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Resumen de la tesis que presenta Kevin David Martinez Garcia como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencias de la Vida.

Evaluacién de la bioactividad de nanoparticulas hibridas cargadas con acido alfa lipoico en un
modelo in vitro de esteatohepatitis no alcohélica

Resumen aprobado por:

Dra. Ana Bertha Castro Cesena
Directora de tesis

La enfermedad esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica (MASDL) comprende desde la
acumulacion de lipidos (esteatosis) hasta su forma mas severa, la esteatohepatitis asociada a
disfuncién metabdlica (MASH). Esta ultima se caracteriza por inflamacidon crénica y fibrosis,
culminando en cirrosis y/o hepatocarcinoma. Las células estrelladas hepaticas (HSC) son las principales
efectoras de la progresidn de la fibrosis durante MASH, transdiferencidndose en miofibroblastos que
aumentan la expresién de genes profibroticos. En México, la prevalencia de MASLD supera el 40 %
debido al alto indice de obesidad y diabetes, representando un problema de salud nacional. Aunque
diversas moléculas tienen efecto antifibrdtico, muchas fallan en etapas preclinicas por distintos retos
asociados a la entrega del farmaco. Por ello, la nanomedicina ha investigado transportadores eficientes
para la entrega de farmacos que podrian incrementar el efecto terapéutico. Por tal motivo, en este
trabajo se evalud el efecto del acido alfa lipoico (ALA) tanto libre como liberado de nanoparticulas
(NPs) hibridas de acido poli (lactico-co-glicdlico) (PLGA) y L-alfa-fosfatidilcolina de soya (HSPC) en un
modelo in vitro de HSC humanas provenientes de una persona diagnosticada con MASH (HHSC-N). Las
NPs hibridas con ALA y recubiertas con HSPC (NPL-ALA) se sintetizaron mediante nanoprecipitacién,
tienen un tamafio de 100 + 15 nm por TEM y son citocompatibles a una concentracion de hasta 1
mg/mL. Las NPL 1 mg/mL con 0.1 mg/mL de ALA y ALA 0.1 mg/mL libre fueron incubadas con HHSC-N
por 48 h y comparadas con células sin tratamiento. Las NPL-ALA fueron capaces de disminuir la
expresion de genes profibréticos: receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR),
factor de crecimiento transformante B (TGFB) e inhibidor tisular de metaloproteinasas 1 (TIMP1) en
un 55, 26 y 38 %, respectivamente. Por otro lado ALA libre no tuvo una modulacién TGFB y TIMP1,
mientras que en PDGFR aumento en un 33 % con respecto al control. Estos resultados muestran el
potencial de las NPL-ALA como potencial tratamiento, ya que nuestros hallazgos son importantes al
utilizar células provenientes de una persona diagnosticada con MASH, lo que nos acerca mas a la
aplicacion preclinica para el desarrollo de potenciales farmacos.

Palabras clave: MASH, fibrosis, células estrelladas hepaticas, nanoparticulas hibridas, nanomedicina.



Abstract of the thesis presented by Kevin David Martinez Garcia as a partial requirement to obtain the
Master of Science degree in Life Sciences.

Evaluation of the bioactivity of hybrid nanoparticles loaded with alpha lipoic acid in vitro model of
non-alcoholic steatohepatitis

Abstract approved by:

Dra. Ana Bertha Castro Cesena
Thesis Director

The spectrum of metabolic dysfunction associated with steatotic liver disease (MASDL) encompasses
conditions ranging from lipid accumulation (steatosis) to its severest manifestation, metabolic
dysfunction associated with steatohepatitis (MASH). The latter is typified by chronic inflammation and
fibrosis, culminating in cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Hepatic stellate cells (HSC) are the
principal drivers of fibrosis progression during MASH, undergoing transdifferentiation into
myofibroblasts and upregulating profibrotic gene expression. In Mexico, the prevalence of MASLD
exceeds 40 %, mainly attributable to elevated rates of obesity and diabetes, constituting a significant
national health concern. Despite the existence of various molecules with antifibrotic properties, many
falter at preclinical stages due to challenges associated with drug delivery. Consequently,
nanomedicine has explored efficient drug transporters to enhance therapeutic efficacy. Thus, this
study sought to evaluate the impact of alpha lipoic acid (ALA), both in its free form and released from
hybrid nanoparticles (NPs) composed of poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) and soybean L-alpha-
phosphatidylcholine (HSPC), in an in vitro model of human HSCs derived from a patient diagnosed with
MASH (HHSC-N). The ALA-loaded hybrid NPs (NPL-ALA) were synthesized via nanoprecipitation, coated
with HSPC, exhibited a size of 100 + 15 nm as determined by TEM, and demonstrated cytocompatibility
at concentrations up to 1 mg/mL. HHSC-N cells were treated with 1 mg/mL NPLs containing 0.1 mg/mL
ALA and 0.1 mg/mL free ALA or left untreated for 48 hours. Subsequently, the expression of profibrotic
genes, including platelet-derived growth factor receptor (PDGFR), transforming growth
factor B (TGFB), and tissue inhibitor of metalloproteinases 1 (TIMP1), was assessed. NPL-ALA
treatment significantly reduced the expression of PDGFR, TGFf, and TIMP1 by 55 %, 26 %, and 38 %,
respectively, compared to untreated cells. Conversely, free ALA did not modulate TGFB and TIMP1
expression, while PDGFR expression increased by 33 % relative to the control. These findings
underscore the potential of NPL-ALA as a promising therapeutic intervention, particularly noteworthy
given the utilization of cells derived from individuals diagnosed with MASH, thereby advancing us
closer to preclinical application for developing novel pharmaceutical agents.

Keywords: MASH, fibrosis, hepatic stellate cells, hybrid nanoparticles, nanomedicine.
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Capitulo 1. Introduccidn

La enfermedad esteatdsica asociada a disfuncién metabdlica (MASDL, por sus siglas en ingles),
anteriormente conocida como enfermedad por higado graso no alcohdlico, es una de las principales
enfermedades hepaticas cronicas en todo el mundo (Rinella et al., 2023a). Esta afeccion se define por la
presencia de 25 % de grasa en el higado (esteatosis) en ausencia de consumo de alcohol o infeccién viral
(Rinella et al., 2023b). La MASDL abarca la esteatohepatitis asociada a la disfuncién metabdlica (MASH)
(anteriormente conocida como esteatohepatitis no alcohdlica; NASH, por sus siglas en inglés) y la
esteatosis simple (higado graso no alcohdlico; NAFL). La NAFL se caracteriza por la presencia de grasa en
los hepatocitos con poca o nula evidencia de inflamacién o dafio. Mientras que MASH, ademds del
acumulamiento de lipidos, presenta inflamacién crénica, disfuncion mitocondrial y lesién en los
hepatocitos, lo que lleva al depdsito excesivo de coldgeno conocido como fibrosis y provocando la
progresion a etapas mas avanzadas de la enfermedad hepdatica como cirrosis y hepatocarcinoma

(Mardinoglu et al., 2018; Sanyal, 2019).

Cuando el higado esta dafiado, las células estrelladas hepaticas (HSC) se activan y se transdiferencian a
miofibroblastos para la reparacién de la lesion. Estas células al permanecer activas pueden migrar al area
dafiada, proliferar y producir una matriz de colageno lo que resultan en la progresion de la fibrosis. Por lo
tanto, las HSC son un objetivo clave para retrasar o detener la progresion de MASH (Tsuchida & Friedman,
2017). Algunos de los marcadores caracteristicos de las HSC son la a-actina de musculo liso, expresada en
el gen ACTA2; la expresidon de COL1A1 en la produccién de matriz extracelular; PDGFRpB, que favorece la
proliferacién y activaciéon continua de HSC; el inhibidor de metaloproteinasas (TIMP-1) que inhibe la

degradacion de la matriz extracelular por las metaloproteinasas (MMP) (Higashi et al., 2017).

Aunque se ha reportado que la fibrosis hepatica es un proceso dindmico reversible, tanto en modelos
experimentales como en humanos, el desarrollo de terapias antifibréticas sigue siendo dificil de alcanzar
(Liu et al., 2013). En enfermedades créonicas como MASH, hay un aumento en el estrés oxidativo
(incremento en especies reactivas de oxigeno) y de otras moléculas efectoras que promueven la activacion
de las HSC. El acido alfa lipoico (ALA), un compuesto de ditiol natural sintetizado en la mitocondria, que
tiene la capacidad de neutralizar radicales libres, tales como especies reactivas de oxigeno y que ejerce
efectos protectores contra las enfermedades hepaticas crénicas debido a sus capacidades antioxidantes y
antiinflamatorias (Ma et al., 2015). Ademas, en estudios realizados recientemente, se demostré una

reduccion en HSC activadas hasta en un 80 % en un modelo murino con dafio inducido (EI-Maadawy et al.,
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2020). Sin embargo, el ALA y diversas estrategias terapéuticas que han mostrado un alto potencial en el
laboratorio para el tratamiento de esta enfermedad han fallado en estudios preclinicos o clinicos, debido

a su limitada biodisponibilidad y corto tiempo de vida media del farmaco.

La nanotecnologia ofrece la posibilidad de reducir los retos que actualmente existen en la administracién
de farmacos y su efecto en enfermedades crénicas como MASDL. Los nanotransportadores permiten
dirigir los farmacos al tipo de célula objetivo, asi como una liberacidn controlada del farmaco, lo que
permitiria reducir la citotoxicidad y mejorar la farmacocinética y farmacodinamia de los fdrmacos
(Moghtadaie et al., 2023). Diversas nanoparticulas han mostrado resultados prometedores, donde las
nanoparticulas hibridas de polimero/lipido (NPL) destacan su potencial terapéutico. Los polimeros pueden
encapsular farmacos poco solubles y permitir la liberacidn prolongada del farmaco, mientras que la
cubierta lipidica proporciona estabilidad a la nanoparticula evitando su degradacion y permitiendo una

liberacion controlada del farmaco (Ghitman et al., 2020).

Por lo tanto, el propdsito de este proyecto fue encapsular el ALA en NPL para estudiar su efecto en la
regulacién de la expresidon de genes profibréticos como COL1A1, ACTA2, PDGRpB, TGFB y TIMP1 en un
modelo in vitro de HSC aisladas de un paciente con la enfermedad de MASDL, lo cual permitiria reducir la
heterogeneidad asociada a los fenotipos aplicados en modelos in vivo de MASDL (Cole et al., 2018). Este
modelo nos permitié demostrar el potencial de la entrega de ALA encapsulado en NPLs al disminuir la

expresion de genes relacionados con la progresion de la fibrosis tras 48 h de tratamiento.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Enfermedad esteatdsica asociada a disfuncién metabdlica (MASDL)

La enfermedad esteatdsica asociada a disfuncién metabdlica (MASDL, por sus siglas en inglés),
anteriormente conocida como enfermedad por higado graso no alcohdélico, experimenté un cambio de
nombre debido a la importancia de la nomenclatura y definicion de las enfermedades para identificar
factores de riesgo, facilitar el diagndstico y el acceso a la atencion médica (Rinella et al., 2023a). La
denominacién propuesta para esta enfermedad, MASDL, asociada a disfunciones metabdlicas, busca una
mejor comprension de la etiologia de la enfermedad. Ademads, se optd por el término "esteatdsica" en

lugar de "graso" para referirse a la acumulacion de grasa en el higado. La enfermedad ahora comprende
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la presencia de esteatosis junto con factores de riesgo cardio-metabdlicos (Figura 1) (Bugianesi & Petta,

2022; Rinella et al., 2023a).

NAFLD

Esteatosis hepatica

Esteatosis hepatica
+
Sobrepeso/obesidad
o
Diabetes tipo 2

Sin consumo del alcohol
>20 g/dia

Ninguna otra causa de
enfermedad hepatica: O al menos dos:
+ Obesidad visceral
* Hipertension arterial
» Triglicéridos elevados
+ Bajo HDL
* Prediabetes
+ HOMA>25

(hepatitis viral, hepatitis
autoinmune, enfermedad
de Wilsen,
hemocromatosis)

Figura 1. Etiologia de NAFDL a MASDL. Adaptado de Bugianesi & Petta, 2022.

