA, de manera que un
cotratamiento con ALA ayuda a disminuir la internalizacion de AgNPs en células benignas pero no en
células pancreaticas (An et al., 2021). Con base en los trabajos previamente citados, se puede corroborar

gue las AgNPs-ALA utilizadas en nuestro proyecto no presentan citotoxicidad.

Los CDs se han reportado en afios recientes en aplicaciones biomédicas debido a su biocompatibilidad y
baja citotoxicidad. Algunos de los puntos cuanticos basados en carbono son los CDs, los puntos cuanticos
de grafeno (GQD) y los puntos cuanticos de 6xido de grafeno (GOQDs) (Devi et al., 2019; Huang y Tang,
2021). Estudios reportan el uso de CDs conjugados con acido hialurdnico (HA) para la entrega dirigida a
HSC-T6 y a células HepG2 como un sistema de entrega de farmacos, los cuales prevalecian en el higado

fibrético hasta 8 dias después y fueron removidos en 3 dias por el higado sano sin ocasionar dafio (Kim et
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al., 2010). Otro estudio utiliza GQD a concentraciones entre 1-1000 pg/L en la linea celular LX-2 de HSCs,
en donde demuestran que los GQD tienen un efecto despreciable en las HSCs (Chen et al., 2022). Como se
aprecia en la Figura 17 y Figura 18 también se corrobora la baja citotoxicidad presentada por los CDs en
las células tratadas con la mayoria de las concentraciones, con la excepcion de la mas alta de 400 pg/mL,
lo cual se puede deber a que solo una quinta parte de la solucién final era de medio de cultivo en ambos
casos, ya que la solucién madre de la cual se realizaron las diluciones era de 500 pg/mL. La LF parece haber
incrementado los porcentajes de viabilidad de las HHSC-N en todos los casos, probablemente atribuido a

sus capacidades anti-oxidantes y anti-inflamatorias (Farid et al., 2021).

Finalmente, también se realizaron experimentos de viabilidad celular en hepatocitos de carcinoma HepG?2,
los cuales son una alternativa a hepatocitos primarios por retener la mayoria de las funciones de

hepatocitos primarios pero en una linea celular inmortalizada (Donato et al., 2015; Jennen et al., 2010).

Como se aprecia en la Figura 19, la viabilidad celular es dependiente de la concentracion en células HepG2.
El ALA no podria ser el mayor contribuyente a esta disminucidn en viabilidad, ya que tiene potencial de
proteger ante estrés oxidativo y promover la expresion de glutatién, otro anti-oxidante, en HepG2 (Xu et
al., 2015). También tiene la capacidad de inducir la expresidn de la lipasa de trigliceridos adiposos, lo cual
ayuda a disminuir los lipidos intracelulares y a la resolucidon de la NASH (Kuo et al., 2012). Una posible
explicacion seria la naturaleza de la plata de las AgNPs-ALA y su posible acumulacidn intracelular en las

vesiculas de las HepG2, causando autofagia e inflamacién (Mishra et al., 2016).

Por lo tanto, los resultados de viabilidad celular en HHSC-N nos permitieron descartar las concentraciones
de 25 pug/mLy 37.5 ug/mL de AgNPs-ALA, mientras que de CD y CD-LF se descarto la concentracion de 400

pg/mL en futuros ensayos de expresidn de genes y deteccidn de citocinas solubles.

Una vez determinadas las NPs y concentraciones a evaluar mediante todos los ensayos previamente
mencionados, se procedié a realizar los co-cultivos con HHSC-N y células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs). Las PBMCs son células del sistema inmunitario con ndcleo redondo y consisten
principalmente de linfocitos (células T, B o NK) asi como monocitos. Aproximadamente el 80% de las
células encontradas en las PBMCs son linfocitos-T y 10% monocitos, las cuales tienen la capacidad de
secretar citocinas al medio sobrenadante en la presencia de un estimulante. La combinacion de 4-alfa-
forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) e ionomicina estimula a las PBMCs para producir citocinas, proteinas
gue participan principalmente en la regulacién de respuestas inmunoldgicas e inflamatorias. El perfil de

estos mensajeros puede influir en la diferenciacién de linfocitos T virgenes a un determinado tipo de
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linfocitos T colaboradores (Th) (Ai et al., 2013). Para separar los linfocitos de la sangre periférica se utilizd
Lymphopure™ (d=1.077 £ 0.001 g/mL), la cual es una solucion filtrada lista para utilizarse y se emplea para
el aislamiento de células mononucleares de una suspensién de células. La solucion forma un gradiente de
densidad que permite la separacién de las células mononucleares de otras células tales como granulocitos
y eritrocitos, los cuales se sedimentan después de la centrifugacidon (Boyum, 1968). Se decidié utilizar
sangre de donadores masculinos, ya que la sangre de donadores femeninos podria proveer inconsistencias
en los resultados debido al perfil hormonal de las mujeres dependiente de la edad y el ciclo menstrual
(Klein and Flanagan, 2016). Cabe mencionar que las PBMCs se extraen y se utilizan en el mismo dia, ya
que, ademas de ser un cultivo primario, puede cambiar la respuesta en la produccidn de citocinas si se

trabajase uno o dias después de la extraccidén.

