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Resumen de la tesis que presenta Marco Antonio Uriostegui Campos como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Ciencia de la vida.

Efectos antilipogénico y antifibrotico de nanoparticulas hibridas polimero-lipido cargadas con
extracto de café verde en un modelo humano in vitro de esteatosis y fibrosis hepaticas

Resumen aprobado por:
Dra. Ana Bertha Castro Cesena
Directora de tesis

La enfermedad hepatica esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica (MASLD) afecta al 30% de la
poblacién mundial adulta, con alta prevalencia en América Latina, especialmente en México. Incluye
un rango de patologias hepaticas desde la esteatosis hasta la cirrosis. La esteatohepatitis asociada a
disfuncion metabdlica (MASH), una forma avanzada, combina esteatosis y fibrosis, acelerando el dafio
hepatico. Actualmente, los tratamientos se centran en cambios de estilo de vida, aunque el bajo apego
al tratamiento y la falta de fdrmacos especificos plantean la necesidad de nuevas terapias. El extracto
de café verde (ECV) ha mostrado propiedades antioxidantes y antiinflamatorias, pero su baja
biodisponibilidad limita su eficacia, destacando la necesidad de enfoques innovadores como Ia
nanotecnologia. La encapsulacion de compuestos fitoquimicos con caracteristicas fisicoquimicas
similares a las del ECV en nanoparticulas hibridas de polimero-lipido (NHPLs) han demostrado mejorar
la biodisponibilidad y entrega efectiva, optimizando su efecto terapéutico. En este estudio, se
sintetizaron NHPLs compuestas de acido poli-lactico, co-glicdlico (PLGA) y lecitina de soya (HSPC), las
cuales fueron cargadas con extracto de café verde (ECV-NPLs). Las nanoparticulas obtenidas
presentaron un tamafio promedio de 145.4 + 26 nm y una carga superficial negativa de -11 £ 0.95 mV.
Ademds, se logré encapsular alrededor del 55% del extracto y liberarlo progresivamente en un periodo
de 24 horas bajo condiciones in vitro. Las ECV-NPLs se probaron en un modelo in vitro de MASLD
utilizando células HepG2 con lipidos acumulados y células estrelladas hepaticas activadas (HHSC-N) de
un paciente con MASH. EI ECV libre y encapsulado en nanoparticulas regulé la expresién de genes clave
en la esteatosis y fibrosis. En hepatocitos, se redujo PLIN1, asociado a la acumulacion de lipidos sin
afectar CPT1A involucrado en la B-oxidacidon de los acidos grasos, mientras que las ECV-NPLs
aumentaron TNFa que se correlaciond la reduccién de PLIN1. En cuanto a la fibrosis, la combinacién
de ECV y NPLs redujo significativamente la expresién de COL1A1 y ACTA2, ambos involucrados en la
fibrogénesis. Estos resultados sugieren que las ECV-NPLs podrian ser una formulacién nanotecnoldgica
prometedora con efectos antiesteatésicos y antifibroticos para el tratamiento de MASLD.

Palabras clave: MASLD, esteatosis, fibrosis, café verde, nanoparticulas



Abstract of the thesis presented by Marco Antonio Uriostegui Campos as a partial requirement to
obtain the Master of Science degree in Life Sciences

Antilipogenic and antifibrotic effects of polymer-lipid hybrid nanoparticles loaded with green
coffee extract in an in vitro human model of hepatic steatosis and fibrosis

Abstract approved by:
Dra. Ana Bertha Castro Cesena
Thesis Director

Metabolic dysfunction-associated steatotic liver disease (MASLD) affects 30% of the world adult
population, with a high prevalence in Latin America, particularly in Mexico. It encompasses a spectrum
of hepatic pathologies ranging from steatosis to cirrhosis. Metabolic dysfunction-associated
steatohepatitis (MASH), an advanced form, combines steatosis and fibrosis, accelerating liver damage.
Current treatments focus on lifestyle changes; however, poor adherence and the lack of specific drugs
highlight the need for novel therapies. Green coffee extract (GCE) has shown antioxidant and anti-
inflammatory properties, but its low bioavailability limits its therapeutic potential, emphasizing the
need for innovative approaches like nanotechnology. Encapsulating phytochemicals with similar
physicochemical properties to GCE in hybrid polymer-lipid nanoparticles (NHPLs) has been shown to
improve bioavailability and effective delivery, optimizing therapeutic effects. In this study, NHPLs
composed of poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA) and soy lecithin (HSPC) were synthesized and loaded
with GCE (GCE-NPLs). The resulting nanoparticles exhibited an average size of 145.4 + 26 nm and a
negative surface charge of -11 + 0.95 mV. Approximately 55% of the extract was successfully
encapsulated and gradually released over 24 hours under in vitro conditions. GCE-NPLs were tested in
an in vitro MASLD model using lipid-loaded HepG2 cells and activated hepatic stellate cells (HHSC-N)
from a MASH patient. Both free and nanoparticle-encapsulated GCE regulated key gene expression
related to steatosis and fibrosis. In hepatocytes, PLIN1, associated with lipid accumulation, was
reduced without affecting CPT1A, involved in fatty acid B-oxidation. GCE-NPLs also increased TNFa,
which correlated with PLIN1 reduction. Regarding fibrosis, the combination of GCE and NPLs
significantly reduced the expression of COL1A1 and ACTA2, both involved in fibrogenesis. These
findings suggest that GCE-NPLs could be a promising nanotechnological formulation with anti-steatotic
and anti-fibrotic effects for MASLD treatment.

Keywords: MASLD, steatosis, fibrosis, green coffee, nanoparticles
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Capitulo 1. Introduccidn

La enfermedad hepatica esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica (MASLD, anteriormente conocida
como NAFLD), afecta globalmente al 30% de la poblacién adulta y latinoamérica es una de las regiones con
mayor prevalencia. Particularmente en México, se ha estimado en aproximadamente 30%, aunque

realmente un 50% de la poblacién adulta posee uno o mas factores de riesgo para desarrollar MASLD.

La MASLD es un espectro de condiciones hepdticas que ocurren en presencia de al menos un factor de
riesgo cardiometabdlico y en ausencia de consumo excesivo de alcohol (220-30 g/dia) o de otras
enfermedades hepaticas crdnicas. Los estadios de la MASLD varian en su grado de severidad, y van desde
la esteatosis simple hasta la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (HCC). La MASLD se caracteriza por la
incapacidad del higado para gestionar eficazmente el metabolismo de carbohidratos y acidos grasos. Esto
provoca una acumulacidn excesiva de lipidos en los hepatocitos, lo que desencadena un ambiente de
estrés oxidativo e inflamatorio. Dicho estrés induce dafio y muerte celular, promoviendo procesos de
fibrogénesis. A largo plazo, estas alteraciones generan inestabilidad gendmica, lo que agrava la progresién
de la enfermedad, aumentando la severidad de la disfuncion hepdtica y sus complicaciones. La patogénesis
de las MASLD es compleja y heterogénea, ya que se presenta a través de diferentes mecanismos

fisiopatoldgicos con un alta heterogeneidad entre individuos.

El tratamiento de la MASLD se centra en la modificacidn del estilo de vida a través de dieta y ejercicio, que
son efectivos para reducir la acumulacidn de grasa en el higado. Sin embargo, la baja adherencia a estos
cambios a largo plazo plantea un desafio, lo que resalta la importancia de la intervencién farmacoldgica.
Actualmente, solo hay un medicamento aprobado especificamente para MASLD (Resmetirom), y muchos
de los tratamientos alternativos estan asociados con efectos secundarios significativos. Esto subraya la
necesidad de desarrollar nuevos enfoques terapéuticos que aborden las multiples alteraciones
fisiopatoldgicas presentes en la enfermedad, con el objetivo de lograr un tratamiento mas completo y

eficaz.

La esteatohepatitis asociada a disfuncién metabdlica (MASH) representa un estado avanzado dentro de la
MASLD, caracterizado por inflamacién y dafio celular, donde se activa la fibrogénesis, un proceso que
puede conducir a la cirrosis irreversible. La fibrosis hepdtica ocurre por la acumulacidn excesiva de
coldgeno, producido principalmente por las células estrelladas hepaticas activadas (aHSCs). La

combinacion de esteatosis y fibrosis acelera el deterioro hepatico, empeorando la enfermedad. Por ello,
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las estrategias terapéuticas efectivas para MASH deben abordar tanto la reduccién de la acumulacién de
lipidos como la inhibicién de los mecanismos que promueven la fibrosis, para mitigar la inflamacién y

preservar la estructura hepatica.

El desarrollo de nuevas terapias para MASLD a partir de productos naturales representa una via
prometedora, y en este sentido, el café, una de las bebidas mas consumidas mundialmente, ha captado
interés debido a sus posibles beneficios para la salud hepatica. Por ejemplo, se ha demostrado que los
diversos compuestos bioactivos pueden reducir la esteatosis y prevenir la fibrosis en la MASH. De hecho,
la Asociacion Americana para el Estudio de las Enfermedades Hepaticas (AASLD) ha recomendado su
consumo regular para la prevenciéon de enfermedades como la MASLD. El extracto de café verde,
proveniente de granos no tostados, destaca por su alta concentracién de compuestos bioactivos, como
polifenoles y cafeina, que han mostrado efectos antioxidantes, antiinflamatorios y reductores de lipidos,
beneficiosos para el tratamiento de MASLD/MASH. No obstante, su aplicacion biomédica enfrenta
desafios importantes debido a la limitada comprensidon de sus mecanismos de accién en los procesos
patolégicos de la enfermedad y a su baja biodisponibilidad y acumulacién en el tejido hepatico, lo que

restringe su eficacia en tratamientos a largo plazo.

En ese contexto, la nanotecnologia ofrece una solucién prometedora para superar las limitaciones
asociadas con la biodisponibilidad y efectividad de las sustancias bioactivas, a través de la
nanoencapsulaciéon en nanoparticulas hibridas de polimero-lipido (NHPLs). Estas NHPLs combinan las
ventajas de las nanoparticulas poliméricas con las de los sistemas vesiculares lipidicos, mejorando
caracteristicas clave como la farmacocinética, biodisponibilidad y la entrega especifica a tejidos. Dentro
de este enfoque, el copolimero acido poli-lactico, co-glicélico (PLGA) y la lecitina han sido ampliamente
utilizados como componentes en los sistemas de entrega de farmacos (SDEFs) debido a su estabilidad
estructural, alta eficiencia de encapsulacién, biocompatibilidad y capacidad para proporcionar una

liberacion controlada del farmaco, optimizando asi su eficacia terapéutica.

Por ello, en este trabajo, se encapsuld extracto de café verde (ECV) en NHPLs, especificamente compuestas
de PLGA vy lecitina de soya (HSPC), para evaluar su potencial terapéutico en la MASLD/MASH. Se probd el
efecto de estas NHPLs cargadas con ECV (ECV-NPLs) en un modelo in vitro de fibrosis y esteatosis hepaticas
utilizando una linea tumoral hepatica humana (HepGz2), a la que se le indujo esteatosis y células estrelladas
hepaticas activadas (HHSC-N) provenientes de un donador con MASH. Los resultados se centraron en la

cuantificacion de la expresién de genes relacionados con la esteatosis y fibrosis tras el tratamiento con
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ECV-NPLs, proporcionando informacion importante sobre el posible efecto terapéutico del ECV en estas

patologias, asi como los beneficios adicionales de su encapsulacidon en nanoparticulas.

Evaluacién de su efecto
antifibrogénico y antilipogénico

o201 e
_ () 0= ge
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Esteatosis = Iipidos acumulados
y fibrosis Células estrelladas
hepaticas activas

MASLD\

Enfermedad hepética
esteatosica asociada a
disfuncién metabélica

Extracci6n de fitoquimicos Encapsulacién en
de granos de café verde nanoparticulas
polimero-lipido

Figura 1. Resumen grafico del proyecto. (1) Se obtuvo un extracto de café verde de la especie Coffea canephora 'y
(2) se encapsuld en NHPLs compuestas de PLGA y lecitina, caracterizdndose sus propiedades fisicoquimicas clave. (3)
Las NHPLs cargadas con el extracto fueron empleadas para tratar hepatocitos con esteatosis y HSCs activadas, con el
objetivo de evaluar su impacto en la expresién de genes asociados con la esteatosis y la fibrosis. NHPLs:
Nanoparticulas hibridas polimero-lipido. HSCs: Células estrelladas hepaticas. Elaboracién propia.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Enfermedad hepatica esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica

1.1.1.1 Panorama actual

Durante la década de los 80, un equipo de investigadores en Estados Unidos describié varios casos de
pacientes obesos, en su mayoria con diabetes mellitus, que presentaban un tipo de hepatitis similar a la
alcohdlica, capaz de evolucionar a cirrosis sin un consumo significativo de alcohol. A esta condicién se le
dio el nombre de "esteatohepatitis no alcohdlica". En 2007, se introdujo el término "enfermedad de higado
graso no alcohdlico" (NAFLD, por sus siglas en inglés), que se utilizé para diagnosticar casos basados en
hallazgos de ecografia y la exclusidon de un consumo significativo de alcohol o fdrmacos que causaran

esteatosis hepatica. Este término se mantuvo vigente por mas de una década, hasta que en 2023 se publico
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una declaracion de consenso Delphi multisociedades, que introdujo la nueva denominacién "enfermedad

hepatica esteatésica asociada a disfuncion metabdlica" (MASLD, por sus siglas en inglés), reemplazando el

término NAFLD (Chan et al., 2023; Rinella et al., 2023).

Hoy en dia, se estima que la MASLD afecta alrededor del 30% de la poblacidn adulta a nivel global. Entre
1990 y 2019, su prevalencia aumentd del 17.6% al 23.4%, con un incremento promedio anual de
aproximadamente 1%. En cuanto a su distribucion, Latinoamérica ocupa el primer lugar, con el 44.4% de
los casos, seguida por Oriente Medio y Africa del Norte, que registran un 36.5% en conjunto (Figura 2)
(Miao et al., 2024). Hasta 2019, la prevalencia de MASLD en México se registro en 30.9% (Bernal-Reyes et
al., 2019). Sin embargo, en 2023, un estudio realizado con 585 voluntarios revelé una prevalencia del
41.3%, con el 40% de los participantes en etapas avanzadas de fibrosis. Esto sitla a México como uno de
los paises latinoamericanos con mayor prevalencia de MASLD, con cerca del 50% de la poblacién
presentando uno o mas factores de riesgo para desarrollar la enfermedad. (Hernandez-Conde & Calleja,

2023).
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Figura 2. Tasas de prevalencia global de la MASLD en la poblacion adulta. MASLD: Enfermedad hepatica esteatdsica
asociada a disfuncién metabdlica. OMyAN: Oriente Medio y Africa del Norte. Modificado de Miao et al., 2024.

