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Resumen de la tesis que presenta Lorna Georgina Yaiiez Algandar como requisito parcial para la
obtencidn del grado de Maestro en Ciencias en Nanociencias

Encapsulacidn de Sonlicromanol: un potencial agente terapéutico para la enfermedad de

Alzheimer
Resumen aprobado por:
Dra. Ana Bertha Castro Cesefia Dra. Karina del Carmen Lugo Ibarra
Codirectora de tesis Codirectora de tesis

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurodegenerativa que empeora gradualmente
con el paso del tiempo, ocasionando un deterioro en las funciones cognitivas. Su fisiopatologia se
asocia con la acumulacion de placas B-amiloide y ovillos neurofibrilares, lo que desencadena procesos
de neuroinflamacidn crdnica. La Administracidon de Alimentos y Medicamentos ha aprobado algunos
farmacos capaces de reducir algunos sintomas o ralentizar la progresion de la EA, sin embargo,
actualmente no existe una cura. Ante este panorama, es fundamental el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas mas eficientes. En este contexto, la nanotecnologia ha emergido como una
herramienta innovadora, mediante el desarrollo de nanoparticulas capaces de transportar distintos
agentes bioactivos y atravesar diferentes barreras bioldgicas, lo que facilita una administracion
localizada del tratamiento y mejorar su eficacia terapéutica. En este estudio, se sintetizaron
nanoparticulas hibridas polimero-lipido conjugadas con transferrina (Tf) para la encapsulacion de
Sonlicromanol y de puntos de carbono (NPs CD-S). El Sonlicromanol es un agente con propiedades
antiinflamatorias, trata la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo, asociados a la EA. Mientras que
los CD se emplearon por sus propiedades fluorescentes para obtener un material terandstico. La Tf
tiene el propdsito de facilitar el cruce de las NPs CD-S a través de la barrera hematoencefalica. En Ia
caracterizacién fisicoquimica de las NPs CD-S se obtuvo un tamafio hidrodindmico de 106.2 + 7.1 nmy
una carga superficial de -36.7 £ 1.1 mV, atribuida al atrapamiento del Sonlicromanol en la capa lipidica.
Mostraron tener una capacidad de encapsulamiento de 34.07 + 2.44 % para el Sonlicromanol y de 3.02
+ 0.33 % para los CD. Ambos componentes en NPs CD-S se liberaron progresivamente y
completamente a las 8 horas bajo condiciones in vitro. Las NPs CD-S mostraron ser citocompatibles a
concentraciones de 0.05, 0.1 y 0.25 mg/mL, manteniendo la viabilidad de los astrocitos de rata
estimulados con lipopolisacarido en 86.66 + 2.64%, 79.83 + 3.37% y 71.12 £ 3.14 %, respectivamente.
Estos resultados sugieren que las NPs CD-S representan una formulacién prometedora para su
posterior evaluacidn como tratamiento de la EA y posible nanomaterial como sistema terandstico.

Palabras clave: enfermedad de Alzheimer, nanoparticulas hibridas, Sonlicromanol, puntos de
carbono, astrocitos



Abstract of the thesis presented by Lorna Georgina Yafiez Algandar as a partial requirement to obtain
the Master of Science degree in Nanoscience

Encapsulation of Sonlicromanol: a potential therapeutic agent for Alzheimer's disease
Abstract approved by:

Dra. Ana Bertha Castro Cesefia Dra. Karina del Carmen Lugo Ibarra
Thesis Codirector Thesis Codirector

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disease that gradually worsens over time, causing a
deterioration in cognitive functions. Its pathophysiology is associated with the accumulation of -
amyloid plaques and neurofibrillary tangles, which triggers chronic neuroinflammation processes. The
Food and Drug Administration has approved some drugs capable of reducing some symptoms or
slowing the progression of AD, however, there is currently no cure. Given this scenario, the
development of new and more efficient therapeutic strategies is essential. In this context,
nanotechnology has emerged as an innovating tool, through the development of nanoparticles capable
of transporting different bioactive agents and crossing different biological barriers, which facilitates a
localized administration of the treatment and improves its therapeutic efficacy. In this study, polymer-
lipid hybrid nanoparticles conjugated with transferrin (Tf) were synthesized for the encapsulation of
Sonlicromanol and carbon dots (NPs CD-S). Sonlicromanol is an agent with anti-inflammatory
properties, treats mitochondrial dysfunction and oxidative stress, which are associated with AD. CD
were used for their fluorescent properties to obtain a theranostic material. The purpose of Tf is to
facilitate the crossing of NPs CD-S through the blood-brain barrier. The physicochemical
characterization of NPs CD-S showed a hydrodynamic size of 106.2 + 7.1 nm and a surface charge of -
36.7 £ 1.1 mV, attributed to the encapsulation of Sonlicromanol in the lipid layer. The encapsulation
capacity was 34.07 + 2.44% for Sonlicromanol and 3.02 + 0.33% for CD. Both components in NPs CD-S
were progressively and completely released after 8 hours under in vitro conditions. The NPs CD-S were
shown to be cytocompatible at concentrations of 0.05, 0.1, and 0.25 mg/mL, maintaining the viability
of lipopolysaccharide stimulated rat astrocytes at 86.66 + 2.64%, 79.83 + 3.37%, and 71.12 + 3.14%,
respectively. These results suggest that NPs CD-S represent a promising formulation for further
evaluation as a treatment for AD and a possible nanomaterial as a theranostic system.

Keywords: Alzheimer's disease, hybrid nanoparticles, Sonlicromanol, carbon dots, astrocytes
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Capitulo 1. Introduccidn

La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo progresivo que ocasiona pérdida de
memoria y otras alteraciones cognitivas, como el deterioro del lenguaje, el aprendizaje, la memoria, el
razonamiento y cambios en el comportamiento. Dicho deterioro puede llegar a ser lo suficientemente
grave como para interferir en las actividades cotidianas (Safiri et al.,, 2024). Las dos principales
caracteristicas patolégicas de la EA son la acumulacién de placas de B-amiloide (AB) y de ovillos
neurofibrilares (NFT) compuestos de la proteina tau hiperfosforilada (P-tau). La acumulacién de estas
proteinas y sus interacciones desencadenan procesos patoldgicos como la neuroinflamacién, el estrés

oxidativo y la disfuncion mitocondrial (Kamatham et al., 2024; Schéll et al., 2025)

La terapia actual de la EA se dirige principalmente en aliviar los sintomas y retrasar la progresién de la
enfermedad; sin embargo, aln no existe una cura. Varios fdrmacos se encuentran en fase de ensayo
clinico, pero muchos de ellos han sido interrumpidos debido a la baja eficacia o a los efectos adversos
asociados (Peng et al., 2023). En este contexto, la implementacién de estrategias terapéuticas eficaces e
innovadoras resulta crucial para mejorar la calidad de vida de los afectados. Dichas estrategias deben
orientarse a prevenir la agregaciéon de AP y P-tau, suprimir la neuroinflamaciéon, mejorar la funcion
mitocondrial, estimular la neurogénesis y la funcidon sinaptica, asi como desarrollar herramientas
diagndsticas mas precisas (Kamatham et al., 2024). Los avances en la nanotecnologia ofrecen nuevas
oportunidades para el disefio de terapias innovadoras dirigidas a la EA. Las nanoparticulas, en particular,
constituyen vehiculos potenciales para una amplia gama de farmacos, al permitir su administracion
dirigida. Una de sus principales ventajas es la posibilidad de funcionalizar su superficie con ligandos
especificos, lo que facilita el cruce de barreras bioldgicas como la barrera hematoencefalica (BHE),
logrando una administracidn localizada, mejores resultados terapéuticos, y una reduccién de los efectos
adversos en células y tejidos sanos. De este modo, las nanoparticulas son cada vez mas reconocidas como
candidatas prometedoras tanto para el tratamiento de la EA como para el diagndstico (Hajipour et al.,
2017; Panghal & Flora, 2024). Dentro de estas plataformas, las nanoparticulas hibridas polimero-lipido
destacan por combinar las propiedades de los sistemas poliméricos vy lipidicos, mejorando asi la entrega

de farmacos y su tolerancia en el organismo.

Diversos estudios han demostrado que los astrocitos activados desempefian un papel clave en la creacion
de un ambiente neurotdxico en la EA, ya que, en este estado, sufren cambios morfoldgicos y producen

factores neurotodxicos que favorecen la neuroinflamacion y disfuncion mitocondrial. En consecuencia, las
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investigaciones actuales se han centrado en las vias neuroinflamatorias mediadas por astrocitos como
punto de intervencidn para frenar la progresion de la EA (Singh, 2022). En este panorama, el Sonlicromanol
surge como una alternativa terapéutica relevante, ya que posee propiedades antiinflamatorias, modula el
estrés oxidativo y mejora la funcién mitocondrial, lo que podria contrarrestar diversos mecanismos

implicados en la EA.

En esta investigaciéon se propuso la utilizacidn de nanoparticulas hibridas de polimero-lipido (NPs),
conjugadas con transferrina (Tf), como vehiculo de entrega para el Sonlicromanol. Asimismo, se planted
la coencapsulacion de puntos de carbono (CD), cuyas propiedades fluorescentes permiten desarrollar un
sistema terandstico. Ademds, estos nanomateriales presentan propiedades antioxidantes, lo que los
convierte en una herramienta util tanto para potenciar el efecto terapéutico del Sonlicromanol como para
monitorear las NPs. Los nanoacarreador desarrollados fueron caracterizados para determinar sus
propiedades fisicoquimicas y se evalud su citocompatibilidad en un cultivo de astrocitos de rata
estimulados con lipopolisacarido (LPS), con el fin de explorar su posible efecto de contraatacar

mecanismos clave implicados en la EA.

1.1 Antecedentes

1.1.1 Enfermedad del Alzheimer

En noviembre de 1901, Alois Alzheimer documentd detalladamente los sintomas y el progreso de la
degeneraciéon mental en una mujer de 51 afos, Auguste Deter, paciente del Hospital de Frankfurt. Los
principales sintomas clinicos que presentd incluian alteraciones cognitivas graves, sufria de pérdida de
memoria, desorientacién, afasia, alucinaciones, delirios y comportamiento impredecible. Con el tiempo,
su estado general se deteriord adin mas y, el 8 de abril de 1906, Auguste D. fallecié a causa de una
septicemia. Tras su muerte, Alzheimer solicitd el historial clinico y el cerebro de la paciente, los examiné
cuidadosamente y presentd oralmente sus conclusiones en la 372 reunién de psiquiatras del sur de
Alemania, el 3 de noviembre de 1906. En dicho informe describié hallazgos histopatolégicos en el cerebro
de Auguste D., como hidrocefalia moderada, atrofia cerebral, arteriosclerosis, fibrillas anormales y de
pequefios focos miliares. Con la terminologia actual, Alzheimer reconocia los ovillos neurofibrilares (NFT)

y las placas amiloides. Posteriormente, en la octava edicién del libro Psychiatry, publicada en 1910 por
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Emil Kraepelin, esta condicion fue nombrada “enfermedad de Alzheimer” (EA) (Burns et al., 2002; Cipriani

et al., 2011; Méller & Graeber, 1998).

La EA es un tipo de enfermedad cerebral considerada degenerativa, lo que significa que empeora con el
tiempo. Se cree que comienza afos antes de la manifestacion de los primeros sintomas. A medida que
avanzan los cambios metabdlicos en el cerebro, se hacen evidentes los sintomas como dificultades en la
memoria, el lenguaje, la resolucién de problemas y otras funciones cognitivas que afectan la capacidad de
la persona para realizar actividades cotidianas. También pueden presentar alteraciones en el estado de
animo, la personalidad y el comportamiento. La progresién y las capacidades afectadas varian de una

persona a otra (Alzheimer’s Association Report, 2020, 2024).

Esta enfermedad es la principal causa de demencia, representando entre el 60% al 80% de los casos, y se
ha convirtiendo en una de las patologias mas costosas, letales y desafiantes de este siglo (Abubakar et al.,
2022; Scheltens et al., 2021). En 2020 se estimé que 50 millones de personas padecian de demencia, y se

calcula que para 2050 la cifra aumentara a 152 millones a nivel mundial (Livingston et al., 2020).

Un rasgo muy distintivo entre los cerebros de los pacientes con EA es la acumulacion del péptido AP
insoluble en forma de placas fuera de las neuronas, asi como la formacion de NFT de la proteina P-tau en
suinterior. Ambas proteinas se han asociado al deterioro cognitivo progresivo de la enfermedad (Abubakar
et al., 2022; Alzheimer’s Association Report, 2020; Silva et al., 2019). La edad avanzada, especialmente a
partir de los 65 afios, constituye el principal factor de riesgo, aunque no es una cifra absoluta. Ademas, las
mujeres tienen mayor probabilidad de desarrollar EA que los hombres, en particular después de los 80

afios (Scheltens et al., 2021).