Las reacciones de PCR en Tiempo Real (qPCR) dan un resultado que permite cuantificar y evaluar la calidad
de los productos amplificados a través de una grafica que monitorea la respuesta de amplificacion de cada
gen a través de cada ciclo, de manera que al final se observe una curva sigmoidea. Al final de los ciclos
también se monitorea una curva de desnaturalizacidon que permite visualizar el tamafio del producto para
asegurarse que corresponda al amplicén de interés y que la sefial no tenga ruido de algun otro producto

o0 contaminacion en la muestra.

Se realizé un estudio bioinformatico de cada una de las secuencias de oligonucledtidos mediante multiples

herramientas disponibles en linea. Algunas de las acciones que destacan son:

e Primer BLAST mediante el portal de NCBI (andlisis de E-Value, especificidad para la especie de

interés, porcentaje de cobertura, tamafio y ubicacién del amplicén).

e Presencia de homodimeros y heterodimeros (si hay, que los valores de AG sean mayores a -9.0),
temperatura de alineamiento (Tm), porcentaje de citosinas y guaninas (%CG) y longitud de los

primers con Thermo Fisher Multiple Oligo Analyzer y OligoAnalyzer Tool de IDT

e Prediccidn de las curvas de desnaturalizacién mediante el programa en linea uMelt Quartz

Antes de iniciar con los tratamientos con NPs se registraron los niveles de referencia de expresidn génica
ante circunstancias con HHSC-N en monocapa, HHSC-N co-cultivadas con PBMCs estimuladas y sin
estimular. La Figura 20 muestra que tan solo la presencia de las PBMCs estimuladas o no modifica los

niveles de expresion relativa en todos los genes.
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Los niveles de ACTA2 y COL1A1 se redujeron en mayor medida, en aproximadamente un 25% y 30%,
respectivamente, en presencia de PBMCs activadas. ACTA2 es el gen encargado de producir la actina de
musculo liso tipo alfa (a-SMA) en las HSC. a-SMA es considerado un marcador de transdiferenciacion o
activacion hacia el fenotipo de células tipo miofibroblasto asociadas al progreso de fibrosis, las cuales
producen excesivamente proteinas de matriz extracelular (ECM), como Coldgeno tipo |, cuyo gen asociado
es COL1A1 (de Minicis et al., 2007). Por lo tanto, la disminucion de ambos genes por obra de las PBMCs
estimuladas, y sin tratamiento, es un indicador de la mejora por obra de las citocinas producidas. Tomando
en consideracién las citocinas producidas, es posible que haya aumentado la induccién de dos genes
asociados a citocinas involucradas en la respuesta inflamatoria, PDGFRB y especialmente TGFB1, cuya
expresion relativa se vio aumentada en 1.05 veces en presencia de PBMCs estimuladas. TGFB1 es uno de
los principales genes asociados a la activacidn de las HSC, no obstante, la citocina factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-B1) cumple multiples funciones en el cuerpo humano, entre ellos inducir
apoptosis, mantenimiento de ECM vy evitar la formacidn de tumores (Derynck and Budi, 2019). Acoplado
con el hecho de que los niveles de expresién del marcador de activacién ACTA2 fueron reducidos, es
posible que las HHSC-N a las 24 h presenten una respuesta inflamatoria en progreso a la resolucion. Por
ultimo, los niveles de TIMP1 aumentaron a 1.13 veces en presencia de PBMCs estimuladas. TIMP1 es el
gen encargado de producir el inhibidor tisular de metaloproteinasas 1, cuya funcion es inhibir la capacidad
de las metaloproteinasas (MMPs) de degradar las proteinas de ECM como Colageno I. Y como puede
apreciarse en la Figura 20, la produccién de COL1A1 disminuyd en presencia de PBMCs estimuladas. Con
base en los resultados, las PBMCs, de donadores sanos, estimuladas con PMA e ionomicina en co-cultivo
con HHSC-N pueden modular la expresion de genes. Por otro lado, un estudio por Gupta y colaboradores
muestra que el sobrenadante de PBMCs infectadas con el virus de inmunodeficiencia humano (HIV-1)

también logra modular la actividad fibrogénica de las HSC (Gupta et al., 2014).

Una vez determinado el utilizar PBMCs estimuladas para los co-cultivos, lo siguiente que hicimos fue
evaluar la capacidad de los tratamientos con NPs a concentraciones que no indujeran citotoxicidad en las
HHSC-N, para disminuir los niveles de expresidn sin presencia de las PBMCs estimuladas. Como se aprecia
en la Figura 21, los tratamientos con NPs no lograron diferencias significativas en la mayoria de los niveles
de expresion de los genes profibroticos, evaluados mediante qPCR. Esta respuesta indica que los
tratamientos de NPs no tienen un efecto directo significativo en los niveles de expresion de genes
profibrdticos por si solas, lo cual sugiere que la presencia de las citocinas secretadas por las PBMCs
estimuladas es necesaria para progresar en la respuesta inflamatoria presentada por la enfermedad NASH.
Como ya se comprobd que las PBMCs estimuladas modulan la expresidn de genes profibréticos, los datos