1.1.1.2 Definicidn, patogénesis y tratamiento

La MASLD es la manifestaciéon hepatica de un grupo de enfermedades relacionadas con la disfuncién

metabdlica. Se caracteriza por presencia de un almacenamiento excesivo de triglicéridos (TGs) en el higado
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(esteatosis) en presencia de al menos un factor de riesgo cardiometabdlico como la obesidad y la diabetes
tipo 2, y ocurre en ausencia de consumo excesivo de alcohol (=30 g/dia en hombresy =20 g/dia en mujeres)
o de otras enfermedades hepaticas crdnicas. Histolégicamente, la MASLD abarca un espectro de
enfermedades que incluye la esteatosis con o sin inflamacidn (higado esteatdsico asociado a disfuncion
metabdlica, MASL) seguido de una forma severa conocida como MASH (esteatohepatitis asociada a
disfuncidn metabdlica) caracterizada por lesién hepatocelular (balonizacién de hepatocitos) y un inicio o
riesgo de fibrosis hepatica. La progresion de la MASH puede llevar a la cirrosis, que, dependiendo de su
gravedad, puede ser reversible o no, y eventualmente al carcinoma hepatocelular (HCC, por sus siglas en
inglés). En esta etapa avanzada, el trasplante de higado es la Unica opcién viable antes de la disfuncion
total del 6rgano y la muerte del paciente. La hipertensién, hiperlipidemia y obesidad son factores de riesgo
clave para MASLD, con una prevalencia del 70% en pacientes con hiperlipidemia, 51% en personas obesas
y 50% en hipertensas. Ademas, la diabetes tipo 2 (DT2) y estos trastornos estan vinculados a la enfermedad
cardiovascular, la principal causa de muerte en pacientes con MASLD (Figura 3). La prevalencia de MASLD
y la fibrosis aumenta con la edad, y las predisposiciones genéticas también influyen en su desarrollo,

explicando variaciones étnicas y geograficas (Powell et al., 2021; Tacke et al., 2024).
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Figura 3. Espectro de condiciones y tratamiento de la MASLD. MASLD: Enfermedad hepatica esteatdsica asociada a
disfuncion metabdlica. DT2: Diabetes tipo 2. MASL: Higado esteatdsico asociado a disfuncion metabdlica. MASH:
Esteatohepatitis asociada a disfuncion metabdlica. HCC: Carcinoma hepatocelular. Elaboracién propia.
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Anteriormente se creia que la MASLD iniciaba con un exceso de grasa en el higado que luego evolucionaba
hacia un estado necroinflamatorio, lo que llevé a la teoria de "los dos golpes". Esta teoria sugeria que el
primer golpe era el depdsito de grasa hepatica, seguido por segundos impactos como el estrés oxidativo y
las citocinas proinflamatorias, que desencadenaban el desarrollo de MASH y la fibrogénesis. Sin embargo,
hoy se sabe que la patogénesis de la MASLD es mucho mas compleja y heterogénea, involucrando
multiples vias moleculares, y no es claro si el MASL siempre precede a la MASH. Ademas, los mecanismos
y manifestaciones clinicas varian entre los pacientes. De cualquier manera, es esencial comprender las
fuentes y destinos de los acidos grasos (AGs) en los hepatocitos para dilucidar las bases metabdlicas de la

MASLD (Figura 4) (Friedman et al., 2018; Golabi et al., 2024).

La principal fuente de AGs en el higado proviene de la lipdlisis de TGs en el tejido adiposo, un proceso
regulado por la insulina. En pacientes con resistencia a la insulina, esta regulacion se ve alterada, lo que
resulta en un exceso de AGs en los hepatocitos. Otra fuente significativa es la lipogénesis de novo (LDN),
donde los AGs se sintetizan a partir de glucosa o fructosa, lo que puede sobrecargar los hepatocitos,
provocando estrés celular. En los hepatocitos, los AGs se convierten en TGs por esterificacién o se
metabolizan por beta-oxidacion (B-oxidacion) mitocondrial. Cuando el exceso de 4cidos grasos supera la
capacidad de B-oxidacidn, los hepatocitos eliminan el sobrante en forma de lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL, por sus siglas en inglés) y el exceso que permanece se almacena como gotas lipidicas. La
lipdlisis de estas gotas genera especies lipotodxicas, lo que causa dafio hepatico a través de estrés del
reticulo endoplasmatico (RE), activacion de la apoptosis e inflamacidon, modulados por citocinas. Este dafo
lipotdxico produce una liberacidon de citocinas y quimiocinas de los hepatocitos, activando células
inmunitarias como macréfagos, células dendriticas, linfocitos y neutrdfilos, lo que desencadena una
respuesta inflamatoria. Los hepatocitos dafiados también liberan vesiculas que contienen moléculas
sefializadoras que, en conjunto con las células inmunes, podrian activar las células estrelladas hepaticas
(HSCs), promoviendo la fibrosis hepatica a través del aumento en la expresidon de a-actina de musculo liso
(a-SMA), factor de crecimiento transformante beta (TGF-B) y colageno tipo |. En general, los factores
patogénicos de la MASLD y MASH se deben a la incapacidad del higado para gestionar adecuadamente
carbohidratos y acidos grasos, lo que genera especies lipidicas tdxicas que causan dafio y muerte celular.
Esto promueve la fibrogénesis y la inestabilidad gendmica, favoreciendo la progresién hacia cirrosis y HCC.
La identificacion de las vias relacionadas con la lipotoxicidad y el estrés celular ha facilitado el desarrollo

de objetivos terapéuticos (Lee et al., 2023; Zhu et al., 2023).

La estrategia terapéutica actual para la MASLD combina intervenciones no farmacoldgicas vy

farmacoldgicas, que suelen aplicarse de manera complementaria para optimizar los resultados en el
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manejo de la enfermedad (Figura 3). La primera se basa en cambios en el estilo de vida, con un enfoque
especial en la dieta y el ejercicio. Diversos estudios muestran que la dieta mediterrdnea reduce el riesgo
de MASLD en un 23% frente a la dieta occidental, mejorando la funcién metabdlica hepatica al controlar
la ingesta de acidos grasos y carbohidratos. El ejercicio regular también puede mejorar el metabolismo
glucolipidico y ser beneficioso contra la MASLD, sin embargo, no existe un consenso claro sobre las
modalidades de ejercicio mds efectivas para los pacientes. Aunque las medidas higiénico-dietéticas
contintan siendo la intervencidon no farmacoldgica de primera eleccién para el tratamiento de la MASLD,
su eficacia a largo plazo es limitada debido al bajo cumplimiento de los pacientes con las restricciones y

cambios en su estilo de vida (Y. Li et al., 2024; Moctezuma-Velazquez, 2018).
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Figura 4. Lesién hepatica en MASLD producida por la sobrecarga de acidos grasos. AGs: Acidos grasos. SREBP-1c:
Proteina de unidn al receptor de esteroles 1c. ACC: Acetil CoA carboxilasa. FASN: Sintasa de acidos grasos. IL-1B:
Interleucina 1-beta. TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa. TGF-B: Factor de crecimiento transformante beta. PMN:
Granulocito. HSCs: Células estrelladas hepdticas. a-SMA: Alfa actina de musculo liso. aHSCs: Células estrelladas
hepaticas activas. Modificado de (PanNASH, 2019).

En ese contexto, la intervencién farmacoldgica es esencial para el tratamiento de la MASLD enfocandose
principalmente en MASH debido a su mayor riesgo de progresion a eventos hepaticos graves. Por esta
razéon, MASH se ha convertido en el principal criterio de inclusidon en los ensayos clinicos de fase 3. En
cuanto al desarrollo de farmacos, la FDA exige, para la aprobacion condicional, que se cumpla al menos
uno de los siguientes criterios histologicos: (a) resolucion de la MASH (con puntuaciones de inflamacion
de 0 a 1y balonizacién de 0) sin empeorar la fibrosis, o (b) mejora de la fibrosis sin agravar la MASH. Por

su parte, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA, por sus siglas en inglés) requiere demostrar tanto la



8

resolucidon de la MASH como la mejora de la fibrosis. Este enfoque permite acelerar la aprobacién
condicional de medicamentos mientras se completan estudios de resultados clinicos (Ciardullo et al.,
2024). Hasta marzo de 2024, no existian farmacos aprobados por la FDA especificamente para el
tratamiento de MASH. En la practica clinica, se han empleado medicamentos antidiabéticos vy
antiobesidad, como la pioglitazona, los agonistas de GLP-1, la metformina y la vitamina E. Sin embargo,
estos tratamientos no son lo suficientemente potentes para lograr la resolucién de MASH o reducir
significativamente la fibrosis. A pesar de ello, podrian ofrecer un modesto beneficio a largo plazo al
ralentizar la progresion de la enfermedad hepatica. No obstante, estos farmacos presentan efectos
secundarios gastrointestinales, cardiacos y dseos, lo que supone un riesgo adicional para personas
predispuestas (J. Zeng et al., 2024). El resmetirom es un agonista oral del receptor-f de la hormona tiroidea
(THR-B) que ha sido aprobado recientemente para su uso en pacientes con MASH que no presentan
cirrosis, pero que tienen fibrosis hepdtica avanzada. Los ensayos clinicos han mostrado que mejora
parametros clave como los niveles de lipidos y marcadores de dafio hepatico, todo sin efectos secundarios
significativos, debido a su selectividad por el THR-B que se expresa principalmente en el higado (Keam,
2024). La investigacion futura debe enfocarse en desarrollar farmacos que, en combinacién con
modificaciones en el estilo de vida, logren mejoras significativas incluso en fases avanzadas de la MASH.
Estos tratamientos deberian centrarse en abordar las condiciones fisiopatoldgicas que coexisten en esta

etapa de la MASLD, buscando un impacto terapéutico mas integral y eficaz.

1.1.1.3 Esteatosis y fibrosis hepaticas como ejes principales en el tratamiento de las MASLD

La esteatosis hepatica simple generalmente es asintomatica y no presenta complicaciones, pero si no se
trata, puede progresar a MASH. Sila MASH no se controla, puede avanzar hacia fibrosis, lo que incrementa
el riesgo de cirrosis y HCC. Tanto la esteatosis como la fibrosis son factores clave en la resolucién de la
MASH. Aunque la esteatosis suele preceder a la fibrosis, ambas pueden coexistir en la MASH, y la esteatosis

puede agravar la progresion de la fibrosis.

La acumulacién de lipidos en el higado ocurre predominantemente en los hepatocitos, que constituyen
aproximadamente el 80% de las células hepaticas. Los principales mecanismos involucrados en la
esteatosis hepatica son: (a) la captacién de AGs, mediada por proteinas transportadoras de acidos grasos
(FATP), el cluster de diferenciacion 36 (CD36) y las caveolinas presentes en la membrana plasmatica de los
hepatocitos; (b) la LDN, donde la sintesis de AGs aumenta a partir de acetil-CoA, catalizada por enzimas

como la sintasa de acidos grasos (FASN); y (c) la disminucién en la oxidacion de AGs en la mitocondria,
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asociada a la reduccion de la actividad de la carnitina palmitoil transferasa 1 (CPT1), lo que favorece la
acumulacidn de triglicéridos TGs (Ipsen et al., 2018). La acumulacién de TGs en forma de gotas lipidicas
(LDs) en los hepatocitos, conduce al aumento de la expresion de proteinas de la familia de periliplinas

(PLINSs) particularmente PLIN1 y PLIN2, que son proteinas de asociacién a LDs (Carr et al., 2017).
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Figura 5. Activacion de las HSCs desencadenada por los procesos esteatdsicos en los hepatocitos durante la MASH.
DAMPs: Patrones moleculares asociados al dafio. FASN: Sintasa de &acidos grasos. DGAT2: Diacilglicerol O-
aciltransferasa 2. PLINs: Periliplinas. TGFB1: Factor de crecimiento transformante beta 1. TNFa: Factor de necrosis
tumoral alfa. PDGF: Factor de crecimiento derivado de plaquetas. gHSC: Células estrellada hepatica inactiva. ACTA2:
Alfa actina de musculo liso. PDGFRB: Receptor beta del factor de crecimiento derivado de plaquetas. aHSC: Célula
estrellada hepatica activa. COL1al: Colageno de tipo I. MEC: Matriz extracelular. Elaboraciéon propia.

La fibrosis hepatica es un proceso fibrogénico e inflamatorio complejo que ocurre en etapas avanzadas de
diversas enfermedades crénicas del higado, incluida la MASH. Este proceso se caracteriza por un excesivo
depdsito de matriz extracelular (MEC), principalmente colageno tipo | y lll, como parte de la respuesta
cicatricial frente al dafio hepatico (Figura 5). La fibrosis involucra tanto células hepaticas parenquimatosas
como no parenquimatosas, ademds de células inmunitarias infiltrantes. Entre ellas, las HSCs juegan un
papel central en la fibrogénesis. Las HSCs, localizadas en el espacio de Disse, entre los hepatocitos y las
células endoteliales sinusoidales del higado (LSECs), constituyen aproximadamente el 10% de las células
hepaticas. En su estado inactivo (qHSC), las HSCs funcionan principalmente como reservorios de vitamina

A. En respuesta al dafo hepatico, los mediadores inflamatorios (p. ej. TGF-B y PDGF) activan a las HSCs,
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transformandolas en su forma activa (aHSC). Estas células activadas presentan un fenotipo altamente
proliferativo, contractil, quimiotactico, y secretan grandes cantidades de proteinas de MEC. Durante la
fase fibrogénica, las aHSCs pierden sus gotas lipidicas intracelulares y adquieren un fenotipo
miofibroblastico, caracterizado por la sobreexpresién de a-SMA (ACTA2) y colageno tipo | (COL1A1). La
acumulacidén prolongada de colageno altera el parénquima hepdtico y la arquitectura vascular, lo que
deteriora la funcién hepdtica y conduce a la formacién de cicatrices, progresando eventualmente a cirrosis.

(Tsuchida & Friedman, 2017; Wiering et al., 2023; Zhang et al., 2016).

La esteatosis y la fibrosis hepaticas son objetivos terapéuticos clave en el desarrollo de nuevos fdrmacos
para MASLD, dada su relevancia en la progresion de la enfermedad. La acumulacidn excesiva de lipidos en
el higado y la formacién de tejido fibroso son factores que agravan el dafio hepatico y aceleran la transicidn
hacia fases mds avanzadas, como la cirrosis. Por ello, el disefio de tratamientos efectivos para MASH debe
centrarse en mecanismos que no solo reduzcan la lipogénesis hepatica, sino que también inhiban los
procesos fibrogénicos que perpetuan la inflamacién y el dafio estructural. En este contexto, es crucial
desarrollar farmacos con efectos antilipogénicos y antifibrogénicos que puedan frenar la progresién de la

enfermedad y mejorar los desenlaces clinicos a largo plazo.

1.1.2 Café e higado

1.1.2.1 El café como fuente de compuestos bioactivos para tratar la MASLD

El café es actualmente una de las bebidas mas consumidas en el mundo, junto con el agua y el té. Su
consumo se remonta a la region arabica de Yemen en el siglo XV, aunque su descubrimiento se sittda en el
siglo IX en Abisinia (hoy Etiopia), Africa. La palabra "café" se refiere a la bebida elaborada a partir de los
granos tostados de la planta de cafeto (Coffea), y su popularidad radica principalmente en sus propiedades
estimulantes, lo que lo ha convertido en uno de los productos vegetales mas importantes en el mercado
global (Bartra et al., 2011). El alto consumo de café puede tener un impacto significativo en la salud publica,
lo cual ha despertado un gran interés entre investigadores y clinicos. Aunque el efecto del café en las
enfermedades crénicas ha sido debatido en las ultimas dos décadas debido a estudios retrospectivos con
resultados contradictorios, la percepcién ha mejorado a medida que se conoce mas sobre su farmacologia.
Nuevos estudios epidemioldgicos y experimentales sugieren que el consumo de café estd asociado con un

menor riesgo de diversas enfermedades crdnicas y degenerativas. Incluso la Asociacidn Americana para el
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Estudio de las Enfermedades Hepaticas (AASLD, por sus siglas en inglés) ha recomendado tomar al menos

3 tazas (~700 mL) de café negro al dia para prevenir enfermedades crdnicas hepaticas (Nieber, 2017).

El café es una bebida con una composicién quimica compleja que incluye mas de mil compuestos
bioldgicamente activos, como la cafeina, polifenoles como los acidos clorogénicos (ACGs), y diterpenos,
como el cafestol y el kahweol. Numerosos estudios (Kositamongkol et al., 2021; Sewter et al., 2021), han
demostrado que el consumo de café tiene efectos positivos en la salud hepatica, como la reduccidn del
riesgo de MASLD, la disminucidn de la gravedad de la esteatosis hepatica y la ralentizacion de la fibrosis
en MASH. Aunque algunos trabajos han atribuido estos beneficios a la cafeina, la evidencia sugiere que la
reduccion de la fibrosis hepatica parece ser exclusiva del café y no de otras bebidas con cafeina, lo que ha

resaltado la importancia de investigar como los diversos compuestos bioactivos del café influyen en

MASLD y MASH.
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Figura 6. Algunos mecanismos de la cafeina y los acidos clorogénicos del café sobre la MASLD. Nrf2: factor nuclear
eritroide similar al factor 2. PPARa: Receptor activado por proliferador de peroxisomas alfa. AMPK: Proteina cinasa
activada por AMP. SREBP-1c: Proteina de unidn a elementos reguladores de esteroles 1c. Modificado de Salomone

et al.,, 2017.