MASDL tiene una prevalencia que es paralela a la edad, el desarrollo de sobrepeso/obesidad y a |a diabetes
mellitus tipo2 (DM2). Se estima que a nivel mundial se encuentra aproximadamente en el 25 % de la
poblacién y aumenta a mas del 50 % en grupos de alto riesgo como los pacientes diabéticos y obesos
(Brunt et al., 2015; Younossi et al., 2016). México es uno de los paises cuya poblacidn reune estos factores
de riesgo. En 2021, la Asociacidn Mexicana de Gastroenterologia y la asociacidn Mexicana de Hepatologia
estimaron que la prevalencia actual de MASDL podria superar el 40 % de la poblacion (Bernal-Reyes et al.,
2023). Ademas es preocupante que cerca del 40 % de la poblacion con MASDL, segun analisis mediante
Fibroscan®, tenga fibrosis avanzada, ya que esto es un factor importante para la progresion a cirrosis. Esta
enfermedad representa un serio problema de salud publica debido a la alta prevalencia de comorbilidades
metabdlicas. Se estima que para el afio 2030, sera la principal causa de carcinoma hepatocelular y ocupara

la primera posicion entre las indicaciones de trasplante hepatico (Asrani et al., 2019; Younossi et al., 2016).

Al principio, el espectro de la enfermedad MASLD, se caracteriza por la acumulacién de grasa dentro de
los hepatocitos del higado. Sin embargo, este fenotipo puede progresar a esteatohepatitis asociada a la
disfuncién metabdlica (MASH), una afeccion grave que incluye esteatosis, inflamacién y agrandamiento
de los hepatocitos con o sin fibrosis. Si no se trata, la MASH resulta en la acumulacidn excesiva de proteinas
de matriz extracelular que puede progresar hasta convertirse en cirrosis o carcinoma hepatocelular, lo que
a menudo resulta en un trasplante de higado o la muerte (Marchesini et al., 2016). Este espectro de

enfermedades se clasifica de acuerdo con la puntuaciéon de actividad de NAFDL (NAS), donde NAS puede
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variar de 0 a 8 y se calcula mediante la suma de las puntuaciones de esteatosis (0-3), inflamacién lobulillar
(0-3) y abombamiento de hepatocitos (0-2). En pacientes con MASDL, una puntuacion NAS > 5 se
correlaciona fuertemente con un diagndstico de "MASH", mientras que una puntuacién NAS < 3 se
correlaciona con un diagnéstico de "no MASH"(Kleiner et al., 2005). Por otro lado, la escala METAVIR nos
indica la progresion de la fibrosis en sus 5 estadios de la enfermedad: FO (ausencia de fibrosis), F1 (fibrosis
portal), F2 (fibrosis periportal), F3 (puentes de fibrosis entre espacios portal) y F4 (cirrosis) (Figura 2)

(Carrion, 2009).

MALSDL

[ Escala METAVIR |

Higado sano Esteatosis e Esteatohepatitis I Fibrosis 1-3 Cirrosis o l
inflamacion Fibrosis 4
o ~ R

\ No MASH

f
Clasificacion NAS
Figura 2. Espectro de la enfermedad esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica (MASDL). La escala NAS mide la

progresion de la enfermedad a través de esteatosis, inflamacion lobulillar y abombamiento de hepatocitos. Mientras
que la escala METAVIR nos indica la progresion de la fibrosis en MASH. Elaboracion propia en BioRender.com.

1.1.2 Esteatohepatitis asociada a la disfuncion metabdlica (MASH) y fibrosis

La esteatohepatitis asociada a la disfuncion metabdlica (MASH) representa el estado avanzado de MASDL
y es una enfermedad multifactorial compleja. La primera hipdtesis considera que el desarrollo de esta
enfermedad inicia por la esteatosis como primer golpe que no es suficiente para inducir inflamacion y
fibrosis; sin embargo la esteatosis conduce al estrés oxidativo lo que produce la inflamaciéon en el higado
(Dowman et al., 2010). Mientras que una hipotesis mas reciente, nombrada "hipédtesis de golpes multiples"
sugiere que los habitos alimenticios, el estilo de vida y los factores genéticos pueden conducir al desarrollo
de la resistencia a la insulina, mientras que la obesidad influye en la proliferacién de adipocitos y en el

microbioma intestinal (Buzzetti et al., 2016).

La resistencia a la insulina es uno de los factores clave en el desarrollo de la esteatosis, lo que resulta en

un aumento de la lipogénesis hepatica de novo y una inhibicidn en la lipdlisis del tejido adiposo, con
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aumento de 4cidos grasos dirigidos al higado. (Bugianesi et al., 2010). Esta acumulacién de grasa en el
higado en forma de triglicéridos, junto con la presencia elevada de acidos grasos, colesterol y otras
moléculas lipidicas libres, conduce a la lipotoxicidad, que promueven el dafio y la disfuncién celular a
través del RE, disfuncidon mitocondrial y regulacion de procesos autofagicos. El dafio celular resultante esta
asociado a la secrecién de citocinas inflamatorias y a la liberacidon de patrones moleculares asociados al
dafio (DAMPs), lo cual es fundamental para desencadenar la inflamacién y fibrosis (Huby & Gautier, 2022;
Sanyal, 2019). Una vez que se produce la inflamacién, se activan los macréfagos residentes (Células de
Kupffer) y se reclutan células del sistema inmune que amplifican la respuesta inflamatoria, lo que produce
una mayor muerte celular al activarse diferentes vias de sefializacidn como apoptosis, necrosis, piroptosis
y ferroptosis (Gautheron et al., 2020). Estos mecanismos de muerte celular implican una liberacién de los
contenidos celulares, lo que desencadena una mayor inflamaciéon que contribuye en la progresion de
MASH (Sanyal, 2019). En este punto, el higado sigue intentando reparar el dafio mediante la activacion de
las células estrelladas hepaticas (HSC), que producen y depositan matriz extracelular (MEC) en el sitio de
la herida y una vez que los hepatocitos se recuperan, las proteinas de MEC son degradadas por
metaloproteinasas. Sin embargo, al estar en un inflamacidn crdnica, esto propicia la continua activacién
de HSC y la deposicion excesiva de matriz extracelular, lo que provoca cicatrices y rigidez en el tejido que

es conocido como fibrosis y progresar hasta cirrosis (Figura 3) (Cordero-Espinoza & Huch, 2018).

1.1.3 Fibrosis y células estrelladas hepaticas (HSC)

La fibrosis hepatica es el resultado de la inflamacién crénica, indicando la progresién de MASH. Este
cambio y aumento en la composicién de la matriz extracelular remodelan la arquitectura del higado,
perjudicando sus funciones y alterando el flujo sanguineo, pudiendo progresar hasta cirrosis (Hammerich
& Tacke, 2023). Durante MASH, las células estrelladas hepaticas (HSC) juegan un papel crucial en la
fibrogénesis hepatica. Las HSC son células mesenquimales y comprenden alrededor del 5-10 % del total
de células del tejido hepatico, estando inactivas en un higado sano y normal. En el higado con MASH, las
HSC inactivas se activan por factores inflamatorios y de estrés oxidativo persistente debido al
microambiente hepdatico alterado. Las HSC activadas exhiben capacidades de proliferacion, migracion y
propiedades similares a un miofibroblasto, que secretan altas cantidades de matriz extracelular que se
acumula y contribuye a la fibrosis hepatica (Tsuchida & Friedman, 2017). Tras su activacidon, las HSC
expresan el marcador a-SMA (ACTA2), producen colageno tipo 1 (COL1A1) e inhibidores de la degradacion
de coldgeno (TIMP) (Hammerich & Tacke, 2023).



Factores genéticos

Tejido adiposo |
{ \-\’
inﬁamadbn b
TGF|
R ,_m._ ?
‘\\(;"‘ - 4 Estilo de vida no saludable y
enfermedades metabélicas
¢ /x =
N ad
quilibrio Acumulacién
de adipocinas de lipidos Multiples
* mecanismos
TR IIIIIIII ! Higad
L0 p o
de novo : ;
ROS £ )
Distuncidn Hepatocarcinoma
: § Estrés onidative 1
Autofagia ot ""
, Estrés en RE
v AT L
DAMPs
— = —
¥ =\ 2
Vesiculas — DAMPs Inflamasoma \‘_ wy ; 1
extracelulares INK | 14 o plwy ) 4
NF-kB Iy o —L 3 4
il A ‘w )
# B 11)
- 4 OB < 1ps {b\?m 4
DAMPs — 2 POGF —— -— s
J PAMPs X7 :
‘7/\r\r\\»——» Wb . R ({ \ o7
Activacién Células de kupffer &
de HSC =
e e o Fibrogénesis Inflamacién
Disbiosis y permeabilidad
Infiltracién d
P d:;ul u'i:\m':m:s intestinal alterada

Figura 3. Fisiopatologia implicada en el desarrollo de MASLD y MASH. Modificado de Diaz et al., 2023.

Las HSC activadas se caracterizan por una sobreexpresion de genes relacionados con la MEC, pero difieren
en su capacidad de producir citocinas y quimiocinas. En higados fibréticos se han encontrado HSC inactivas
(o débilmente activadas) que expresan factores que suprimen la inflamacion y fibrosis del higado. Mientras
que las HSC altamente activas promueven la fibrosis hepatica (Krenkel et al., 2019). Las HSC pueden
activarse a través de diversas sefales, incluido el contacto célula-célula con macréfagos, citocinas
derivadas de células inmunes, vesiculas celulares de los hepatocitos y patrones moleculares asociados al

dafio (DAMPs).

Uno de los factores fibrogénicos mas estudiados es el factor de crecimiento transformante B (TGFB). Este
factor estimula la transdiferenciaciéon de las HSC y su via de sefializacién produce el aumento de genes
relacionado con la MEC, como COL1A1 y ACTA2 (Dewidar et al., 2019). Ademads de su funcion fibrogénica

durante la progresion de la enfermedad, puede depositarse en la MEC (TGFp latente) y activarse en un
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momento posterior a través de la contraccidon para continuar perpetuando la activacion de las HSC
(Hammerich & Tacke, 2023). Por otro lado el factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF) se ha
asociado con funciones fibrogénicas, donde a través del receptor B de PDGF de las HSC se promueve la

proliferacién, la migracién y supervivencia de estas células (Wong et al., 1994).

1.1.4 Acido alfa lipoico

El acido alfa lipoico (ALA, acido 1,2-ditiolan-3-pentanoico), asi como su forma reducida, el acido
dihidrolipoico (DHLA), tienen la capacidad de actuar como compuestos antioxidantes debido a su
capacidad de eliminar e inactivar los radicales libres, quelacidon de metales téxicos tanto directa como
indirectamente por su capacidad para mejorar los niveles de glutatidn intracelular (GSH) y con ello la

restauracion de diversos antioxidantes (EI-Maadawy et al., 2020; Foo et al., 2011).

Estas propiedades antioxidantes son importantes durante la progresién de MASH, ya que la patogénesis
de esta enfermedad estad asociada al aumento del estrés oxidativo, asi como la activacién de las HSC.
Durante MASH la acumulacidn excesiva de lipidos conduce a la sobreproduccién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) lo que genera la muerte de lo hepatocitos y permite la liberacién de factores que activan

las HSC (EI-Maadawy et al., 2020; Luo & Shen, 2020).

En un estudio in vitro con células HepG2 tratadas con acido palmitico y acido oleico para inducir esteatosis,
tuvieron un efecto positivo al ser tratadas con ALA que disminuyo el estrés del reticulo endoplasmatico y
la disfuncidon mitocondrial que estan asociadas a la muerte células en los hepatocitos (Longhitano et al.,

2024).

Por otra parte en un modelo murino de fibrosis inducido por tioacetamida (TAA), el ALA mostré efecto
antifibrético al disminuir la expresion de PDGF y TGFf lo que permite bloquear la activacion y proliferacion
de las HSC activadas y con ello también reducir la expresidon de a-SMA que esta asociado al marcador de
transdiferenciacién de las HSC (EI-Maadawy et al., 2020). Sin embargo, es necesario conseguir los niveles
plasmaticos necesarios para obtener un efecto y esto se ve comprometido por el rdpido metabolismo del

ALA (30 min en plasma) y su baja biodisponibilidad del 30 % (Tibullo et al., 2017).



1.1.5 Nanoparticulas hibridas

Las nanoparticulas hibridas de polimero y lipidos (NPL), son sistemas de administracién de fdrmacos que
surgen a partir de la propiedades fisicas y quimicas de ambos materiales. Este tipo de nanoparticulas
muestran las caracteristicas biomiméticas, asi como la encapsulacién de compuestos lipofilicos de los

lipidos.

Mientras que las ventajas de los polimeros al poder entregar el compuesto bioactivo mediante una manera
activa o pasiva y las propiedades para la liberacién de compuestos de manera sostenida. Las
nanoparticulas de un nucleo polimérico biodegradable que encapsula los compuestos bioactivos y que se
encuentra dentro de una cubierta lipidica reduce la tasa de degradacidn del PLGA al limitar la difusién de
agua dentro de la particula, determinando una mayor proteccidn para el compuesto y permitiendo una
liberacion mds controlada. Ademas de la cubierta de lipidos estos nanosistemas se pueden afiadir
diferentes compuestos para la conjugacion de diversos ligandos y proporcionar entregas dirigidas de

farmacos.