presentados en la Figura 22 y Figura 23 muestran los datos de expresion génica relativa del co-cultivo de
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HHSC-N y PBMCs estimuladas junto con los tratamientos de NPs a las 24 h y a las 72 h, respectivamente.
En el caso de ACTA2 todos los niveles no cambiaron en gran medida a las 24 h con todos los tratamientos,
pero a las 72 h se aprecia una disminucion de hasta 40%, 25% y 50% con tratamientos de AgNPs-ALA, CD
y CD-LF, respectivamente. Fayez y colaboradores utilizaron 60 mmol/kg de ALA por 5 dias en ratas Wister
albino a las cuales se les indujo dafio hepatico por metotrexano. Los niveles de ACTA2 detectados en el
tejido hepatico fueron reducidos de un nivel de expresion relativa de 3.8 + 0.25 (dafiado) a 2.3 + 0.21
(tratado con ALA), es decir una reduccién del casi 40% (Fayez et al., 2018). Otro estudio con lactoferrina
muestra una reduccién de hasta un 37% en los niveles de expresion de ACTA2 en ratas Sprague Dawley
con dafio hepatico inducido por dimetilnitrosamina (DMN) que fueron tratadas con 100 mg/kg de LF por
4 semanas (Tung et al., 2014). Por lo tanto, los niveles de expresion obtenidos son similares en nuestra

implementacion in-vitro a las 72 h.

Mientras que los resultados de COL1A1 se vieron aumentados a las 24 h hasta casi 2.0 veces con 200 pg/mL
de CD-LF en la Figura 22 c. Sin embargo, en la Figura 23 se aprecia que todos los niveles de expresion de
COL1A1 disminuyeron hasta en un 60% con CD y CD-LF. Por otro lado, no se presentaron diferencias
significativas con AgNPs-ALA. Sin embargo, hay reportes del ALA reduciendo los niveles de expresion de
COL1A1 en tejidos de higados con dafio inducido por tetracloruro de carbono (CCls) de ratas Sprague-
Dawley a una concentracion de 100 mg/kg de ALA después de 8 semanas de tratamiento (G. Liu et al.,
2019). Si comparamos las 8 semanas de tratamiento con las 72 h evaluadas en nuestro estudio, la
diferencia de tiempo es amplia, lo cual podria explicar porque no apreciamos diferencias significativas en
nuestro estudio. Mientras que en el mismo estudio por Tung y colaboradores logran reducir los niveles de
expresion de COL1A1 a los niveles de referencia de higados sin dafo (Tung et al., 2014). Otros estudios
reportan una disminucion de COL1A1 en un modelo murino con NASH al utilizar extractos de almeja por
21 semanas (Watanabe et al., 2016). También se debe tener en cuenta los niveles de expresién de TIMP1,
ya que estan correlacionados con los de COL1A1l. Como se menciond previamente, TIMP1 inhibe la
degradacion de proteinas de ECM como COL1A1. Como se puede apreciar en la Figura 22, los niveles de
expresion de TIMP1 no se ven afectados en gran medida por los tratamientos de NPs, salvo con las CD-LF
que a una concentracion de 5 ug/mL se ve disminuido el nivel de expresidon en aproximadamente un 40%
mientras que a una concentracion de 200 pug/mL se aprecidé un aumento de 21.9%, lo cual podria explicar
porque se aprecia una respuesta similar en COL1A1 con CD-LF a las 24 h, en donde la concentracién de 5
pg/mL obtuvo también una disminucidén del 40% mientras que la concentracion de 200 pug/mL aumentd
en un 91% los niveles de expresion de COL1A1. Por otro lado, a las 72 h se aprecia una disminucién en los
niveles de expresion de TIMP1 en co-cultivos tratados con CD y CD-LF que se pueden correlacionar con la

disminucion de los niveles de expresidon de COL1A1, ya que ambos genes mantienen en un rango similar
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de disminucién entre el 70% y 40% en los niveles de expresion relacionados a la concentracion utilizada.
Sin embargo, las AgNPs-ALA brindaron valores sin diferencias significativas, por lo tanto no se puede
aseverar un resultado certero en la disminucién de los niveles de expresidn relativa de genes profibréticos.
Por lo tanto, los niveles obtenidos de expresidn relativa de ACTA2, COL1A1 y TIMP1 en co-cultivos tratados
con CD y CD-LF en nuestro experimento muestran una respuesta prometedora para coadyuvar en el

progreso de la NASH al disminuir los niveles de expresién de genes profibréticos.