Se han identificado algunos mecanismos moleculares mediante los cuales el café ejerce su efecto

hepatoprotector en MASH, principalmente asociados a la cafeina y los ACGs (Figura 6). Por ejemplo, en
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modelos experimentales de fibrosis, se ha demostrado que la cafeina inhibe la activacién de las HSCs
bloqueando los receptores de adenosina A2A, relacionados a la proliferacion y fibrogénesis en las HSCs.
También se ha demostrado que la cafeina promueve la expresién del factor Nrf2, que activa enzimas
antioxidantes como la superdxido dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), reduciendo asi el estrés oxidativo
en el higado. Los ACGs, por otro lado, ayudan a disminuir la acumulacion de AGs libres al inhibir la LDN y
promover la B-oxidacion, mediante la reduccidn de la proteina de unién a elementos reguladores de
esteroles 1c (SREBP1c), y la activacion de la proteina cinasa activada por AMP (AMPK) y el receptor
activado por proliferador de peroxisomas alfa (PPARa) (Salomone et al.,, 2017). Ademads, en ratones
alimentados con una dieta alta en grasas, la suplementacion con café, tanto con cafeina como sin ella,
mejord la oxidacidn de acidos grasos libres al aumentar la expresidn de la acil-CoA oxidasa 1 (ACOX1), una
enzima clave en la beta-oxidacidon de los AGs (Tarantino et al., 2021). Esto resalta que, ademas de la
cafeina, otros compuestos bioactivos podrian desempeifiar un papel crucial en el mecanismo de accidn del

café sobre la MASLD.

Hasta la fecha, diversos estudios epidemiolégicos y metaanalisis han demostrado que el consumo de café
reduce el riesgo de MASLD vy fibrosis hepatica gracias a los diversos compuestos bioactivos presentes en
la bebida. Sin embargo, la concentracidon de estos compuestos varia segun varios factores, como la
variedad de los granos, los métodos de tostado y el procesamiento del café. De hecho, se ha observado
que el consumo de café filtrado tiene un mayor efecto protector sobre el higado y reduce la fibrosis en
comparacién con el café expreso. Esto se debe, en parte, a que el tueste ligero del café filtrado permite
retener una mayor cantidad de compuestos bioactivos, como los polifenoles, que contribuyen a sus
propiedades hepatoprotectoras (Barrea et al., 2023; Elshaer et al., 2024). Esta evidencia posiciona los
granos de café sin tostar (café verde) como una fuente prometedora de compuestos bioactivos con
potencial terapéutico en el tratamiento de enfermedades hepaticas. Gracias a su alto contenido de
polifenoles y otros compuestos bioactivos, que se reducen durante el proceso de tostado, el café verde
podria desempefar un papel clave en la disminucion de la lipogénesis y la fibrosis hepatica, lo que lo
convierte en un candidato atractivo para el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas para

enfermedades como MASLD (Bobkova et al., 2020; Sanlier et al., 2019).

1.1.2.2 Café verde y su potencial terapéutico en la MASH

El término "café verde" se refiere a los granos de la planta Coffea antes de someterse al proceso de

tostado. En los ultimos afios, ha ganado popularidad como un alimento funcional debido a su alto
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contenido de compuestos bioactivos con diversos beneficios para la salud. Los granos de café verde se
componen principalmente de hidratos de carbono (59-61%), lipidos (11-17%), proteinas (10-16%), fenoles
(6-10%), minerales (4%), acidos grasos (2%), cafeina (1-2%), trigonelina (1%) y aminoacidos libres (<1%).
Aungque la concentracidn de estos compuestos puede variar dependiendo de la especie y las condiciones
de cultivo, se ha observado que Coffea canephora, comiunmente conocida como Robusta, tiende a
presentar una mayor cantidad de estos compuestos fenélicos en comparacidn con otras variedades. Entre
los compuestos fendlicos, destacan especialmente los ACGs debido a su elevada bioactividad,
constituyendo la clase mas abundante de fenoles en el café verde. Estos compuestos no solo son
responsables de gran parte de los efectos protectores del café verde, sino que también desempefian un
papel clave en la modulacién de rutas metabdlicas involucradas en enfermedades crénicas como la MASLD

(Hu et al., 2019; Perdani et al., 2019; Silva et al., 2022).

En la ultima década, se han llevado a cabo ensayos clinicos en humanos para evaluar el efecto de la
suplementacion con extracto de café verde en pacientes con MASLD (Figura 7). En diversos estudios
realizados en pacientes obesos con esta enfermedad, la suplementacidn diaria con extracto de café verde
y ACGs, mostré una reduccidn significativa del indice de masa corporal (IMC), ademas de mejoras en el
perfil lipidico, reflejadas en la disminucién de los niveles de TGs y colesterol en sangre (Hosseinabadi et
al., 2020; Nikpayam et al., 2020). Otro ensayo llevado a cabo en pacientes de entre 20 y 70 afios,
diagnosticados con MASLD mediante ultrasonografia y tratados con capsulas de extracto de café verde
durante 8 semanas, mostrd resultados prometedores. En particular, se observd una reduccidn en los
niveles de enzimas hepdticas, como la alanina aminotransferasa (ALT) y la proteina C reactiva (PR-C),
ambos indicadores de inflamacidn hepdtica. Ademads, los pacientes experimentaron una disminucién en
los niveles de AGs y TGs en sangre (Shahmohammadi et al., 2017). Adicionalmente, algunos estudios han
demostrado que la suplementacion con extracto de café verde puede reducir los niveles del factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa), una de las principales citocinas implicadas en la progresidon de la MASLD
(Asbaghi et al., 2021). Estos estudios sugieren que la suplementacidn con extracto de café verde puede
mejorar los perfiles lipidicos séricos y disminuir la inflamacién en pacientes con MASLD, lo que subraya su
potencial como intervencion terapéutica en esta enfermedad. No obstante, los resultados sobre su
impacto en las enzimas hepaticas y en la reduccion de la esteatosis hepatica han sido inconsistentes y
requieren mayor aclaracion. Incluso, si bien se ha demostrado su efecto sobre el perfil lipidico y
biomarcadores inflamatorios, alin es necesario investigar los mecanismos por los que el café verde podria
influir especificamente en la progresion de la fibrosis hepatica, una de las complicaciones mas graves en

MASLD.
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Ademas de la limitada evidencia sobre los mecanismos del café verde en MASLD y MASH, el uso de sus
compuestos fitoquimicos enfrenta desafios como la baja biodisponibilidad y falta de selectividad, lo que
reduce su eficacia terapéutica. Tras el consumo, solo una pequefia fraccidon de los compuestos bioactivos
llega al higado debido a su rapida degradacion y eliminacion. Ademas, su accidn no dirigida puede afectar
otros tejidos, limitando su efectividad en el tratamiento de enfermedades hepaticas. Para superar estas
limitaciones, es crucial desarrollar estrategias avanzadas, como la encapsulacién en nanoparticulas o el
uso de sistemas de liberacién controlada, que optimicen tanto la biodisponibilidad de los compuestos
como su acumulacién selectiva en el higado. Estas innovaciones podrian mejorar la accion terapéutica del
café verde, maximizando sus efectos en el higado y minimizando el impacto en otros drganos (Barani et

al., 2021; Seguido et al., 2022).
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Figura 7. Efecto de la suplementacion con extracto de café verde en pacientes obesos con MASLD. La
suplementacion con extracto de café verde ha demostrado reducir los niveles de lipidos en sangre y de inflamacion,
asi como el IMC de pacientes obesos. TGs: Triglicéridos. AGs: Acidos grasos. ALT: Alanina aminotransferasa. PR-C:
Proteina C reactiva. TNFa: Factor de necrosis tumoral alfa. IMC: indice de masa corporal. Elaboracién propia.
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1.1.3 Nanotecnologia para mejorar la entrega de compuestos fitoquimicos del café verde

1.1.3.1 Nanoencapsulacion de compuestos bioactivos del café

A pesar de la eficacia demostrada por muchos compuestos fitoquimicos en el tratamiento de diversas
enfermedades, su aplicacién biomédica enfrenta varios desafios. Entre los mas importantes se encuentran
su limitada solubilidad y baja absorcién en los fluidos corporales, la dificultad para alcanzar los tejidos
especificos, y su reducida biodisponibilidad, lo que restringe su efectividad en tratamientos médicos. En
ese sentido, la nanotecnologia ha emergido como una herramienta importante en la optimizacién de la
entrega de sustancias bioactivas a través de la nanoencapsulacién, que es una técnica que permite
formular y cargar sustancias dentro de vehiculos de tamafo nanométrico (<1 uM), con la capacidad de
retener, transportar y liberar las moléculas en el sitio deseado. Este proceso puede llevarse a cabo
utilizando dendrimeros, nanoparticulas (NPs) poliméricas, liposomas, entre otros sistemas de liberacion
(Figura 8). Estas estrategias presentan un gran potencial para encapsular fitoquimicos, mejorando su
estabilidad, biodisponibilidad y eficacia, lo que las convierte en herramientas prometedoras para la
administracidn controlada de estos compuestos en aplicaciones terapéuticas (Ling et al., 2019; Pachuau

et al,, 2021).
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Figura 8. Sistemas de nanoencapsulacion de compuestos bioactivos mas comunes. El extracto de café verde se ha
encapsulado en nanoparticulas poliméricas y lipidicas sélidas mejorando aspectos como su farmacocinética y
reduciendo su toxicidad. Elaboracién propia.
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Se ha reportado la encapsulacién del extracto de café verde con la finalidad de mejorar su liberacién
controlada, reducir su toxicidad y proteger su integridad quimica. En un estudio realizado en 2020, se
encapsulé extracto de café verde en nanoparticulas de maltodextrina con el fin de proteger y conservar
los polifenoles presentes en el extracto. Las pruebas de bioactividad in vitro revelaron que
aproximadamente el 80% del extracto se liberaba de manera controlada en el intestino. Asimismo, la
estabilidad del extracto mejord significativamente durante su almacenamiento en comparacién con el
extracto sin encapsular. Estos hallazgos indican que las nanoparticulas de café verde recubiertas con
maltodextrina son una estrategia eficaz para la liberacidn controlada del extracto de café verde (Desai et
al., 2020). Por otro lado, Moussa y colaboradores desarrollaron nanoparticulas lipidicas sélidas (SLNs)
cargadas con extracto de café verde para mejorar su biodisponibilidad. Las SLNs presentaron un tamafio
de particula de aproximadamente 235 nm y una elevada eficiencia de encapsulacion (~58%). Ademas, la
permeabilidad intestinal del extracto se incrementé de manera significativa gracias a la
nanoencapsulacién. Estos resultados indican que las SLNs tienen un gran potencial para mejorar la
absorcién intestinal del extracto de café verde (Moussa et al., 2023). Finalmente, se ha demostrado que
la encapsulacién del extracto de café verde en microparticulas de maltodextrina y goma ardbiga reduce su
toxicidad durante un periodo de 30 dias, incluso a dosis elevadas de hasta 1000 mg/kg. Este hallazgo se
establecié mediante pruebas de toxicidad aguda y subaguda realizadas en ratones y ratas (Silva Faria et
al., 2020). La encapsulacion de compuestos bioactivos presentes en el café a través de formulaciones
nanotecnoldgicas representa una estrategia prometedora para su utilizacion como agentes terapéuticos.
Esta técnica no solo permite la proteccidén de estos compuestos sensibles, sino que también optimiza su
biodisponibilidad y eficacia en aplicaciones clinicas. Sin embargo, la seleccién de un sistema de
encapsulacidn 6ptimo sigue siendo un drea activa de investigacion. Diversos materiales y métodos de
encapsulacién han mostrado propiedades alentadoras que podrian contribuir significativamente a mejorar

las caracteristicas de los extractos con potencial terapéutico, como el extracto de café verde.

1.1.3.2 Nanoparticulas hibridas de polimero-lipido

Dentro de los sistemas de entrega de farmacos (SDEFs), las NPs hibridas de polimero-lipido (NHPLs)
representan un area clave. Estas NPs combinan las ventajas de los SDEFs poliméricos y vesiculares lipidicos,
ofreciendo una amplia gama de materiales y composiciones quimicas. Los SDEFs poliméricos utilizan tanto
polimeros sintéticos como naturales. Se han empleado, por ejemplo, diferentes polimeros de origen
sintético y natural para su aplicacidn biomédica, como el acido poli-lactico, co-glicdlico (PLGA),

policaprolactona (PLC), quitosano, etc. En cuanto a los sistemas vesiculares, los liposomas y niosomas son
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relevantes; los primeros estan compuestos por vesiculas lipidicas, mientras que los niosomas contienen
surfactantes no idnicos en lugar de fosfolipidos. Estos sistemas ofrecen una excelente compatibilidad con
gran variedad de farmacos, permitiendo una mayor encapsulacién simultdnea de sustancias hidrofilicas y
lipofilicas. Ademads, debido a su naturaleza lipidica, mejoran los perfiles farmacocinéticos, lo que puede
resultar en una respuesta terapéutica mds eficaz del farmaco encapsulado. Sin embargo, presentan
desafios como fugas del farmaco, problemas de estabilidad y dificultades en la escalabilidad del proceso.
Estos inconvenientes, comunes en sistemas como los liposomas y nanoparticulas poliméricas, pueden
resolverse mediante la combinacidon de sus componentes estructurales en NHPLs. Ademas, estos SDEFs
pueden mejorar su especificidad mediante la conjugacién de moléculas de direccionamiento en su
superficie, como proteinas, anticuerpos, o vitaminas. Este proceso se facilita a través de lipidos PEGilados
(lipidos unidos a polietilenglicol), que actian como un puente para incorporar estos agentes de

direccionamiento (Mandal et al., 2013; Tahir et al., 2020).
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Figura 9. Estructura tipica de una nanoparticula hibrida de polimero-lipido. Consta de un ndcleo polimérico que
encapsula una carga til, una cubierta lipidica y en algunas ocasiones una capa externa de lipido-PEG que puede
conjugarse con una variedad de agentes de direccionamiento. Modificado de Mukherjee et al., 2019.

De hecho, los SDEFs basados en polimero y lipidos se han estudiado como potenciales vehiculos para
entregar farmacos con efecto terapéutico en enfermedades crénicas del higado como la MASLD, ya que,
una caracteristica que comparten tanto las NPs poliméricas y lipidicas es su capacidad para acumularse en

regiones con permeabilidad vascular aumentada, como los focos de inflamacién, infeccién o tumores, lo
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que se conoce como efecto de permeabilidad y retencién aumentadas (EPR). La combinacion de estas
propiedades con la capacidad de las NPs para dirigirse especificamente al higado las hace especialmente
adecuadas para aplicaciones terapéuticas en este érgano, maximizando el potencial de los tratamientos

mientras se minimizan los efectos adversos en otros tejidos (Bottger et al., 2020).

Se han desarrollado varios métodos para formular NHPLs, basados en las propiedades de los componentes
y los objetivos terapéuticos. Existen dos enfoques principales: el de dos pasos, donde se combinan nucleo
y capas externas, y el de un solo paso, en el que lipido y polimero se ensamblan simultdaneamente. En el
enfoque de dos pasos, las distintas capas, formadas por componentes estructurales diferentes, se fabrican
de manera individual y luego se combinan mediante procesos como la adsorcion, el autoensamblaje o la
encapsulacién para formar una particula completa. La morfologia del nicleo y la coraza se puede ajustar
utilizando técnicas como sonicacion, emulsificacidn con disolvente, evaporaciéon, nanoprecipitacion,
extrusion y homogeneizacion a alta velocidad. Por otro lado, el método de un solo paso para la creacion
de nanoparticulas hibridas consiste en la mezcla de las dos fases (lipido y polimero), que se autoensamblan
para formar el nlcleo de las NPs. Posteriormente, se incorpora la capa lipidica y se ajustan las propiedades

de tamafio y dispersion de las NHPLs mediante técnicas como sonicacién o agitacion.
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Figura 10. Método de un solo paso para la obtencidon de NHPLs. Este método implica la mezcla de fases lipidica y
polimérica que se autoensamblan para formar el nucleo de las nanoparticulas. Luego, se afiade la capa lipidica y se
ajustan las propiedades de tamafio y dispersion mediante técnicas como sonicacion o agitacion. Este enfoque es mds
eficiente y favorece una mejor integracién estructural. NPHLS: Nanoparticulas hibridas polimero-lipido. PLGA: Acido
poli-lactico co-glicélico. Modificado de Ghitman et al., 2020.