Se ha identificado también la influencia de factores genéticos. El gen de la apoliproteina (APOE) presenta
tres variantes: alelo €2, €3 y €4. Portar el alelo €4 constituye un factor de riesgo importante, ya que
favorece la agregacion de AB (Husain et al., 2021). Asimismo, mutaciones en genes como el de la proteina
precursora de amiloide (APP) en el cromosoma 21, Presenilina 1 (PSEN1) en el cromosoma 14 y Presenilina
2 (PSEN2) en el cromosoma 1, promueven la aparicion temprana de la EA al incrementar la produccién del
péptido AB (Miller et al., 2021; Tcw & Goate, 2017). Otros factores de riesgo reportados incluyen diabetes,
hipertension, dislipidemia, obesidad, enfermedades cardiovasculares, tabaquismo, y consumo excesivo de

alcohol (X.-X. Zhang et al., 2021).

La progresion de la EA se clasifica en 3 fases:
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e EA preclinica: en esta fase ocurren cambios a nivel cerebral, sin manifestaciones clinicas

perceptibles para el paciente ni para sus allegados.

e Deterioro cognitivo leve debido a EA: en esta etapa se observan marcadores biolédgicos mas
evidentes (AB y P-tau), junto con problemas cognitivos sutiles, que pueden no interferir en la

rutina diaria.

e Demencia debida a EA: los problemas cognitivos son notorios y afectan la autonomia del paciente.

Esta fase se subdivide en:

a) Demencia leve: Los pacientes requieren apoyo ocasional para algunas actividades, aunque

conservan cierta independencia.

b) Demencia moderada: Las dificultades para realizar tareas cotidianas aumentan, con

problemas de memoria, comunicacidn y orientacion

c) Demencia severa: los pacientes requieren cuidados constantes, pudiendo ser incapaces
de caminar, comunicarse o alimentarse por si mismos; son altamente vulnerables a

complicaciones fisicas e infecciones (Alzheimer’s Association Report, 2024).

En la actualidad, la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) ha
aprobado algunos farmacos que contribuyen a reducir algunos sintomas o ralentizar la progresién de la
EA. Entre ellos se encuentran los anticuerpos monoclonales aducanumab y lecanemab, dirigidos contra el

péptido AP, los cuales retrasan la evolucion de la enfermedad (Cummings et al., 2024).

También se emplean donepezilo, rivastigmina, galantamina, memantina y la combinacién de memantina
con donepezilo, los cuales actian sobre los sintomas cognitivos. Estos medicamentos incrementan la
disponibilidad de neurotransmisores en el cerebro, favoreciendo la comunicacién neuronal. La
memantina, en particular, protege a las neuronas del exceso de glutamato, previniendo su

sobreestimulacién y daiio (Alzheimer’s Association Report, 2024).

Sin embargo, persiste la necesidad de desarrollar terapias mas efectivas para esta patologia, lo que ha
motivado la busqueda de tratamientos innovadores capaces de modificar los mecanismos de la

enfermedad, mejorar el prondstico y la calidad de vida de los pacientes.



1.1.2 Hipdtesis de la cascada amiloide

En 1984, Glenner y Wong descubrieron que la proteina AB es el componente principal de las placas
amiloides. A partir de este hallazgo, en 1992, Hardy y Higgins propusieron entonces la denominada
“hipétesis de la cascada amiloide”, segln la cual los depdsitos de AR en el cerebro constituyen el evento
inicial en la patogénesis de la EA. Este proceso desencadena la formacién de agregados de P-tau, la

disfuncidn y pérdida neuronal, asi como el deterioro cognitivo (Y. Zhang et al., 2023).

Aunque existen multiples teorias e hipétesis sobre la patogénesis de la EA, la hipétesis de la cascada
amiloide se considera la mas influyente y fundamental, ya que plantea el inicio de una secuencia de

eventos patoldgicos perjudiciales para las neuronas (Kung, 2012).

El principio de esta hipdtesis es el procesamiento andmalo de la APP (Figura 1). La APP es una proteina
transmembrana de tipo |, compuesta por un gran dominio extracelular y una regién citoplasmatica corta.
En las neuronas, presenta 695 aminodcidos y es procesada por diversas secretasas que determinan la via
amiloidogénica (Tcw & Goate, 2017). En esta via, la APP es escindida secuencialmente por dos enzimas: la
B-secretasa (también conocida como B-site APP cleaving enzyme 1, BACE1l) y la y-secretasa. Este
procesamiento da lugar a la liberacidn varias isoformas del péptido AB, siendo las mds comunes ABso v

AB4z (Citron, 2010; Miller et al., 2021; Tcw & Goate, 2017).

Placas
A[’P Disfuncion sinaptica ~, amiloides
Ollgomero —— Inflamacion
BACE1 Mondmeros AB toxico

\ ABM / \

| , Perdida
—_— = ——> | Patologiatau |—

neuronal

/ ooodlocco ‘.
.
‘

y-secretasa

Mecanismo de eliminacion

Figura 1. La formacion del péptido B-amiloide (AB). La proteina precursora de amiloide (APP), que se encuentra
atravesando la membrana celular, al ser cortada por la B-secretasa (BACE1) y la y-secretasa generan diferentes
variantes del péptido AB. Entre ellas, la forma ABa> tiende a ensamblarse inicialmente en oligdmeros, los cuales
alteran la funcidn sindptica; posteriormente, estos oligémeros se agregan en placas amiloides, desencadenando la
patologia tau, neuroinflamacién y al deterioro cognitivo caracteristico de la enfermedad de Alzheimer. Tomada y
modificada de Citron, 2010.
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En condiciones fisioldgicas normales, AB4o es la isoforma mas predominante mientras que AR, representa
aproximadamente el 10% del total. Sin embargo, AB., es considerado el péptido danino, ya que presenta
mayor propensién a la agregacion, formando oligdmeros téxicos que posteriormente se depositan en
placas amiloides (Figura 1) (Tcw & Goate, 2017). Los oligdmeros AR ejercen efectos sinaptotdxicos agudos,
mientras que las placas amiloides generan una respuesta inflamatoria que agrava la neurodegeneracién

(Citron, 2010).

En personas sanas, los péptidos AR escindidos de la APP por la B- y y-secretasa son rapidamente
degradados y/o eliminados. Sin embargo, en personas mayores o en condiciones patoldgicas, la capacidad
metabdlica para degradar AR disminuye, permitiendo su acumulacién. Esto puede contribuir a otras
caracteristicas patoldgicas de la EA, como la neuroinflamacidn, el estrés oxidativo, la disfuncion
mitocondrial e interferencia con la plasticidad sindptica (Kametani & Hasegawa, 2018; Y. Zhang et al.,

2023).

1.1.3 Neuroinflamacién y su relacién con la enfermedad de Alzheimer

La inflamacidn es un mecanismo inmunoldgico fundamental que protege y defiende al organismo frente a
estimulos dafiinos, contribuyendo posteriormente a la homedstasis tisular (L. Chen et al., 2018). Cuando
este proceso ocurre en el sistema nervioso central (SNC) se define como neuroinflamacién, y puede ser
desencadenada por infecciones, traumatismo, acumulacién de toxinas u otras lesiones patoldgicas.
Aunque constituye un mecanismo protector, cuando la respuesta inflamatoria es excesiva o prolongada
puede provocar dafio tisular y contribuir al desarrollo de enfermedades neurodegenerativas (M. Lin et al.,

2022).

En pacientes con EA se ha observado una marcada neuroinflamacion, principalmente asociada a la
activacion de células gliales, como la microglia y astrocitos. Estas células producen factores inflamatorios
como citocinas y quimiocinas, que rodean tanto a las placas amiloides como a las neuronas afectadas.
Ademas, generan moléculas como éxido nitrico (NO), prostaglandinas y especies reactivas de oxigeno
(ROS), que amplifican las respuestas inmunitarias e inducen neurotoxicidad. Otras células del SNC,
incluidas neuronas, oligodendrocitos, células endoteliales vasculares y pericitos, también contribuyen al
mantenimiento de este microambiente inflamatorio (DiSabato et al., 2016; Sobue et al., 2023; W. Zhang

et al., 2023).
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1.1.3.1 Funcién de los astrocitos en la neuroinflamacién y su estudio en modelos celulares para la

enfermedad de Alzheimer

Los astrocitos son células gliales mas abundantes del SNC, representando entre el 20 y el 40% de las células
cerebrales. Desempefian multiples funciones en condiciones de salud y de enfermedad. Inicialmente
fueron descritas como “células estrelladas”, aunque hoy se reconoce que esta denominacién es simplista,
ya que presentan morfologias notablemente complejas (Baldwin et al., 2024; Lee et al., 2022). Se
distinguen dos subtipos morfolédgicos principales: astrocitos protoplasmicos y astrocitos fibrosos. Los
primeros se localizan principalmente en la sustancia gris, son de mayor tamano y poseen una red densa
de ramificaciones; mientras que los astrocitos fibrosos predominan en la sustancia blanca, presentan

menor tamafio y menos ramificada (Lee et al., 2022; Stogsdill et al., 2023).

Estas células cumplen funciones esenciales, tales como: mantenimiento y soporte neuronal, modulacion
de la actividad y plasticidad sindptica, regulacién del metabolismo neuronal, eliminacidén de células
muertas, contribucién a la barrera hematoencefélica (BHE), regulacion del flujo sanguineo cerebral,
control del equilibrio extracelular de iones, fluidos y neurotransmisores, secrecion de neurotrofinas,
regulaciéon del volumen del espacio extracelular y participacion en el sistema glinfatico del SNC,
promoviendo la eliminacion de productos nocivos como agregados AP y proteina P-tau (Kim et al., 2024;

Kwon & Koh, 2020; Leng & Edison, 2021; Vasile et al., 2017).

Ante estimulos inflamatorios, los astrocitos pueden entrar en un proceso denominado astrogliosis
reactiva, el cual ocurre en diversas condiciones patolégicas, como lesiones agudas, tumores o
enfermedades neurodegenerativas, incluida la EA (Monterey et al., 2021). Durante este proceso, los
astrocitos experimentan cambios morfoldgicos y funcionales caracterizados por hipertrofia celular y
liberacion excesiva de factores neurotdxicos. Ademads, se asocia a una mayor expresion de la proteina acida
fibrilar glial (GFAP), un marcador prominente de estado reactivo (Singh, 2022; Siracusa et al., 2019). La
activacion astrocitaria ha sido evidenciada tanto en tejidos post mortem de pacientes con EA como en

modelos murinos particularmente en proximidad de las placas amiloides (Frost & Li, 2017).

Los astrocitos reactivos pueden ejercer funciones neuroprotectoras, ya que diverso estudios in vitro e in
situ han demostrado su capacidad para fagocitar y reducir depdsitos de AB, limitando el dafio ocasionado
por especies neurotdxicas (Singh, 2022). No obstante, cuando la activaciéon de astrocitos y microglias es
persistente, su papel puede volverse neurotdxico (Block et al., 2007; Bouvier et al., 2022). Ambas células

detectan agregados de AB mediante receptores tipo Toll (TLR, por sus siglas en inglés) y receptores para
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productos finales de glucosilacién avanzada (RAGE, por sus siglas en inglés) lo que activa vias inflamatorias
como las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-kB), las quinasas N-terminales c-Jun (JNK) y
la proteina quinasa activada por mitégeno p38 (MAPK). Estas vias regulan la transcripcion de multiples
mediadores proinflamatorios, entre ellos citocinas (L-1pB, IL-6, IL-18, TNF-a, IFN-a) factor estimulante de
colonias de granulocitos y macréfagos, quimiocinas (MCP-1, MIP1-a, CCL2, CCL4, CXCL1, IL-8 y IFN-y) asi
como ROS, NO y especies reactivas de nitrogeno (RNS) (Figura 2) (Botella Lucena & Heneka, 2024; Dias-
Carvalho et al., 2024; Gonzalez-Reyes et al., 2017).

La interaccion persistente entre AB y la produccién excesiva de factores proinflamatorios sobrepasa la
capacidad de depuracién de astrocitos y microglias, lo que favorece un procesamiento anormal de la APP
por la B-secretasa. Esto incrementa la carga de AP y su acumulacién en un entorno proinflamatorio,
promoviendo a su vez la P-tau y la formacion de NFT (Figura 2) (Dias-Carvalho et al., 2024; Kwon & Koh,

2020; Peteri et al., 2019; Singh, 2022).