Mientras que PDGRB y TGFB1 son dos genes importantes asociados con la proliferacién, diferenciacién y
migracion de células estrelladas hepdticas. Las citocinas factor de crecimiento derivado de plagquetas
(PDGF) y TGF-B1 pueden ser secretadas por los macrdfagos o linfocitos T cooperadores (Th) y son capaces
de transdiferenciar las HSC a células tipo miofibroblastos y por ende estimulan la produccién y depdsito
de colageno. Ademas de ambos ser mediadores de la respuesta inflamatoria. El gen PDGFRB expresa el
receptor en la superficie de las HSC que se puede unir a su ligando, la citocina PDGF-B, mientras que el gen
TGFB1 produce la citocina TGF-B1, la cual en un ambiente proinflamatorio suele participar como una
citocina reguladora. La produccién regular de dichas citocinas no es necesariamente dafiina al higado, ya
gue seializan a las HSC a reparar dafo presentado a la matriz celular con la produccién de proteinas. Sin
embargo, en ciertas enfermedades donde hay produccidon de ROS y NOS, dichas citocinas son expresadas
excesivamente, lo cual lleva a las HSC a ser activadas o transdiferenciadas (Ghoreschi et al., 2003;
Hammerich and Tacke, 2014; Veldhoen and Stockinger, 2006). Ya que las HSC expresan receptores de TGF-
B1 y PDGF en su superficie, las citocinas llegan a la superficie y promueven la proliferaciéon y
transdiferenciacién de las HSC. Las HSC activadas también son capaces de producir TGF-1, lo cual crea
una respuesta autdcrina, un ciclo que sigue promoviendo la proliferacién y activacién de las HSC, y por
ende promoviendo un estado de inflamacién crénica. Otra caracteristica de las enfermedades hepaticas
crénicas es la muerte de los hepatocitos, los cuales al momento de morir por apoptosis o necrosis liberan
cantidades de TGF-B1 en su interior hacia los macréfagos, linfocitos Th y HSCs (Dewidar et al., 2019; Foo
et al., 2011; Higashi et al., 2017b; Ying et al., 2017). Mdltiples reportes demuestran que tratamientos con
ALA o LF logran reducir los niveles de expresion de PDGFRB y/o TGFB1 en una linea célular inmortalizada
de rata HSC-T6 con tratamientos de ALA (Foo et al., 2011) o con LF en modelos de NASH o dafio hepatico
enratas (Aoyamaet al., 2022; Tung et al., 2014). Sin embargo, nuestros resultados presentados en la Figura
22y Figura 23 parecen haber incrementado la expresion de TGFB1 y PDGFRB, lo cual parece lograr el efecto
contrario a lo que esperabamos. Los niveles de expresién de PDGFRB parecen haber disminuido en
promedio pero el valor del SEM indica un nivel de incertidumbre mayor que en otros genes para dar
conclusiones concretas. Sin embargo, una posible razén por la cual se ve aumentada la produccién de TGF-

B1 se puede deber a las multiples funciones que ejerce la citocina a diversos niveles moleculares. TGF-B1
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es la principal citocina involucrada en la transdiferenciacidn de las HSC a células tipo miofibroblasto en el
higado, pero también cumple funciones como la induccidn de la apoptosis, asi como capacidades anti-
tumorigénicas. El hecho de que una citocina pueda tener funciones diferentes, lo cual depende de los
receptores y de la linea celular a la cual esté afectando, se conoce como pleiotropismo, por lo que la
expresion aumentada bajo las condiciones de un nicho podria indicar multiples eventos celulares (Derynck
and Budi, 2019; Dewidar et al., 2019; Mikula et al., 2006). Por ejemplo, se podria estar estimulando la via
de apoptosis de las HHSC-N a las 72 h lo cual podria explicar los niveles altos de TGF-f1 y la disminucién
en la expresion de ACTA2, COL1A1 y TIMP1. Esta teoria es considerada ya que los co-cultivos contenian
una gran cantidad de células por pozo en una placa de 6 pozos, con 300,000 HHSC-N y 3,600,000 PBMCs,
una relacién de cultivo tomada y modificada de la literatura (Beringer et al., 2019; Doumba et al., 2013).
Mientras que las PBMCs son células no adherentes en su mayoria (ya que los monocitos pueden ser
diferenciados a macréfagos), la cantidad de medio de cultivo disponible presenta una competencia entre
las células por aprovechar los nutrientes para subsistir. Dichos incovenientes no se presentan en un
modelo in-vivo en donde hay un flujo constante de nutrientes para subsistir a las células mediante el flujo
sanguineo del animal de prueba, a diferencia del cambio de medio necesario en modelos in-vitro, lo cual
se llevaria consigo las citocinas producidas en el sobrenadante del pozo. Eso también podria explicar
porque la mayoria de los estudios referenciados y encontrados en la literatura son con modelos in-vivo de
ratas o ratones. Otro detalle es que el microambiente hepatico, ademds de contener HSCs y PBMCs, consta
de mas células como hepatocitos, células Kupffer y células endoteliales para coadyuvar en la respuesta a
dafio hepdtico. En recientes reportes se ha logrado la formacién de organoides 3D con mds células
hepaticas, en donde hepatocitos, HSCs, células endoteliales y células de Kupffer logran la formacién de
una estructura esferoide con mayor estabilidad célular y resultados mds integrativos que asemejan de
mejor manera la respuesta hepatica para probar nuevos agentes terapeuticos para combatir el progreso
de la fibrosis e inflamacidn crénica en enfermedades como la NASH (Leite et al., 2016; Mandon et al., 2019;

Mannaerts et al., 2020; Mulligan et al., 2019).

Finalmente, detectamos las citocinas solubles en los medios de cultivo de cada uno de los pozos de co-
cultivos que fueron evaluados por gPCR por medio de citometria de flujo. La citometria de flujo es una
técnica cuyo principio de funcionamiento es el esparcimiento de luz y la emisiéon de fluorescencia por
células marcadas con sondas o anticuerpos fluorescentes especificos al pasar por un punto en donde incide
un haz laser (Manohar et al., 2021). También es posible marcar otros componentes para su posterior
evaluacidon por citometria de flujo, en este caso las citocinas. Las citocinas pueden detectarse
experimentalmente mediante tinciones intracelulares o captdndolas en el sobrenadante de cultivo celular.