19

Este enfoque es mas eficiente y facilita una mejor integraciéon de los componentes estructurales. Las
formulaciones de NHPLs han avanzado significativamente en cuanto a su estrategia de preparacién,
pasando de los métodos convencionales de dos pasos a los modernos enfoques de autoensamblaje en un
solo paso. Por ejemplo, el método de un solo paso es preferido cuando los materiales de encapsulacion
son miscibles con la sustancia de recubrimiento y solubles en el disolvente orgdnico, lo que facilita un
proceso de encapsulacion mas eficiente y homogéneo. De este modo, el método de un solo paso permite
un control preciso sobre el tamafio de particula, el indice de polidispersidad (PDI) y la uniformidad de los
componentes estructurales de las NHPLs, mejorando las propiedades fisicoquimicas y la estabilidad
(Mukherjee et al., 2019; Tahir et al., 2020). Las propiedades de las NHPLs suponen una gran ventaja para
la encapsulacién de diversidad de farmacos con potencial efecto terapéutico en la MASLD, mejorando
algunos aspectos como la farmacocinética, biodisponibilidad y retenciéon el higado de compuestos

bioactivos como los presentes en el extracto de café verde.

1.1.3.3 Nanoparticulas hibridas de PLGA y lecitina

El copolimero PLGA, aprobado por la FDA, se utiliza ampliamente en el disefio y formulaciéon de SDEFs
debido a su excelente biodegradabilidad, biocompatibilidad. Estas propiedades son resultado de la
hidrolisis de sus enlaces éster en presencia de agua, lo que libera acido lactico y glicélico, ambos
metabolizados sin toxicidad sistémica a través del ciclo de Krebs. Asimismo, posee la capacidad para
encapsular una amplia variedad de farmacos hidréfobos. Las NPs de PLGA han demostrado ser efectivas
en diversas aplicaciones biomédicas, como en trastornos neurolégicos, terapia del cancer, inflamacion,
enfermedades cardiovasculares, e inmunoldgicas, encapsulando moléculas bioactivas como farmacos,
proteinas, vacunas, y acidos nucleicos. Ademas, pueden adaptarse a varias vias de administracion,
incluyendo la sistémica, oral e inhalable, optimizando asi la biodisponibilidad segun el tipo de tratamiento
requerido. Sin embargo, las NPs de PLGA enfrentan ciertas limitaciones: baja capacidad de carga de
farmacos, uso de solventes orgdnicos durante su preparacion, liberacién rapida de los farmacos (efecto de
liberacion de estallido), agregacion de particulas, y desafios relacionados con el costo y la escalabilidad de
la fabricacion. Otra barrera importante es la rapida eliminacidon del farmaco, ya que las proteinas
plasmaticas (opsoninas) tienden a adherirse a la superficie de las NPs, lo que facilita su captacion por el
sistema reticuloendotelial (RES) antes de que lleguen a los tejidos o los érganos objetivo (Ghitman et al.,

2020; Pandita et al., 2015).



20

NP de PLGA-
Polimero-Lipido

*% NP de ) NP de Lipido-
— PLGA-Lipido

NP oleosa
.. nanoestructurada
] de PLGA

NP de PLGA
sencilla

NP oleosa de PLGA

O . *-Monocapa lipidica

PLGA Otro polimero  Lipido il Farmaces sIRNA **-Bicapa lipidica

Figura 11. Tipos de nanoparticulas hibridas de PLGA y lipidos. NP: Nanoparticula. PLGA: Acido poli-lactico co-
glicdlico. siRNA: ARN pequefio de interferencia. Modificado de Ghitman et al., 2020.

Para superar las limitaciones de NPs de PLGA, la investigacidon se ha enfocado en el desarrollo de NPs
hibridas de PLGA-lipido, que combinan las propiedades de los lipidos y las NPs poliméricas. La
incorporacion de un sistema vesicular lipidico a las NPs de PLGA permite un control mas preciso de la
liberacion de sustancias bioactivas encapsuladas, ya que la membrana lipidica actia como una barrera
contra la difusién de agua, reduciendo la velocidad de hidrélisis del polimero y facilitando una liberacion
controlada del farmaco. Ademas, la matriz polimérica de PLGA proporciona integridad estructural,
morfologia controlada y alta capacidad de encapsulacion de farmacos. Las caracteristicas fisicas y
farmacocinéticas in vivo, como el tiempo de circulacién y la localizacién especifica en células o tejidos,
pueden ser ajustadas mediante modificaciones adecuadas de la superficie lipidica. En este contexto, los
sistemas vesiculares basados en lipidos anfifilicos, como los liposomas, resultan particularmente atractivos
para su combinacién con NPs de PLGA, debido a su capacidad para mejorar la administracion intracelular

y su versatilidad en la modificacion de la superficie (Pandita et al., 2015; Varghese et al., 2016).

La fosfatidilcolina, mas conocida como lecitina, ha ganado notable atencidn como un lipido clave en la

formulacion de SDEFs debido a su abundancia natural en el cuerpo como componente esencial de las
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membranas celulares. Su biocompatibilidad y versatilidad permiten su uso en diversas vias de
administracién, como la parenteral, oral y dérmica, lo que la convierte en un objetivo de investigacién
fundamental en el dmbito farmacéutico. Ademas de su funcién como fosfolipido estructural, la lecitina se
emplea frecuentemente NHPLs de PLGA, actuando como agente emulsionante y estabilizador. Esto
elimina la necesidad de tensioactivos adicionales como el alcohol polivinilico (PVA), que presenta
limitaciones de toxicidad y dificultad para su eliminacidn en el cuerpo (Varghese et al., 2016). Estudios han
demostrado que la lecitina forma una monocapa estable alrededor del nicleo polimérico, mejorando la
integridad estructural y la estabilidad de las NPs. Su recubrimiento también asegura una forma esférica
uniforme y una liberacidon controlada y sostenida del farmaco encapsulado, optimizando el efecto
terapéutico. Adicionalmente, su baja citotoxicidad y alta biocompatibilidad la hacen adecuada para
aplicaciones biomédicas, mientras que facilita la administracidon dirigida de fadrmacos al mejorar la
captacion celular y permitir la adicién de agentes de direccionamiento en su estructura lipidica,

maximizando la eficacia terapéutica (Ahmaditabar et al., 2017; Godara et al., 2020; Wu et al., 2015).

La combinacién de lecitina y PLGA en la estructuracion de NHPLs, resultan en SDEFs con buena estabilidad
estructural, liberacién controlada, alta eficacia de encapsulacién y biocompatibilidad, mejorando asi la
eficacia terapéutica y reduciendo los efectos secundarios. Estas caracteristicas hacen de las NPs hibridas
PLGA vy lecitina una plataforma prometedora para la administracion de sustancias bioactivas en
enfermedades crénicas como la MASLD, al mejorar la eficacia terapéutica y permitir una administracion

mas especifica de sustancias bioactivas.

1.2 Justificacion

Hoy en dia México es uno de los paises con las tasas mas altas de prevalencia de MASLD en Latinoamérica.
Diversos factores, como el aumento en los indices de obesidad, la diabetes tipo 2 y el sedentarismo,
contribuyen significativamente a la elevada predisposicion de la poblacién mexicana al desarrollo de
MASLD vy sus formas avanzadas. La MASH es una forma severa de MASLD y es un punto critico para la
intervencidén terapéutica. En esta etapa, la esteatosis y fibrosis hepaticas pueden llegar a coexistir, lo que
aumenta el riesgo de cirrosis, un punto de no retorno en la enfermedad. Esto resalta la necesidad urgente
de estrategias que detengan o prevengan la progresiéon de MASLD en esta fase. Las propiedades
antilipogénicas y antifibréticas de diversos compuestos fitoquimicos presentes en el café, han demostrado
tener un efecto atenuante en las enfermedades hepdticas crénicas como la MASLD, sin embargo, algunas

limitaciones como su baja biodisponibilidad, reduce su eficacia terapéutica. En este contexto, el disefo
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racional de un sistema de liberacién controlada de compuestos bioactivos del café, junto con su evaluacion
farmacoldgica in vitro, podria abrir nuevas vias para el desarrollo de terapias basadas en compuestos

fitoquimicos del café dirigidas al tratamiento de la MASLD.

1.3 Hipétesis

Los compuestos fitoquimicos extraidos de café reduciran la esteatosis y/o fibrosis hepatica, en un modelo

in vitro de enfermedad hepdtica esteatdsica asociada a disfuncion metabdlica.

1.4 Objetivos

Objetivo general

Mostrar evidencia, a través de un modelo in vitro, de que los compuestos fitoquimicos extraidos del café

pueden ser un agente terapéutico para MASLD y/o MASH.

Objetivos especificos

1. Obtener un extracto de café verde y encapsularlo en nanoparticulas hibridas de polimero lipido.

2. Determinar el efecto antifibrético del extracto de café verde liberado de las ECV-NPLs en un

monocultivo de células estrelladas hepaticas activas.

3. Determinar el efecto del extracto de café verde liberado de las ECV-NPLs en un modelo in vitro de

esteatosis.
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Capitulo 2. Metodologia

2.1 Extraccion de compuestos fitoquimicos de café verde

Para la extraccion de compuestos fitoquimicos del café, se utilizaron granos de café verde lavado de la

especie Coffea canephora (Robusta) adquiridos de Cafetalera San Felipe (Veracruz, México), el cual, seguin

la informacién del proveedor, fue cosechado a 900 metros sobre el nivel del mar. El proceso de extraccion

de compuestos fitoquimicos se dividid en tres partes, 1) molienda, 2) extraccidn y 3) concentracién, dicha

metodologia se describe detalladamente a continuacion:

1)

2)

3)

Molienda: Se colocaron 200 g de granos de café verde en un molino de rebabas automatico
Hamilton Beach, modelo 80385. Se selecciond la opcién de molido tipo “Expreso” para obtener un
tamafio de particula lo mas fino posible, asegurando asi una mayor superficie de contacto en
posteriores procesos de extraccion (Figura 12 A-B). El producto resultante de la molienda se

almacené en un frasco de vidrio a temperatura ambiente, protegido de la luz.

Extraccion: Se utilizd el método de extraccion sélido-liquido descrito por Sharaf et al., 2022 con
algunas modificaciones. Primero, los granos de café molidos se secaron en un horno a 50 °C
durante 24 horas para eliminar la mayor cantidad de agua posible. Posteriormente, 25 g del café
verde molido se colocaron en 250 mL de metanol absoluto (Jalmek, México; M6125), y la mezcla
se mantuvo bajo agitacion a 1000 rpm a temperatura ambiente (~22 °C) durante 60 minutos. Una
vez completada la extraccion, la soluciéon fue filtrada inicialmente con un filtro de café
convencional, seguido de un filtrado con jeringa con poros de 0.20 um. El filtrado resultante se

almacené a 4 °C, protegido de la luz, para su posterior uso.

Concentracion: Para eliminar completamente el metanol del extracto, se utilizé un evaporador
modelo Rocket Synergy (Genevac, Reino Unido) a 45 °Cy 30 mBar durante 2 h. El sélido resultante,
una vez seco, se almacend a -20 °C protegido de la luz y se etiqueté como ECV para su posterior

analisis y uso experimental. (Figura 12 C).
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Figura 12. Procesamiento de los granos de C. canephora para la obtencion del extracto. (A) Molienda de los granos
de café verde lavado. (B) Granos molidos secados durante 24 h a 50 °C. (C) Extracto concentrado.

2.2 Caracterizacion del extracto de café verde

2.2.1 Determinacion del contenido fendlico total

Con el fin determinar el contenido fendlico del ECV, se realizé el ensayo de Folin-Ciocalteu (Singleton et
al., 1999). El ensayo Folin-Ciocalteu es un método colorimétrico donde se mide el cambio de color de la
reaccién entre una muestra con polifenoles y el reactivo Folin-Ciocalteu en presencia de Na,COs. Para ello,
se siguid la metodologia de Rubio-Elizalde et al., 2019. Brevemente, en una placa de 96 pozos, se colocaron
100 pL de reactivo Folin-Ciocalteu 0.2 N (Sigma-Aldrich, EUA; F9252), junto con 20 puL de muestra de ECV
a una concentracién de 100 ug/mL; 5 minutos después, se agregaron 80 uL de Na,CO3 700 mM vy la
reaccion se incubd en oscuridad por 2 h a temperatura ambiente (~22 °C), las muestras se analizaron por
triplicado (n=3). Transcurridas las 2 h, la placa se leyé a 760 nm en un lector de placas Epoch (BioTek, EUA).
El contenido fendlico total de las muestras se calculd con base en una curva estandar de acido galico (AG)
(Anexo A - Figura 26), utilizando la ecuacién de la recta despejada para “x” (1) que es igual a los
equivalentes de acido galico (EAG) en uM, y los resultados se expresaron en miligramos de EAG por gramo

de ECV (mgEAG/g ECV).

y — 0.0154]

1
0.0009 @)

EAG (uM) =

Dondey, es el valor de absorbancia de la muestra con reactivo Folin-Ciocalteu 0.2 N y Na,CO3 700 mM a

760 nm posterior a 2 h de incubacién en oscuridad.
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2.2.2 Evaluacion de la actividad antioxidante relacionada a la remocion de radicales libres

La actividad antioxidante del ECV se determind mediante el ensayo 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH"). El
DPPH" es un radical estable de apariencia purpura, que, en presencia de un antioxidante, se reduce y

cambia su apariencia a un tono amarillo, el cambio en la coloracién se mide a 517 nm (Mishra et al., 2012).

Para llevar a cabo el ensayo, en una placa de 96 pozos se colocaron 50 uL de muestra de ECV disuelto en
metanol a 100 pg/mL, seguido de 150 pL de solucidon etandlica de DPPH® 60 pM, dicha mezcla se incubé
30 min en oscuridad y se leyd en un lector de placas Epoch a 517 nm. El porcentaje de inhibicién de DPPH*
se calculd utilizando la ecuacién (2). El porcentaje de inhibicion de DPPH® se compard con una curva
estandar de acido citrico (AC) (Anexo A - Figura 27), utilizando la ecuacion de la recta despejada para “x”

(3) que es igual a los equivalentes de acido citrico (EAC) en uM.

DOControl - (DOmuestra - DOblanco) x

Inhibiciéon de DPPH* (%) = D0
control

100. (2)

donde: DOcontrol, DOmuestra Y DOblanco SON Valores de absorbancia del control, de la muestra con DPPH* 60 uM
y el blanco a los 30 min de incubacién, respectivamente. DOcontroi COrresponde a una solucién de 150 pL de

DPPH* 60 uM + 50 pL de metanol absoluto.