Por estas razones, el cultivo de astrocitos constituye una herramienta valiosa para el estudio de
enfermedades neurodegenerativas en condiciones experimentales controladas, como la EA (Galland et al.,
2019). Diversos modelos han empleado la induccién de inflamacién en astrocitos de ratén o humano
mediante AB42, AB4o 0 lipopolisacéarido (LPS), lo que ha abierto nuevas perspectivas para el desarrollo de

terapias innovadoras (Joshi et al., 2024; Vargas-Barona et al., 2024; Wasilewski et al., 2022).

NF-xB/

INK/MAPK

Figura 2. Neuroinflamacion en la EA. Los astrocitos y las microglias al estar en contacto con las placas B-amiloide (AB),
provoca un estado reactivo de estas células, generando que se liberen distintas moléculas proinflamatorias y a su vez
activan cascadas de sefializacion como el factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B
activadas (NF-kB), las cinasas N-terminales c-Jun (JNK) y la proteina quinasas activada por mitégeno p38 (MAPK),
aumentando la produccion de placas amiloides y conduciendo a la hiperfosforilacién de tau (P-tau) y a la formacion
de ovillos neurofibrilares (NFT). Tomada y modificada de Dias-Carvalho et al. 2024.



1.1.4 Mitocondrias y su relaciéon con la enfermedad del Alzheimer

Las mitocondrias son organelos que desempefian multiples funciones esenciales en los procesos celulares.
Su papel mas importante es actuar como la principal fuente de energia, ya que producen ATP mediante la
fosforilacién oxidativa. Gracias a esta funcién las mitocondrias mantienen la homeostasis y el
funcionamiento neuronal en el sistema nervioso, dado que las neuronas requieren grandes cantidades de
energia (W. Wang et al., 2020). Mantener la salud de este organelo resulta esencial, pues constituye un
componente clave para conservar la integridad de distintos tejidos; en consecuencia, su disfuncién se ha

asociado con diversas enfermedades (Casanova et al., 2023).

La principal evidencia de que el mal funcionamiento mitocondrial contribuye a la progresién de la EA
proviene del hipometabolismo cerebral, que se produce como resultado de una microvasculatura alterada
y condiciones isquémicas. La reduccién en el suministro de sangre y oxigeno a las neuronas disminuye la
formacién de ATP (Figura 3), lo que conduce a un incremento del estrés oxidativo (Bhatia et al., 2022).
Ademas, la reduccién en la produccion de ATP mitocondrial puede afectar la mitofagia, proceso encargado
de eliminar mitocondrias dafiadas, favoreciendo asi la acumulacién de mitocondrias disfuncionales (Rai

et al., 2020).

El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la produccién de ROS y los mecanismos
antioxidantes. Una sobreproduccion de ROS supera la capacidad protectora de los antioxidantes,
provocando dafio celular (Bhatti et al., 2017). El cerebro es especialmente vulnerable al dafio oxidativo
debido a la alta tasa de consumo de oxigeno, la abundancia de acidos grasos susceptibles a la peroxidacion
lipidica y bajos niveles de antioxidantes (Misrani et al., 2021). Numerosos estudios respaldan que el dafo
oxidativo es un factor central en la patogénesis de la EA, ya que compromete gravemente la funcion

mitocondrial y aumenta la produccidn de ROS (Figura 3) (Llanos-Gonzélez et al., 2020).

Las mitocondrias son la principal fuente de ROS, contribuyendo aproximadamente al 90% de su
produccién. Esto se debe a que en su membrana interna se encuentra la cadena de transporte de
electrones (ETC, por sus siglas en inglés), responsable de la produccién de ATP. Durante este proceso,
algunos electrones pueden escapar, reduciendo oxigeno y generando ROS. En niveles controlados, estas
moléculas actian como senales celulares; sin embargo, su sobreproducciéon dafia lipidos, azucares,
proteinas, ADN e incluso a la propia mitocondria. Asi el aumento del estrés oxidativo podria ser tanto
causa como consecuencia de la disfuncién mitocondrial (Algahtani et al., 2023; W. Wang et al., 2020). La

aplicacion de antioxidantes dirigidos especificamente a las mitocondrias constituye una estrategia
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prometedora y eficaz para preservar su funcionalidad en el tratamiento de enfermedades

neurodegenerativas.

Cada vez existe mayor evidencia de que la disfuncién mitocondrial y la inflamacidén son procesos
interdependientes (Figura 3) (Wilkins & Swerdlow, 2015). En particular, las mitocondrias disfuncionales en
las células gliales especialmente en astrocitos han cobrado gran relevancia en la investigacion, debido a su
estrecha participacidn en la neuroinflamacién y neurodegeneracion. Se ha reportado que las alteraciones
en el metabolismo energético mitocondrial de los astrocitos modulan la morfologia y la actividad, ademas
de inducir la liberacién de diversos mediadores proinflamatorios (Rahman & Suk, 2020). Asi mismo, la
disfuncidn mitocondrial puede activar multiples rutas inflamatorias, ya que la pérdida de integridad de
este organelo desencadena efectos como la activacién de NF-kB, entre otros mecanismos (Guilbaud &

Galluzzi, 2024).
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Figura 3. La disfuncidon mitocondrial conduce al estrés oxidativo, al agotamiento de ATP y la neuroinflamacion, lo que
contribuye al desarrollo de la enfermedad del Alzheimer. Tomada y modificada de Rai et al., 2020.

1.1.5 Sonlicromanol

El Sonlicromanol (también conocido como KH176) es una piperidina de cromanol (Figura 4), disefiada

como una molécula de bajo peso molecular, administrable por via oral, con actividad protectora frente al
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dafio oxidativo mitocondrial. Actia como un potente atrapador de radicales, reduciendo eficazmente los
niveles elevados de ROS. Asimismo, preserva la actividad del glutatién, un antioxidante esencial en la
célula, y protege a las células con deficiencia en la fosforilacién oxidativa mitocondrial (OXPHOS, por sus
siglas en inglés) frente a la muerte celular inducida por ROS. De manera adicional, contribuye a restablecer
el equilibrio celular al disminuir el estrés oxidativo general y activar el sistema antioxidante
tiorredoxina/peroxirredoxina, lo que atenda la peroxidacion lipidica (Jiang et al., 2021; Smeitink et al.,

2022; Zong et al., 2024).

Ademas de sus propiedades antioxidantes, el Sonlicromanol exhibe efectos antiinflamatorios, ya que
inhibe a la enzima microsomal Prostaglandina E Sintasa-1 (m-PGES1), regulada positivamente en respuesta
a estimulos inflamatorios y fundamental en la biosintesis de prostaglandina E2 (PGE;), un mediador clave
en procesos de dolor e inflamacién. Por ello, este compuesto puede ser beneficioso en pacientes con
enfermedades asociadas con disfuncién mitocondrial, dolor inflamatorio y patologias neuroldgicas de
cardcter inflamatorio (Jiang et al., 2021). Se ha descrito una regulacién al alza de mPGES-1 en tejidos de
pacientes con EA (Chaudhry et al., 2008), lo que refuerza el potencial de este fdirmaco como candidato

para el tratamiento de la enfermedad, al combinar propiedades antioxidantes y antiinflamatorias.

En un estudio, se emplearon neuronas derivadas de células madre pluripotentes inducidas (iPSC) de
pacientes con encefalomiopatia mitocondrial, acidosis ladctica y episodios similares a accidentes
cerebrovasculares (MELAS), caracterizadas por una funcion mitocondrial alterada. Tras el tratamiento con
Sonlicromanol, se observé una mejora tanto en la funcién de la red neuronal, asi como cambios en la
expresion génica, con un incremento en la expresidon de genes implicados en la funcién mitocondrial y
sindptica (Klein Gunnewiek et al., 2021). Estos hallazgos aportan evidencia funcional y molecular del efecto

neuroprotector del Sonlicromanol en la restauracién del funcionamiento celular.

N\\“"

HO

Figura 4. Estructura quimica del Sonlicromanol. Creado en ChemDraw.
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1.1.6 Barrera hematoencefalica

La barrera hematoencefalica (BHE) es una interfaz altamente especializada que separa el sistema vascular
del cerebro y cumple un papel esencial en la proteccién y el equilibrio del sistema SNC. Sin la presencia de
esta barrera, el SNC estaria expuesto a la invasidon de toxinas, patdgenos, células inmunes y a la

desregulacidn iénica, lo que conduciria a la disfuncién y degeneracién neuronal (Knox et al., 2022).

Ademas de su funcidn protectora, la BHE regula procesos como el flujo sanguineo cerebral, la angiogénesis,
el desarrollo neuronaly la actividad sindptica (Bernardo-Castro et al., 2020). También desempefia un papel
clave en el control de la entrada y salida de sustancias biolégicas esenciales para el metabolismo cerebral

y la funcién neuronal (Kadry et al., 2020).

Estructuralmente, la BHE estd compuesta por células endoteliales, pericitos, astrocitos, microglias,
neuronas y un componente no celular, la ldmina basal (Figura 5(a)) (Liebner et al., 2018; L. Xu et al., 2019).
Los pies terminales de los astrocitos cubren aproximadamente el 90% y 98 % de la microvasculatura
cerebral, rodeando externamente a las células endoteliales. Por su parte, los pericitos se encuentran
incrustados en la lamina basal, y en conjunto, estas células contribuyen a mantener la integridad
estructural y funcional de la BHE. La lamina basal, ademas de brindar soporte fisico, facilita la sefializacién

celular y proporciona una barrera adicional (Anthony et al., 2021).

Las células endoteliales que conforman esta estructura presentan uniones especializadas que regulan la
permeabilidad, coordinadas por astrocitos, pericitos y demas células asociadas (Anthony et al., 2021).
Estas incluyen; uniones estrechas (TJ): son los componentes principales que restringen el paso de iones y
moléculas pequefias hidrosolubles. Uniones adherentes (AJ): cumplen un papel importante en la adhesion
y comunicacién celular. Unién tipo GAP (GJ): regulan el intercambio de sefiales eléctricas y metabdlicas

entre células (Figura 5(b)) (Naser et al., 2023; Stamatovic et al., 2016).

En conjunto, esta barrera bioldgica actia como un filtro selectivo, permitiendo el paso regulado de solutos
y factores entre la sangre y el cerebro mediante rutas estrictamente controladas. Dichas rutas se dividen
en dos vias principales: paracelular, que ocurre por difusién pasiva a través de las T y, transcelular, que
ocurre a través de las células endoteliales (Figura 5(c)). En el caso de las rutas transcelulares se distinguen
varios mecanismos: difusion transcelular, transporte mediado por transportadores, transcitosis mediada
por receptores, bombas de eflujos y transcitosis absorbentes (Bernardo-Castro et al., 2020). Estas vias

muestran como la barrera equilibra de manera precisa la proteccion y regulacion del entorno cerebral.
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Figura 5. Composicion estructural y vias de transporte a través de la barrera hematoencefalica. a) Representacion de
la distribucion de los componentes de la unidad neurovascular. b) Complejo de unién de las células endoteliales: (l)
Uniones estrechas: compuestas por moléculas de adhesidon de union (JAMS), claudinas y ocludinas. Las proteinas
zénula occludens (ZO) estan representadas en amarillo (ZO-1), verde (Z0-2) y azul (Z0-3); (II) Uniones adherentes:
compuestas de caderinas, representadas en verde y cateninas en gris; (Ill) Uniones GAP: se componen de miembros
de la familia de las conexinas. c) Representacién esquematica de las vias de transporte a través de la barrera
hematoencefilica. Tomada y modificada de Bernardo-Castro et al., 2020.

Dada la complejidad que presenta esta estructura, es fundamental considerarla en el disefio de nuevas
estrategias terapéuticas para enfermedades del SNC. Las opciones actuales siguen siendo limitadas,
debido a la falta de métodos eficaces que permitan superar las barreras naturales de proteccién (Wu et al.,
2023). En particular, la BHE restringe la entrada de compuestos neuroterapéuticos y reduce la eficiencia

de los tratamientos (Alajangi et al., 2022).
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En afios recientes, distintos métodos de administracion minimamente invasiva han recibido gran atencion
y se han convertido como una de las estrategias terapéuticas mds prometedoras para las patologias del
SNC, entre ellas, el uso de nanomateriales. No obstante, cualquier intervenciéon debe de ser capaz de
superar de forma segura y eficiente las barreras anatémicas y fisioldgicas del SNC (Zha et al., 2024). En
este contexto, los vectores de transporte molecular con afinidad cerebral han demostrado ser
herramientas valiosas para atravesar la BHE ya que facilitan el transporte de moléculas y sistemas
terapéuticos al cerebro mediante la transcitosis mediada por receptores (S. Li et al., 2016; Zhou et al.,

2021).