Por lo tanto, el medio de cultivo de todos los co-cultivos HHSC-N y PBMCs, junto con las monocapas de
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HHSC-N, fueron evaluados mediante el kit de deteccidn de citocinas Multi-Analyte Flow Assay Kit HU Th
Cytokine Panel (12-plex) w/ FP V02 LEGENDplex® con el cual es posible detectar y cuantificar la presencia

de 12 citocina de manera simultanea con una sola muestra.

En la Figura 24 se aprecian los niveles de referencia de las 12 citocinas evaluadas bajo diferentes
condiciones. Realizamos este ensayo primero para detectar las citocinas que son producidas por las HHSC-
N sin ayuda de las PBMCs, los niveles de referencia de las PBMCs estimuladas o no con PMA y ionomicina,
conocer si las HHSC-N pueden estimular la produccion de citocinas en las PBMCs y finalmente las
concentraciones de citocinas del co-cultivo con HHSC-N y PBMCs estimuladas. Los resultados muestran
gue efectivamente hay citocinas que son producidas regularmente por las HHSC-N como interleucina (IL)-
6 en gran medida, IL-5 e IL-10. La mayoria de las citocinas no son producidas, o son producidas en menor
medida, por las PBMCs estimuladas o no, con excepcion del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a) que es
expresado en mayor medida en PBMCs estimuladas. Mientras que en los co-cultivos se aprecia que
citocinas como IL-13, IL-5, IL-10, IL-6, IL-17F, IL-4 e IL-22 se encuentran en mayor concentracién con PBMCs
sin estimular pero disminuyen en el co-cultivo cuando las PBMCs son estimuladas. Por otro lado, las
citocinas IL-2, IL-9, Interferon gamma (IFN-y), TNF-a e IL-17A se ven aumentadas en los co-cultivos en
presencia de PBMCs estimuladas. De manera preliminar, nosotros buscabamos que citocinas como IL-4
disminuyeran y que citocinas como IFN-y aumentaran, otra razén por la cual se decidié proceder con

PBMCs estimuladas para los co-cultivos.

Para poder darle contexto a los resultados obtenidos es necesario identificar las funciones de cada una de
las 12 citocinas detectadas y cuantificadas en este ensayo. Es importante recordar el concepto de
pleiotropismo, en donde un agente puede tener una funcidn bajo determinadas circunstancias, pero una
modificacion a ese ambiente puede cambiar la funcidn principal de dicho agente. Lo mismo sucede con las
citocinas, las cuales pueden tener una funcidn anti-inflamatoria en algun tejido u érgano, pero al momento
de analizarlas en otro es posible que cumplan una funcién pro-inflamatoria. Es por eso que para poder
catalogar si el aumento o disminucion en la concentracion es benéfico para la resolucién de la NASH se

analizard cada uno en un ambiente con dafo hepatico o con enfermedades crénicas como la NASH.

Como se puede apreciar en la Tabla 6, las citocinas pueden ser producidas por determinados linfocitos
CD4* colaboradores como Thi1, Th2, Th17, Th22 y linfocitos T reguladores (Treg) como parte de la
inmunidad adaptativa, los cuales infiltran la parénquima hepatica ante el daifo hepatico. Los linfocitos Th1
cumplen funciones importantes en mediar las respuestas inmunes contra patégenos intracelulares,

resistencia a infecciones micobacteriales y la induccién de algunas enfermedades autoinmunes. Los Thl
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producen citocinas como IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-6 e IL-10. Los linfocitos Th2 contribuyen a la respuesta
inmune ante parasitos extracelulares y juegan un papel en la induccién de enfermedades alérgicas. Los
Th2 producen citocinas como IL-4, IL-5, IL-9, IL-13, IL-10, IL-6 y TNF-a. Por otro lado tenemos a los linfocitos
Th17, son las responsables de la respuesta inmunoldgica ante bacterias y hongos, asi como las inductoras
de enfermedades autoinmunes. Por esta razén producen citocinas que son usualmente conocidas como
pro-inflamatorias tales como IL-17A, IL-17F e IL-22. Finalmente también se encuentran los linfocitos Treg,
las cuales son criticas para manetener la auto-tolerancia o antigenos propios o foraneos. Algunas de las

citocinas producidas por las Treg son IL-10 y TGF-B (An et al., 2021).

Las citocinas IL-5 e IL-13 estan estrechamente relacionadas con el progreso de la fibrosis hepatica, ya que
IL-13 es un mediador de la fibrosis. La IL-13 puede inducir directamente la expresién de coldgeno |, de a-
SMA y el factor de crecimiento de tejido conectivo (CTGF) en las HSCs, asi como también interactuar con
la via se sefializacion de TGF-B1 para promover la expresion CTGF. La IL-13 estd altamente relacionada con
la NASH ya que se han encontrado niveles elevados de IL-13 en el suero de pacientes con NASH. También
se han encontrado expresado el receptor de IL-13 en biopsias de tejidos de pacientes con NASH (Liu et al.,
2012). Mientras que la IL-5 promueve la produccidn de IL-13 en el higado en un estudio donde describen
gue la produccion elevada de eosindfilos en el higado por la infeccién de Schistosomiasis, por lo que en
ratones que no producen IL-5 (KO) no se vieron elevados los niveles de IL-13, se vié una reduccion del 40%

en el grado de fibrosis y se aumenté la produccidn de IFN-y (Reiman et al., 2006).