El uso de poli (D, L-lactida-co-glicolida) (PLGA), un polimero biodegradable y biocompatible que la FDA
aprueba para aplicaciones biomédicas en humanos ha demostrado que la encapsulacién de la curcumina
cargada en nanoparticulas PLGA reducian la acumulacion de triglicéridos en un modelo in vitro de MASH

en células HepG2 (Jazayeri-Tehrani et al., 2019).

En otro estudio in vitro de MASH con células HepG2 se prepararon nanoparticulas de PLGA cargadas con
resveratrol en donde se obtuvieron nanoparticulas de 180 nm y con un 95 % de eficiencia de
encapsulacién, para verificar que sus resultados no se vieran comprometidos se realizaron ensayos de
viabilidad, tanto las nanoparticulas como el compuesto libre mostraron viabilidades superiores al 85 %
hasta una concentracién de 100 uM. No obstante, las nanoparticulas cargadas con resveratrol mostraron
un mayor efecto en aliviar la lipogénesis y promover la lipdlisis comparado con el resveratrol libre (Wan et

al., 2018).

1.2 Justificacion

La presente revisidon de literatura se enfoca en el desarrollo de la enfermedad esteatdsica asociada a

disfuncién metabolica (MASDL), una condicion que afecta al 30 % de la poblacién mundial. En diversos
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estudios realizados en México por la asociacion mexicana de gastroenterologia y hepatologia, se estima
que la prevalencia podria superar el 50 % debido al alto indice de obesidad, diabetes y/o altos niveles de
triglicéridos en la poblacion. La literatura indica que estos factores son criticos ya que aumentan el riesgo

de desarrollar la enfermedad, progresar a fibrosis e incluso desencadenar cirrosis o insuficiencia hepatica.

Esta enfermedad se caracteriza por una acumulacién de lipidos, inflamacion crénica y fibrosis. Varios
estudios han investigado la importancia de los hepatocitos y células de Kupffer, que cuando son
estimulados por factores como un estilo de vida no saludable o enfermedades metabdlicas, permiten la
activacion de células estrelladas hepaticas mediante diversas moléculas, lo que lleva al depdsito fibrético.
Aunque los estudios nos indiquen que las HSC no son las mas abundantes en el higado sano, son las
principales efectoras de la progresién de fibrosis, por lo que su regresidn a su estado inactivo es crucial
para la resolucién de esta enfermedad. Por lo tanto, en este estudio nos centramos en la evaluacién de

HSC de un paciente diagnosticado con la esteatohepatitis no alcohélica (MASH).

Otro reto al que nos enfrentamos para el tratamiento de esta enfermedad es incrementar la
biodisponibilidad de los farmacos para su entrega, en la literatura se han evaluado diversas moléculas con
potencial terapéutico, muchas de ellas fracasando en las evaluaciones preclinicas debido a la baja
biodisponibilidad o eficiencia del compuesto bioactivo. Por lo tanto, diversos estudios mencionan que el
trasplante de higado se considera como la opcidon de terapia mas eficaz. Sin embargo, los datos registrados
muestran la escases de donadores y los costos elevados, lo que disminuye la posibilidad de esta opcién
terapéutica. En respuesta a esta necesidad, la nanomedicina ha investigado y desarrollado
transportadores eficientes para la entrega de farmacos, como las nanoparticulas hibridas polimero/lipido.

Estas nanoparticulas podrian incrementar la estabilidad y liberacién prolongada de compuestos bioactivos.

Por estas razones, en este trabajo se planted evaluar el efecto del acido alfa lipoico, una molécula
antioxidante con potencial de inhibir citocinas profibréticas en un modelo de células estrelladas hepaticas
de un donador con MASH. Por lo tanto este trabajo tuvo la siguiente hipétesis y objetivos de tesis basados

en la previa revisién de literatura.

1.3 Hipotesis

Las nanoparticulas hibridas PLGA/Lecitina de soya modularan la fibrosis mediante la liberacidn de acido

alfa lipoico en un modelo in vitro de fibrosis hepatica.
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1.4 Objetivos

1.4.1 Objetivo general

Determinar mediante un modelo in vitro de fibrosis hepatica, el efecto del acido alfa lipoico liberado a

partir de nanoparticulas hibridas PLGA/lecitina de soya (PLGA/HSPC-ALA).

1.4.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de PLGA/HSPC-ALA mediante el método de nanoprecipitacién vy
autoensamblado para su evaluacion en un modelo in vitro de esteatohepatitis no alcohdlica.

2. Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las nanoparticulas PLGA/HSPC-ALA para determinar
los resultados para su uso en un modelo in vitro.

3. Determinar el efecto de las nanoparticulas de PLGA/lecitina de soya en un modelo in vitro de
esteatohepatitis mediante el analisis de expresidn de genes relacionados con la fibrosis, como

COL1A1, TGFB, TIMP1y PDGFR.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Sintesis de nanoparticulas hibridas

Las nanoparticulas hibridas de PLGA-HSPC (NPL) y cargadas con acido alfa lipoico NPL-ALA se sintetizaron
mediante el método de nanoprecipitacion y autoensamblado modificado, también conocido como
desplazamiento de disolvente (Fang et al., 2010; Quintanar-Guerrero et al., 1998). Este método ha sido

ampliamente reconocido por su alta reproducibilidad en la sintesis de nanoparticulas poliméricas.

Para la sintesis de NPL, se utiliz6 una fase organica compuesta por PLGA (Nanosoft polymers, 11088-20-
50K-50:50) disuelto en acetonitrilo. Para las NPL-ALA se incorpord el ALA en la solucién mencionada a una
concentracion del 10 % (m/m) respecto al PLGA. La fase acuosa consistid en disolver HSPC (Nanosoft
Polymers, 26372) en agua Milli-Q con etanol al 4 % y calentandola a 65 °C hasta obtener una completa
disolucién. La relacidn de la fase organica a acuosa se ajusté a 1:10, siguiendo los protocolos establecidos

(Chan et al., 2009; Fang et al., 2010).

Para comenzar con la sintesis de nanoparticulas se realizd una solucidon de PLGA en acetonitrilo a una
concentracion de 2.5 mg/mL y se homogenizé por vortex; se prepard una solucion stock de HSPC a 1
mg/mL en etanol al 4 % a 65 °C. Posteriormente, en un vaso de precipitado de 10 mL se agregaron 2 mL
de EtOH al 4 % y 400 pL de la solucion stock de HSPC, dejandose en agitacion magnética a 180 rpm hasta
alcanzar los 65 °C. Para tener una proporcion 20 % (m/m) de HSPC respecto al PLGA, se agregaron 800 pL
gota a gota de la solucién organica de PLGA a la fase acuosa con HSPC, seguido de 6.1 mL de H,0 Milli-Q
bajo agitacién a 200 rpm a 65°C. Posteriormente, se aplicd bafio ultrasénico (Branson 5800) a una
frecuencia de 42 kHz durante 7 min. Para purificar las nanoparticulas y eliminar moléculas libres, se utilizé
centrifugacion a 12,000 g con filtros Microsep Advance (Cytiva/Pall Life Sciences, MCP010C46) con un
limite de peso molecular de 10 kDa. El primer filtrado de 3 min y después 4 lavados con agua Milli-Q de 10

min.

El control de temperatura se mantuvo mediante bafio maria y monitoreo constante con termémetro. Estos
procesos se llevaron a cabo para asegurar la reproducibilidad y calidad de las nanoparticulas sintetizadas,

como se detalla en la Figura 4.
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Figura 4. Sintesis de nanoparticulas hibridas PLGA-HSPC-ALA (NPL-ALA) mediante el método de nanoprecipitacion

y autoensamblado. (1) Se preparan la solucién de PLGA-ALA en acetonitrilo y HSPC en EtOH al 4 %. (2) Se agrega gota
a gota el PLGA-ALA a la solucién de HSPC. (3) La solucidn se lleva a sonicar por 7 min para obtener nanoparticulas.
(4) Las nanoparticulas son purificadas por filtracién mediante centrifugacién. Imagen creada en Biorender.com.

2.2 Caracterizacion de nanoparticulas hibridas

2.2.1 Didmetro hidrodinamico y potencial Z

Para llevar a cabo la evaluacién del diametro hidrodindmico y potencial Z se utiliz6 el equipo Zetasizer
Nano-Zs (Malvern Instruments, UK). Las mediciones se realizaron a temperatura ambiente utilizando agua

Milli-Q como medio dispersante y considerando un indice de refraccion de 1.33.

Las nanoparticulas se evaluaron en suspensidén a una concentraciéon de 1 mg/mL y se les homogenizé
mediante micropipeta. Posteriormente se transfirieron 500 plL de cada suspension a la celda capilar para
realizar la medicion mediante el Zetasizer Nano-Zs. Ademas, a través del DLS se obtuvo el indice de
polidispersidad (PDI) que nos refleja la distribucidon de tamario de las particulas, de tal modo que valores

superiores a 0.7 indican que la muestra posee una amplia distribucién de tamafios.
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2.2.2 ldentificacion de grupos funcionales

Se analizaron los grupos funcionales de las nanoparticulas a través de espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR) mediante un espectrémetro Cary 630 FTIR-ATR diamante, ZnSe (Agilent
Technologies, EUA). La posicion de las bandas en los espectros proporcioné informacion sobre la presencia
o ausencia de grupos funcionales de una molécula, ademas de una huella especifica de cada compuesto
gue en conjunto nos permitiria identificar la identidad de una muestra. Las nanoparticulas fueron
previamente liofilizadas y posteriormente identificadas mediante un espectrdmetro infrarrojo utilizando

reflectancia total atenuada (ATR) en un rango de 4,000-600 cm™ de nimero de onda.

2.2.3 Morfologia y tamafio

La estructura y morfologia de las nanoparticulas se analizaron usando un TEM-Hitachi 7500 y una
aceleracién de voltaje de 80 kV. Las muestras fueron preparadas, depositando la suspensién de
nanoparticulas en rejillas Lacey F/C 300 mesh en donde permanecieron durante 10 min, posteriormente
se elimind el excedente vy las rejillas fueron tefiidas negativamente durante 2 min con acetato de uranilo
al 1 % (m/v). Tras retirar el excedente, se dejd secar durante 60 min. Se obtuvieron imagenes de TEM con
aumentos de 25-100 x10° y se sometieron a un andlisis mediante ImagelJ para determinar el tamafio de las

particulas.

2.3 Fibroblastos dérmicos humanos

Los fibroblastos dérmicos de prepucio de neonato CCD-1112Sk (ATCC, Virginia, EUA) se manejaron de
acuerdo con las especificaciones del proveedor. Se empled medio de cultivo Iscove’s Modified Dulbecco’s
Medium (IMDM), suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) y antibiético/antimicético al 1 %.
Siguiendo las recomendaciones del proveedor, se trabajé con las células entre los pases 8 y 13 para

garantizar que las células no se encontraran senescentes y obtener resultados confiables.

2.4 Células estrelladas hepaticas humanas de un paciente con MASH

Se utilizaron células estrelladas hepaticas humanas (HHSC) de un donador masculino de 55 afios con MASH

en pase 3 (HHSC-N) (Cat. MD-0014, iXCells Biotechnologies, San Diego, USA). Las células almacenadas en
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criovial se encontraban en pase 3 y fueron manejadas de acuerdo con las especificaciones del proveedor.
Se empled un medio basal de cultivo para células estrelladas hepdaticas suplementado con 10 % de SFB, 1
% de Pen-Strep y 1 mL de suplemento de crecimiento especifico para HHSC de iXCells Biotechnologies.
Siguiendo las recomendaciones del proveedor, se trabajé con las células hasta tres pases mds para
garantizar que las células no se encontraran senescentes y obtener resultados confiables. Posteriormente,

las células se adaptaron a crecer en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM).

2.5 Estudios de citocompatibilidad

Se evalud la viabilidad celular utilizando el reactivo MTT o bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-
difeniltetrazol (nimero CAS 298-93-1) en las lineas celulares CCD-1112Sk y HHSC-N. Ademas, para HHSC-
N, la viabilidad celular también se determind mediante el ensayo de exclusién con azul de tripano
(15250061, Thermofisher). Las células se mantuvieron en Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

suplementado con 10 % de suero fetal bovino (FBS) y 1 % de penicilina/estreptomicina (Pen-Strep).