1.1.6.1 Transferrina

La transferrina (Tf) es una glucoproteina secretada principalmente por el higado, cuya produccién depende
de las necesidades de hierro del organismo y de las reservas disponibles (Rusch et al., 2023). Se ha
documentado que las células endoteliales de los capilares cerebrales expresan altos niveles de receptores
de transferrina (TfR), los cuales facilitan la transcitosis mediada por receptores a través de la BHE (Yan

et al., 2013).

La transferrina no solo tiene la capacidad de atravesar la BHE, sino que ademas desempefia un papel
esencial en el transporte y almacenamiento de hierro en el organismo. Como proteina natural, ha
despertado un gran interés en el desarrollo de sistemas de administracion dirigida de farmacos (Figura 6),

gracias a sus caracteristicas no téxicas, no inmunogénicas y biodegradables (C. Li et al., 2024).

.: Nanoparticula

Q: Receptor de transferrina

Figura 6. Transporte de nanoparticulas conjugados con transferrina (Tf) a través de la barrera hematoencefilica
mediante la transcitosis mediada por receptores, permitiendo su entrega al cerebro, mientras que las nanoparticulas
no conjugadas con Tf permanecen restringidas, destacando la importancia de la unién a receptores especificos para
cruzar la barrera. SNC: sistema nervioso central. BHE: barrera hematoencefélica. Tomada y modificada de S. Li et al.,
2016.
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1.1.7 Nanoacarreadores

Un nanoacarreador es un nanomaterial disefiado para funcionar como vehiculo de transporte de una o
mas sustancias, incluyendo fadrmacos, genes, proteinas, enzimas o incluso otras nanoparticulas, con el
propdsito de facilitar su administracidn dirigida y lograr una liberaciéon controlada en el sitio de accién

(Chamundeeswari et al., 2019; Gressler et al., 2025; Luque-Michel et al., 2019; Namdari et al., 2017).

En el campo de la nanotecnologia, se considera nanomaterial a toda estructura cuyo tamafio se encuentre
en el rango de 1 a 100 nm. No obstante, desde la perspectiva farmacéutica, el término nano se aplica de
manera mas amplia para describir particulas o estructuras con tamafios inferiores a 1000 nm (Aminu et al.,
2020). Entre ellas, los nanoacarreadores esféricos y no esféricos con un didmetro hidrodinamico de 10 a
200 nm son los mas utilizados en la administracion de sustancias bioactivas, ya que presentan un balance
optimo entre la estabilidad, biodistribucion y capacidad de penetracion celular (Dhanasekaran et al.,

2018).

Los nanoacarreadores pueden contar con nanoestructuras inorganicas (nanoparticulas de oro,
nanoparticulas de 6xido de hierro, puntos cuanticos, etc.), a base de carbono (grafeno, fullereno,
nanotubos de carbono), lipidicas (emulsiones, micelas, liposomas, etc.), poliméricas (polimerosomas,

nanoesferas, dendrimeros, etc.) (Figura 7) (H. Xu et al., 2022).
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Figura 7. Tipos de nanoestructuras de nanoacarreadores. Tomada y modificada de H. Xu et al., 2022.
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Se ha observado que la administracion que emplea nanomateriales presenta ventajas muy grandes sobre
los sistemas de administracidn convencionales. Entre ellas se destacan: la capacidad de superar diversas
barreras bioldgicas clave, aumentar la penetracién intracelular y el tiempo de retenciéon, aumenta la
estabilidad y solubilidad de las cargas encapsuladas, prolongar los tiempos de circulacién sistematica,
incrementa la biodisponibilidad de los farmacos, reduce su dosis necesaria, evita su degradacidn, reduce
el riesgo de efectos secundarios debidos a la agregacién y puede acelera la curacién de enfermedades.

(Mitchell et al., 2021; Song et al., 2024; Sultana et al., 2022).

1.1.7.1 Nanoparticulas hibridas polimero-lipido

Las nanoparticulas hibridas se definen como sistemas conformados por al menos dos tipos de
nanoparticulas diferentes, cuyo objetivo es superar las limitaciones de aquellas formadas por un Unico

componente, optimizar sus propiedades y dotarlas de multiples funcionalidades (Ma, 2019).

En particular, las nanoparticulas hibridas polimero-lipido (NPs) corresponden a nanoestructuras de tipo
nucleo-coraza (Figura 8). Estan constituidas por una region central polimérica, encargada de encapsular
sustancias bioactivas, y recubiertas por una monocapa o bicapa lipidica que mejora su estabilidad y
biocompatibilidad. Conceptualmente, estas nanoparticulas se consideran derivados de los liposomas y de
nanoparticulas poliméricas, combinando ventajas de ambos sistemas (Mukherjee et al., 2019; Rahat et al.,

2024).
Nanoparticula polimérica
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Figura 8. Estructura de nanoparticula hibrida polimero-lipido. Tomada y modificada de Vargas-Barona et al., 2024.
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El nucleo polimérico proporciona estabilidad estructural y protege la carga durante el almacenamiento.
Para la elaboracion de las NPs se han empleado diversos polimeros, como polietilenglicol (PEG),
policaprolactona (PCL), poli (acido lactico-co-glicdlico) (PLGA), acido polilactico (PLA), alginatos y quitosano
entre otros. Estos polimeros se encuentran disponibles en diversas formulaciones comerciales que se

consideran seguras para uso humano (Parveen et al., 2023).

Por su parte, la capa lipidica funciona como una barrera molecular que disminuye la fuga de farmacos
encapsulados y protege el nucleo frente a la degradacidn, al limitar la infiltracidn de agua. Entre los lipidos
mas utilizados destacan los esteroides, como el colesterol (CLS); los fosfolipidos, como la lecitina de soya
hidrogenada (HSPC); y los lipidos pegilados. Este disefio hibrido combina las ventajas de las nanoparticulas
lipidicas y poliméricas, lo que se traduce en una mayor estabilidad, biocompatibilidad y captacién celular
(Gonzalez-Garcia et al., 2025; Parveen et al., 2023). Tanto farmacos hidrofébicos como hidrofilicos, asi
como otras moléculas bioactivas; péptidos, proteinas, vacunas y agentes de diagndstico, han sido

exitosamente incorporados en estos nanoacarreadores (Parveen et al., 2023; Shah et al., 2022).

Una ventaja adicional de las NPs radica en su coraza lipidica, que permite realizar diversas modificaciones
superficiales, como la funcionalizacién con ligandos para mejorar la direccién hacia un blanco especifico,
o la incorporacién de segmentos sensibles a estimulos que posibilitan una liberacion controlada e
“inteligente”. Asimismo, la incorporacion de PEG en la capa externa contribuye a prolongar el tiempo de
circulacidn sistematica al reducir el reconocimiento por el sistema inmunoldgico y permite el acoplamiento

de fracciones orientadas (Gajbhiye et al., 2023).

Un ejemplo de ello es el desarrollo de NPs con un nucleo de PLGA recubierto con lecitina de soya y
dipalmitoilfosfatidilcolina, ademas de una capa externa pegilada, disefiadas para la encapsulacién de
ergotamina y cafeina con fines terapéuticos en el tratamiento de la migrafia en un modelo murino. Estas
nanoparticulas demostraron biocompatibilidad, buena estabilidad, alta absorciéon cerebral y efecto
antimigrana (Dali & Shende, 2022). De forma similar, se han reportado plataformas hibridas de PLGA-
lipidicas, recubiertas con PEG y conjugadas con un aptamero con afinidad hacia células de cancer de
prostata empleadas para encapsulacion y liberacién de docetaxel. Dichos sistemas presentaron alta
eficiencia de encapsulacidon, un perfil de liberacién mas controlado y una mejor capacidad de
direccionamiento celular en estudios in vitro, en comparacidn con las nanoparticulas PLGA desnudasy las
nanoparticulas copoliméricas de PLGA-PEG (L. Zhang et al., 2008). Estos resultados evidencian el gran

potencial de las NPs, particularmente cuando se combinan con estrategias de modificacidn superficial,
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como la pegilacidn y la incorporacién de ligandos especificos, ya que mejoran la eficiencia terapéutica, la

especificidad y la seguridad de los tratamientos farmacoldgicos.

En el caso del tratamiento de la EA, se han empleado NPs basadas en un nucleo PLGA recubierto con una
capa lipidica conformada por lecitina de soya y CLS-PEG, conjugadas con Tf, para la encapsulacién de N-
acetilcisteina (NAC), un potente agente antioxidante con potencial terapéutico frente a la
neuroinflamacién. En su caracterizacion, estas NPs mostraron ser estables, libres de aglomeraciones y con
una adecuada distribucién de tamafio. Posteriormente, se evaluaron en un modelo in vitro con astrocitos
humanos derivados iPSC de un paciente con EA, llevados a un estado reactivo mediante estimulacién con
LPS. El cultivo celular fue tratado con nanoacarreadores cargados, vacios y con NAC libre. Los resultados
mostraron que las nanoparticulas funcionalizadas con transferrina y cargadas con NAC lograron modular
la expresion de varios factores relacionados con la neurotoxicidad durante la neuroinflamacién, en mayor

medida que las formulaciones sin carga activa o con NAC libre (Vargas-Barona et al., 2024).

1.1.8 Puntos de carbono como agentes terandstico

Los nanomateriales teranéstico son nanosistemas que integran en una misma plataforma capacidades
terapéuticas y diagndsticas. Estos sistemas permiten la administraciéon dirigida de diversos componentes
bioactivos, asi como la obtencidon de imagenes in vivo, contribuyendo al desarrollo de tratamientos para
enfermedades como el cancer, los trastornos del SNC, las enfermedades inmunoldgicas y los trastornos
genéticos (F. Chen et al.,, 2014; Ramanathan et al., 2018). Un elemento clave de los nanomateriales
terandsticos es la incorporacidn de agentes de contraste en técnicas de imagen diagndstica, con el fin de
mejorar la visualizacidn de la anatomia del tejido o proporcionar informacién sobre procesos patolégicos
especificos (Hsu et al., 2023). En los ultimos afos, los nanomateriales han emergido como una estrategia
innovadora en el ambito del diagndstico por imagen, al incrementar la resolucion y sensibilidad en la
deteccion de enfermedades. En particular, las técnicas de imagen molecular permiten observar procesos
bioldgicos en tiempo real, lo cual resulta crucial para el diagndstico temprano, la evaluacién del estado

patoldgico y el monitoreo de la respuesta terapéutica (Mhlanga et al., 2024).

Entre los distintos nanomateriales desarrollados, los nanomateriales de carbono han despertado interés
en diversos campos, incluida la biomedicina. Ejemplos destacados son los nanotubos de carbono (CNT),
los derivados del grafeno y los puntos de carbono (CD), los cuales presentan notables propiedades dpticas,

como la fluorescencia, que los hace uUtiles como agentes de contraste en la formacion de imagenesy en la
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deteccion dptica (Bayda et al., 2021). Dentro de estos, los CD se consideran especialmente prometedores
para aplicaciones bioldgicas y biomédicas, particularmente en el drea de imagen y terapéutica (B. Wang
et al.,, 2022). Estos nanomateriales, con tamafios en el rango de 1 nm a 10 nm, presentan atributos
sobresalientes, tales como fluorescencia ajustable, alto rendimiento cuantico, facilidad de sintesis y bajo
costo, elevada estabilidad quimica, térmica y éptica, alta solubilidad en agua, sencilla funcionalizacién
guimica, asi como minima citotoxicidad y buena biocompatibilidad. Estas propiedades los hacen
adecuados para aplicaciones en bioimagen, administracidon de farmacos y biosensores (Bayda et al., 2021;

Jayaprakash et al., 2024).

En cuanto a su mecanismo de fotoluminiscencia (PL, por sus siglas en inglés), se ha propuesto que durante
la sintesis se generan dominios de carbonos con hibridacidn sp?, conformando estructuras 1 conjugadas.
La emisidn radiativa asociada a las transiciones de brecha de banda en la regién n interna se denomina
“emision del nucleo de carbono". Estudios recientes indican que las caracteristicas de PL derivadas de
estas transiciones estdn determinadas por el tamafio de los CD, lo cual responde al efecto de
confinamiento cuantico (QCE, por sus siglas en inglés). Este fendmeno ocurre cuando los CD son menores
gue el radio de Bohr del excitén. Cuanto mayor es el tamafio del dominio 1t conjugado, menor es la brecha
energética, mientras que los dominios confinados generan una mayor separacién entre los niveles
energéticos ocupados y desocupados (HOMO y LUMO) (Figura 9). En otras palabras, a medida que
aumenta el tamafo de los CD sintetizados y, con ello el dominio 1t conjugado, se produce un corrimiento

al rojo en el pico de emisién debido al QCE (Alafeef et al., 2024; Yan et al., 2019).