Por otro lado, IL-2 parece tener una relacidén con pacientes con NASH, ya que un estudio en Taiwan analizé
a 123 pacientes con obesidad mdrbida, a los cuales se le realizé una biopsia para analizar el tejido hepatico
por inmunohistoquimica. Los resultados demostraron que el grupo diagnosticado con NASH tenia una
mayor presencia del receptor alfa de IL-2 (IL-2RA) a comparacién del grupo sin NASH. Por lo tanto, IL-2

puede funcionar como biomarcador para la deteccion de la NASH (Kao et al., 2021).

La IL-6 es una citocina pleoitrdpica, sin embargo, es reconocida como una citocina pro-inflamatoria y esta
correlacionada con el progreso de enfermedades con inflamacién crénica como artritis reumatoide
(Murakami et al., 2019). En el higado también esta fuertemente relacionada con la inflamacidn crénica
relacionada a enfermedades y progreso hepdtico, pero a la vez puede tener propiedades anti-
inflamatorias. Estudios demuestran que IL-6 esta fuertemente relacionada con la enfermedad de higado
graso no alcohdlica (NAFLD) y progreso a la NASH vy fibrosis hepatica. Pero IL-6 no es la Unica citocina
fuertemente asociada. El TNF-a e IL-13 también son citocinas pro-inflamatorias relacionadas con la NASH,

debido a que promueven el estado de inflamacidn crénica (Duan et al., 2022). Mientras que otro reporte
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menciona el uso de terapias que tienen a determinadas citocinas como blanco de tratamiento en
enfermedades con fibrosis hepatica. Algunas de ellas ya las mencionamos como IL-13 y TNF-q, los cuales
pueden inducir la expresidn de genes profibrdticos, pero también se agrega a la lista la IL-17 tanto en su
isoforma IL-17A e IL-17F, e IL-33 (An et al., 2021). Un estudio con un co-cultivo de HSCs, hepatocitos
HepaRG y PBMCs estimuladas demostrd que al utilizar un inhibidor de IL-17 y TNF-a se logré reducir los
incrementos vistos en citocinas como IL-6, IL-8 y el ligando de quimiocina 20 (CCL20) en las HSCs a
comparacion de las que no tenian los inhibidores (Beringer and Miossec, 2019). Mientras que la IL-33 es
capaz inducir el fenotipo de linfocitos Th2 asociado a inflamaciéon crénica en el higado al promover la
produccién de citocinas inflamatorias como IL-4, IL-5 e IL-13 (S. Y. An et al., 2021). Sin embargo, la citocina
IL-4 puede considerarse como pleiotrdpica al también presentar propiedades anti-inflamatorias bajo
diferentes condiciones (Ghoreschi et al., 2003; Njoku, 2010). Al igual que la citocina IL-5 IL-13, la citocina
IL-9 también se encuentra altamente expresada y promueve la fibrosis hepatica por infecciéon de
Schistosomiasis, ademas de estar involucrada en enfermedades autoinmunes. Dicho reporte menciona
qgue la neutralizacién de IL-9 redujo los niveles de inflamacidn y depdsitos de colageno. No solo eso,
también mencionan que tratar HSCs directamente con IL-9 promueve la expresion Coldgeno |, lll y a-SMA
(Zhan et al., 2019). Otro estudio corrobora esto al reportar que la neutralizacion de IL-9 con anticuerpos
en un modelo murino ayudd a atenuar la activacién de las HSCs, pero no solo eso, ya que también
disminuyé los niveles de expresién de citocinas como IL-17A, IL-9, TGF-B1, IFN-y, IL-6, IL-4 y TNF-a a

comparacién de los ratones que no habian recibido el anticuerpo (Qin et al., 2016).

Sin embargo, no todas las citocinas evaluadas contribuyen al estado proinflamatorio, ya que algunas
proveen un efecto anti-inflamatorio en el higado. IL-10 suprime multiples mediadores proinflamatorios y
controla la infiltracién de neutréfilos. También puede inhibir la secrecidn de citocinas pro-inflamatorias
como IL-2, IL-6 y TNF-a. Mientras que le deficiencia de IL-10 podria llevar a expresion de a-SMA y activacion
de las HSCs (S. Y. An et al., 2021; Duan et al., 2022; Nga et al., 2021). Mientras que IL-22 pertenece a la
familia de IL-10, es expresada en enfermedades con inflamacién crénica y puede considerarse como
pleiotrdpica. En higado es capaz de reducir el contenido de grasa en el higado, es asociada con proteccion
de la hepatofibrogenesis ya que pueden prevenir la activacién de las HSCs y el depésito de colageno al
inducir senescencia en las células tras tratamientos de IL-22 recombinantes pero sin promover la apoptosis
(Hammerich and Tacke, 2014). Finalmente se tiene al IFN-y, uno de los mayores protectores de la fibrosis
hepatica. IFN-y tiene la capacidad de promover la produccion de SMAD7, uno de los inhibidores en la via
de sefializacion de TGF-B1 mediada por las SMADs, ya que SMAD7 se une a SMAD2/3 para formar un
complejo que inhibe la traslocacidn hacia el nucleo y por lo tanto inhibe la produccién de TGF-B1y de otros