2.5.1 Viabilidad celular mediante MTT

Se comenzaron sembrando 1x10% células por pozo para las lineas celulares CCD-1112Sk y HHSC-N en placas
de 96 pozos, utilizando 100 pL de medio completo (DMEM) y dejandose incubar durante 24 ha 37 °C,5 %
CO; para permitir la adhesion celular. Posteriormente se retird el medio, se agregd el tratamiento a evaluar
en un volumen de 100 pL y se incubaron por 24 h a 37°C, 5 % CO,. A continuacién, se afiadieron 20 uL de
MTT a 5 mg/mL y se incubd durante 4h a 37 °C, 5 % CO; para formar los cristales de formazan en células
metabdlicamente activas. Los cristales se solubilizaron con 100 uL de acido clorhidrico (HCI) a 0.01 M con
dodecilsulfato sddico (SDS) al 10 % (m/v) y se incubd entre 18 a 24 h para posteriormente leer la densidad
Optica a 570 nm mediante un espectrofotometro y determinar el porcentaje de viabilidad celular mediante

la siguiente ecuacion (1):

Lo D.0.muestra — D.0.blanco
Viabilidad (%) = RS x100% (1)

Donde: D.O. muestra Y D.O. bianco SON los valores de la muestra y blanco, respectivamente, a las 24 h. D.O.
control corresponde al control que no se aplicaron tratamientos. La diferencia entre D.O. muestra Y D.O. bianco

proporcionan la absorbancia del vehiculo o compuesto, la cual ha sido removida.
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2.5.2 Viabilidad celular mediante azul tripano en HHSC-N

Para evaluar el efecto de nuestros tratamientos en la viabilidad celular de las HHSC-N, se sembraron
7.5x10* células por pozo para la linea celular HHSC-N en placas de 24 pozos con 500 pL de medio completo
(DMEM). Tras 24 h de incubacién a 37 °Cy 5 % de CO, para la adherencia celular, se retiré el medio, y se
agregd el tratamiento a evaluar en un volumen de 500 pL, se incubd por 24 y 48 h a 37°C, 5 % CO..
Posteriormente se recolecté el sobrenadante y las células, se centrifugd a 500 g por 5 min, se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el precipitado en 1 mL de PBS (pH 7.4). Después se mezcld una relacion 1:1
de suspensidn celular con solucién de azul de tripano al 0.4 % m/v (15250061, Thermofisher), y se
colocaron 10 plL en el hemocitometro para llevar a cabo el recuento de células vivas y muertas bajo un

microscopio.

Una vez realizado el conteo celular, se calculd la viabilidad celular en porcentaje siguiendo la siguiente

ecuacion (2):

Células vivas
Viabilidad % = 1009 2
tabilidad % Células vivas + Células muertas x % @)

2.6 Ensayo Indicador del efecto neutralizante de TGFf en células HEK-blue

TGFB

Para evaluar la via de sefializacion de TGF se utilizé la linea celular HEK-Blue TGFp (InvivoGen, San Diego,
California) la cual permite la deteccién de TGFP mediante la secrecién de la fosfatasa alcalina embrionaria
(SEAP) (Figura 5). SEAP puede ser evaluada mediante la solucion QUANTI-Blue™ vy al ser un reactivo

colorimétrico, permite su deteccidon de SEAP mediante un espectrofotdmetro a 655 nm.

Las células se mantuvieron de acuerdo con el protocolo del proveedor, con los dos primeros pases en
medio DMEM suplementado con 10 % FBS, 1 % Pen-Strep y 100 ug/mL de Normocina. Después de dos
pases se agregaron 200 pg/mL de Higromicina B Gold, 30 pg/mL de Blasticidina y 100 pg/mL de Zeocin
como antibidticos de seleccidn. Para llevar a cabo el ensayo, se agregaron 80 uL de tratamiento a evaluar
en una placa de 96 pozos, seguido de 20 pL de TGFB a 10 ng/mL para estimular a las células y por dltimo
se anadieron 45,000 células en 100 puL de medio DMEM completo sin antibidticos. La placa se incubd por

18 ha 37 °C, 5 % CO,. Posteriormente se tomaron 20 plL del sobrenadante de cada pozo a una nueva placa
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con 180 pL de solucién QUANTI-Blue por pozo y se incubd por 1 h a 37 °C, 5 % CO, para finalmente leer la
densidad éptica a 655 nm en el espectrofotometro de placas EPOCH. Se incluyd un control de células

tratadas con TGFB a 10 ng/mLy otro con células sembradas omitiendo el TGFp.

La via de sefializacién de TGFp fue evaluada mediante la siguiente ecuacion (3):

D. O'SEAP =D. O'muestra —D. O-blanco (3)

Donde: D.0O. muestra y D.O. blanco son los valores de la muestra y blanco, respectivamente. Los valores
se compararon con la lectura de una muestra control. La diferencia entre D.O. muestra y D.O. blanco

proporcionan la absorbancia del vehiculo o compuestos, la cual ha sido removida.

TGFB

Smad2/3

!

Smad2/3

Smad4

e

!

Figura 5. Expresion de SEAP en la via de sefializacidon de TGFp en células HEK-Blue TGF. La unién del ligando TGFB1
a los receptores tipo | y Il permite la formacion del complejo smad 3/4 permitiendo la transcripcion de fosfatasa
alcalina embrionaria. Imagen tomada de Invivogen.com.

2.7 Deteccion de citocinas en HHSC-N

Para la deteccidn de citocinas en HHSC-N, se realizé el inmunoensayo ligado a enzimas (ELISA) que permite
la cuantificacién de una proteina, péptido u hormona de interés. Para este ensayo se utilizaron ELISA tipo
sandwich el cual estd compuesto por un anticuerpo de captura que se adhiere a la placa de 96 pocillos y

se une a la molécula de interés. A su vez, el anticuerpo de deteccién estd conjugado con una enzima que
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requiera la adicién de un sustrato para desarrollar color (Figura 6). De esta forma, las muestras con una

mayor concentracién de antigeno mostrardn un color mas oscuro.

Anticuerpo de captura Analito o muestra Anticuerpo de o

deteccion

Conjugado de solucién sustrato Andlisis a 450 nm en Esquema general de
streptavidina-enzima espectrofotometro ELISA tipo sandwich

Figura 6. Diagrama del inmunoensayo ligado a enzimas para la evaluacién de proteinas. (1) Se coloca el anticuerpo
de captura en la placa en donde se unird la proteina. (2) Se agrega la muestra a evaluar. (3) Se afiade el anticuerpo
de deteccién que se une a la proteina. (4) El conjugado de streptavidina-enzima se une al anticuerpo de deteccion.
5) colocamos la solucidn sustrato para desarrollar el color. 6) Analizamos a 450 nm. Modificado de Mabtech.com.

Para realizar el ensayo ELISA se utilizaron los kits de TNF-alpha (KIT10602, SinoBiological) e IFN-gamma
(KIT11725A, SinoBiological) realizando diluciones seriadas 1:1 de 23 hasta 2,000 pg de TNF-alfa e IFN-
gamma. Posteriormente, las placas que incluyen el anticuerpo de captura fueron colocadas a temperatura
ambiente por 30 min. Se realizaron 3 lavados con 300 uL buffer de lavado a la placa y se agregd 100 uL de
TNF-alfa e IFN-gamma asi como de la muestra a evaluar en diferentes pozos. Se incubaron por 2 h a
temperatura ambiente. Una vez terminada la incubacion se realizaron 3 lavados con 300 pL de buffer de
lavado y agregamos 100 pL del anticuerpo de deteccién y se incubd durante una hora a temperatura
ambiente. Por ultimo, realizamos 3 lavados con buffer de lavado, agregamos la solucidn sustrato e
incubamos por 20 min para agregar la solucidon de paro que nos permitira visualizar el cambio de color
dependiente de la concentracién de la molécula evaluada. Finalmente, la placa fue leida a 450 nm en un

espectrofotdmetro.
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2.8 Analisis de expresion de genes profibréticos

La evaluacion de la expresion de genes profibréticos comenzd con la extraccion de ARN utilizando TRI
reagent (Sigma aldrich, T9424). Se sembraron 2.5x10° células por pozo en placas de 6 pozos con 2 mL de
medio completo (DMEM) y se incubaron durante 24 h a 37°C, 5 % CO.. Tras retirar el medio, se agrego el
tratamiento a evaluar en un volumen de 2 mL y se incubaron nuevamente por 24 o 48 h. Al concluir este

periodo, se retird el tratamiento y se lavd cada pozo con 1 mL de PBS (pH 7.4).

Posteriormente, se agregaron 400 pL de TRI reagent y cada pozo fue raspado con la punta de la
micropipeta para lisar las células. La suspensidn celular se transfirié a un tubo eppendorf de 1.5 mL, se
dejo reposar durante 5 min. Luego, se afiadieron 40 pL de Bromo-3-Cloropropano, agitando suavemente

durante 15 sy se dejd reposar durante 5 min antes de centrifugar a 12,000 g por 5 min a 4 °C.

Una vez formadas las diferentes fases en el tubo eppendorf, se transfirié la fase acuosa (que contiene el
ARN) a un nuevo tubo de 1.5 mL y se le agregaron 200 uL de isopropanol, la muestra reposé durante 10
min y se centrifugd (12,000 g, 10 min a 4 °C). Se elimind el sobrenadante y el pellet fue resuspendido en

400 pL de EtOH al 75 %. La muestra se agitd y se centrifugé (9,500 g, 5 min a 4 °C).

Finalmente, se retird el sobrenadante por decantacién y el pellet se dejé secar de 5 a 10 min antes de ser
resuspendido en agua tratada con dietil pirocarbonato (DEPC). La muestra se analizé mediante
electroforesis y espectrofotémetro NanoDrop 2000 (ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachussets,

EUA) para evaluar la calidad y cantidad de la extracciéon de ARN.

Una vez obtenido el ARN, se llevo a cabo la retro-transcripcion de ARN a cDNA asi como las reacciones de
gPCR mediante el kit SensiFAST SYBR Lo-ROX One-step (Meridian bioscience, BIO-74005) el cual realiza la
retro-transcripcion y qPCR en un solo paso (Tabla 1). Para los ensayos de gPCR se analizaron los siguientes

genes profibréticos que se muestran en la (Tabla 2).

Para comenzar se ajusté el ARN a 100 ng por reaccion para normalizar las reacciones, el volumen final de

reaccién fue de 10 L.

Cada reaccion se realizé por triplicado en placas de reaccién dptica de 96 pozos y pelicula adhesiva Bio-
rad y se corrid en el sistema de PCR en tiempo real 7500 (Applied Biosystems, Waltham, Massachusetts,

Estados Unidos). El ciclo termal de la retrotranscripcion constd de un ciclo de 45 °C por 10 min,
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posteriormente se activé la polimerasa en un ciclo de 95 °C por 2 min, después un ciclo de 95 °C por 10 s
y 65 °C por 30 s durante 40 ciclos. Las curvas de desnaturalizacién fueron monitoreadas sistematicamente
(temperatura de gradiente de 0.5°C cada 10 s desde 55 a 94°C) al final del Ultimo ciclo de amplificacién

para confirmar la especificidad de reaccién de amplificacion.

Tabla 1. Componentes para la reaccion RT-qPCR con el kit SensiFAST SYBR Lo-ROX One-step

2x SensiFAST™ SYBR Lo-ROX
One-Step Mix > HL 1x
10 uM Forward Primer 0.4 uL 400 nM
10 puM Reverse Primer 0.4 pL 400 nM
Reverse Transcriptase 0.1puL -
RiboSafe RNase Inhibitor 0.2 puL -
H,0 1.9puL
RNA 2 uL 100 ng
Volumen final 10 pL Volumen final

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en fibroblastos CCD-1112Sk y HHSC-N.

TGFB1 NM_000660.7 F: CACTCCCTCTCTCTCCCTCT (Garcia-Topete et al.,
R: AGTGCCCAAGGTGCTCAATA 2024)
COL1A1 NM_000088.4 F: GCCTCAAGGTATTGCTGGAC (Ploeger et al., 2013)
R: ACCTTGTTTGCCAGGTTCAC
PDGFRB Gene ID: 5159 F: GCCCTTATGTCGGAGCTGAAGA (Zheng et al., 2020)
R: GTTGCGGTGCAGGTAGTCCA
TIMP1 Gene ID: 7076 F: TGTTGTTGCTGTGGCTGATAGC (D. Zheng et al., 2020
R: TCTGGTGTCCCCACGAACTT
ACTA2 NM_001100.4 F: CTGTTCCAGCCATCCTTCAT (Ploeger et al., 2013)
R: TCATGATGCTGTTGTAGGTGGT
HPRT1 NM_000194.2 F: TGGTCAGGCAGTATAATCCAAAGA (Zarybnicky et al.,
R: TTCAAATCCAACAAAGTCTGGCT 2019)
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2.9 Analisis estadistico

Los datos fueron analizados mediante el software GraphPad Prism 8. El analisis de resultados fue por
medio de analisis de distribucion T student o analisis de distribucion de varianza (ANOVA) de una o dos
vias con comparacién multiple Dunnet. Las condiciones fueron evaluadas por triplicado o duplicado (n=3
o n=2). Las diferencias entre resultados se consideran estadisticamente significativos con p<0.05, donde

un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****).
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Capitulo 3. Resultados

3.1 Sintesis de nanoparticulas hibridas

La sintesis de nanoparticulas hibridas se mantuvo a una temperatura de 65 °C. Este valor de temperatura
se eligid, ya que temperaturas mas bajas propiciaban la formacién de aglomerados y precipitados en la
sintesis, conduciendo a la generacién de microparticulas. En la Figura 7 podemos observar suspensiones
con un grado de turbidez, sin embargo, no se observa la presencia de precipitados o aglomerados para las
nanoparticulas recién sintetizadas y aquellas almacenadas a 4°C durante 30 dias (Figura 7B), indicando que

las nanoparticulas bajo estas condiciones son estables.