Figura 9. Mecanismos de fotoluminiscencia en puntos de carbono (CD). El aumento del tamafio de los CD genera en
una disminucién gradual de sus bandas prohibidas, lo que resulta en un corrimiento al rojo de la emisidn de
fotoluminiscencia (izquierda). Tomada y modificada de Alafeef et al., 2024.
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Ademas de sus propiedades dpticas, los CD han demostrado la capacidad de inhibir la agregacion tanto de
la P-tau como el péptido AB, lo que sugiere su potencial como inhibidores duales (Smith et al., 2024).
Asimismo, presentan efectos protectores al reducir los niveles de ROS y el estrés oxidativo, actuando como
agentes antioxidantes. También se ha reportado que los CD pueden modular indicadores inflamatorios y
regular vias de sefializacidn celular NF-kB (Sharma et al., 2023). Gracias a esta combinacién de funciones,
los CD no sélo contribuyen a reducir biomarcadores asociados con la EA, sino que también ayudan a mitigar
procesos inflamatorios relacionados. Ademads, su capacidad de permitir el monitoreo en tiempo real lo
posiciona como herramienta prometedora para el tratamiento y diagndstico. Esto se ha demostrado, por
ejemplo, en un modelo de Danio rerio donde CD conjugados con Tf lograron atravesar la BHE y alcanzar el

SNC (Figura 10) (Han et al., 2017).

d)

Figura 10. Imagenes de fluorescencia confocal de a) cerebro, b) dorsal, c) ventral y d) lateral de pez cebra 5 h después
de la administracion de puntos cuanticos conjugados con transferrina. Tomada de Han et al., 2017.

1.1.8.1 Puntos de carbono y nanoparticulas hibridas polimero-lipido para la enfermedad de

Alzheimer

Silvestre Martinez (2024) estudié el efecto sinérgico de la coencapsulaciéon de fucoxantina (Fx), un
compuesto con propiedades antioxidantes, y CD, en NPs formuladas con un nucleo de PLGA y una capa
lipidica compuesta por HSPC y CLS-PEG conjugada con Tf. En este trabajo se demostrd que dicho
nanoacarreador moduld favorablemente la expresidn de los genes asociados de la EA, como APP, GFAP y

$1008B, lo que condujo a una reduccion de la inflamacién inducida en astrocitos de rata estimulados con



21
LPS. Asimismo, mediante microscopia confocal en un modelo de larvas de Danio rerio, se observoé que las
NPs que contenian Fx y CDs (NPs CDFx) fueron capaces de atravesar la BHE y acumularse en el cerebro
(Figura 11). Estos hallazgos abren la posibilidad de que dicha acumulacién permita una liberacién local

controlada, con el potencial de reducir marcadores proinflamatorios in vivo.

Figura 11. Larva de Danio rerio a los 5 dias post fertilizacion a) inyectada con NPs CDFx sin sefial fluorescente visible
y b) inyectada con NPs CDFx, observandose fluorescencia en color azul bajo un filtro de 430-460 nm, lo que indica
presencia de las NPs en el en el cerebro del organismo. Tomada y modificada de Silvestre Martinez, 2024.

Asimismo, este enfoque podria extenderse a otros compuestos bioactivos combinados con CD, como el
Sonlicromanol, cuya encapsulacién en un nanoacarreador aun no ha sido reportada. La incorporacion de
este compuesto bioactivo en NPs conjugadas con Tf representa una oportunidad para atravesar la BHE y
lograr una entrega dirigida al cerebro, lo que podria maximizar los beneficios terapéuticos del
Sonlicromanol. Ademas, la fluorescencia de los CD puede aprovecharse tanto para confirmar su
distribucion como para apoyar el diagndstico, mientras que sus propiedades bioldgicas podrian potenciar
el efecto terapéutico. Sin embargo, resulta fundamental evaluar la citocompatibilidad de estos sistemas
para garantizar el desarrollo de terapias seguras y eficientes, y evitando respuestas adversas en
aplicaciones biomédicas como el tratamiento de la EA. Por lo anterior, la hipdtesis y los objetivos de este

trabajo son expuestos a continuacion.

1.2 Hipétesis

Las nanoparticulas hibridas polimero lipido cargadas con Sonlicromanol serdn citocompatibles en

astrocitos de rata.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar un sistema de nanoparticulas polimero-lipido cargadas con Sonlicromanol para

determinar el intervalo de concentraciones citocompatibles en cultivos de astrocitos de rata.

1.3.2 Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas cargadas con Sonlicromanol para su posterior evaluacién

in vitro en cultivo de astrocitos de rata.

2. Determinar el intervalo de concentracion de Sonlicromanol libre que no genere una citotoxicidad

en un modelo de cultivo in vitro de astrocitos.

3. Determinar el intervalo de concentraciones de las nanoparticulas cargadas con Sonlicromanol

gue mantienen los astrocitos de rata metabdlicamente viables.
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Capitulo 2. Metodologia

A continuacién, se describe la metodologia empleada para la sintesis y caracterizacion de las NPs (Figura
12). En primer lugar, se llevd a cabo la conjugacidn de CLS-PEG-COOH con Tf para obtener el CLS-PEG-TT.
Por otra parte, los CD se sintetizaron mediante termdlisis del acido citrico. Una vez obtenidos ambos
componentes, se procedid a la formulacidn de las nanoparticulas mediante procesos de autoensamblaje

y precipitacidn, encapsulando simultdneamente el agente bioactivo Sonlicromanol.

Posteriormente, se realizaron estudios de caracterizacién que incluyeron; dispersién dindmica de luz (DLS),
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de fluorescencia,
determinacién de la eficiencia de encapsulacion y andlisis perfil de liberacién. Finalmente, se evalué la
citocompatibilidad de las NPs y de los componentes libres utilizando un modelo de astrocitos de rata

estimulados con LPS.
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Figura 12. Metodologia general del trabajo. 1) Conjugacién de CLS-PEG-COOH con Tf. 2) Sintesis de CD a partir de
acido citrico. 3) Sintesis de NPs. 4) Caracterizacién de las NPs mediante DLS, FTIR, determinacidon de la capacidad de
carga y perfil de liberacién. 5) Evaluacién de citocompatibilidad en astrocitos de rata estimulados con
lipopolisacarido. PLGA: poli (acido lactico-co-glicélico). HSPC: lecitina de soya hidrogenada. CD: puntos de carbono.
Tf: transferrina. CLS-PEG-COOH: colesterol pegilado con grupos carboxilicos. CLS-PEG-Tf: colesterol pegilado
conjugado con transferrina. NPs: nanoparticulas hibridas polimero-lipido. NPs S: nanoparticulas cargadas con
Sonlicromanol. NPs CD-S: nanoparticulas cargadas con puntos de carbono y Sonlicromanol. DLS: dispersién dindmica
de luz. FTIR: espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier. MTT: bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio. Creado en Biorender.
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2.1 Conjugacion de colesterol-PEG-COOH con transferrina

El CLS-PEG-COOH (Nanosoft Polymers, EUA; 3042-2000) fue conjugado con la holo-transferrina (Tf) (Sigma-
Aldrich, Estados Unidos de América (EUA); TO665) mediante una reaccién de activaciéon con 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropilo) carbodiimida (EDC) (Sigma-Aldrich, EUA; E7750) y N-hidroxisuccinimida (NHS)
(Sigma-Aldrich, EUA; 130672). Esta reaccidon permitié la activacion de los grupos carboxilo del CLS-PEG-
COOH, los cuales reaccionaron con las aminas primarias de la Tf mediante enlaces tipo amida (L. Liu et al.,

2015; Silvestre Martinez, 2024; Vargas-Barona et al., 2024).

La sintesis del conjugado CLS-PEG-Tf se llevd a cabo disolviendo CLS-PEG-COOH junto con EDC (100 mM)
y NHS (100 mM) en agua Mili-Q, sometiendo la mezcla a sonicacién durante 10 minutos. Posteriormente,
se agregd la Tf (2 mg/mL) y la reaccién se mantuvo bajo agitacion constante a 200 RPM durante 24 h a 22
°C. Finalizado el tiempo de reaccion, la solucion se transfirié a un filtro Microsep™ Advance (Cytiva/Pall
Life Sciences, EUA; MCP010C46) con un limite de peso molecular (MWCO, por sus siglas en inglés) y se
sometid a lavados por centrifugacién (9000 RPM durante 12 min), con el fin de eliminar reactivos no
conjugados y retirar exceso de agua. El producto obtenido se resuspendié en agua Mili-Q, se congeld
durante 24 h a 80 °Cy posteriormente se liofilizé en un equipo FreeZone 1 (Labconco, EUA) durante 24 h,
bajo una presién de vacio de 0.011 mbar y -56 °C. Finalmente, la conjugacién del CLS-PEG-COOH y Tf se
verifico empleando FTIR (Figura 13).
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Figura 13. Metodologia para la conjugacion de CLS-PEG-COOH con Tf. Se agrega NHS y EDC a la solucién de Col-PEG-
COOH. Se sdnica la mezcla resultante durante 10 min, para luego agregar Tfy se deja en agitacidn por 24 h. La solucion
se centrifuga, se congela a -80 °C y se liofiliza por 24 h. NHS: N-hidroxisuccinimida. EDC: 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropilo) carbodiimida. CLS-PEG-COOH: colesterol conjugado con polietilenglicol con grupos carboxilos.
Tf: transferrina. CLS-PEG-Tf: colesterol conjugado con polietilenglicol y funcionalizado con transferrina. Creado en
Biorender.
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2.2 Sintesis de puntos de carbono

Los CD se sintetizaron mediante la termdlisis de acido citrico monohidratado (SIGMA, C1909). Para ello, se
pesaron 25 g de 4cido citrico, y se distribuyeron homogéneamente en un recipiente de vidrio.
Posteriormente, el material se calenté en un horno Lindberg/Blue M (Thermo Fisher Scientific) a 180 °C
durante 40 h, en presencia de aire atmosférico (Amato et al., 2021). Una vez concluido el proceso de
calentamiento, el material se dejo enfriar a temperatura ambiente y posteriormente se pulverizé en un
mortero hasta obtener un polvo de color anaranjado. De este polvo, se pesaron 3 g, que fueron disueltos
en 6.6 mL de agua Mili-Q. El pH de la solucidn se ajustd de 4 a 7 mediante la adicién de 5 mL de hidréxido
de sodio 5M (NaOH) (Fermont, 36902). La mezcla resultante se mantuvo en un bafio Maria a 50 °C, con
agitacion constante (700 RPM) durante 40 min. Finalmente, la solucién se congeld a -80 C° durante 24 hy
fue sometida a liofilizacidon durante 31 h, bajo una presién de vacio de 0.011 mbar y a -56 °C (Figura 14)

(Guzman Uribe, 2022).
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Figura 14. Metodologia de la sintesis de puntos de carbono (CD). Los CD se obtuvieron a partir de la termdlisis de
acido citrico a 180 °C durante 40 h, la muestra se pulveriza y después se neutraliza con NaOH 5 M durante 40 min,
para después congelar a -80 °C por 24 h y liofilizar por 31 h los CD. NaOH: hidréxido de sodio. Creado en Biorender.

2.3 Sintesis de nanoparticulas hibridas polimero-lipido

La sintesis de las NPs se llevd a cabo mediante una metodologia de nanoprecipitacién y autoensamblaje
modificada (Ahmaditabar et al., 2017; Fang et al., 2010). En primer lugar, se prepararon las soluciones

stock de los distintos componentes: PLGA (Nanosoft Polymers, EUA; 11088-20-50K) a una concentracién
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de 20 mg/mL en acetonitrilo; CLS-PEG-Tf y HSPC a 1 mg/mL, ambos en etanol (EtOH) al 4%, en el caso de
la HSPC se calenté a 65 °C durante 1 h para asegurar la disolucion completa; Sonlicromanol
(MedChemExpress, HY-120332) a 200 uM, CD a 5 mg/mL en tampdn buffer fosfato salino 1X (PBS, por sus

siglas en inglés).