productos proinflamatorios y profibréticos (Weng et al., 2007).
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Tras analizar los resultados se puede apreciar que la mayoria de las citocinas son producidas en menor
medida por la monocapa de HHSC-N, con la excepcién de citocinas proinflamatorias como IL-6, la cual
parece mantener el mismo nivel de concentracién en los co-cultivos a las 24 h y 72 h con todos los
tratamientos. Por otro lado, con los co-cultivos, la concentracién de multiples citocinas proinflamatorias
son incrementadas en presencia de los tratamientos, mientras que otras disminuyen a las 24 h, otras
aumentan a las 72 h. De manera general se puede decir que los tratamientos entre AgNPs-ALA, CD y CD-
LF no muestran diferencias dependientes de la concentracidn, la mayoria de las concentraciones son
comparables entre cada grupo de NPs. Se puede apreciar el pronunciado aumento en la concentracién de
citocinas como IL-13, IL-2, IL-5, TNF-a e IL-17A, IL-17F es mayor en todos los tratamientos, lo cual puede

indicar que la respuesta tienda hacia el progreso de la NASH o fibrosis.

Sin embargo, no podemos dejar de lado el gran aumento en la concentracion de IFN-y, con su capacidad
de inhibir la activacion de las HSCs, presente en todos los co-cultivos que fueron tratados con NPs. A la vez
también se ve incrementada la concentracién de IL-22 presente en todos los co-cultivos que fueron
tratados con NPs. Mientras que los niveles de IL-10 dismunuyeron a las 24 hy a las 72 h en todos los co-

cultivos que fueron tratados con NPs, pero no es un cambio significativo en la mayoria de los casos.

Tomando en cuenta que las HHSC-N provienen de un individuo que presenta la NASH, una enfermedad
inflamatoria crénica, es probable que las células se encuentren sensibles a cualquier cambio o introduccién
de un agente foraneo a ellas. Aunado al hecho de que las PBMCs fueron estimuladas para la produccion
de citocinas, y la predisposicién inflamatoria de las HHSC-N, se puede concluir que los datos presentados
en la deteccion de citocinas nos indican el progreso de una enfermedad inflamatoria en proceso a la
resolucién. Inevitablemente es necesario que suceda la inflamacién para poder llegar al estado de
resolucién durante alguna infeccidon o enfermedad. La mayoria de los marcadores de inflamacion tenian
una concentracidn mas alta tras los tratamientos. Pero a la vez, los marcadores asociados a una respuesta
anti-inflamatoria o a la inactivacién de las HHSC-N también aumentaron. Analizando los estudios
reportados, la mayoria de los estudios se realizaron in-vivo, en donde podian tratar a los animales por
semanas antes de recolectar resultados. Por lo tanto, es posible que nuestra implementacidn in-vitro no
permita conocer la respuesta anti-inflamatoria completa a las 72 h, debido a las limitaciones técnicas. Sin
embargo, al combinar los datos obtenidos por qPCR, se puede apreciar una disminucidn en genes
profibrdticos con las CD y CD-LF a las 72 h, especialmente ACTA2, que expresa el marcador de activacion
de las HSCs. Sumando a este hecho la alta produccion de IFN-y, es plausible proponer que la respuesta
anti-inflamatoria ya esta en progreso. Sin embargo, el hecho de que el gen TGFB1 haya aumentado, no

necesariamente significa que esos niveles se mantengan constantes todo el tiempo, ya que en un estudio
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previo se demuestra que la produccion de TGF-B1 podria estar influenciada por la presencia de citocinas
pro-inflamatorias como IL-17A, de manera que en un ambiente proinflamatorio es mas probable que las
células que responden al estimulo promuevan la expresion de TGF-f1, en vez de IFN-y en este caso en

especifico (Veldhoen and Stockinger, 2006).

Las nanoparticulas que presentaron mayor potencial en este estudio fueron los CD-LF, ya que lograron
reducir los niveles de expresion de genes profibréticos a las 72 h, y promover la produccién de citocinas
asociadas a un estado de resolucidn de manera consistente. La presencia de LF parece haber ayudado
significativamente en algunos casos, pero esto podria deberse a que la solucién en la cual se sintetizaron
tenia una masa de LF de 6mg (Guzman-Uribe et al., 2022); mientras que las AgNPs-ALA presentaron mucho
potencial en los ensayos colorimétricos, especialmente por la efectividad a bajas concentraciones. Es
probable que se necesiten hacer algunos ajustes en la implementacién del modelo aqui propuesto, para

aprovechar el potencial de las AgNPs-ALA en futuros ensayos.
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Capitulo 5. Conclusiones y perspectivas

5.1 Conclusiones

En este trabajo se logré implementar un modelo de co-cultivo utilizando células estrelladas hepaticas
humanas de un donador con esteatohepatitis no alcohdlica (HHSC-N), y células mononucleares de sangre

periférica (PBMCs), estimuladas para secretar citocinas.