. wt

Figura 7. Suspensiones de nanoparticulas. (A) Suspensidn de nanoparticulas recién sintetizadas, (B) Suspensién de
nanoparticulas almacenadas durante 30 dias a 4°C.

3.2 Caracterizacion fisicoquimica de nanoparticulas hibridas

3.2.1 Didametro hidrodindmico y carga superficial

Mediante el andlisis por DLS se obtuvo el tamafio promedio de las nanoparticulas hibridas vacias,
mostrando un tamafio promedio de 110 + 30 nm, un PDI de 0.222 y un potencial Z de -26.5 mV. En

contraste, las nanoparticulas cargadas obtuvieron una carga superficial y tamafio superior, dandonos
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como resultado 194 £ 50 nm, un PDI de 0.194 y un potencial Z de -30.5 mV (Figura 8 y 9). Por lo tanto, la

incorporacién del ALA mostrd un efecto en el tamafo y carga superficial de las nanoparticulas hibridas.
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Figura 8. Diametro Hidrodinamico de nanoparticulas hibridas mediante DLS. (A) NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC
vacias, (B) NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con ALA. PDI: indice de polidispersidad. La incorporacion de
ALA aumento el tamafo promedio de la nanoparticula.
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Figura 9. Carga superficial de nanoparticulas hibridas mediante potencial Z. (A) NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC
vacias, (B) NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con ALA.La incorporacion de ALA, aumento la carga negativa
de la particula. Las barras negras representan la desviacién estandar de la media (+), n=3 por grupo.

3.2.2 Identificacion del recubrimiento con HSPC mediante FTIR-ATR

Se llevd a cabo un analisis superficial de las NPL y NPL-ALA para confirmar el recubrimiento con lecitina de
soya (HSPC) (Figura 10). La verificacidn se realizé analizando los materiales precursores de la sintesis: PLGA,
HSPC y ALA. El espectro de transmitancia de PLGA mostrd dos picos caracteristicos a 2948 y 2998 cm™?,
correspondientes a la vibracion de estiramiento de C-H y C-H,. Ademas, se identific un pico a 1748 cm
relacionado al grupo carbonilo C=0, y la sefial en 1090 cm™ nos indica la presencia del estiramiento C-O.

En cuanto a la lecitina de soya (HSPC), se observan dos vibraciones muy altas de tensidon en 2920 y 2853
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cm, mientras que en 1469 se encuentra la vibracion de flexion pertenecientes a la interacciéon C-H. Para
el grupo funcional C=0, se detectd su vibracidon en 1735 cm™, mientras que los grupos P=0 y C-N los
podemos encontrar en 1245y 1065 cm™ respectivamente. Por Gltimo, el ALA presentd su estiramiento del
grupo carbonilo C=0 en 1690 cm™, un pico a 2930 cm™ atribuido al estiramiento del C-H, y una vibracion
a 675 cm™ relacionada a la interaccidn C-S. Después de analizar los espectros de las NPL y NPL-ALA, se
observa la presencia de los picos caracteristicos de la lecitina a 2920, 2853 y 1469 cm™, confirmando la
presencia de HSPC en nuestro material sintetizado. Ademas, se detectdé un desplazamiento del grupo C=0
en 1748 cm™ y un triplete de vibraciones en la regién de 1400-1500 cm™ por las vibraciones de rotacion

en el grupo C=0 pertenecientes al PLGA.
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Figura 10. Comprobacion mediante FTIR del recubrimiento con HSPC de las nanoparticulas hibridas. NPL:
Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con ALA, ALA: 4cido alfa lipoico,
HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicélico). El espectro FTIR de las NPL-ALA muestran los picos
caracteristicos metil atribuidos al recubrimiento con HSPC.

3.2.3 Morfologia y tamafio

En las imagenes proporcionadas por TEM podemos apreciar las nanoparticulas vacias (NPL) con una
morfologia esférica. Alrededor de ellas, se observa un recubrimiento en forma de corona compuesto por

HSPC, con un tamafo promedio de particula de 60 = 11 nm. Por otra parte, las nanoparticulas cargadas
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con ALA (NPL-ALA) muestran un tamafio mayor, con un promedio de 100 = 15 nm, y no presentan

diferencias morfoldgicas con las NPL (Figura 11).

Figura 11. Tamafio y morfologia de nanoparticulas hibridas obtenidas mediante TEM. (A) NPL: Nanoparticulas
PLGA-HSPC vacias, (B) NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con ALA. Las nanoparticulas muestran una
estructura nucleo (PLGA)/coraza (HSPC).

3.3 Evaluacion del efecto de las nanoparticulas en fibroblastos dérmicos

humanos CCD-1112Sk

3.3.1 Pruebas preliminares de viabilidad celular mediante MTT

Se realizaron pruebas en fibroblastos dérmicos humanos para establecer las concentraciones adecuadas
de las muestras a evaluar en los posteriores ensayos celulares. De acuerdo con la organizacion
internacional de normalizacién (ISO 10993-5) sobre pruebas de citotoxicidad in vitro, se considera
citotdxico cualquier material que disminuya la viabilidad por debajo del 70 % mediante el ensayo

colorimétrico MTT.

En la Figura 12, se presenta el ensayo de viabilidad celular con distintas concentraciones de acido alfa
lipoico, el cual fue disuelto en etanol y emulsificado con kolliphor para su distribucién homogénea en el
medio acuoso. En este ensayo se observa que las concentraciones inferiores a 5 mM presentan una

citocompatibilidad superior al 80 % lo que se considera adecuada para posteriores ensayos celulares.

Por otro lado, en la Figura 13, las nanoparticulas vacias (NPL) y cargadas (NPL-ALA) fueron probadas a una

concentracién de 1 mg/mL, mostrando una viabilidad 270 % tras 24 h de exposicion. Debido a estos
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resultados, se decidié utilizar esta concentracion en ensayos posteriores.
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Figura 12. Viabilidad celular evaluada por MTT en fibroblastos CCD-1112Sk expuestas por 24 h a diferentes
concentraciones de ALA. Control: fibroblastos humanos CCD-1112Sk intactos, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC
vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: acido alfa lipoico, HSPC: L-a-
fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicdlico). EI ALA es citocompatible en concentraciones hasta 5mM,
obteniendo una viabilidad celular por encima del 80 %. Las barras verticales representan la desviacidn estandar (),
n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparacion multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1 es
considerado no significativo (ns), <0.05 (*), y <0.0001 (****),
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Figura 13. Efecto en la viabilidad celular evaluada por MTT en fibroblastos CCD-1112Sk a las 24 h de exposicidn con
diversos tratamientos. Control: fibroblastos humanos CCD-1112Sk sin tratamiento, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC
vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: acido alfa lipoico, HSPC: L-a-
fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicdlico). De acuerdo con lo establecido a la norma ISO 10993-5 las NPL
y NPL-ALA son citocompatibles. Las barras verticales representan la desviacién estandar (), n=3 por grupo. ANOVA
de una via con comparacién multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns),
<0.01 (**) y 0.001 (***) con respecto a la muestra control.
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3.3.2 Evaluacion de NPL y NPL-ALA en fibroblastos CCD-1112Sk estimulados con
TGFB1

Después de evaluar los tratamientos en la linea celular CCD-1112Sk, se realizé una estimulacién por 24 h
con TGFPB1 a fibroblastos dérmicos humanos (CCD-1112Sk) para observar un efecto similar en la expresion
de genes profibréticos como en células estrelladas hepdticas durante la esteatohepatitis no alcohdlica.
Esto permitié obtener datos preliminares del efecto por parte del acido alfa lipoico en la expresién de

genes profibréticos.

3.3.2.1 Evaluacion de NPL-ALA en la viabilidad celular mediante MTT

El ensayo de viabilidad celular presentado en la Figura 14B muestra que todos nuestros tratamientos
mantuvieron la actividad metabdlica mayor o igual al 70 %, si bien, existen diferencias significativas con el
control, todos los tratamientos se consideran aptos al no considerarse citotdxicos de acuerdo con la ISO
10993-5. Ademas, se realizé un control con células no estimuladas (Figura 14A), donde la estimulacién de

los fibroblastos con 10 ng/mL de TGFP no redujo estadisticamente la citocompatibilidad de las células.
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Figura 14. Efecto en la viabilidad celular evaluada por MTT en fibroblastos CCD-1112Sk estimulados con TGF a las
24 h de exposicion a diversos tratamientos. Control: células sin tratamiento, Control+TGFp: fibroblastos humanos
CCD-1112Sk estimulados con TGFB a 10 ng/mL, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas
PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: acido alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli
(lactico-co-glicélico). (A) La estimulacion con TGFB mostro no tener un efecto negativo en la viabilidad. (B) Los
tratamientos evaluados mostraron ser citocompatibles de acuerdo con la ISO 10993-5. Las barras verticales
representan la desviacion estandar (), n=3 por grupo. (A) T de Student con p<0.05 y (B) Anova de una via con p<0.05,
donde un valor de 0.12 es considerado no significativo (ns), 0.01 (**) y <0.0001 (****).

3.3.2.2 Efecto de la estimulacidn con TGFB en los niveles de expresion de genes profibréticos

Se utilizd el método de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) para cuantificar la

expresion de genes profibroticos, como COL1A1, ACTA2, PDGFR, TGFBy TIMP1 en fibroblastos CCD-1112Sk
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y fibroblastos CCD-1112Sk estimulados con 10 ng/mL de TGFB (Figura 15). Los resultados muestran
diferencias significativas, dando un aumento de hasta 3 veces en los niveles de expresion de genes de
PDGFR y TIMP, mientras que para ACTA2 y COL1A1 muestra un aumento de hasta 7 veces debido a la

estimulacién con TGFp.
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Figura 15. Efecto en la expresion de genes profibréticos en fibroblastos CCD-1112Sk estimulados con TGF. Control:
células sin tratamiento, Control+TGFp: fibroblastos humanos CCD-1112Sk estimulados con TGFB a 10 ng/mL. La
estimulacidn con TGFp tiene un efecto en el aumento en la expresion relativa de todos los genes profibréticos. Las
barras verticales representan el error estandar de la media (%), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacion
multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), <0.01 (**), <0.001 (***)y
<0.0001 (****),

3.3.2.3 Efecto de NPL-ALA en la expresion de genes profibréticos en fibroblastos por 24 h

La evaluacion con NPL-ALAy ALAy su efecto en la expresidon de genes, se muestra en la Figura 16. En donde
todos los tratamientos muestran una disminucién significativa en la expresién de COL1A1, siendo NPL-ALA

las de mayor reduccion en la expresién, alcanzando una disminucion del 70 %.

Los niveles de expresidon de ACTA2 disminuyen hasta en un 50 % para todos los tratamientos. En cuanto a
PDGFR, su expresion disminuye un 60 % con las NPL-ALA, mientras que con ALA libre, se expresa alrededor

de 0.6 veces en PDGFR.

Para TGFp se obtuvo que la mayor diminucién en la expresion relativa es por NPL-ALA. Teniendo el mayor

descenso y expresando 0.4 veces TGFB. En el caso de TIMP1 todos los tratamientos tuvieron una
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disminucidn en su expresién, mientras que NPL-ALA mostrd un descenso de hasta un 60 % respecto a

TIMP1.
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Figura 16. Expresion de genes profibroticos en células CCD-1112Sk estimuladas con TGFf a las 24 h de exposicion
con diferentes tratamientos. Control: Fibroblastos sin tratamiento Control+TGFB: fibroblastos humanos CCD-1112Sk
expuestos por 24 h con TGFB a 10ng/mL, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-
HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: acido alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-
glicdlico). Las NPL-ALA muestran una disminucion en la expresion relativa de todos los genes profibréticos. Las barras
verticales representan el error estandar de la media (£), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple
Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), <0.05 (*), <0.01 (**), <0.001 (***)y
<0.0001 (****).