En un vial de vidrio se preparé la fase organica, mezclando 100 ulL de PLGA, 80 pL de Sonlicromanol y 32
uL de CD en 588 pL de acetonitrilo, con el objetivo de obtener concentraciones finales de 2.5 mg/mL de
PLGA, 20 uM de Sonlicromanol y 200 pg/mL de CD. Para la formacién de NPs vacias, NPs cargadas con CD
(NPs CD) o con ambos compuestos (NPs CD-S), se mantuvieron constantes los volimenes de PLGA vy
solvente. En los casos donde no se incluyé algin componente (CD o Sonlicromanol), el volumen
correspondiente se reemplazé por PBS. Para el caso de las nanoparticulas cargadas Unicamente con
Sonicromanol (NPs-S), se utilizaban 620 uL de acetonitrilo, junto con las mismas cantidades de PLGA y
Sonlicromanol que en la formulacidn original. En todos los casos, el volumen total de la mezcla se ajusto a
800 uL, manteniendo constantes las concentraciones finales de los compuestos afiadidos. Por otro lado,
en un vial ambar se prepard la fase inorgdnica, afnadiendo 25 pL de HSPC y 400 uL de CLS-PEG-Tf en 3000
puL de EtOH al 4%, manteniendo la mezcla bajo agitacidon constante (200 RPM) y a 65 °C. Una vez listas
ambas fases, la fase organica se incorporé gota a gota sobre la fase inorganica. Posteriormente, se
anadieron 4800 ul de agua Mili-Q. La solucidn resultante se sometidé a sonicacion durante 5 min en un
bafio ultrasdnico (serie MH 2800, Branson Ultrasonics, EUA). Finalmente, las suspensiones de NPs se
sometieron a lavados con filtros Microsep™ Advance de 10 kDa y se centrifugaron a 12,000 x g, con el
objetivo de eliminar moléculas libres y concentrar las NPs en un volumen final de 800 pL, el cual fue

recuperando para su posterior caracterizacién y aplicacion en experimentos correspondientes (Figura 15).
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Figura 15. Metodologia utilizada para la sintesis de nanoparticulas hibridas polimero-lipido (NPs). La fase organica se
agrega en forma de goteo a la fase inorganica a 65°C a una agitacion constante, posteriormente se agrega agua Mili
Q. La solucidn es sonicada por 5 min y se realizan lavados por centrifugacion para obtener las NPs. PLGA: poli (acido
lactico-co-glicdlico). HSPC: lecitina de soya hidrogenada. CD: puntos de carbono. Tf: transferrina. CLS-PEG-Tf:
colesterol pegilado conjugado con transferrina. EtOH: etanol. Creado en Biorender.
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2.4 Caracterizacion de las nanoparticulas hibridas polimero-lipido

2.4.1 Espectroscopia por transformada de Fourier (FTIR)

Se empled espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, por sus siglas en inglés) para
analizar la composicién quimica de las NPs. El andlisis se llevé a cabo utilizando un espectrofotémetro Cary
630 (Agilent Technologies, EUA) en modo de ATR, con un rango espectral de 4000 a 500 cm™, una
resolucion de 2 cm™ y 16 escaneos. Las NPs se evaluaron en su forma liofilizada, mientras que la Tf, el CLS-

PEG-COOH, el CLS-PEG-Tf, la HSPC, el PLGA y los CD fueron analizados en forma de polvo.

2.4.2 Dispersion dinamica de luz (DLS)

El didmetro hidrodinamico, el indice de polidispersidad (PDI, por sus siglas en inglés) y el potencial Zeta (7)
de las NPs se determinaron mediante el DLS en un Zetasizer Nano-Zs (Malvern Instruments, Reino Unido).
Para el analisis de tamafio hidrodindmico y potencial {, se empled una celda DTS1070, considerando un
indice de refraccién de 0.142 y agua como medio dispersante. Se cargaron 200 uL de cada formulacién de
NPs, y por muestra se realizaron tres mediciones independientes, cada una con 10 corridas de 10

segundos. Se reportd el promedio de cada parametro.

2.4.3 Intensidad de fluorescencia de los CD

La emision fluorescente de los CD se evalud en un espectrofluorometro Hitachi F-7000 (modelo 5J1-0003).
Los CD se disolvieron en PBS (5 mg/mL). El espectro de excitacidn se obtuvo a una longitud de emision de
470 nm, mientras que el espectro de emisidn se registré en el rango de 400-700 nm, con una longitud de

excitacion de 370 nm.

2.5 Encapsulamiento de Sonlicromanol y CD en las nanoparticulas hibridas

La absorbancia del Sonlicromanol se determind en un espectrofotometro UV-Vis Cary 60 (Agilent

Technologies, EUA). Para la cuantificaciéon, se generd una curva de calibracion en un rango de 2 a 20 uM,



28

disolviendo el compuesto en PBS, y midiendo la densidad dptica (D.0.) a 288 nm en un lector de placas

Epoch (BioTek, EUA).

De forma anéloga, se realizé una curva de calibracion de los CD en un rango de 2 a 20 pg/mL, registrando

la intensidad de emisidn del espectrofluorémetro, con una longitud de onda de excitacion de 370 nm.

Para determinar la concentracion encapsulada de Sonlicromanol y CD en las NPs, se empled un kit de mini
didlisis de 8 kDa de MWCO (Cytiva, EUA; 80648432). Se recuperaron los 800 uL de NPs recién sintetizadas
dentro de la membrana de diélisis, la cual se sumergié en un vaso precipitado con 1600 pL de PBS como
medio externo de liberacidn, asegurando que la membrana no tuviera contacto directo con el vaso.
Posteriormente, el sistema se incubd a 37 °C, con agitacion constante (120 RPM) para simular condiciones

fisioldgicas.

Tras 24 h de incubacién, se recolectaron muestras del medio externo para cuantificar la liberacion de
compuestos liberados. La concentracién de Sonlicromanol se midid en el lector de placas Epoch a 288 nm,
mientras que la cuantificacion de CD encapsulados se realizé mediante el espectrofluorémetro, con una

excitacion a 370 nm (Figura 16). Todos los ensayos se llevaron a cabo por triplicado.

La concentracién de los compuestos se obtuvo a partir de la siguiente formula:

D. O-encapsulado =D. O'muestra_ D. O'Control (1)

donde D.O.muestra €5 |0 que se obtuvo en la lectura de la muestra menos la lectura de las NPs vacias el cual
se utilizd como control (D.O.control), para posteriormente aplicar la ecuacidon obtenida de la curva de
calibracion, y determinar la fraccidon de Sonlicromanol y de CD que fue incorporados exitosamente en las

nanoparticulas.

Para obtener el porcentaje encapsulado de Sonlicromanol y CD se utilizé la siguiente ecuacion:

C
Eficiencia de encapsulamiento (%) = (C_D> x 100 (2)
T

donde Cp es la concentracion detectada del Sonlicromanol y de los CD, y Cr es la concentracion total de

cada compuesto utilizado para la sintesis.
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2.6 Perfil de liberacion de Sonlicromanol y CD en las nanoparticulas hibridas

El perfil de liberacién se evalud utilizando el kit de mini dialisis de 8 kDa de MWCO, bajo las mismas

condiciones descritas en el ensayo de encapsulamiento. Se recolectaron muestras del medio externo en

diferentes intervalos de tiempo: 0.5 h,1h,2h,3 h,4 h, 6 h, 8 hy 24 h. La cuantificacién se realizd en un

lector de placas Epoch, registrando la absorbancia a 288 nm (Figura 16). Cada ensayo se llevé a cabo por

triplicado. Posteriormente, se aplicé la ecuacidn (1) para cada formulaciéon que contenia uno o ambos

compuestos. En el caso especifico de las NPs S, se utilizé adicionalmente la ecuacidn (3):

n

C
Liberacion de Sonlicromanol (%) = (C_) x 100
T

donde C, es la concentracién liberada del Sonlicromanol (LM) a un tiempo determinado.

A=288nm
' Deteccidén de
. Sonlicromanol
J37c } s liberado
X 24h / -
800 L . 120 RPM ) /
NPs
00t | ° = e Deteccion de
PBS 1X p— bl : CD liberado
Las NPs se colocan ., s =
dentro de la membrana Incubacion en un Recoleccion de Aex = 370 nm

agitador orbital muestras

Figura 16. Metodologia utilizada para eficiencia de encapsulacién y perfil de liberacién de las nanoparticulas hibridas
polimero-lipido (NPs). Las NPs recién sintetizadas son colocadas dentro de la membrana de dialisis y son incubadas
en un agitador orbital durante 24 h en el caso del ensayo de encapsulacion, mientras que en el perfil de liberacion se
dej6 0.5 h,1h,2h,3h,4h,6h,8hy24ha37°C. Se recolectan las muestras y son analizadas para detectar la

concentracion de los compuestos. Creado en Biorender.

2.7 Cultivo celular y estudios de viabilidad celular

2.7.1 Cultivo de células hepaticas humanas (HepG2)

Se realizaron pruebas preliminares con diferentes concentraciones de Sonlicromanol empleando

hepatocitos humanos de carcinoma HepG2 (Addexbio Technologies, EUA; C0015002), derivados de un
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joven caucasico de 15 afios. Las células se cultivaron en placas de 100 mm utilizando medio de Eagle
modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés) (Gibco, EUA; 10569010), suplementado con 10%
de suero fetal bovino (SFB) y 1% de antibidtico-antimicético (A/A). Las placas se mantuvieron en
incubacién a 37 °C con una atmdsfera controlada de 5% de CO,, reemplazando el medio cada dos dias
hasta alcanzar una confluencia del 80%. Una vez alcanzada dicha confluencia, las células fueron tratadas
con 0.25% de tripsina-EDTA para su desprendimiento y posteriormente sembradas en una placa de 96
pozos, a una densidad de 2x10* cel/pozo. Finalmente, se dejaron en incubacidn durante 24 h para permitir

la adecuada adhesién de las células antes de iniciar los experimentos.

2.7.2 Prueba preliminar de viabilidad celular por MTT con HepG2

El ensayo de viabilidad celular con bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) permite
estimar la actividad metabdlica de las células vivas. Este método se basa en la reduccidon enzimatica de la
sal de tetrazolio a cristales de formazan de color azul purpura, lo cual constituye una herramienta util para

evaluar la citotoxicidad inducida por distintos tratamientos en cultivos celulares in vitro (Grela et al., 2018).

En este estudio, el ensayo MTT se utilizd como prueba preliminar para evaluar la citocompatibilidad del
Sonlicromanol en células HepG2. Una vez sembradas e incubadas durante 24 h en la placa de 96 pozos, las
células fueron tratadas con distintas concentraciones del compuesto bioactivo libre. Para ello, se retir6 el
medio a cada pozo y se reemplazé por 100 uL de medio fresco que contenia Sonlicromanol a

concentraciones de 0.02, 2, 20 y 200 uM. Posteriormente, la placa se incubé durante 24 h.

Transcurrido este tiempo, se retird el medio y se realizaron lavados con 100 puL de PBS 1X para eliminar
cualquier residuo. Después, se anadieron 90 pL de medio fresco y 10 pL de solucién MTT (Sigma-Aldrich,
EUA; M5655) a una concentracidn de 5 mg/mL a cada pozo. La placa se incubd durante 4 ha 37 °Cy 5%
de CO,. Posteriormente, se agregaron 100 pL de acido clorhidrico (HCl) 0.01 M con dodecilsulfato sédico
(SDS) al 10%, y se incubd por 18 h para permitir la solubilizacion de los cristales de formazan. Finalmente,
la absorbancia se midié a 570 nm en el espectrofotdmetro de placas Epoch. El porcentaje de viabilidad

celular se calculé utilizando la ecuacion (4):

D. O-muestra_ D. O-blanco

Viabilidad celular (%) = ( ) x 100 (4)

D. 0-control — D. O-blanco
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donde D.O.muestra €5 €l valor de la absorbancia de los pozos con células tratadas, D.O.control €S €l valor de la
absorbancia de las células sin tratar y D.O.pianco €5 €l valor de la absorbancia de los pozos sin células y que

contiene medio y la solucién de MTT.

2.7.3 Cultivo de astrocitos de rata

Los astrocitos de rata (IXCells Biotechnologies; RA-005) se cultivaron en medio basal de astrocitos
suplementado con 10% de SFB, 1% de A/A y el suplemento de crecimiento de astrocitos (IXCells
Biotechnologies, MD-0039). Las células fueron cultivadas en una placa 100 mm e incubadas a 37 °Cy 5%
de CO,, y el medio se reemplazé periddicamente hasta alcanzar una confluencia deseada (80-90%). Una
vez alcanzada la confluencia, las células se desprendieron con 0.25% tripsina-EDTA y se sembraron en una
placa de 96 pozos a una densidad de 1x10* cel/pozo. Posteriormente, se incubaron durante 24 h para

permitir su adecuada adhesién a la placa.