Inhibicion de DPPH (%) — 3.6335
0.987

EAC (uM) =

2.3 Sintesis de nanoparticulas hibridas polimero-lipido

La sintesis de nanoparticulas hibridas de polimero-lipido (NPLs), se llevé a cabo mediante la técnica de
nanoprecipitacion combinada con autoensamblaje, siguiendo la metodologia propuesta por Fang et al.,
2010, con algunas modificaciones basadas en Ahmaditabar et al., 2017. Primero, se prepararon soluciones
stock de PLGA 50:50 (Nanosoft Polymers, EUA; 11088-20-50K) a 20 mg/mL en acetonitrilo y de lecitina de
soya (HSPC) (Nanosoft Polymers, EUA; 26372) a 10 mg/mL en etanol (EtOH) al 4%, esta ultima fue
preparada a 65 °C para lograr la correcta homogenizacién del fosfolipido. En un vial de vidrio, se prepard
la fase organica con el ECV (FOc) o sin el ECV (FOv). La FOc consistié en 500 pL de soluciéon stock de PLGA
20 mg/mLy 100 uL de solucién stock de ECV 10 mg/mL, de tal manera que la FOc representara el 10% del
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volumen total de sintesis, asi como el ECV el 10% en peso respecto al PLGA utilizado para la obtencién de
las ECV-NPLs. La FOv no contenia el ECV y en su lugar se aifadieron 100 uL de metanol absoluto, que era
el solvente donde estaba disuelto el ECV. En un vaso de precipitados, se colocaron 3.8 mL de agua Milli-Q
seguidos de 200 pL de HSPC 10 mg/mL en agitacidn constante a 180 rpm y 65 °C, posteriormente, a esta
solucidn en agitacion a 200 RPM y 65 °C, se gotearon la FOc o FOv (1 mL/min), enseguida se afiadieron 5
mL de agua Milli-Q y la soluciéon resultante se llevd a sonicacidon durante 7 min a 42 kHz en un bafio
ultrasénico serie MH 2800 (Branson Ultrasonics, EUA). Finalmente, se realizaron lavados por
centrifugacién a 12000 x g por 3, 6, 12 y 18 min utilizando filtros Microsep™ Advance con limite de peso
molecular (MWCO, por sus siglas en inglés) de 10 kDa (Cytiva/Pall Life Sciences, EUA) para eliminar las
moléculas libres y purificar las nanoparticulas, las cuales fueron recuperadas del filtro con 2 mL de buffer
fosfato salino 1X (PBS) (pH 7.4) y almacenadas a 4 °C. Las nanoparticulas hibridas de polimero-lipido

cargadas con el extracto se etiquetaron como ECV-NPLs y las vacias como NPLs.

_____________ \ 3.8mL® (e
Stock | Etog's‘té & | Stock
ECV 180 RPM ’ : HSPC
10 mg/mL1 | 10 mg/mL |
I I
I @ ~ I
Goteop
1 mbL/min @
5 mL H0O
0.5 mL Stock PLGA 65°C" = Milli-Q
0.1 mL Stock ECV 200 RPM | 7=|
0.4 mL Acetonitrilo )
ECV 10% m/m ~ @
respecto al PLGA Bafio ultrasénico

e 7 Min | 42 kHz

ECV-NPL Lavados por
centrifugacion
O | S
, 6, 12y 18 min
M PLGA 10 kDa MWCO
® HSPC

e @

Figura 13. Metodologia de la sintesis de nanoparticulas hibridas polimero-lipido cargadas con extracto de café
verde mediante nanoprecipitacion combinada con autoensamblaje. (1) La fase acuosa se prepard con EtOH 4% y 2
mg de HSPC. (2) Luego, la fase organica se goted lentamente a la soluciéon de HSPC en agitacion constante. (3) El
volumen de sintesis fue completado a 10 mL con agua Milli-Q. (4) Subsecuentemente, la solucidn resultante fue
llevada a bafio ultrasénico por 7 min. (5) Finalmente, la misma solucion se purific6 mediante lavados por
centrifugacion con filtros de 10 kDa de MWCO para eliminar el ECV no encapsulado y los residuos de solvente
organico. PLGA: Acido poli-lactico co-glicélico. HSPC: Lecitina de soya. FOc: Fase orgdnica cargada. ECV: Extracto de
café verde. MWCO: Limite de peso molecular. NPL: Nanoparticula polimero-lipido. Elaboracién propia en
BioRender.com
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2.4 Caracterizacion de NPLs y ECV-NPLs

2.4.1 Diametro hidrodinamico y potencial Zeta

El didmetro hidrodinamico y el potencial zeta de las ECV-NPLs y NPLs, fueron evaluados en un analizador
de particulas Malvern ZetaSizer Nano ZS (Malvern Instruments, Reino Unido). El método de dispersion
dindmica de la luz (DLS) indica el didametro hidrodinamico y el indice de polidispersidad (PDI) de las ECV-
NPLs y NPLs, mientras que el andlisis del potencial zeta demuestra el potencial eléctrico en el plano
deslizante del sistema de particulas (Clogston & Patri, 2011). Las mediciones se llevaron a cabo por
triplicado (n=3) utilizando 200 pL de cada muestra suspendida en PBS 1X (pH 7.4) y se reporté el valor

promedio de cada una de las variables medidas.

2.4.2 Morfologia y tamaiio

La morfologia y el tamafo en seco de las ECV-NPLs y NPLs se estudiaron mediante microscopia electrénica
de transmisidn (TEM, por sus siglas en inglés) utilizando un microscopio electrénico H-7500 (Hitachi, Ltd,
Japdn). Las muestras se prepararon depositando 10 pl de ECV-NPLs o NPLs recién sintetizadas sobre una
rejilla de cobre de 400 mesh con membrana de formvar/carbono. Las muestras se dejaron reposar durante
30 min a temperatura ambiente y el exceso se elimind con papel filtro. Se obtuvieron imagenes de TEM
con aumentos de 15-70 kx y se analizaron con el software Imagel (National Institutes of Health &
Laboratory for Optical and Computational Instrumentation, EUA) para determinar el tamafio promedio de

las particulas (n=25).

2.4.3 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

El analisis de los grupos quimicos presentes en las ECV-NPLs y NPLs se llevd a cabo mediante
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés). Para ello se empled
1 mg de ambas formulaciones previamente liofilizadas durante 24 h en un liofilizador FreeZone 1
(Labconco, EUA), y se leyeron en un espectrofotdmetro Agilent Cary 630 (Agilent Technologies, EUA).
Asimismo, se analizaron muestras de PLGA, HSPCy ECV por separado para comparar las sefiales de grupos

guimicos con los de las ECV-NPLs.
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2.4.4 Eficiencia de encapsulacion

Para determinar la cantidad de ECV encapsulado en el sistema de NPLs se empled el método directo
propuesto por Pereira et al., 2018 con algunas modificaciones. Inicialmente, se sintetizaron tres lotes de
ECV-NPLs, los cuales fueron liofilizados durante 24 horas en un liofilizador FreeZone 1 (Labconco, EUA).
Posteriormente, se anadié metanol al 95% a cada lote y se sometieron a agitacién vigorosa por vértex para
desintegrar la estructura de las nanoparticulas. Luego, las muestras se incubaron durante 2 horas a
temperatura ambiente, protegidas de la luz. Finalmente, el ECV encapsulado fue detectado a 324 nm
utilizando un lector de placas Epoch. Esta longitud de onda corresponde a la absorbancia tipica de los ACGs
(Moussa et al., 2023), uno de los compuestos principales del ECV; dicha informacidn fue verificada leyendo
la absorbancia del ECV suspendido en agua entre 300 y 600 nm en un espectrofotémetro UV-Vis Cary 60
(Agilent Technologies, EUA) (Anexo A - Figura 28A). La cantidad de compuesto encapsulado se determiné
utilizando una curva estandar de ECV (Anexo A - Figura 28B) y la eficiencia de encapsulacién (EE%) se

calculé mediante la siguiente ecuacién (4):

Me
Eficiencia de Encapsulacion (%) = (M_t> X 100 (4)

donde: Mt son los pg de ECV utilizados para la sintesis de ECV-NPLs y Me son los ug de ECV detectados a
324 nm.

2.4.5 Ensayo de liberacion del ECV de las NPLs

El perfil de liberacién de las ECV-NPLs fue evaluado utilizando la técnica de didlisis, la cual se llevé a cabo
con un kit de mini dialisis de 8 kDa de MWCO (Cytiva, EUA; 80648432). Para este propdsito, las ECV-NPLs
recién sintetizadas fueron cuidadosamente recuperadas y colocadas dentro de una membrana de didlisis
de 8 kDaen 1 mLde PBS 1X (pH 7.4), asegurando una adecuada dispersion del material. La solucidn externa

de liberacién consistié en 6 mL del mismo buffer.

El ensayo de liberacién se llevd a cabo en un incubador con agitacién constante a 37 °C y 120 RPM,
condiciones que emulan el entorno fisiolégico para proporcionar un modelo mas realista de liberacion
controlada. A intervalos especificos, desde 1 hasta 72 horas, se tomaron muestras de la solucién de

liberacion para cuantificar la cantidad de ECV liberado, el volumen de muestra (0.6 mL) fue reemplazado
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por el mismo volumen de PBS 1X para mantener un volumen constante en la solucién de liberacién. La
cuantificacion se realizé utilizando el mismo método de deteccidén espectrofotométrica detallado en Ila

seccion 2.4.4, asegurando la consistencia en la medicién de la concentracion de ECV.

Los datos obtenidos se utilizaron para construir la curva de liberacién del ECV desde las nanoparticulas,
empleando la ecuacion (5) propuesta por Moghaddam et al., 2022, para determinar la masa de ECV en la
solucidn de liberacién en cada tiempo de muestreo, luego se calculd la liberacién acumulada de ECV con

base en la cantidad de ECV encapsulado segun los resultados de la seccién 2.4.4 (6):

Mn (ng) = ((COV) + (Z(cn_l) (vm)) (5)

“w, n,

donde: Mn son los pug de ECV detectados en la solucién de liberacién al tiempo “n”; C, es la concentracion
en pg/mL de ECV detectada en la solucién de liberacidn al tiempo “n”; V: es el volumen en mL de la solucién
de liberacidn; C,.1 es la concentracion en pg/mL de ECV antes del tiempo “n” y Vi, es el volumen en mL de

la muestra.

Mn
Liberacién acumulada (%) = (M_e> x 100 (6)

Incubacién con agitacion

37 °C
120 RPM

Muestreo
1-72 h

>
7]
o
o

Deteccion del
Solucién de liberacién ECV liberado

Figura 14. Ensayo de liberacion de las ECV-NPLs por dialisis. ECV: Extracto de café verde. ECV-NPLs: Nanoparticulas
cargadas con ECV. MWCO: Limite de peso molecular. PBS: Buffer fosfato salino.
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2.5 Cultivo celular

2.5.1 Cultivo de fibroblastos de ratéon (L929) y humanos (CCD-112Sk)

Con el fin de realizar pruebas preliminares de viabilidad celular, se utilizaron fibroblastos de tejido
conectivo de raton L929 (American Type Culture Collection, EUA; CCL-1) y fibroblastos dérmicos de
prepucio de neonato humano CCD -1112Sk (American Type Culture Collection, EUA; CRL-2429). Ambas
lineas celulares se cultivaron en Medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés)
(Corning Incorporated, EUA; 10-013-CV) suplementado con 10 % de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, EUA;
26140-079) y 1 % de antibidtico/antimicotico (A/A) (Gibco, EUA; 15140-122). Las células se mantuvieron
en cultivo en placas de 100 mm a 37 °Cy 5% CO,, el medio de cultivo se reemplazé cada 48 h hasta que
alcanzaran una confluencia del 70-80%. Una vez alcanzada esta confluencia, las células fueron
desprendidas utilizando tripsina 0.25%-EDTA 1X (Gibco, EUA; 25200056), luego, fueron contadas
manualmente utilizando un hematocitometro y un microscopio invertido EVOS XL (Invitrogen, EUA) a 20X

para utilizarse en los ensayos correspondientes.

2.5.2 Cultivo de células hepaticas humanas (HepG2 y HHSC-N)

Para establecer los modelos de esteatosis y fibrosis hepdaticas, se utilizaron hepatocitos humanos de
carcinoma hepatocelular HepG2 (Addexbio Technologies, EUA; C0015002) y células estrelladas hepaticas
activas provenientes de un paciente con MASH (HHSC-N) (iX Cells Biotechnologies, EUA; 10HU-210N). Los
HepG2 fueron activados en medio minimo esencial de Eagle (EMEM, por sus siglas en inglés) (Addexbio
Technologies, EUA; C0005-01) y posteriormente se adaptaron de forma gradual a DMEM alto en glucosa
(4.5 g/L) (Gibco, EUA; 10569010), ambos suplementados con 10% SFB y 1% A/A. Por otro lado, las HHSC-
N fueron activadas y cultivadas en DMEM con 10% SFBy 1% A/A. Las células se mantuvieron en cultivo en
placas de 100 mm a 37 °Cy 5% CO,, el medio de cultivo se reemplazé cada 48 h hasta que alcanzaran una
confluencia del 70-80%. Una vez alcanzada esta confluencia, las células fueron desprendidas utilizando
tripsina 0.25%-EDTA 1X, luego, fueron contadas manualmente utilizando un hematocitémetro y un
microscopio invertido EVOS XL a 20X para utilizarse en los ensayos correspondientes. Las células HepG2
se utilizaron entre los pases 14 y 22, mientras que las HHSC-N no se emplearon mas alla del pase 7 (por

recomendacion del proveedor).
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2.6 Estudios de viabilidad celular

2.6.1 Ensayos de viabilidad celular en L929 y CCD-1112Sk

La viabilidad celular se evalué preliminarmente en las lineas celulares L929 y CCD-1112Sk para encontrar
una concentracidn de trabajo biocompatible de ECV. Ambas lineas celulares fueron tratadas con 10, 100
y 1000 pg/mL de ECV por 24 h y el porcentaje de viabilidad celular se cuantificé mediante el ensayo
colorimétrico de bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazo (MTT) (Sigma-Aldrich, EUA,
M5655), el cual se basa en la conversidn de la sal de tetrazolio MTT en cristales de formazan por parte de
las células vivas, lo que determina la actividad mitocondrial. Dado que, para la mayoria de las poblaciones
de células, la actividad mitocondrial total esta relacionada con el nimero de células viables, este ensayo
se usa ampliamente para medir los efectos citotdxicos in vitro de farmacos y nuevas terapias (van Meerloo
et al., 2011). Para ello, se utilizaron los 1929 y CCD-1112Sk previamente cultivados y se sembraron en
placas de 96 pozos a una densidad de 7.5x103 células por pozo (cel/pozo) en DMEM, luego se dejaron
adherir por 24 h en incubacién a 37 °Cy 5% CO,y se retird el medio para agregar medio nuevo con ECV a
concentraciones de 10, 100y 1000 pg/mL. EI ECV se prepard en PBS 1X a 10 mg/mLy se afiadié el volumen
necesario al DMEM para alcanzar la concentracién requerida. El control fue adicionado con el volumen de
PBS 1X utilizado para preparar la concentracién mas alta de ECV (1000 pg/mL). Las células se dejaron en
incubacién por 24 h con los tratamientos a 37 °C y 5% CO,. Una vez transcurridas las 24 h, se retir6 el
medio y se lavaron todos los pozos con PBS 1X para retirar cualquier remanente de ECV y residuos
celulares. Después, se agregaron 90 uL de DMEM seguidos de 10 pL de solucién de MTT (5 mg/mL) a todos
los pozos y se incubd la placa por 4 h a 37 °C, 5 % CO.. Luego, se agregaron 100 puL de acido clorhidrico
(HCI) 0.01 M con dodecilsulfato sédico (SDS) al 10 % como buffer de lisis y para solubilizar los cristales de
formazan y se dejo en incubacién a 37 °C por 18 h para finalmente leer la absorbancia de la placa a 570
nm en un lector de placas Epoch. El porcentaje de viabilidad celular se calculé utilizando la siguiente

férmula:

DO
Viabilidad celular (%) = —22 & 100 (7)
DOcontrol

donde: DOmuestra €5 €l valor de absorbancia de los pozos con células tratadas posterior a la incubacién con

HCI/SDS. DOcontrol cOrresponde a la absorbancia de los pozos con células sin tratamiento.
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2.6.2 Ensayos de viabilidad celular en HepG2 y HHSC-N

La viabilidad celular de las lineas celulares HepG2 y HHSC-N tratadas con ECV (100 pg/mL), ECV-NPLs
(equivalente a 100 pg/mL de ECV) y NPLs (equivalente a la cantidad de ECV-NPLs), se evalud después de
48 h de tratamientos con las formulaciones previamente mencionadas. Para el caso de HepG2, se llevo a
cabo siguiendo el mismo protocolo de MTT de la seccidén 2.6.1, pero con algunas modificaciones que se
detallan a continuacién: Se sembraron 2x10* cel/pozo en una placa de 96 pozos utilizando como medio
DMEM alto en glucosa, luego, los HepG2 se dejaron adherir a la placa por 24 h a 37 °Cy 5% CO, y
posteriormente se retiré el medio para agregar medio nuevo con los concentraciones correspondientes
de ECV, ECV-NPLs y NPLs. Luego de 48 h, se retiré el medio de cultivo y se lavd cada pozo con 100 uL de
PBS 1X y se afiadieron 90 puL de DMEM con 10 pL de MTT a 5 mg/mLy se incubd la placa por4 ha37°C, 5
% CO,. Después, se agregaron 100 pL HCI 0.01 M con SDS al 10 % y se dejé incubando la placa a 37 °C por
18 h para finalmente leer la absorbancia de la placa a 570 nm en un lector de placas Epoch. El porcentaje

de viabilidad celular se calculé utilizando la ecuacion (7).