3.4 Evaluacion de la actividad de TGFB en células HEK-Blue TGF$

Tras los resultados positivos en viabilidad celular y los hallazgos mediante qPCR en fibroblastos
estimulados CCD-1112Sk, se decidid realizar ensayos con la linea celular HEK-Blue TGFp. Estos ensayos
determinan el efecto de los tratamientos en la intervencidn de la via de sefializacidon de TGFB, evaluando
la secrecién de la fosfatasa alcalina embrionaria (SEAP). La eleccién de este ensayo se basd en la

importancia de TGFB en la progresion de enfermedades relacionadas a fibrosis.

3.4.1 Efecto de NPL-ALA en la produccién de SEAP

La Figura 17A muestra el efecto de las células tras estimularlas con TGFB, permitiendo la sobreproduccién

de SEAP comparado con las células en estado basal. Mientras que la Figura 17B, muestra una disminucion
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significativa en la produccién de SEAP con el tratamiento de ALA, indicando una intervencion en la via de

sefializacion de TGFp.
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Figura 17. Actividad de TGFp para inducir la secrecion de fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) en células
HEK-Blue TGFpB tratadas con diversos tratamientos. HEK-Blue: células sin tratamiento, HEK-Blue+TGF: células
estimuladas con 10 ng/mL por 24 h, Control: células estimuladas con 10 ng/mL por 24 h, NPL: Nanoparticulas PLGA-
HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL ALA, ALA: acido alfa lipoico, HSPC: L-a-
fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicdlico). (A) Efecto en la produccidn de SEAP en células HEK-Blue tras
estimulacion con TGFB y (B) efecto de los diferentes tratamientos en inhibir la produccién de SEAP. Las barras
verticales representan la desviacion estandar de la media (%), n=3 por grupo. (A) T de Student con p<0.05y (B) ANOVA
de una via con comparacidon multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns)
y <0.0001 (****),

3.5 Evaluacion de NPL-ALA en células estrelladas hepaticas humanas de un

donador con MASH (HHSC-N)

Después de haber evaluado las NPL-ALA en la viabilidad de células CCD-1112Sk por MTT, la expresién de
genes en CCD-1112Sk estimuladas con TGFB y observar el efecto en la via de sefalizacién de TGFB en
células HEK-Blue TGFB, se procedid a realizar ensayos con células estrelladas hepdaticas humanas de

donadores con MASH (HHSC-N) tras 24 y 48 h de incubacion con los tratamientos.

3.5.1 Evaluacién de NPL-ALA por MTT en HHSC-N por 24 h

Los resultados en la Figura 18 muestra que las NPL y NPL-ALA obtuvieron una viabilidad inferior al 50 %

tras 24 h (Figura 15).

Tras obtener resultados mediante MTT por debajo del 50 % en la viabilidad con las nanoparticulas, se

realizd nuevamente un ensayo en donde se evaluaron las NPL y NPL-ALA en un rango de 0.125 mg/mL a



30
1mg/mL (Figura 19A). Los resultados fueron reiterativos e indicaron una actividad metabdlica por debajo

del 50 % con las nanoparticulas vacias y cargadas independientemente de la concentracién.
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Figura 18. Viabilidad celular evaluada por MTT en células estrelladas hepaticas humanas (HHSC-N) tras 24 h de
exposicion a nanoparticulas. Control: HHSC-N sin tratamiento, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA:
nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: acido alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA:
acido poli (lactico-co-glicdlico). EI ALA obtuvo una citocompatibilidad por encima del 80 %. Por otro lado, las NPL y
NPL-ALA disminuyeron la viabilidad por debajo del 50 % respecto al control. Las barras verticales representan la
desviacion estandar (x), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparacién multiple Dunnet con p<0.05, donde un
valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), <0.001 (***) y <0.0001 (****).
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Figura 19. Viabilidad celular evaluada por MTT en células estrelladas hepaticas humanas (HHSC-N) tras 24 h de
exposicidn a diversas concentraciones de nanoparticulas. Control: HHSC-N sin tratamiento, NPL: Nanoparticulas
PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: &cido alfa lipoico,
HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicdlico). (A) Observamos que independientemente de la
concentracion, las NPs tienen una baja citocompatibilidad sobre la linea celular HHSC-N. Por otra parte, en las
fotografias (B) se observa una densidad celular del 80 % tratadas con NPL-ALA. Las barras verticales representan la
desviacion estandar (x), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparacién multiple Dunnet con p<0.05, donde un
valor de 0.1 es considerado no significativo (ns) y <0.0001 (****).
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Ademas, se llevd a cabo un seguimiento fotografico durante el ensayo MTT, en donde se observa una
densidad celular del 80 % en la muestra de NPL-ALA, comparable con el control, lo cual no concuerda con
los resultados del ensayo MTT (Figura 19B). Estos resultados sugieren que hay una interaccidn entre las
nanoparticulas hibridas y el reactivo MTT y/o sus moléculas producidas por las células, por lo tanto, se

realizd una evaluacién por azul de tripano.

3.5.2 Evaluacion de NPL-ALA por azul de tripano en HHSC-N por 24 h

La evaluacion de la viabilidad celular se llevd a cabo mediante exclusién con azul de tripano, en respuesta
a los resultados obtenidos mediante el ensayo MTT. Las NPL y NPL-ALA mostraron ser citocompatibles al
obtener resultados positivos, siendo las NPLy NPL-ALA de 1 mg/mL con la viabilidad mas baja y mostrando

una buena citocompatibilidad por encima del 70 % (Figura 20).

3.5.3 Evaluacion de citocinas proinflamatorias liberadas de HHSC-N

Se realizaron evaluaciones mediante el ensayo ELISA de citocinas liberadas por HHSC-N en los medios de
cultivo tras 48 h de tratamiento. De esta manera podemos asociar los cambios en los niveles de citocinas
con diversos tratamientos y compararlos con la muestra control que son células estrelladas hepaticas

aisladas de una persona con la enfermedad de esteatohepatitis no alcohdlica.
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NPL 0.25 mg/mL

NPL 0.5 mg/mL

NPL 1 mg/mL
NPL-ALA 0.25 mg/mL
NPL-ALA 0.5 mg/mL
NPL-ALA 1 mg/mL

Condiciones ALA 0.1 mg/mL

Figura 20. Efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad celular en células estrelladas hepaticas (HHSC-N)
evaluado por azul tripano a las 24 h de exposicion de diversos tratamientos. Control: HHSC-N sin tratamiento, NPL:
Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: 4cido
alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicélico). Las diferentes concentraciones de NPLy
NPL-ALA mostraron una citocompatibilidad por encima del 70 %. Las barras verticales representan la desviacion
estandar (), n=3 por grupo. ANOVA de una via con comparacién multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1
es considerado no significativo (ns), 0.05 (*), 0.01 (**) y <0.0001 (****).
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En la figura 21A se presenta la concentracién de TNF-a mediante el ensayo ELISA, donde no se observan
diferencias significativas entre los tratamientos de acuerdo con el analisis estadistico realizado. No

obstante, se aprecia una tendencia a disminuir cuando fueron tratadas con NPL-ALA.

Para IFN-y en la Figura 21B, se observan una tendencia similar a TNF-a, teniendo una disminucién en todos
los tratamientos en comparacién con el control. Sin embargo, tras realizar un analisis estadistico estos no
son considerados distintos Finalmente, al evaluar IL-1B, se detectd que nuestra muestra control presenta
valores de 48 pg/mL, los cuales aumentan hasta 90 pg/mL al estar en presencia de NPLy NPL-ALA. Ademas,

también se presentd un aumento en presencia de ALA, alcanzando concentraciones de hasta 120 pg/mL.
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Figura 21. Analisis ELISA de la liberacion de citocinas en células estrelladas hepaticas (HHSC-N). (A) ELISA de TNF-
a, (B) ELISA de IFN-y, (C) e IL-1B. Control: HHSC-N sin tratamiento, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA:
nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA: 4cido alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA:
acido poli (lactico-co-glicdlico). Ningun tratamiento tuvo diferencias significativas en la concentracion de IFN-y e TNF-
a. Ademas, se aprecian aumentos en la expresion de IL-1f tras el tratamiento con NPL, NPL-ALA y ALA. Las barras
verticales representan la desviacion estandar de la media (£), n=2 por grupo. ANOVA de una via con comparacion
multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), <0.01 (**) y <0.001 (***).

3.5.4 Efecto de NPL-ALA en la expresién de genes profibréoticos en HHSC-N por 24 h

Las nanoparticulas se evaluaron durante 24 h para verificar su efecto en la expresiéon de genes
profibrdticos, el andlisis estadistico mostrd que la mayoria de la expresion en los genes evaluados no fue

alterada por los tratamientos (Figura 22).

En el gen COL1A1 los niveles se mantuvieron cercanos al control sin diferencias significativas para los
tratamientos con NPL y NPL-ALA. Sin embargo, el ALA obtuvo una disminucién en la expresidn relativa
hasta 0.02 con respecto a la muestra control. Para ACTA2 se observé un aumento de 1.4 veces para el

tratamiento con NPL-ALA y una disminucién en la expresién relativa hasta un 90 % de ACTA2 con respecto

a la muestra control.
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Las NPL no mostraron cambios significativos de acuerdo con la estadistica realizada. En PDGF, los niveles
de expresidon aumentaron con el tratamientos de ALA en un 40 %, no es el caso de las NPL-ALA que se
mantienen cercanos al control. Si bien, se observé que no hay diferencia significativa en la expresion

relativa de PDFG con NPL, se observa una tendencia a disminuir.

En los niveles de expresion de TGFP no se observaron diferencias significativas, pero se noté una tendencia
a disminuir con los tratamientos de nanoparticulas, tanto vacias como cargadas (NPL- y NPL-ALA,
respectivamente). Mientras que para TIMP1 observamos una disminucidn en la expresion relativa hasta
un 40 % con NPL, el tratamiento con ALA aumento hasta 1.4 veces y en el caso de NPL-ALA no se

observaron diferencias en los niveles de expresion relativa de TIMP1.
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Figura 22. Efecto en la expresion de genes profibroticos en HHSC tras 24 h de tratamiento. Control: HHSC-N sin
tratamiento, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1
mg/mLALA, ALA: acido alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicélico). EI ALA y Las NPL
disminuyeron la expresion relativa de genes profibroticos. Las barras verticales representan el error estandar de la
media (1), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacién multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1
es considerado no significativo (ns), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****).

3.5.5 Evaluacién de NPL-ALA por azul de tripano en HHSC-N por 48 h

Se realizd un ensayo de exclusién por azul tripano para determinar la viabilidad tras 48 h de exposicién al
tratamiento. Todos los tratamientos se mantuvieron por encima del 70 % lo que nos indica una buena

citocompatibilidad (Figura 23).
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Figura 23. Efecto de las nanoparticulas sobre la viabilidad celular en células estrelladas hepaticas (HHSC-N)
evaluado por azul tripano a las 48 h de exposicion de diversos tratamientos. Control: HHSC sin ninguin tratamiento,
NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1 mg/mL de ALA, ALA:
acido alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicélico). Los tratamientos evaluados
mostraron una citocompatibilidad superior al 80 %. Las barras verticales representan la desviacidn estandar (£), n=3
por grupo. ANOVA de una via con comparacion multiple Dunnet con p<0.05, donde un valor de 0.1 es considerado
no significativo (ns), 0.05 (*) y 0.01 (**).

3.5.6 Evaluacidon de NPL-ALA en la expresion de genes profibréticos por 48 h

La evaluacidn de expresiéon de genes tras 48 h de tratamiento muestra que las NPL y NPL-ALA reducen la
expresion de PDGFR, TGFB y TIMP, mientras que los genes COL1A1 Y ACTA2 se ven disminuidos por los

tratamientos con ALA (Figura 24).

Para COL1A1, se observé una disminucion en la expresion relativa con ALA de un 25 %. No es el caso con
las NPL-ALA, que mostraron un amento en la expresion de 1.5 veces. Mientras que las NPL, no presentaron

cambios en los niveles de expresidn con respecto al control.

La expresion de ACTA2 disminuyo en un 75 % al estar con el tratamiento de ALA, mientras que las NPL-
ALA tuvieron un aumento del 70 %. Por otro lado, las NPL no mostraron cambios significativos en los

niveles de expresion.

Para el gen PDGF, se obtuvo una disminucién de un 35 y 50 % en la expresion relativa al ser tratado con
NPL y NPL-ALA respectivamente. Mientras que ALA mostro una tendencia a aumentar la expresidén en 1.3
veces. Pasando a TGFB, los tratamientos con NPL, NPL-ALA y ALA tuvieron una tendencia a disminuir la
expresion relativa, no obstante, el andlisis estadistico no presenta diferencias significativas. Finalmente, la

expresion relativa de TIMP1, obtuvo una disminucién con las NPL y NPL-ALA de un 55 % para ambos
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tratamientos. Mientras que para la muestra tratada con ALA, no lograron diferencias significativas con

respecto a la muestra control.