2.7.4 Ensayo de viabilidad celular por MTT con astrocitos de rata

En este ensayo se evaluaron las concentraciones de 100 y 500 ng/mL de LPS, siguiendo el procedimiento

de MTT descrito en la seccion 2.7.2.

Tras determinar la concentracién dptima de LPS para la activacion de los astrocitos de rata y una vez que
las células fueron sembradas en una placa de 96 pozos, se estimuld 500 ng/mL de LPS en 100 pL de medio
durante 24 h. Transcurrido este periodo, el medio se retird y se realizaron lavados con 100 uL de PBS 1X.
Posteriormente, se evaluaron diferentes condiciones de tratamiento que incluyeron compuestos libres
(Sonlicromanol a 0.1, 1, 10 y 100 uM, y CD a 100, 200 y 300 ug/mL), combinaciones de Sonlicromanol en
las concentraciones mencionadas con CD a 200 pg/mL, concentraciones encapsuladas en NPs (6.81 uM de
Sonlicromanol y 6 y 9 ug/mL de CD), asi como distintas formulaciones de NPs (NPs vacias, NPs S, NPs CD y
NPs CD-S) en concentraciones de 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 y 1 mg/mL. Cada tratamiento se incubd durante 24 h

Yy, posteriormente, se siguid el mismo procedimiento de viabilidad celular descrito en la seccién 2.7.2.
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Capitulo 3. Resultados y discusion

3.1 Pruebas preliminares en células HepG2 expuestas a distintas

concentraciones de Sonlicromanol

Se llevaron a cabo pruebas preliminares en hepatocitos con el objetivo de determinar el intervalo de
concentraciones seguras del Sonlicromanol (Figura 17). La linea celular HepG2 fue seleccionada por su
relevancia en el metabolismo hepatico y el efecto de primer paso, ya que los compuestos administrados
por via oral son absorbidos en el intestino y transportados directamente al higado, donde pueden ser
metabolizado o eliminados antes de alcanzar la circulacion sistémica (S. Lin & Smith, 2010). Por ello, resulta
adecuado evaluar la citotoxicidad del compuesto con estas células, ya que el higado es el primer 6rgano
en recibir concentraciones del farmaco tras su absorcién y sigue siendo clave para su eliminacién, incluso
cuando se administra por via parenteral. Después 24 h de incubacién con las concentraciones de 0.02, 2,
20y 200 uM de Sonlicromanol en HepG2, se demostré que el rango de 0.02 a 2 uM resulté citocompatible,
con porcentajes de viabilidad celular mayor al 70%. De acuerdo con la ISO 10993-5, un material se
considera citotdxico cuando la viabilidad celular del cultivo desciende por debajo del 70% (International
Organization for Standardization, 2009). Por lo tanto, los resultados sugieren que, dentro de este rango de

concentracién, el Sonlicromanol no interfiere con la viabilidad de los cultivos celulares HepG2.
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Figura 17. Porcentajes viabilidad celular en células hepaticas HepG2 a diferentes concentraciones de Sonlicromanol
durante 24 h. La linea punteada sefiala el valor limite de viabilidad celular definido por la ISO 10993-5 para clasificar
una muestra como no citotdxica. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media (), n = 3 por
grupo. Datos analizados estadisticamente mediante ANOVA de una via utilizando el analisis a posteriori de Tukey,
con p < 0.05. Las diferencias significativas estan representadas como: ns (no significativo), *p < 0.05, ***p < 0.001 y
***¥*p < 0.0001. Sonlicromanol es citocompatible en concentraciones de 0.02 y 2 uM. CTRL: células sin tratamiento.
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Aungue la concentracién de 20 uM de Sonlicromanol mostré una viabilidad celular promedio de 68.69 +
3.02%, ligeramente inferior al umbral del 70%, se selecciond para los ensayos de encapsulacion y
posteriores experimentos. Esta decisidon se basd en la consideracidn de que la eficiencia de encapsulacién
no seria del 100% y, en consecuencia, la liberacion progresiva del fdrmaco desde las nanoparticulas podria

atenuar la citotoxicidad, al limitar la exposicién del compuesto libre a las células.

3.2 Conjugacion de CLS-PEG-COOH y Tf

La conjugacion del CLS-PEG-COOH con Tf se confirmdé mediante analisis FTIR, obteniéndose los espectros
de los materiales individuales y del conjugado (Figura 18). El CLS-PEG-COOH presentd picos de
estiramiento correspondientes a los enlaces carbonilo (C=0) en 2882 cm™y 1110 cm™ (Asadi et al., 2011;
Yang et al., 2008). En el caso de la Tf, se identificaron tres picos caracteristicos: uno a 1547 cm™, asociado
a la amida II; otro a 1647 cm™, correspondiente a la amida I; y, por ultimo a 3226 cm™, atribuido al
estiramiento del enlace amina (N-H) (Ramalho et al., 2023). Estas sefales también se observaron en el
espectro del CLS-PEG-Tf, mientras que estuvieron ausentes en el CLS-PEG-COOH, confirmando asi la

conjugacion (Silvestre Martinez, 2024; Vargas-Barona et al., 2024).

—— Transferrina
—— CLS-PEG-COOH
— CLS-PEG-Tf

=== — - 1647
= - - - - -1542

Transmitancia (%)

] 1 L 1 e 1 * 1 L 1 L 1 & 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Longitud de onda (cm™)

Figura 18. Espectros de FTIR de 4000 a 500 cm™ de los compuestos de: a) Transferrina (Tf), b) CLS-PEG-COOH y c)
CLS-PEG-Tf. La conjugacion de CLS-PEG-COOH y Tf se confirmé mediante FTIR, ya que el espectro de CLS-PEG-Tf se
observaron tres sefiales correspondientes de Tf (1542 cm™®, 1647 cm-ty 3226 cm'?), lo cual indica la unidn covalente
de ambos compuestos. Tf: transferrina. CLS-PEG-COOH: colesterol pegilado con grupos carboxilicos. CLS-PEG-Tf:
colesterol pegilado conjugado con transferrina.
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Con base en estos resultados, se confirma la formacion del conjugado CLS-PEG-Tf, evidenciada por la
aparicidn de bandas caracteristicas atribuibles a la Tf en el espectro del compuesto final. Esta conjugacion
fue posible mediante la activacién de grupos carboxilo terminal del CLS-PEG-COOH, que posteriormente
reaccionaron con los grupos amina primarios presentes en la Tf mediante la formaciéon de un enlace amida.
Esta modificacion es particularmente relevante, ya que la presencia Tf permitirad dirigir a la NPs hacia el
TfR, uno de los blancos mas utilizados en la BHE para favorecer la entrega eficiente de compuestos

terapéuticos al cerebro mediante transcitosis mediada por receptores (Johnsen et al., 2019).

3.3 Caracterizacion de nanoparticulas hibridas polimero-lipido

3.3.1 Composicién quimica por medio de Espectroscopia Infrarroja por Transformada

de Fourier (FTIR)

Se realizd un andlisis por FTIR con el fin de identificar los grupos funcionales presentes en las NPs
obtenidas. Para ello, se obtuvieron los espectros de referencia de los compuestos individuales (PLGA, CLS-

PEG-Tf, HSPCy CD) y de los nanoacarreadores desarrollados (Figura 19)

En el espectro de PLGA se identificaron bandas caracteristicas asociadas a su estructura quimica. Se
observé una sefial a 1085 cm™, correspondiente al estiramiento del éster (C-O-C), asi como picos atribuidos
a los grupos metilo (C-H) en 1383 y 1420 cm®. Ademas, se registré una sefial intensa en 1750 cm?,
relacionada con el estiramiento del grupo carbonilo (C=0), y bandas asociadas a los estiramientos de los

grupos CH, CH, y CHs entre 2900 y 3000 cm ! (Saka et al., 2020).

En el espectro HSPC se detectaron bandas caracteristicas relacionadas con las vibraciones de estiramiento
y flexién de los enlaces C-H de las cadenas largas de los acidos grasos, observadas a 2920 cm™?, 2851 cm™?
y 1468 cm™. También se encontraron sefiales del grupo fosfato, como las vibraciones de estiramiento del
enlace P=0 a 1241 cm y la vibracién del enlace P-O-C a 1065 cm™™. Finalmente, se identificé una banda a

722 cm’, atribuida a la vibracién del grupo colina N*(CHs)s (Miatmoko et al., 2023; Zhao et al., 2019).

En el espectro de los CD se observaron sefiales en 1549 y 1384 cm™, asociadas a vibraciones caracteristicas
de grupos carbonilo (C-O-H). Estas sefiales son consistentes con la presencia de grupos carboxilos en la

superficie de los CD (Guzman Uribe, 2022).
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Finalmente, en las formulaciones de NPs (NPs vacias, NPs S y NPs CD-S) se identificaron las sefiales
correspondientes de cada uno de sus componentes. Las NPs mostraron picos caracteristicos de PLGA a
1085 cm™ y 1750 cm™, asociados al grupo éster y al carbonilo, respectivamente. En el caso del HSPC, se
observaron las bandas de 2920 cm™ y 2851 cm, relacionadas con las cadenas de acidos grasos; mientras
que para el CLS-PEG-Tf se detectaron las sefiales en 1542 cm™, 1647 cm™ y 3226 cm™, asignadas a las
vibraciones de la amida Il, amida | y el grupo amina, respectivamente. Estos resultados confirman la
presencia de los componentes estructurales en las formulaciones de NPs, lo que respalda la correcta
incorporacién de los materiales base durante la sintesis. Cabe sefialar que no se observaron bandas
atribuibles de los CD en los espectros de las formulaciones de NPs, lo que sugiere que sus sefiales no fueron
tan predominantes debido a que se encuentran traslapados con las sefiales de los componentes
mayoritarios como son el PLGA, HSPC y CLS-PEG-Tf. Esto podria indicar que los CD permanecen retenidos

en el sistema, aunque en menor proporcion relativa del espectro global.

——— NPs Vacias
—— NPs S
—— NPs CD-S
— PLGA
—— CLS-PEG-Tf
—— HSPC

CD
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Figura 19. Espectros de FTIR de 4000 a 500 cm™ de los compuestos de: a) NPs vacias, b) NPs S, c) NPs CD-S, d) PLGA,
e) CLS-PEG-Tf, f) HSPCy g) CD. A partir de FTIR se pudo confirmar que las NPs contaban con picos caracteristicos de
PLGA (1085 cm™y 1750 cm™?), CLS-PEG-Tf (1542 cm™, 1647 cm™y 3226 cm™) y HSPC (2920 cm™ y 2851 cm™). NPs S:
nanoparticulas cargadas con Sonlicromanol. NPs CD-S: nanoparticulas cargadas con puntos de carbono y
Sonlicromanol. PLGA: poli (acido lactico-co-glicélico). CLS-PEG-Tf: colesterol pegilado conjugado con transferrina. Tf:
transferrina. HSPC: lecitina de soya hidrogenada. CD: puntos de carbono.
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3.3.2 Diametro hidrodinamico, indice de polidispersién (PDI) y potencial zeta ()

mediante dispersidon dinamica de luz (DLS)

Con el fin de evaluar las propiedades fisicoquimicas de las NPs, se llevd a cabo un analisis mediante DLS,
qgue permitido medir el diametro hidrodinamico, el PDly el potencial T (Tabla 1), pardmetros fundamentales
para caracterizar la estabilidad y la uniformidad de las NPs. Ademads, el conocimiento de estas propiedades
ayuda a garantizar que las NPs cumplan con los requisitos necesarios para aplicaciones terapéuticas

seguras y eficaces.