Por otra parte, la viabilidad celular de las HHSC-N se evalué mediante el método de exclusién de azul
tripano (Gibco, EUA; 15250061); para ello, en una placa de 6 pozos se sembrd una densidad inicial de
2.5x10° cel/pozo, las HHSC-N se dejaron 24 h en incubacidon a 37 °Cy 5% CO, y posteriormente se retird el
medio para agregar DMEM completo con los tratamientos de ECV, ECV-NPLs y NPLs; consecuentemente,
se dejaron 48 h en incubacién bajo las mismas condiciones. Transcurrido este periodo de incubacién con
los tratamientos, las células fueron desprendidas de la placa de 6 pozos utilizando tripsina 0.25%-EDTA 1X
y se mezclaron 20 pL de soluciéon de células con 20 pL de solucidn de azul tripano 0.4% m/v, luego, fueron
contadas manualmente utilizando un hematocitémetro y un microscopio invertido EVOS XL a 20X. Los
resultados se expresaron en niumero de células/mLy se compararon con el nimero de células inicialmente

sembradas (0 h) para determinar el nimero de células viables posterior a los tratamientos.

2.7 Induccion de esteatosis en HepG2

2.7.1 Conjugacion de acidos grasos libres

Para inducir condiciones de esteatosis en los hepatocitos HepG2, las células se expusieron a una mezcla

de acidos grasos libres, compuesta por acido oleico (AO) (Sigma-Aldrich, EUA; 01008) y acido palmitico
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(AP) (MedChemExpress, EUA; HY-N0830). Estos acidos grasos se conjugaron con albumina de suero bovino
(BSA) libre de acidos grasos (MP Biomedicals, EUA; 152401) en una proporcién molar 2:1 de AO:AP,
siguiendo el protocolo de Knight et al., 2021. Brevemente, el AO y el AP se disolvieron en etanol absoluto
grado biologia molecular a concentraciones de 500 mM y 250 mM, respectivamente. A partir de estas
soluciones, se preparé un stock de 7.5 mM (5 mM AO, 2.5 mM AP) en medio DMEM (con 10% de SFBy 1%
de A/A), adicionado con un 10% de BSA libre de acidos grasos. La conjugacion se realizé incubando esta
mezcla de BSA y 4cidos grasos a 37 °C durante 1 hora. Tras la incubacidn, la solucidn fue filtrada mediante
un filtro de jeringa de 0.22 um y almacenada a -20 °C, protegida de la luz, para su uso en experimentos

futuros con células HepG2.

2.7.2 Cultivo de HepG2 con acidos grasos libres

Para promover la acumulacién de TGs en los HepG2, estos fueron cultivados en presencia de AGs libres
previamente conjugados cos BSA a una proporcidon molar de 2:1. Los HepG2 fueron incubados por 24 h
con concentraciones de 0.1 a 1 mM de la mezcla de AO:AP utilizando como medio de cultivo DMEM (con
10% SFB y 1% A/A) adicionado con 1% de BSA (Ricchi et al., 2009). Una vez cumplidas las 24 h de
incubacién, se llevd a cabo el ensayo MTT como se describié previamente en la seccién 2.6.2, para
determinar el efecto de los tratamientos con la mezcla de AO:AP en la viabilidad celular de los HepG2. La
esteatosis en HepG2 se confirmé mediante la sobreexpresidn de los genes asociados a esteatosis

detallados en la seccion 2.8.

2.8 Analisis de expresion de genes mediante reaccion en cadena de la polimerasa

cuantitativa

Con el fin de estudiar el efecto de las ECV-NPLs en la expresidén de genes asociados a esteatosis y fibrosis
hepatica, se realizé el tratamiento de los HepG2 esteatdsicos y las HHSC-N con ECV (100 pug/mL), ECV-NPLs
(equivalente a 100 ug/mL de ECV) y NPLs (equivalente a la cantidad de ECV-NPLs) durante 48 h, para

extraer el 4cido ribonucleico (ARN) y cuantificar la expresion de genes profibroéticos.

Las HepG2 y HHSC-N fueron sembradas en placas de 6 pozos a un densidad celular de 4x10° y 2.5x10°
cel/pozo, respectivamente. Para el caso de las HepG2, se indujeron las condiciones de esteatosis con el

método previamente descrito en la seccion 2.7 de este documento. Una vez completados los tratamientos
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con ECV, ECV-NPLs y NPLs, el ARN se extrajo de ambas lineas celulares utilizando el kit PureLink™ RNA Mini
(Invitrogen, EUA, 12183018A), siguiendo las indicaciones de proveedor. La purezay concentracidon de ARN
extraido se cuantificé en un espectrofotémetro NanoDrop 2000 (Thermo Fisher Scientific Inc., EUA), asi
como su integridad mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% (m/v) a 80 V durante 40 min. El ARN

resultante se suspendié en agua libre de RNasas y se almacend a -20 °C para futuros experimentos.

La expresién de genes relacionados con la esteatosis y fibrosis se evalué mediante reaccién en cadena de
la polimerasa cuantitativa (QPCR), utilizando ARN extraido de células HepG2 y HHSC-N. La cuantificacion
de la expresidn génica se realizé en un sistema de PCR en tiempo real 7500 (Applied Biosystems, EUA)
empleando el kit GoTaq® 1-Step RT-qPCR System (Promega, EUA; A6020). Los oligonucledtidos sentido (F)
y antisentido (R) se disefiaron con base en la literatura y se validaron con el software SnapGene (GSL
Biotech LLC, EUA), posteriormente fueron adquiridos de la empresa T4 OLIGO (México). Para cada
reaccion, los oligonucledtidos se ajustaron a 50 nM para HepG2 y 100 nM para HHSC-N, mientras que la
cantidad de ARN se establecié en 20 ng para HepG2 y 100 ng para HHSC-N. La normalizacidon de los datos
se realizé usando GAPDH como control enddégeno en HepG2 y HPRT1 en HHSC-N, y la expresion relativa

de los genes se calculé mediante el método 222" (Garcia-Topete et al., 2024; Taylor et al., 2019).

Se cuantificé la expresion de los genes carnitina palmitoiltransferasa | (CPT1A), factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa), periliplina 1 (PLIN1), y como gen enddgeno, gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH)
en HepG2; mientras que en las células HHSC-N se analizaron los genes actina alfa 2 de musculo liso
(ACTA2), cadena alfa 1 del colageno tipo | (COL1A1), receptor beta del factor de crecimiento derivado de
plaguetas (PDGFRB), factor de crecimiento transformante beta 1 (TGFB1), y como gen enddgeno,
hipoxantina fosforribosiltransferasa 1 (HPRT1). En la Tabla 1 se encuentra la informacién sobre la

secuencia de los oligonucledtidos.

Tabla 1. Oligonucleétidos de los genes evaluados en HepG2 y HHSC-N.

CPT1A NM_001876.4 GATCCTGGACAATACCTCGGAG CTCCACAGCATCAAGAGACTGC
HepG2 TNFa NM_000594.4 CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG ATGGGCTACAGGCTTGTCACTC
PLIN1 NM_002666.5 GCGGAATTTGCTGCCAACACTC AGACTTCTGGGCTTGCTGGTGT
GAPDH NM_002046.7 GCATCTTCTTGTGCAGTGCC GAGAAGGCAGCCCTGGTAAC
ACTA2 NM_001613.4 CTGTTCCAGCCATCCTTCAT TCATGATGCTGTTGTAGGTGGT
COL1A1 NM_000088.4 GCCTCAAGGTATTGCTGGAC ACCTTGTTTGCCAGGTTCAC
PDGFRB NM_002609.4 GCCCTTATGTCGGAGCTGAAGA GTTGCGGTGCAGGTAGTCCA
TGFB1 NM_000660.7 CACTCCCTCTCTCTCCCTCT AGTGCCCAAGGTGCTCAATA

HPRT1 NM_000194.3 TGGTCAGGCAGTATAATCCAAAGA TTCAAATCCAACAAAGTCTGGCT
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2.9 Analisis estadistico

Los datos fueron procesados utilizando el software GraphPad Prism, versidon 9.4.1 (Dotmatics, Reino
Unido). Se empled andlisis de varianza (ANOVA) unidireccional o bidireccional con pruebas de
comparacién multiple de Tukey o Dunnett para evaluar los resultados. Las barras verticales en los graficos
representan la desviacién estandar (SD) o el error estdndar de la media (SEM). Todos los ensayos se
realizaron por triplicado (n=3). Se consideraron estadisticamente significativas las diferencias con p<0.05,
siendo los niveles de significancia representados de la siguiente manera: no significativo (ns), p<0.05 (*),

p<0.01 (**), p<0.001 (***) y p<0.0001 (****).
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Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Caracterizacion del extracto de café verde

3.1.1 Contenido fendlico total y actividad antioxidante del ECV

Para determinar el contenido fendlico total y la actividad antioxidante del ECV, se utilizaron los ensayos
colorimétricos de Folin-Ciocalteu y de inhibicién de DPPH®, respectivamente. El ECV presentd un contenido
fendlico total de 180.51 + 30.26 mgEAG/g y una actividad antioxidante de 30.86 + 4.3 uM de EAC, lo que
equivale a una inhibicion del 40% de DPPH". Estos resultados son consistentes con estudios previos en
extractos de granos de café Robusta (Pergolizzi et al., 2020; Suryanti et al., 2023),donde se ha demostrado
gue la actividad antioxidante esta estrechamente relacionada con el contenido de fenoles. En particular,
la especie Robusta ha mostrado tener niveles mas altos de estas propiedades (Asy’Ari Hasbullah & Rini
Umiyati, 2021; Jeszka-Skowron et al., 2016), lo que respalda su seleccién como fuente de compuestos

fitoquimicos para la obtencién del ECV.

3.2 Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas hibridas polimero-lipido

3.2.1 Tamaio promedio, morfologia y potencial Zeta

Las formulaciones hibridas de polimero-lipido combinan las ventajas estructurales de los polimeros con
las propiedades de los lipidos, mejorando la administracion de farmacos, ya que ofrecen una liberacion
controlada, solubilidad mejorada y reducen la toxicidad (Ghitman et al., 2020). Nuestro sistema de
encapsulacidon consisti6 en nanoparticulas hibridas (NPLs) obtenidas mediante nanoprecipitacion
combinada con autoensamblaje. Como se muestra en la figura Figura 15, se obtuvieron suspensiones de
aspecto lechoso, sin variaciones visibles entre ellas. Estas nanoparticulas presentan un nucleo de PLGA
que incorpora el ECV y una cubierta lipidica de HSPC, la cual mejoraria la estabilidad y reduciria la

degradacion de las nanoparticulas (Mandal et al., 2013). Las dos formulaciones fueron caracterizadas para
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conocer su tamafio, morfologia, carga superficial, grupos quimicos y eficiencia de encapsulacién, como se

describid en la secciéon 2.4.

El efecto de la incorporacion del ECV en el tamafio y potencial zeta de las ECV-NPLs se estudié mediante
las técnicas de DLS y TEM. La incorporacidon del ECV provocéd una reduccién tanto en el didmetro
hidrodindmico como en el PDI del sistema de nanoparticulas. Los resultados indicaron una reduccién del
didmetro hidrodindmico de aproximadamente un 20% tras la incorporacion del ECV, y un PDI de 0.291 +
0.016 en las ECV-NPLs (Tabla 2). Tanto el tamafio de las nanoparticulas como el PDI son pardmetros clave
en la administracién de farmacos, ya que un PDI inferior a 0.3 y tamafios entre 10 y 200 nm mejoraran la
eficacia y estabilidad del sistema de entrega (Abdelghany et al., 2019; Hickey et al., 2015; Wan et al., 2018).
La disminucién del tamafio en las ECV-NPLs podria estar relacionada con la interaccién entre el extracto y
el polimero, influenciada por factores como la hidrofobicidad, la carga y el peso molecular del polimero,
asi como la compactacién de la matriz polimérica, los cuales afectan en conjunto las propiedades
fisicoquimicas de las nanoparticulas, como el tamario y la polidispersidad (Rosiuk et al., 2019; Tahir et al.,

2019; Teng et al., 2013)

Tabla 2. Didmetro hidrodinamico e indice de polidispersidad (PDI) de las nanoparticulas cargadas con extracto de
café verde y vacias, ambas suspendidas en PBS 1X (pH 7.4).

ECV-NPLs 191.5+3.6 0.291 +£0.016

NPLs 218.2+8.0 0.394 +0.021

La formacioén y el tamafio de las nanoparticulas se confirmé mediante TEM. Tanto las ECV-NPLs como las
NPLs mostraron una forma esférica con una estructura tipo nucleo-coraza, en la que se distinguen dos
fases claramente diferenciadas: un nucleo bien contrastado correspondiente al PLGA, y una capa fina de
menor contraste que rodea el nucleo, atribuida a la HSPC (Ismail et al., 2024; Shi et al., 2014). El estudio
de las imagenes de TEM mostré que las ECV-NPLs fueron mas pequefias que las NPLs, con valores de 145.4
+ 26 nm para las ECV-NPLs y de 179 + 36.7 nm para las NPLs, lo que corrobora los resultados de didmetro
hidrodindmico obtenidos por DLS. El analisis del potencial zeta mostré valores muy similares entre ambas
formulaciones de nanoparticulas, sin diferencias estadisticamente significativas. Los resultados obtenidos
son consistentes con los valores previamente reportados para NPLs recubiertas con HSPC, reflejando la

naturaleza anidénica de dicho recubrimiento lipidico (Ahmaditabar et al., 2017; Yang et al., 2017).
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En la administracion de farmacos, la carga superficial de los vehiculos de entrega es un factor clave para
determinar su eficacia y seguridad. Se prefiere una carga casi neutra (entre -10 mV y +10 mV) para la
administracién sistémica, ya que influye en la interaccién con los sistemas bioldgicos, las tasas de
eliminacion y la eficacia general del tratamiento (Dilliard et al., 2021; Martin et al., 2015; Xu et al., 2022).
Asimismo, las nanoparticulas con carga negativa son mds seguras para aplicaciones in vivo, ya que
presentan menor citotoxicidad y actividad hemolitica en comparacién con las cargadas positivamente
debido a su interaccidon con la membrana celular. Ademas, su biodistribucidn es ventajosa para terapias
dirigidas al higado, pues tienden a acumularse en este drgano, mientras que las nanoparticulas con carga

positiva son excretadas rapidamente a través del sistema hepatobiliar (Hirn et al., 2011; Xie et al., 2014).
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Figura 15. Potencial Zeta, disefio propuesto y morfologia de las ECV-NPLs y NPLs. (A) ECV-NPLs y (B) NPLS recién
sintetizadas. (C) Valores de potencial zeta de ECV-NPLs y NPLs. Las micrografias obtenidas por TEM muestran una
morfologia esférica con un nicleo de polimero bien contrastado y una corona lipidica que rodea el nicleo de las ECV-
NPLs a 40kx (D) y de las NPLs a 15kx (E). El tamafio determinado a partir de las imagenes de TEM para las ECV-NPLs
y NPLs fue de 145.4 + 26 y 179 + 36.7 nm respectivamente. Los estructura observada es consistente con el disefio
propuesto para las ECV-NPLs (F). Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media (n=3). Datos
analizados estadisticamente mediante analisis t de Student de dos colas con p < 0.05. Los niveles de significancia
estan dados como ns (no significativo). ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV. NPLs: Nanoparticulas vacias.
PLGA: Acido poli-lactico co-glicélico. HSPC: Lecitina de soya.
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3.2.2 Grupos funcionales de las nanoparticulas

Los grupos funcionales presentes en las ECV-NPLs y NPLs se estudiaron mediante la técnica de FTIR. En la
Figura 16 se muestran las sefiales caracteristicas de ambas formulaciones, asi como de los materiales

utilizados para su elaboracién (HSPC, PLGA y ECV).
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Figura 16. Espectros FTIR de las formulaciones de nanoparticulas y los materiales utilizados en la sintesis. NPLs:
Nanoparticulas vacias. ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV. PLGA: Acido poli-lactico, co-glicdlico. HSPC:
Lecitina de soya. ECV: Extracto de café verde.