ﬂ

2.5-
G g
:; 2.0 3 T
(1]
© 154 |
o
0
2 1.0
o
0§ 0.5-

0.0~ Al

T T T T
COL1A1 ACTA2 PDGFR TGFB1 TIMP1

Genes Profibroticos

1

= Control

=3 NPL 1 mg/mL

=3 NPL-ALA 1 mg/mL
=3 ALA 0.1 mg/mL

Figura 24. Efecto en la expresion de genes profibroticos en HHSC tras 48 h de tratamiento. Control: HHSC-N sin
tratamiento, NPL: Nanoparticulas PLGA-HSPC vacias, NPL-ALA: nanoparticulas PLGA-HSPC cargadas con 0.1
mg/mLALA, ALA: 4cido alfa lipoico, HSPC: L-a-fosfatidilcolina, PLGA: acido poli (lactico-co-glicdlico). Las NPL-ALA
tuvieron una disminucion en la expresion relativa de PDGFR y TIMP. Las barras verticales representan el error
estandar de la media (), n=3 por grupo. ANOVA de dos vias con comparacion multiple Dunnet con p<0.05, donde un
valor de 0.1 es considerado no significativo (ns), 0.05 (*), 0.01 (**), 0.001 (***) y <0.0001 (****),
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Capitulo 4. Discusion

Las nanoparticulas hibridas NPL-ALA diseifiadas para este proyecto contienen un nucleo polimérico de
PLGA, un co-polimero anfifilico capaz de formar un matriz para encapsular compuestos hidrofilicos y
lipofilicos, protegiéndolos de la degradacion y mejorando su biodisponibilidad (Cohen-Sela et al., 2009;
Feltrin et al., 2022). La lecitina de soya (HSPC) forma una capa alrededor de la nanoparticula, permitiendo
una mayor estabilidad y una liberacion sostenida del compuesto encapsulado (Fang et al., 2010; O’Neill et
al., 2017). Mientras que el ALA es un compuesto capaz reducir el estrés oxidativo y la produccidn de
citocinas involucradas en la progresion de enfermedades crénico-degenerativas como diabetes vy fibrosis
(Longhitano et al., 2024; Tibullo et al.,, 2017). La sintesis de las NPL-ALA se realiz6 mediante
nanoprecipitacion y autoensamblaje, también conocido como desplazamiento de disolvente (Quintanar-
Guerrero et al., 1998). Este método consiste en la incorporacion gota a gota de una fase organica con PLGA
y el compuesto a encapsular en una fase acuosa a 65 °C para obtener una buena disolucién de HSPC (Chan
et al., 2009). Durante este proceso, es importante asegurar que la estabilidad térmica del ALA no se vea
comprometida al llevar a cabo la reaccién a 65 °C. Los estudios indican que el ALA se descompone
térmicamente por encima de los 130 °C (Silva et al., 2016) por lo tanto dado que la reaccidén sucedié a 65
°C, la probabilidad de la descomposicion del ALA es practicamente nula. Posteriormente, en la etapa de
autoensamblaje de las nanoparticulas, se aplicé energia mediante sonicacién, lo que permitié la formacién

de las nanoparticulas hibridas (Ahmaditabar et al., 2017; Fang et al., 2010).

Tras obtener las NPL (vacias) y NPL-ALA (cargadas con ALA), se llevd a cabo una caracterizacién de las
propiedades fisicoquimicas para determinar su composicién y naturaleza, asi como la liberacién del ALA
para evaluar el potencial efecto que tendria al regular la expresidon de genes profibréticos en un modelo
in vitro de HHSC de un paciente con MASH. La espectroscopia por dispersién de luz dindmica es una técnica
que permite medir el tamafio aproximado de la nanoparticula, potencial Z y distribucidon de tamafio de
moléculas y particulas en suspension, también conocido como indice de polidispersidad (PDI). La técnica
se basa en el movimiento browniano de las particulas donde particulas pequefias se muevan mas rapido
que las de mayor tamafio, de esta forma la luz del Iaser se dispersa en diferentes intensidades y genera
fluctuaciones que son el resultado de la velocidad de las moléculas (Prouenchep, 1979; Raval et al., 2018).
El didmetro hidrodindmico de las nanoparticulas vacias es de 110 nm, un PDI de 0.222 y un potencial Z de
-26.5 mV. En contraste las nanoparticulas cargadas mostraron un aumento en el diametro hidrodinamico,
alcanzando 194 nm, con un PDI de 0.194 y un potencial Z de -30.5 mV. Este bajo PDI, por debajo de 0.3 se

considera aceptable en aplicaciones de administracidon de farmacos e indica una poblacién homogénea,
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mientras que la guia para la industria de la FDA en productos farmacéuticos nos menciona la importancia
de la distribucidn de tamafio como un punto critico de calidad (Danaei et al., 2018; Zhang & Wang, 2023).
Por otro lado, el potencial Z refleja la carga superficial de las particulas en suspensién y determina su
estabilidad. En donde un potencial Z mds cercano a cero, indica una mayor posibilidad de agregacion
debido a las fuerzas de atraccién de Van der Waals, mientras que valores mas altos, por encima de + 25
mV, tendrdn una buena estabilidad y evitan aglomeraciones (Honary & Zahir, 2013). De acuerdo con
nuestros resultados, obtuvimos nanoparticulas estables ya que NPL y NPL-ALA se encuentran por encima
de -25 mV y la incorporacion del ALA no alterd la estructura del material, manteniendo el potencial Z en
ambas nanoparticulas. Finalmente, el tamafio de NPL-ALA mostré un aumento en comparacion con las
NPL. Este efecto ha sido reportado con diferentes compuestos, donde la incorporacién de un fdrmaco a
encapsular resulta en un aumento del tamafio de las nanoparticulas (Budhian et al., 2007; Wan et al.,

2018b).

El microscopio electrénico de transmision desempefia un papel fundamental en la caracterizaciéon de
materiales al proporcionar una alta amplificacién y resolucién que permite revelar la microestructura de
los materiales. En el analisis por TEM, un haz de electrones es trasmitido hacia la superficie de la muestra
y colectado en una pantalla especializada para obtener una micrografia (Egerton, 2005). Este andlisis nos
permitié observar que tras la incorporacidn de ALA en las nanoparticulas, las NPL tuvieron un aumento en
el tamafio, pasando de 60 a 100 nm, lo cual es comun al incorporar o aumentar la carga de un compuesto
bioactivo. Este tamafio es adecuado, ya que se ha reportado que tamafios entre 20-150 nm tienden a una
mayor acumulacién en higado y bazo, lo que permitiria a nuestras nanoparticulas una orientacién pasiva
hacia el tejido diana (Dolai et al., 2021). Ademas, en las micrografias se observé la formacién de
nanoparticulas esféricas y la presencia de dos materiales debido al contraste realizado con una tincion del
material, mostrandonos una monocapa lipidica compuesta por HSPC. Dado que HSPC es una molécula
anfifilica, permite que la cabeza polar de fosfato se oriente hacia el exteriory que las colas de acidos grasos
se orienten hacia dentro, interactuando con el PLGA mediante interacciones hidrofébicas (Varghese et al.,

2016).

La técnica FTIR-ATR es una técnica superficial no destructiva que nos permite identificar los grupos
funcionales presentes en las muestras. Consiste en dirigir un haz de radiacién infrarroja hacia a un cristal
con un alto indice de refraccion, lo que resulta en una reflexion interna total. Esta reflectancia genera una
onda que se extiende desde la superficie del cristal hacia la muestra en analisis. La onda evanescente se
atenuara en donde la muestra absorba energia y el haz atenuado regresa al cristal, dirigiéndose al detector

del equipo y formando un espectro de infrarrojo que nos permite identificar qué tipo de grupos
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funcionales estan presentes (Mcmurry, 2008; ThermoFisher, s.f.). El andlisis por FTIR-ATR revela dos
vibraciones de estiramiento a 2,920y 2,853 cm-1, correspondientes a enlaces C-H que pertenecen a HSPC.
Aunque el PLGA contiene dos vibraciones en esa region, la intensidad de sus picos es mas débil para ser
atribuidos a este. Esto sugiere la formacién de la capa lipidica en la superficie de las NPL y NPL-ALA. Por
otro lado, no se detectd la presencia del grupo sulfhidrilo del ALA, lo que sugiere que se encuentra en el

interior de la nanoparticula.

Para determinar las concentraciones citocompatibles de ALA, NPL vacias y cargadas se realizaron ensayos
preliminares de viabilidad en la linea celular CCD-1112Sk (fibroblastos) a través del ensayo de viabilidad
celular mediante el reactivo MTT. En este ensayo, se mide la actividad mitocondrial a través de la
conversion de la sal amarilla MTT en cristales de formazan por las enzimas oxidorreductasas
mitocondriales en células metabdlicamente activas, formando cristales purpura oscuro. Dado que los
cristales de formazan son insolubles en agua, se utilizéd una solucién para solubilizarlos y se cuantificé la
viabilidad midiendo la absorbancia a 570 nm. Una mayor intensidad en la coloracién indicé mayor cantidad
de células viables (Mosmann, 1983). En la evaluacion del ALA libre en concentraciones de 0.5 a 1 mg/mL
(2.5 a 5 mM) como las nanoparticulas vacias y cargadas a 1 mg/mL obtuvieron una viabilidad superior al
70 % que de acuerdo con lo establecido en la ISO-10993-5 "Evaluacidn bioldgica de dispositivos médicos,
Ensayos de citotoxicidad", no se considera citotdxico. Estos resultados coinciden con diversos estudios del
ALA libre en concentraciones de 0.1 a 3 mM en donde no se ha mostrado un efecto citotdxico en células
estrelladas hepaticas (LX-2) y en la linea celular CRL-4023 (An et al., 2021). Por otro lado el tratamiento
con nanoparticulas hibridas de PLGA/lecitina de soya se han evaluado en células L929 de raton y Hela en
un rango de 0.1 a 25 mg/mL y se obtuvieron una viabilidad superior al 80 % en concentraciones inferiores
a 1.5 mg/mL (Ahmaditabar et al., 2017; Chan et al., 2009). Por lo tanto, las concentraciones evaluadas no
son consideradas citotdxicas para las células CCD-1112Sk bajo las condiciones evaluadas de ALA (0.5-5

mM) y NPL cargadas y vacias (1mg/mL).

Durante las enfermedades crénicas en el higado, el factor de crecimiento transformante B (TGFB) es un
inductor clave de la activacién de las células estrelladas hepaticas y fibroblastos a miofibroblastos,
expresando un estado continuo de genes profibroticos (Desmoulibre et al., 1993.; Tsuchida & Friedman,
2017). Por lo tanto, se implementé un modelo profibrdtico utilizando la linea celular CCD-1112Sk
(fibroblastos) estimulada con TGF para evaluar el efecto de las NPL-ALA y ALA en la regulacién de genes
profibréticos mediante mediante qPCR. Primero se evalud el aumento en la expresidn de genes en células
en estado basal y células estimuladas con 10 ng/mL de TGFB por 24 h, tras la estimulacién con TGFB hubo

un incremento en la expresiéon de 782, 820, 348, 217 y 269 % de COL1A1 y ACTA2, PDGFR, TGFB y TIMP1
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respectivamente. Una vez confirmado el aumento en la expresidon de genes profibréticos en células
estimuladas con TGFpB, evaluamos el efecto con ALA y NPL-ALA en la regulacion de los genes asociados con
la fibrosis en los fibroblastos estimulados con TGF-beta. Los resultados mostraron que al tratar las células
con NPL-ALA tuvieron una disminucién en la expresion de genes profibrdticos del 73, 60, 54 y 59 % en
COL1A1, PDGFR, TGFB y TIMP1, respectivamente. Mientras que el ALA obtuvo una disminucién del 55, 43,
26y 37 % para los mismos genes evaluados. Si bien el ALA obtuvo resultados esperados, las nanoparticulas

mostraron un mayor efecto al disminuir la expresion de los genes evaluados.