Las AgNPs-ALA, CD y CD-LF demostraron capacidad de remover los radicales 2,2'-azino—bis—(acido 3—
etillbenzotiazolin—6—sulfénico) (ABTS®*) y éxido nitrico (NO*®), lo cual demuestra potencial de remover

especies reactivas de oxigeno (ROS) y de actividad anti-inflamatoria en aplicaciones in vitro.

Se comprobd que las concentraciones elegidas de 6.25, 12.5y 17.5 ug/mL de AgNPs-ALA y 5, 50, 100 y 200
pug/mL de CD y CD-LF no fueran citotdxicas en HHSC-N ni en hepatocitos HepG2.

Las concentraciones evaluadas de NPs, por si solas, no tienen un efecto directo en la via de sefializacién

de TGF-B en células HEK-Blue TGF-p.

Las concentraciones de NPs elegidas son capaces de modular la expresién de genes profibréticos ACTA2,
COL1A1, PDGFRB, TGFB1 y TIMP1 en células estrelladas hepdticas humanas de un donador con

esteatohepatitis no alcohédlica (HHSC-N).

Las concentraciones elegidas de NPs son capaces de modular la secreciéon de citocinas solubles cuya
funcidén tiende hacia un posible estado de resolucion. De manera que aumenté la concentracién de dos
citocinas clave en la resolucién de la NASH: IFN-y, con la capacidad de inhibir la transdiferenciacién de las

células estrelladas hepaticas (HSCs) y de IL-22, por su capacidad anti-inflamatoria en el higado.

Nuestros resultados podrian ser un punto de partida para el desarrollo de un tratamiento para la

esteatohepatitis no alcohdlica (NASH), mediante el uso de biomedicina y nanotecnologia.
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5.2 Perspectivas

Algunas perspectivas para tener en consideracién son mejorar la implementacidn de co-cultivo mediante
el uso de organoides, los cuales pueden estar compuesto de mds células como hepatocitos, células de
Kupffer y de células endoteliales hepdticas para lograr un microabiente mads similar al del higado in vivo
pero implementado de una manera in vitro. No obstante, es importante recalcar el hecho de que las células
HHSC-N utiilizadas en este proyecto provienen de pacientes humanos con la NASH, es decir que el daiho
no fue inducido de manera in vitro con algun agente profibrético, sino que es producto de dafo
multifactorial presentado en la vida cotidiana. Es crucial intervenir en pacientes en el estado de NASH, ya
que la enfermedad puede progresar al irreversible estado de cirrosis y posiblemente carcinoma
hepatocelular (HCC), lo cual reduce la calidad de vida y probabilidad de supervivencia de las personas
afectadas. El impacto de los modelos de estudio que utilicen células provenientes de personas con dafo
presentado por situaciones de la vida diaria puede brindar un mejor entendimiento a la respuesta y mejora

de enfermedades.
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Anexos
Anexo A
Tabla 8. Relacidon de muestras con HHSC-N evaluadas en el proyecto
Numero . .
Experimento Tratamiento
muestra
1 HHSC-N
) HHSC-N + PBMCs + PMA
3 Niveles de referencia HHSC-N + PBMCs
4 PBMCS + PMA
5 PBMCs
6 Control (Monocapa HHSC-N)
7 AgNPs-ALA 6.25 pg/mL
3 AgNPs-ALA 12.5 pg/mL
9 AgNPs-ALA 17.5 pg/mL
10 CD 5 pg/mL
11 Solamente HHSC-N CD 50 pg/mL
con tratamientos €D 100 pg/mL

12
13 CD 200 pg/mL
14 CD-LF 5 pg/mL
15 CD-LF 50 pg/mL
16 CD-LF 100 pg/mL
17 CD-LF 200 pg/mL
18 Muestra estimulada con TGF-1 2 ng/mL de TGF-B1




19 Control
20 AgNPs-ALA 6.25 pg/mL
71 AgNPs-ALA 12.5 pg/mL
27 AgNPs-ALA 17.5 pg/mL
)3 CD 5 pg/mL
24 Co-cultivo HHSC-N + PBMCs CD 50 pg/mL
tratadas con AgNPs-ALA, CD & CD-LF
55 24 h CD 100 pg/mL
26 CD 200 pg/mL
- CD-LF 5 pg/mlL
)8 CD-LF 50 pg/mL
29 CD-LF 100 pg/mL
30 CD-LF 200 pg/mL
31 Control
32 AgNPs-ALA 6.25 pg/mL
33 AgNPs-ALA 12.5 pg/mL
34 AgNPs-ALA 17.5 pg/mL
35 CD 5 pg/mL
36 Co-cultivo HHSC-NAS + PBMCs CD 50 pg/mL
tratadas con AgNPs-ALA, CD & CD-LF
37 72 h CD 100 pg/mL
33 CD 200 pg/mL
39 CD-LF 5 pg/mlL
40 CD-LF 50 pg/mL
a1 CD-LF 100 pg/mL

42

CD-LF 200 pg/mL
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