El PLGA presentd dos picos caracteristicos a 1746 y 1271 cm™, correspondientes al C=0 del éster y al
estiramiento C-O, respectivamente (Gaspar et al., 2018; Kumar et al., 2015). Estos picos también se
observaron en los espectros de ECV-NPLs y NPLs, confirmando la presencia de PLGA en la composicién de
las nanoparticulas. Por su parte, la HSPC mostré dos picos bien definidos a 2920 y 2851 cm™, asociados a
los estiramientos del enlace C-H de las cadenas hidrofébicas del fosfolipido, los cuales también son visibles
en los espectros de ECV-NPLs y NPLs. Ademas, se detectaron las sefiales tipicas del enlace P-O-C y la
fraccién de colina [-N*(CH3)s] de la HSPC a 1050 y 968 cm™, respectivamente (Biswas et al., 2021; Leimann
et al., 2015). El ECV mostrd dos picos a 3249 y 1598 cm™ que hacen referencia a los grupos funcionales
C=0 vy -OH asociados a los compuestos fendlicos y otros compuestos fitoquimicos del extracto (Masek et
al., 2020; Topala & Tataru, 2015). Estas sefiales exhibieron un desplazamiento en las ECV-NPLs (3377 y

1645 cm™), lo que sugiere la posible adsorcion de algunos de estos compuestos en la superficie de las
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nanoparticulas. Sin embargo, la ausencia de otras sefiales caracteristicas del ECV y la intensidad
predominante de las sefiales del PLGA y HSPC en las ECV-NPLs indican una encapsulacién exitosa del ECV

(Abosabaa et al., 2021; Garcia-Solis et al., 2022; Kesente et al., 2017).

3.2.3 Eficiencia de encapsulacion y perfil de liberacion

La eficiencia de encapsulacion de las ECV-NPLs determinada mediante método directo fue de 55.08 + 2.86
% relacionada a la deteccidén espectroscdpica de los ACGs del ECV a 324 nm. Ademas, la liberacién del ECV
encapsulado en el sistema de nanoparticulas monitoreada durante 72 horas (Figura 17), mostré una
liberacion inicial rapida en las primeras 6 horas (~“85%), seguida de una liberacidon sostenida que se
mantuvo hasta las 24 horas, momento en el cual se alcanzé la liberacién completa del ECV encapsulado.
Posteriormente, a partir de las 36 horas, se observd una disminucion en la acumulaciéon de ECV en la

solucién de liberacion.
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Figura 17. Liberacion acumulada del ECV de las NPLs. La liberacidn del extracto fue cuantificada mediante didlisis
durante 72 ha pH 7.4, 37 °Cy 120 RPM. El ECV fue liberado por completo en un periodo de 24 h.

El valor obtenido de EE% es menor al reportado por otros autores utilizando sistemas de encapsulacion
diferentes al nuestro (Desai et al., 2020; Moussa et al., 2023). Esta EE% podria relacionarse con la
hidrofobicidad del ECV y el polimero utilizado para su encapsulacion (PLGA 50:50). Estos factores estan
interrelacionados, ya que estudios previos han demostrado que los extractos predominantemente
hidrofilicos logran mayores EE% con PLGA 50:50, mientras que los extractos mas hidrofébicos, como el

ECV, suelen presentar una menor EE% con este polimero. El uso de PLGA 65:35 podria incrementar el la
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EE%, ya que se ha informado que esta proporcién favorece la encapsulacién de compuestos con

propiedades hidrofébicas, como el ECV (Oseni et al., 2021; Pereira et al., 2018).

La liberacién inicial en forma de estallido observada en las ECV-NPLs podria estar relacionada con la
presencia de compuestos fitoquimicos del ECV cercanos a la superficie de las nanoparticulas. Estos
compuestos, debido a los mecanismos de degradacién de las nanoparticulas, tienden a difundirse
rapidamente hacia la solucidn de liberacién (Mandal et al., 2016; Moussa et al., 2023). Nuestro método de
deteccion se basa en la medicién de ACGs presentes en el ECV, los cuales tienen un coeficiente de particion
(log P) de 1.42 (Scherbl et al., 2014), lo que los convierte en moléculas moderadamente hidrofilicas. Esta
caracteristica facilita su distribucién en medios acuosos como el PBS, lo que a su vez promueve su difusidn
a través de las NPLs y contribuye a la liberacidn inicial rapida observada en nuestro sistema. Por ultimo, la
disminucién en el contenido de ECV después de las 36 horas de monitoreo en la solucién de liberacion

sugiere una posible degradaciéon de los ACGs (Pereira et al., 2018).

3.3 Estudios de viabilidad celular en L929 y CCD-1112Sk

Después de 24 horas de incubacién con 10, 100 y 1000 pg/mL de ECV, los fibroblastos L929 mostraron una
viabilidad celular mayor al 80%, cumpliendo con los criterios establecidos por la norma ISO 10993-5 (mayor
al 70%) (International Organization for Standardization, 2009), para considerar que el tratamiento no es
citotéxico. Este resultado indica que el ECV no afecta de manera adversa la viabilidad celular de los
fibroblastos en las concentraciones probadas. No obstante, en el caso de la linea celular CCD-1112Sk, la
concentracién mas alta evaluada (1000 pg/mL) resultd ser toxica, con una disminucidn significativa en la
viabilidad celular, que alcanzé un 58.02 + 5.03 % (Figura 18), por esta razén, se selecciond la concentraciéon

de 100 ug/mL de ECV para los ensayos posteriores en lo modelos de fibrosis y esteatosis hepaticas.

Este comportamiento podria estar relacionado con la sensibilidad diferencial de esta linea celular a
compuestos bioactivos presentes en el ECV, o bien con una sobreexposicidon a los polifenoles y otros
componentes del extracto en concentraciones elevadas. Debido a esta citotoxicidad observada en CCD-
11128k, se selecciond una concentracion de 100 ug/mL de ECV como la dosis éptima para llevar a cabo los
ensayos posteriores en los modelos in vitro de fibrosis y esteatosis hepatica, ya que en esa concentracion

no se observaron efectos adversos significativos sobre la viabilidad celular.
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Figura 18. Viabilidad celular de fibroblastos L929 vy fibroblastos CCD-1112Sk tratados con diferentes
concentraciones de ECV por 24 h. El ECV exhibié un efecto citotdxico en CCD-1112Sk a 1000 pg/mL. Las barras
verticales representan la desviacidon estandar de la media (n=3). La linea punteada hace referencia al limite de
viabilidad celular indicado para muestras no citotdxicas segun la ISO 10993-5. Datos analizados estadisticamente
mediante una ANOVA de una via utilizando el analisis a posteriori de Tukey con p <0.05. Los niveles de significancia
estan dados como **** (p<0.0001). CTRL: Células sin tratamiento. ECV: Extracto de café verde.

3.4 Modelo in vitro de esteatosis y fibrosis hepaticas

3.4.1 Establecimiento de las condiciones de esteatosis en HepG2

Para inducir condiciones de esteatosis en el cultivo de HepG2, las células fueron tratadas durante 24 horas
con una mezcla de 4cido oleico (AO) y acido palmitico (AP) en una proporcion molar de 2:1. La
concentracién éptima de la mezcla de 4cidos grasos se determind en concentraciones de AO y AP de entre
0.1y 1 mM. Los resultados del ensayo MTT mostraron que ninguna de las concentraciones fue citotdxica
para las HepG2 tras 24 horas de incubacién, y no se observaron diferencias significativas en viabilidad

celular entre las distintas concentraciones probadas (Figura 19).

La respuesta citocompatible de los tratamientos con AO:AP, podria deberse al efecto protector que tiene
el AO en los hepatocitos, en contraste al AP, que ha demostrado inducir lipotoxicidad mediada por el estrés
del RE y mecanismos de muerte celular como la piroptosis en condiciones esteatdsicas in vitro. La
proporcién de AO dos veces mayor respecto al AP, favorece la viabilidad celular a las 24 h de incubacién

con la mezcla AO:AP (X. Zeng et al., 2020; M. Zhang et al., 2023).
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En modelos previos, se ha estudiado el papel del AO y AP en la acumulacién de lipidos en el higado y en el
dafio hepatico asociado, ya que ambos son abundantes en dietas tipicas. Estos acidos grasos se han
utilizado en modelos experimentales de esteatosis hepdatica debido a su capacidad para inducir la
acumulacién de TGs dentro de los hepatocitos, simulando las condiciones observadas en pacientes con
enfermedades hepaticas metabdlicas (Miller & Sturla, 2019; S. Sharma et al., 2011). Para inducir
esteatosis en hepatocitos in vitro, se han establecido concentraciones 2 1 mM de AO:AP, la cuales reflejan
los niveles elevados de acidos grasos libres en el plasma sanguineo de pacientes con MASH. Esta
concentracién ha demostrado ser eficaz en la induccién de un ambiente esteatdsico sin comprometer la
viabilidad celular (Egnatchik et al., 2014; Giraudi et al., 2015; Moravcova et al., 2015). En nuestro trabajo,
esta concentracion fue seleccionada para tratar el cultivo de células HepG2, estableciendo un modelo de
esteatosis in vitro. La induccién de la esteatosis se confirmé mediante la sobreexpresién de genes
relacionados con el almacenamiento de lipidos, lo que valida el modelo como representativo de la

condicién hepatica patoldgica.
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Figura 19. Viabilidad celular de las células HepG2 después de la incubacién con la mezcla de AO:AP. Ninguna
concentracion de acidos grasos resulté citotdxica para las HepG2 a las 24 h de incubacién. AO: Acido oleico. AP: Acido
palmitico. Las barras verticales representan la desviacién estdndar de la media (n=3). La linea punteada hace
referencia al limite de viabilidad celular indicado para muestras no citotdxicas segun la ISO 10993-5. Datos analizados
estadisticamente mediante una ANOVA de una via utilizando el andlisis a posteriori de Tukey con p <0.05. Los niveles
de significancia estan dados como **** (p<0.0001). CTRL: Células sin tratamiento. ECV: Extracto de café verde.
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3.4.2 Concentracion, pureza e integridad del ARN extraido de las HHSC-N y HepG2

La calidad e integridad del ARN extraido de las células HepG2 y HHSC-N después de 24 y 48 h de
tratamientos, se cuantificd en un espectrofotémetro NanoDrop 2000y por electroforesis en gel de agarosa

al 2% (m/v) respectivamente.

Tabla 3. Concentracion y pureza del ARN extraido de HHSC-N y HepG2 a las 48 h de tratamientos. La relacion
Absazeo/280indica la pureza de la muestra respecto a la cantidad de proteinas, una muestra pura se considera para un
valor >1.8. CTRL: Células sin tratar. CTRL_EST: Células tratados con acidos grasos. ECV: Extracto de café verde. ECV-
NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV. NPLs: Nanoparticulas vacias.

CTRL 727.3 2.10
EST 742.7 2.09
ECV 683.4 2.08

ECV-NPLs 715.4 2.07

NPLs 703.0 2.07

CTRL 236.4 2.06
ECV 123.2 2.06

ECV-NPLs 142.4 2.03

NPLs 153.0 2.08

Figura 20. Electroforesis en gel de agarosa al 2% (m/v) del ARN extraido de las células Hep-G2 y HHSC-N posterior
a 24 y 48 h de tratamientos respectivamente. Todas las muestran resultaron integras debido a la clara aparicion de
las bandas 28s y 18s de ARNr. Condiciones: (1a) CTRL, (2a) ECV, (3a) ECV-NPLs, (4a) NPLs, (1a) CTRL, (1b) CTRL, (2b)
EST, (3b) ECV, (4b) ECV-NPLs y (5b) NPLs. CTRL: Células sin tratar. CTRL_EST: Células tratados con 4cidos grasos. ECV:
Extracto de café verde. ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV. NPLs: Nanoparticulas vacias.

Todas la muestras resultaron con una pureza y concentraciéon adecuadas para su UsO en ensayos

posteriores con valores de concentracion mayores a 100 ng/uL y relacion de absorbancia 260/280
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(Abs260/280) mayor a 1.8 como se puede observar en la Tabla 3 (Carvalhais et al., 2013). De la misma manera,
la electroforesis en gel reveld un buena integridad de todas las muestras, basada en la visibilidad de las

bandas 28s y 18s del ARN ribosomal (ARNr) (Figura 20) (Fleige & Pfaffl, 2006).

3.4.3 Efecto de las ECV-NPLs en la viabilidad celular de HepG2 y HHSC-N

Después de ser expuestas a la combinacion de AO:AP 1 mM, las HepG2 fueron incubadas con ECV libre,
ECV-NPLs y NPLs por 24 h. Con base en los resultados del ensayo MTT, ninguno de los tratamientos resulté
ser citotdxico, ya que la viabilidad celular no fue menor al 80% con respecto al control de células sin
tratamiento (Figura 21). La muerte celular de los hepatocitos en el contexto de la MASLD esta
estrechamente vinculada con disfunciones mitocondriales, un aumento en el estrés oxidativo y la
acumulacidon excesiva de TGs. Mantener la viabilidad de los hepatocitos es fundamental para el
tratamiento y manejo de la MASLD, ya que prevenir su muerte celular ayuda a evitar la progresién de la

enfermedad y facilita la regeneracién del tejido hepatico (Grossini et al., 2021; Zhou et al., 2019).
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Figura 21. Viabilidad celular de las células HepG2 tratadas durante 24 h. Las barras verticales representan la
desviacion estandar de la media (n=3). La linea punteada hace referencia al limite de viabilidad celular indicado para
muestras no citotoxicas segun la ISO 10993-5. Datos analizados estadisticamente mediante una ANOVA de una via
utilizando el analisis a posteriori de Tukey con p <0.05. Los niveles de significancia estan dados como **** (p<0.0001).
CTRL: HepG2 sin tratar. ECV: Extracto de café verde. ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV. NPLs:
Nanoparticulas vacias.

Como se muestra en la Figura 22, el nimero de células fue similar en el control y en aquellas tratadas con
ECV fue similar. Sin embargo, las células incubadas con ECV-NPLs y NPLs mostraron una notable reduccion

en su numero, ademas de la presencia de residuos en el sobrenadante, posiblemente correspondientes a
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HSPC. Estos resultados cualitativos son coherentes con los obtenidos en el ensayo de azul tripano para
cada condicién, donde se observd un aumento significativo en el nimero de células vivas del control de
células sin tratar (48 h) y en el grupo tratado con ECV. En contraste, las ECV-NPLs y NPLs mantuvieron un

numero de células cercano al observado en el control de células sin tratar recién sembradas (0 h).