Debido a los resultados prometedores en la expresién de genes profibréticos y la importancia de TGF en
la activacion de las HSC, decidimos evaluar el potencial efecto de las NPL-ALA y ALA en la via de seiializacion
de TGFB. Para ello, se realizd un ensayo con la linea celular HEK-Blue TGFB que a través de la proteina
reportera fosfatasa alcalina embrionaria secretada (SEAP) nos permitird correlacionarla con la via de
sefalizacion de TGFp. Estas células fueron disefiadas a partir de la linea celular HEK 293 para detectar TGF
humano mediante la activacién de la via TGFB/Smad, las células al activar dicha via expresan SEAP. La
estimulacién de las células con TGFB desencadena una cascada de seializacidn que permite la formacion
del complejo Smad3/Smad4 y una vez que entra este heterocomplejo al nlcleo se une a los sitios SBE que
son factores de transcripcion e inducen la produccién de SEAP. SEAP puede ser evaluado mediante la
solucion QUANTI-Blue, un ensayo enzimatico colorimétrico que se puede cuantificar mediante un
espectrofotometro a 640 nm. Los resultados obtenidos en este ensayo nos muestran que el ALA a 0.1
mg/mL (0.5 mM) logré reducir significativamente los niveles de SEAP (p<0.001) y con ello una disminucion
en la via de sefalizacién de TGFB mediada por Smad 3/4. Estos resultados son coincidentes con lo
reportado en trabajos anteriores, en donde se ha visto que el ALA tiene la capacidad de intervenir en la
via de sefializacion de las Smad, dando lugar a la inhibicion de la proteina Smad3 fosforilada, lo que no
permite la formacion del heterocomplejo smad3/4 (Liu et al., 2019; Min et al., 2010). Si bien el ALA tuvo
un efecto en la via en Smad, no hubo efecto del ALA cargado en las nanoparticulas, hasta el momento no
encontramos reportes en dénde se dé una explicacidn en la interferencia de este tipo de nanoparticulas
dado que si hubo un efecto en los genes profibréticos y no se afectd la viabilidad celular, los resultados
sugieren que la nanoparticula tiene un efecto en la regulacion de genes profibréticos que no estd asociado

a esta ruta de Smad 3/4.

Una vez realizadas las pruebas preliminares en el modelo de fibrosis inducida por TGFpB en fibroblastos, se
procedid a realizar los ensayos con las células estrelladas hepaticas humanas. Las células estrelladas
hepaticas a pesar de ser unas de las células en menor cantidad cuando el higado esta sano, son un factor

clave en la progresion de la fibrosis en enfermedades hepaticas como MASH expresan una alta cantidad
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de citocinas y genes relacionadas a un estado activo o transdiferenciado que permite la progresion de la
fibrosis (Hammerich & Tacke, 2023; Park et al., 2016). Las células evaluadas son provenientes de una
persona diagnosticada en fase 3 con la enfermedad de MASH (Células HHSC-N, IXcells Biotechnology). Para
comenzar, se evalud la citocompatibilidad en las células HHHC-N a las NPL y NPL-ALA a 1 mg/mL, en donde
se muestra una viabilidad inferior al 50 %, estos resultados no fueron los esperados ya que previamente
las nanoparticulas a esta concentracidn fueron citocompatibles con fibroblastos CCD1112Sk por lo que se
procedio a realizar evaluaciones de NPL y NPL-ALA en un rango de 0.125 a 1 mg/mL por MTT. Todas las
concentraciones de NPL y NPL-ALA obtuvieron una viabilidad del 50 % nuevamente, sin embargo este
resultado no coincidia con el seguimiento fotografico mediante microscopia en donde se observd una
confluencia y una morfologia de células mayor a las tratadas con ALA libre y comparable al control, esto
indicé que probablemente haya una interaccion entre las nanoparticulas y las HHSC-N, porque estas
mismas nanoparticulas no fueron citotéxicas para los fibroblastos CCD-1112Sk. Dado que La
citocompatibilidad de las HHSC-N es importante para su evaluacion mediante expresion de genes y
citocinas profibréticas, y al obtener los resultados contradictorios por MTT y las fotografias, se realizé una
prueba de citocompatibilidad mediante el ensayo de exclusién con azul de tripano que es utilizado para
determinar la cantidad de células viables en suspensién. El principio de este ensayo se basa en que las
células viables poseen membranas celulares intactas y excluyen los tintes, mientras que las células no
viables y con membranas dafiadas se tefiiran de azul oscuro. Este método se llevd a cabo utilizando un
hematocitémetro y fue evaluado bajo un microscopio invertido, definiendo la viabilidad como el nimero
de células viables entre el nimero total de células (Strober, 2015). La Figura 20 muestra que las NPLy NPL-
ALA de 0.25 a 1 mg/mL lograron mantener una viabilidad superior al 70 % después de la incubacidn por 24
h. Las NPL-ALA no han sido evaluadas por otros autores para poder comparar con trabajos previos por
otros autores nuestros resultados, sin embargo, como ya anteriormente mencionamos, el uso de NPL ha
mostrado una citocompatibilidad en otras lineas celulares cuando se ha evaluado hasta 1.5 mg/mL
(Ahmaditabar et al., 2017; Chan et al., 2009).Por lo tanto, estas nanoparticulas no son citotéxicas para las

células estrelladas hepdticas bajo las condiciones evaluadas segun la norma ISO 10993-5.

Una vez evaluada la citocompatibilidad de las HHSC-N, determinamos los niveles de proteina mediante
ensayos ELISA de TNF-q, IFN-y e IL-1B en el medio de cultivo de HHSC-N para evaluar el potencial efecto
de las NPL-ALA tras 48 h de incubacion. El TNF-alfa, IL-18 e IFN-y son citocinas proinflamatorias
relacionadas con el estado de inflamacidn crénica durante enfermedades como MASH (Duan et al., 2022;
Weng et al., 2007). Si bien ningun tratamiento tuvo un efecto significativo en la concentracién de TNF-q,
se observa un tendencia a disminuir por parte de las NPL-ALA. Esta disminucion se ha relacionado con la

reduccion de inhibidores de metaloproteinasas, encargadas de degradar la matriz extracelular (Beringer &
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Miossec, 2019). Por otra parte observamos que los tratamientos tuvieron un efecto en la concentracién
de IFN-y, dando una reduccién de 100 pg/mL a 77 pg/mL para las NPL-ALA y ALA con respecto al control.
Mientras que la IL-1B se observa un aumento de 45.5 pg/mL en el control a 97.7 pg/mL al tratarlas con las
NPL-ALA y 125.5 pg/mL con ALA. Estos resultados son favorables, ya que en un ensayo con células
estrelladas hepaticas (LX2), la IL-1B redujo su activacién mediante la disminucion de expresion de a-SMA
o ACTA2 y aumento la expresiéon de metaloproteinasa de matriz (MMP) 9 (Meier et al., 2019). Estos
resultados sugieren que el tratamiento con NPL-ALA tienen un efecto positivo en la traduccion de

proteinas que podrian ayudar a detener la progresién de la fibrosis.

Posteriormente, se llevd a cabo un analisis mediante expresién de genes por qPCR para evaluar el efecto
de ALA (0.1 mg/mL) y las NPL y NPL-ALA (1 mg/mL) libre en la regulacidn de genes profibroticos. EI ALA a
0.1 mg/mL tras 24 h de incubacidon tuvo un efecto en la disminucion en la expresién de COL1A1 en un 99
% y ACTA en un 90 %. ACTA es un marcador de transdiferenciaciéon hacia el fenotipo de células tipo
miofibroblasto que son asociados a la progresiéon de la fibrosis al producir excesivamente matriz
extracelular de colageno y con ello su gen COL1A1 (Hammerich & Tacke, 2023). Sin embargo, el ALAa 0.1
mg/mL no tuvo diferencias significativas en la expresion de TGFB que estd asociado a la activacidn
constante de las HHSC-N y que tiene un efecto en la producciéon de COLA1 y ACTA2, mientras que en
diversos estudios in vivo se ha visto que ALA tiene un efecto en la inhibicién de la expresién de TGFB (Liu
et al., 2019). Ademas, ALA tuvo un aumento significativo (p<0.01) respecto al control en la expresion
relativa de PDGFR y TIMP1 de 46 y 45 %, respectivamente. Por otra parte, las nanoparticulas a 1 mg/mL
cargadas con 0.1 mg/mL de ALA tras 24 h de incubacién con HHSC-N no mostraron un efecto significativo
en la expresidon de PDGFR, TGFB, TIMP y COL1A1 con respecto al control, siendo ACTA2 la que obtuvo un
aumento en su expresion con respecto al control (p<0.05). Comparado con las NPL, estas si mostraron una
disminucién de la media en PDGFR, TGFB y TIMP1. Estos resultado los relacionamos con el tamaiio de la
nanoparticula, que al tener un mayor tamafio toma un mayor tiempo internalizarse en las células y causar
un efecto (Nicolete et al., 2011). Por lo que se llevo a cabo una evaluacion por gPCR tras 48 h de incubacion
de HHSC-N con los tratamientos. Si bien se repitid la misma tendencia en las NPL, en las NPL-ALA (1
mg/mL), tuvieron una disminucion significativa en PDGFR, TGFB y TIMP1 en un 55, 26 y 38 %,
respectivamente con respecto al control. Estos resultados son prometedores debido a que TGFB y PDGFR
estan asociados a la continua activacion, proliferacion y supervivencia de las células estrelladas hepaticas
activas (Dewidar et al., 2019; Wong et al., 1994). Mientras que la disminucién de TIMP1 permitiria a las
metaloproteinasas la degradacién de la matriz extracelular provocada por estas células. Si bien, se obtuvo
una mayor expresion de COL1A1 y ACTA2 con respecto al control a las 24 y 48 h de incubacién con NPL-

ALA probablemente podria atribuirse a un mayor tamano de la particulas cargadas con respecto a las
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vacias debido a que no hay diferencia significativa por lo que no podemos atribuir esta mayor expresiéon
de COL1A1 y ACTA2 a la interaccién de estas nanoparticulas con las HHSC-N y el acido alfa lipoico libre
tiene una disminucién en la produccion de COL1A1 y ACTA2. Por el momento es la explicacidn presentada

debido a estos resultados presentados y se necesitan estudios posteriores para evaluar estos resultados.

Nuestros resultados muestran un potencial de las NPL-ALA al lograr disminuir la expresién de genes
asociados a fibrosis, asi como un efecto en la produccion de proteinas que permiten la inactivacién de las
HSC tras 48 h. Estos resultados muestran un potencial en la regulacién de la progresion de fibrosis en

enfermedades como MASH.



43

Capitulo 5. Conclusiones

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas hibridas con un nicleo de PLGA y una cubierta lipidica (HSPC)
tanto para NPL como para NPL-ALA que fue confirmada mediante FTIR. Las NPL y NPL-ALA tuvieron un

tamafio de 60 £ 11 nmy 100 + 15 nm, respectivamente y al analizarlos mediante TEM.

Las NPL y NPL-ALA de 0.25 mg/mL a 1 mg/mL fueron citocompatibles en células estrelladas HHSC-N y
fibroblastos CCD-1112Sk.

Las NPL a 1 mg/mL cargadas con 0.1 mg/mL de ALA fueron capaces de promover una disminucion de 23
pg/mL en IFN-y, mientras que para IL-1B hubo un incremento de 52 pg/mL respecto al control. Por otra

parte, no se obtuvieron cambios en la secrecién de TNF-a con respecto al control.

Las NPLa 1 mg/mL cargadas con 0.1 mg/mL de ALA fueron de disminuir la expresidn de genes profibréticos
PDGFR, TGFBy TIMP1 en un 55, 26 y 38 %, respectivamente en células estrelladas hepaticas de un donador
con esteatohepatitis asociada a disfuncion metabdlica (MASH). Por otro lado ALA libre no tuvo una

modulacién TGFB y TIMP1, mientras que en PDGFR aumento en un 33 % con respecto al control.

5.1 Perspectivas

Si bien estos resultados son importantes debido al uso células aisladas de un paciente diagnosticado con
la enfermedad de MASH que nos ayudan a obtener resultados que se acercan mads a la respuesta que
podria tener en una persona por todo el dafio multifactorial en el dia a dia y no inducido mediante algun
agente fibrdtico. En los trabajos a futuro, con la finalidad de continuar la evaluacién de las nanoparticulas
y su efecto en las células estrelladas hepaticas, se podrian realizar ensayos con otros genes asociados a la
fibrosis, incrementar el tiempo de incubacidn a 72 h para determinar el efecto de los tratamiento en la
expresion de COL1A1 y ACTA2. Ademads podria trabajarse en las nanoparticulas hibridas mediante diversos
recubrimientos y verificar el perfil de liberacién y la deteccién del ALA mediante cromatografia liquida de
alta eficacia (HPLC, por sus siglas en inglés). Por otra parte, para imitar el microambiente del higado y
enriquecer el proyecto, se podria realizar la implementacidon de un co-cultivo de las células estrelladas
hepaticas con mas tipos celulares residentes en el higado como los hepatocitos, células de Kupffer y células

endoteliales sinusoidales y ver un efecto acercado a un modelo in vivo.
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