Una vez activadas, las HSCs adquieren un fenotipo proliferativo, y el incremento de aHSCs durante la
fibrosis hepdtica agrava su progresion. Por ello, la proliferacién de aHSCs es un factor clave en la resolucién
de la fibrosis en MASH (Lopez et al., 2016; Zisser et al., 2021). En nuestro modelo, tanto las ECV-NPLs como
las NPLs controlaron de manera similar la proliferacién de HHSC-N, manteniendo un nimero de células
cercano al inicial, en contraste con el tratamiento con ECV, donde se observd un claro aumento en el
numero de células de casi dos veces mas. Esto sugiere que el sistema de entrega influye en la proliferacion
de HHSC-N, posiblemente mediante la induccidon de apoptosis durante el tratamiento con ECV-NPLs y
NPLs. Para aclarar este mecanismo, serian necesarios ensayos especificos que evalden marcadores de
apoptosis y genes relacionados con la proliferacién de aHSCs (Chen et al., 2022; J. Li et al., 2014; Zhong et

al., 2023).
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Figura 22. Cultivo y viabilidad celular de HHSC-N tratadas durante 48 h. A) CTRL 48 h. B) ECV. C) ECV-NPLs. D) NPLs.
E) Niumero de células viables (cel/mL) después de las 48 incubacidon con los tratamientos, los resultados fueron
comparados con el CTRL de HHSC-N inicialmente sembradas (0 h). Las barras verticales representan la desviacién
estandar de la media (n=3). Datos analizados estadisticamente mediante una ANOVA de una via utilizando el anilisis
a posteriori de Dunnett con p <0.05. Los niveles de significancia estan dados como ns (no significativo), * (p<0.033) y
** (p<0.002). CTRL: HHSC-N sin tratar. ECV: Extracto de café verde. ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV.
NPLs: Nanoparticulas vacias.
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3.4.4 Efecto de las ECV-NPLs sobre la expresion de genes esteatdsicos en HepG2

Después de 24 horas de incubacién con la mezcla de acidos grasos AO:AP y 24 horas de tratamiento con
ECV, ECV-NPLs y NPLs, se cuantificd la expresién de genes relacionados con la esteatosis en las células
HepG2 mediante qPCR, empleando el método comparativo 2227 ( Figura 23). Los resultados indicaron que
el grupo control esteatdsico (EST) mostré un aumento significativo en la expresién de los genes PLIN1 y
CPT1A, con incrementos del 76% y 94%, respectivamente, en comparacién con el control no tratado
(CTRL). Este aumento en la expresion de PLIN1 en el grupo EST corrobora la acumulaciéon de lipidos en los
hepatocitos, ya que PLIN1 es una proteina clave en la formacién y estabilidad de las LDs, facilitando el
almacenamiento de lipidos. De esta manera, la sobreexpresion de estos genes respalda la induccién de un
estado esteatésico en el modelo experimental (Greco et al., 2008; Khalifa et al., 2022). Por otra parte, los
tratamientos con ECV y ECV-NPLs lograron una reduccion significativa en la expresion de ambos genes. En
cambio, las nanoparticulas vacias (NPLs) no tuvieron un impacto significativo en la expresién de PLIN1 y
CPT1A en relacién con el control esteatésico, lo que sugiere que los efectos observados estan asociados

especificamente con el ECV encapsulado y no con las NPLs.

En pacientes con MASLD, varias proteinas asociadas a LDs estan reguladas al alza, destacandose entre ellas
PLIN1, que normalmente no se expresa en hepatocitos sanos. Durante la MASH, PLIN1 se eleva
significativamente, lo que conduce a la esteatosis macrovesicular en los hepatocitos. Esta sobreexpresidn
de PLIN1 no solo inhibe la lipélisis, sino que también promueve la activacidon de genes involucrados en la
sintesis y almacenamiento de lipidos, como FASN y DGAT2 (Carr & Ahima, 2016; A. Sharma, 2022). La
disminucién en la expresidon de PLIN1 observada en las células tratadas con ECV, tanto en su forma libre
como encapsulada, sugiere un efecto en la reduccién de los TGs almacenados, lo cual podria traducirse en
una atenuacion de la esteatosis hepatica. Para confirmar la posible reduccion de lipidos, seria conveniente
cuantificar tanto el contenido intracelular de TGs, asi como la expresion de enzimas clave en su formacion,
como DGAT2 (Gluchowski et al., 2019). Esto proporcionaria una verificacion mds precisa de la acumulacion

lipidica y una validacion mas sdlida del impacto del ECV en la esteatosis.

La CPT1A es una enzima esencial en el proceso de oxidacion de AGs, desempefiando un papel critico en la
regulacién del metabolismo lipidico hepatico. Su expresion y actividad estan estrechamente relacionadas
con la progresion de la MASLD. Mientras que la sobreexpresion de CPT1A puede resultar beneficiosa al
mejorar la B-oxidacion de AGs y disminuir la inflamacién hepatica, su deficiencia ha mostrado un efecto
protector en ciertos contextos, mitigando el dafio hepatico inducido por la dieta (Lin et al., 2020; Sun et

al., 2022). Estudios han demostrado que una estimulacion moderada de la oxidacién de acidos grasos,
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mediada por un incremento en la actividad de CPT1A, es suficiente para reducir significativamente la
acumulacion intracelular de TGs, tanto en modelos in vitro como in vivo (da Silva Lima et al., 2022;
Stefanovic-Racic et al., 2008). Por lo tanto, mantener un equilibrio adecuado en la expresidon de CPT1A es
esencial para preservar la homeostasis del metabolismo lipidico y prevenir desbalances que podrian
empeorar la progresién de la enfermedad. En este contexto, el ECV podria favorecer el mantenimiento de
dicho equilibrio al no alterar la expresion de CPT1A, contribuyendo a una regulacién adecuada de la B-

oxidacion de acidos grasos.

Expresion de genes esteatosicos a 24 h de tratamiento
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Figura 23. Expresion de genes asociados a esteatosis en HepG2 a las 24 h de tratamiento con ECV, ECV-NPLs y NPLs.
Las barras verticales representan el error estandar de la media (n=3). Datos analizados estadisticamente mediante
una ANOVA de una via utilizando el analisis a posteriori de Tukey con p <0.05. Los niveles de significancia estan dados
como ns (no significativo), * (p<0.033), ** (p<0.002) y *** (p<0.0002). CTRL: HepG2 sin tratar. EST: HepG2 tratadas
con 4cidos grasos. ECV: Extracto de café verde. ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV. NPLs: Nanoparticulas
vacias.

De la misma manera, se cuantificod la expresion de TNFa a las 24 h de incubacidn con las condiciones
previamente mencionadas (Figura 24). Solo la muestra de ECV-NPLs mostré un aumento significativo,
mientras que el resto de las condiciones tuvieron una expresién cercana al control de células sin tratar sin
alguna diferencia significativa entre ellas. El TNFa es una citocina inflamatoria fundamental en la
patogénesis de la MASLD, estando estrechamente relacionada con la severidad de la enfermedad y su
progresion hacia MASH (Vachliotis & Polyzos, 2023). Diversos estudios han demostrado que la

estimulacién con TNFa se asocia con una disminucion en los niveles de PLIN1 y un incremento en la lipdlisis
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basal en el tejido adiposo. Ademas, en los hepatocitos, se ha relacionado con un aumento en la secrecién
de lipoproteinas y la inhibicidn de enzimas involucradas en la LDN (Bartolome et al., 2007; Greenberg et
al., 2011; Liu et al., 2016). Estos hallazgos sugieren que la reduccidn en la expresién de PLIN1 observada
en las células tratadas con ECV-NPLs durante 24 h podria estar vinculada a la sobreexpresién de TNFa, un
efecto que parece depender de la combinacién sinérgica entre las nanoparticulas (NPLs) y el ECV, pero no

del ECV o las NPLs por separado.
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Figura 24. Expresion de TNFa en HepG2 a las 24 h de tratamiento con ECV, ECV-NPLs y NPLs. Las barras verticales
representan el error estandar de la media (n=3). Datos analizados estadisticamente mediante una ANOVA de una via
utilizando el andlisis a posteriori de Tukey con p <0.05. Los niveles de significancia estan dados como ns (no
significativo), * (p<0.033), ** (p<0.002) y *** (p<0.0002). CTRL: HepG2 sin tratar. EST: HepG2 tratadas con acidos
grasos. ECV: Extracto de café verde. ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas con ECV. NPLs: Nanoparticulas vacias. TNFa:
Factor de necrosis tumoral alfa.

Para evaluar la expresion de genes de ARNm de citocinas como el TNFa, se recomienda medir la expresion
entre 3y 8 h después de la estimulacidn para obtener niveles maximos. Sin embargo, las mediciones hasta
las 24 h pueden seguir proporcionando informacidn relevante debido a los niveles de expresién sostenidos
(Abdalla et al., 2003; Budhia et al., 2006). No obstante, seria relevante monitorear la cantidad de TNFa
secretado por las células HepG2 a partir de las primeras 2 h de tratamiento bajo nuestras condiciones
experimentales. Esto permitiria obtener una comprensidon mas profunda del efecto de las ECV-NPLs sobre

esta citocina (Salvoza et al., 2022).
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3.4.5 Efecto de las ECV-NPLs sobre la expresion de genes profibroticos en HHSC-N

La expresion de genes profibroéticos se cuantificé mediante gPCR, utilizando ARN extraido de las HHSC-N
tras 48 horas de incubacién con ECV, ECV-NPLs y NPLs (Figura 25). Los resultados del analisis comparativo
2287 normalizados respecto al gen HPRT1, revelan una regulacién al alza de TGFB1 en las HHSC-N tratadas
con ECV-NPLs y NPLs, mientras que las tratadas con ECV no mostraron un efecto significativo en
comparacién con el control de células no tratadas. De manera similar, las NPLs indujeron una regulacion
positiva de PDGFRB en las HHSC-N, pero este efecto no se observé con ECV ni con ECV-NPLs. Sin embargo,
las ECV-NPLs exhibieron una tendencia al alza en la expresion de PDGFRB, que, aunque no fue significativa
frente al control de HHSC-N, se aproxima a los valores observados en células tratadas con NPLs. Por otro
lado, las ECV-NPLs y NPLs promovieron una regulacion significativa a la baja de COL1A1 y ACTA2.
Simultaneamente, el ECV redujo significativamente la expresion de ACTA2, aunque no de COL1A1; en este
ultimo caso, solo se observé una tendencia a la baja en comparacion con el control de HHSC-N no tratadas.
Esto indica una mejora del efecto del ECV sobre los genes ACTA2 y COL1A1 al incorporarlo en las NPLs. Sin
embargo, este efecto sobre los genes profibroticos parece estar influenciado por el sistema de

nanoparticulas per se y no por el ECV.

TGF-B1 es una citocina clave en la activacidon de las HSCs y juega un papel importante en la fibrosis
hepdtica. Estd implicada en el aumento de la proliferacién y migracion de las aHSCs mediante la
sobreexpresion de PDGFR-B y la activacion de vias profibréticas como SMAD (Shah et al., 2013). Sin
embargo, su participacién en multiples procesos fisioldgicos limita su viabilidad como blanco terapéutico
antifibrdtico, lo que resalta la necesidad de identificar y estudiar blancos terapéuticos alternativos para
tratar la fibrosis (Dewidar et al., 2019; Meng et al., 2016). En ese sentido, la regulacién a la baja de los
genes ACTA2 y COL1A1 sugiere un efecto antifibrético prometedor de las ECV-NPLs, dado que la expresion
de ACTA2 en HSCs estd directamente vinculada a la fibrogénesis en el higado (Tsuchiya et al., 2023).
Estudios previos han mostrado que la deficiencia de ACTA2 reduce significativamente la produccién de
colageno tipo |, lo que coincide con los resultados de este trabajo, donde se observd la subregulacion de
ACTA2 y COL1A1 en HHSC-N tras 48 horas de tratamiento con ECV-NPLs. Esto denota un efecto
antifibrdtico mejorado de la combinacion de ECV y NPLs en comparacion con el ECV libre, que actuaria a
través de la transdiferenciacién de las HHSC-N y disminuyendo el depdsito de MEC, reduciendo asi su
potencial fibrogénico (Chomsy et al., 2022; Rockey et al., 2019). Sin embargo, seria necesario confirmar
este efecto antifibrético mediante estudios adicionales que evallen la produccion de colageno tipo I y la

contractilidad de las HHSC-N (Q. Li et al., 2024; Rodriguez-Rodriguez et al., 2021).
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Expresion de genes profibréticos a 48 h de tratamiento
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Figura 25. Expresion de genes profibréticos en HHSC-N a las 48 h de tratamiento con ECV, ECV-NPLs y NPLs. Los
resultados de qPCR muestran una disminucidon significativa de la expresion de ACTA2 y COL1A1 en las HHSC-N
tratadas con ECV-NPLs por 48 h. Las barras verticales representan el error estdndar de la media (n=3). Datos
analizados estadisticamente mediante una ANOVA de una via utilizando el analisis a posteriori de Tukey con p <0.05.
Los niveles de significancia comparados con respecto al CTRL, estan dados como ns (no significativo), * (p<0.033), **
(p<0.002) y *** (p<0.0002). CTRL: HHSC-N sin tratar. ECV: Extracto de café verde. ECV-NPLs: Nanoparticulas cargadas

con ECV. NPLs: Nanoparticulas vacias.
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Capitulo 4. Conclusiones

En nuestro trabajo, se logré la obtencidn y encapsulacién de extracto de granos de café verde (ECV) en
nanoparticulas hibridas de polimero-lipido (ECV-NPLs), compuestas por PLGA y HSPC. Las ECV-NPLs
presentaron un tamafio promedio entre 140 y 200 nm, donde la incorporacién del extracto redujo el
tamafio de las particulas en un 20%. Ademas, se observd una carga superficial negativa y una eficiencia de
encapsulacién del 55%. Las ECV-NPLs demostraron liberar el extracto encapsulado en su totalidad dentro

de las primeras 24 horas en condiciones in vitro.

Se establecié un modelo in vitro de MASLD utilizando células humanas, replicando caracteristicas
moleculares y celulares clave de la esteatosis y fibrosis hepaticas presentes en la enfermedad. Para el
estudio del eje de la esteatosis, se indujo acumulacion lipidica en hepatocitos HepG2 mediante una mezcla
de acidos grasos libres, mientras que el eje de la fibrosis se modeld utilizando células estrelladas hepaticas
activadas (HHSC-N), provenientes de un paciente con diagndstico de MASH. Tanto el ECV libre como las
ECV-NPLs lograron regular la expresién de genes asociados a la esteatosis y fibrosis. En los hepatocitos,
ambos tratamientos redujeron la expresion de PLIN1 sin alterar CPT1A, sugiriendo un efecto
antiesteatdsico que mantiene la homeostasis del metabolismo lipidico. Ademas, el aumento de TNFa
observado con ECV-NPLs parece estar relacionado con la reduccién de PLIN1. En cuanto a la fibrosis, la
combinacion de ECV y NPLs disminuyd significativamente la expresion de COL1A1 y ACTA2, genes

involucrados en el fenotipo fibrogénico de las HHSC-N.

Estos resultados proporcionan una comprension mas detallada de los mecanismos antiesteatésicos y
antifibréticos asociados al extracto de café verde, poniendo en evidencia el potencial terapéutico de las
ECV-NPLs en la intervencion de la esteatosis y fibrosis hepaticas caracteristicas de la MASLD. Sin embargo,
es fundamental reconocer varias limitaciones inherentes a este estudio que pueden ser abordadas en

investigaciones futuras considerando lo siguiente:

Para mejorar el desarrollo de las nanoparticulas hibridas de café verde en el tratamiento de la MASLD, es
necesario optimizar su formulacién mediante la metodologia de superficie de respuesta e incorporar un
agente de direccionamiento que incremente su selectividad hepatica y eficacia terapéutica. Ademas, se
recomienda realizar un co-cultivo de las dos lineas celulares empleadas, con el fin de simular de manera

mas precisa el microambiente de la MASLD, lo cual permitiria un andlisis mas profundo de los mecanismos
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de accién de las ECV-NPLs en la esteatosis y fibrosis hepaticas. Finalmente, seria atil ampliar el analisis de

genes implicados en la enfermedad y realizar pruebas adicionales para evaluar el impacto de las ECV-NPLs.

Abordar estas limitaciones serd determinante para consolidar el uso de ECV-NPLs como una intervencién
terapéutica eficaz contra la MASLD, lo que podria tener importantes implicaciones en el desarrollo de
estrategias clinicas para el manejo de esta enfermedad. Por el momento, los resultados obtenidos en este
trabajo proporcionan un punto de partida de un potencial tratamiento para MASLD que podria ser

evaluado en futuros modelos de estudio.
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Anexos

Anexo A
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Figura 26. Curva de calibracion de acido galico. En la grafica se muestra la ecuacion de la recta, utilizada para calcular
el valor de x, que es igual a la concentracion equivalente de acido gélico en uM.
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Figura 27. Curva de calibracién de acido citrico. En la grafica se muestra la ecuacién de la recta, utilizada para calcular
el valor de x a partir de la inhibicidn del radical DPPH*®, que es igual a la concentracién equivalente de acido citrico en
nM.
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Figura 28. A) Espectro UV-vis del ECV. B) Curva de calibracion de ECV en disuelto en PBS 1X (pH 7.4).
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