El didmetro hidrodindmico obtenido de NPs S, NPs CD y NPs CD-S fue de 124.6 £ 0.3 nm, 103.6 £ 0.7 nmy
106.2 + 4.1 nm, respectivamente, evidenciando una reduccién de tamafio en comparacién de las NPs
vacias (168.2 + 2.6 nm). Se ha reportado que un aumento de hidrofobicidad de los compuestos
encapsulados en las NPs puede favorecer la formacién de diametros hidrodinamicos reducidos (Silvestre
Martinez, 2024; Tahir et al., 2019). En este sentido, el Sonlicromanol, al presentar una estructura con
dominios aromaticos, puede considerarse predominantemente hidrofdbico, lo que explicaria la reduccion
de tamafio observada en las NPs S. Por otro lado, los CD, al poseer grupos carboxilicos que desprotonan a
pH de 7.4 en PBS, adquieren carga negativa y aumentan su hidrofilicidad, actuando como estabilizantes.
Se ha demostrado que los grupos cargados e hidrofilicos contribuyen a mantener diametros reducidos en
nanoparticulas poliméricas (Rosiuk et al., 2019; Silvestre Martinez, 2024). Este efecto justificaria el menor
tamanfio de las NPs CD y NPs CD-S, probablemente debido a repulsiones electrostaticas entre particulas
durante el proceso de autoensamblaje, lo cual favorece la formacidn de nudcleos mds pequefios. En
conjunto, estos hallazgos sugieren que la reduccién del didametro hidrodinamico de las NPs esta
directamente relacionada con la afinidad quimica de los compuestos encapsulados y los materiales de la
matriz. Cabe destacar que todos los sistemas desarrollados cumplen con el rango éptimo de 10 a 200 nm

para la administracién de compuestos bioactivos (Dhanasekaran et al., 2018).

El indice de polidispersidad (PDI) es un pardmetro que refleja la homogeneidad de la distribucién de
tamanfios. Valores iguales o inferiores a 0.1 indican una distribucidon altamente uniforme y estrecha,
mientras que un PDI igual o menor 0.3 son considerados dptimos, ya que indica una poblacion homogénea
del nanoacarreador. Adicionalmente, valores menores a 0.5 estan dentro de los limites aceptables
(Onugwu et al., 2022; S. Zhang & Wang, 2023). En este estudio, se obtuvieron valores de PDI de 0.240 para
las NPs vacias, 0.265 para las NPs S, 0.224 para las NPs CD y 0.306 para las NPs CD-S. Estos resultados
indican que las NPs poseen una distribucion de tamafio uniforme y dentro de los rangos adecuados, lo que

respalda su potencial para su aplicacién como sistema de entrega.
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El potencial {es un parametro que refleja la carga superficial de la nanoparticula, dependiendo del material
de composicién de las nanoparticulas, estas tienen naturalmente una carga superficial, que puede
modificarse por factores que se encuentren en su superficie (Oztiirk et al., 2024). Se obtuvieron valores
de potencial { para las NPs vacias de -23.2 £ 0.8, para las NPs Sde -32.1 £+ 0.9, NPs CD de -25.3 £+ 1.1y NPs
CD-S de -36.7 + 1.1. Se observd un cambio significativo en las formulaciones que contienen Sonlicromanol,
sugiriendo que este farmaco, al ser mayoritariamente hidrofébico, se localiza principalmente en la capa
lipidica, modificando la carga superficial (Tahir et al., 2019). De manera general, valores de potencial T
mayores a + 25 mV o menores a — 25 mV se asocian con una estabilidad coloidal, ya que las repulsiones
electrostaticas reducen la tendencia de aglomeracion (Y. Wang et al., 2025). Ademas, entre las
caracteristicas fisicoquimicas de los nanoacarreadores, la carga superficial es uno de los factores clave para
la toxicidad. Estudios in vitro e in vivo han demostrado que nanoparticulas con un potencial  positivo
suelen ser mas toxicas que aquellas con carga negativa, lo cual se atribuye a su una mayor capacidad de
interaccion con la membrana celular. Estas interacciones, mediadas por fuerzas electrostaticas atractivas
con fosfolipidos o proteinas de membrana cargadas negativamente, favorecen una captacion celular
elevada lo que puede inducir lisis, fuga de componentes intracelulares y, eventualmente, muerte celular.
En contraste, los nanomateriales con carga negativa, al compartir la misma polaridad que la membrana,
presentan una menor afinidad electrostatica, lo que los hace menos citotdxicos (Augustine et al., 2020;

Herdiana et al., 2022; Weiss et al., 2021).

Tabla 1. Diametro hidrodinamico, PDI y potencial { obtenido del analisis de DLS de las distintas formulaciones, todas
suspendidas con agua Mili Q. La incorporacion del Sonlicromanol y CD, reducen el tamafio de las NPs. NPs S:
nanoparticulas cargadas con Sonlicromanol. NPs CD: nanoparticulas cargadas con puntos de carbono. NPs CD-S:
nanoparticulas cargadas con puntos de carbono y Sonlicromanol.

Nanoparticulas Diametro hidrodinamico (nm) PDI Potencial T (mV)
NPs vacias 168.2+2.6 0.240 -23.2+0.8
NPs S 1246 +£0.3 0.265 -32.1+0.9
NPs CD 103.6 £+ 3.7 0.224 -253+1.1
NPs CD-S 106.2+7.1 0.306 -36.7+1.1

3.3.3 Encapsulacién de los compuestos bioactivos

La absorbancia del Sonlicromanol se determind mediante espectroscopia de UV-vis, identificando un pico
de maxima intensidad de 288 nm, a partir del cual se elaboré su curva de calibracién (Figura 20 (a)). En el

caso de los CD, la curva de calibracién se realizé con base en la intensidad de fluorescencia obtenida
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mediante espectroscopia de fotoluminiscencia, utilizando una longitud de onda de excitacién de 370 nm

(Figura 20 (b)).
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Figura 20. a) Curva de calibracién de Sonlicromanol obtenida mediante el lector de placas EPOCH (n=3). El recuadro
muestra el espectro UV-Vis del Sonlicromanol, en el cual presenté absorcion a una longitud de onda de 280 nm vy
también se presenta la ecuacién de la recta obtenida de la curva de calibracién como su valor de R2. b) Curva de
calibracién de CD obtenida a partir de espectroscopia de fotoluminiscencia. El recuadro muestra el espectro de
fotoluminiscencia de distintas concentraciones de CD y también se presenta su ecuacidn de la recta obtenida de la
curva de calibracién, asi como su valor de R?. CD: puntos de carbono.

De lo anterior se obtuvo la ecuacion (5) para la cuantificacion del Sonlicromanol:

Absorbancia,gg pm + 0.001756
0.001323

Concentracion de Sonlicrimanol (uM) =

Y ademads que se establecid la ecuacién (6) para determinar la concentracién de los CD:

Intensidad de fluorescencia + 2.069
5.179

Concentracion de CD (ug/mL) = (6)

La encapsulacion del Sonlicromanol en las NPs S alcanzdé un valor de 6.81 + 0.29 uM, correspondiente a un
porcentaje de encapsulacion de 34.07 + 2.44%. En el caso de la coencapsulacion (NPs CD-S), no fue posible
detectar el Sonlicromanol mediante espectrofotometria UV-Vis debido a la interferencia generada por los
CD. Cabe destacar que los CD, dependiendo de su fuente de carbono y del método de sintesis empleado,
pueden presentar diferentes respuestas de absorcién; sin embargo, tienden a presentar una fuerte

absorcién en la regién ultravioleta (200-400 nm), que coincide con la zona espectral en la que también
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absorbe el Sonlicromanol (288 nm) (J. Liu et al., 2020). A pesar de esta superposicién espectral, la presencia
de Sonlicromanol en las NPs CD-S se infiere a partir del aumento en la negatividad del potencial ¢, en
comparacién con las formulaciones que no contienen el farmaco (NPs vacias y NPs-CD), lo que constituye

evidencia indirecta de su encapsulacion.

En cuanto a la encapsulacion de CD, las NPs CD alcanzaron un valor de 9.08 + 0.69 pg/mL, correspondiente
aun 4.54 £ 0.35% de deficiencia de encapsulacién. Por otro lado, en las NPs CD-S se obtuvo una carga de

6.03 + 0.65 pg/mL, equivalente a un 3.02 + 0.33% de encapsulacién.

En general, el Sonlicromanol mostré una mayor eficiencia de encapsulaciéon en comparacién de los CD, lo
cual se puede atribuir a su caracter hidrofébico. Una de las principales ventajas de las NPs es que los
farmacos hidréfobos se pueden cargar facilmente, mientras que la encapsulacién de farmacos hidréfilos
resulta desafiante (Gajbhiye et al., 2023). Esto se debe, en parte, a que el método de nanoprecipitacion y
autoensamblaje empleado implica la mezcla de una solucién de PLGA y de los agentes a encapsular en un
solvente organico que se dispersa en un medio acuoso. Dicho método es mds eficiente para encapsular
moléculas hidrofdbicas; sin embargo, en el caso de compuestos hidrofilicos suelen requerirse estrategias
adicionales, como el uso de codisolventes, emulsiones dobles o técnicas de doble emulsificacion-

evaporacion de disolventes (Mukherjee et al., 2019; Tangkatitham et al., 2024).

En la Figura 21 se presenta el espectro de fotoluminiscencia correspondiente a los CD encapsulados en las

distintas formulaciones de las NPs.
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Figura 21. Espectros de fotoluminiscencia de a) NPs CD, b) NPs CD-S y b) NPs vacias. Las NPs cargadas con CD
muestran una emision a 470 nm al ser excitadas a 370 nm. NPs CD: nanoparticulas cargadas con puntos de carbono.
NPs CD-S: nanoparticulas cargadas con puntos de carbono y Sonlicromanol.
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Todas las muestras presentaron una emision caracteristica de 470 nm a una longitud de excitacién de 370
nm, confirmando la presencia de los CD tras el proceso de encapsulaciéon (Guzman Uribe, 2022; Silvestre
Martinez, 2024). Aunque las formulaciones conservaron dicha emisidon caracteristica, se observaron
diferencias en la intensidad de fluorescencia, atribuibles a variaciones en la eficiencia de encapsulacién.
Ademas, la conservacion de la sefial de emision indica que la fluorescencia intrinseca de los CD no se ve

afectada por el proceso de encapsulacion

3.3.4 Perfil de liberacion de Sonlicromanol

Se midid la absorbancia a 288 nm de las tres formulaciones (NPs S, NPs CD y NPs CD-S) para evaluar su
perfil de liberaciéon (Figura 22). Aunque la curva de calibracién permitié cuantificar el Sonlicromanol en las
NPs S, en las formulaciones que contenian CD (NPs CD y NPs CD-S) la absorbancia también incluyé
contribuciones adicionales de estos nanomateriales, lo que impidié una cuantificacion exacta del
Sonlicromanol. No obstante, las diferencias registradas en la absorbancia permitieron identificar

tendencias relativas de liberacion entre las formulaciones.

Los resultados obtenidos mostraron que las NPs CD presentaron la absorbancia mas alta durante todo el
ensayo, atribuible a su mayor carga de CD en comparacion de NPs CD-S. Su curva alcanzé una meseta a las
8 h, lo que podria representar la liberacion completa de los CD. En el caso de las NPs CD-S, la curva mostré
una intensidad intermedia, con una deteccidn tardia a partir de la primera hora, en contraste con las NPs
CD y de NPs S, que mostraron liberacion detectable desde la media hora. Esta diferencia podria deberse a
interacciones entre el Sonlicromanol y CD, las cuales modificarian la cinética de liberacion y contribuirian
a la estabilizacion de la formulacién. Al igual que las NPs CD, esta formulacidn alcanza su meseta a las 8 h,
la liberacién total de su contenido. El hecho de que esta curva no alcanzara los mismos niveles de las NPs
CD se justifica por la menor concentracién de los CD encapsulados. Finalmente, las NPs S presentaron
valores bajos de absorbancia a lo largo del andlisis, debido a la ausencia de los CD, sin embargo, su

incremento progresivo evidencid la liberacidn del Sonlicromanol.

Adicionalmente, se elaboré un perfil de liberacion de Sonlicromanol expresado en porcentaje, que
permitid describir con mayor detalle el comportamiento de liberacién del fdrmaco por las NPs S. Se
observé una liberacidn rdpida durante las primeras 2 h, alcanzado en promedio el 80%. Posteriormente,
la liberacion se aproxima al 100% a las 6 h; no obstante, entre las 2 h y 6 h no se registraron diferencias

estadisticamente significativas, lo que sugiere que el contenido total del Sonlicromanl se libera
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principalmente en las primeras 2 horas. Este comportamiento podria atribuirse a una alta carga superficial
del compuesto en la superficie de las NPs, lo que favorece una liberacidn inicial acelerada, conocida como
liberacion estallido. Este tipo de liberacidn se caracteriza por la liberacidon rapida de una fraccién
considerable del principio activo en un periodo corto de tiempo (Bhattacharjee, 2021). Este estallido inicial
del farmaco es generalmente indeseable, ya que acorta la duracidén total del efecto terapéutico del
farmaco, y una liberacién excesiva del estallido puede incluso causar toxicidad y plantear asi un problema
de seguridad, especialmente en sistemas que buscan una liberacién controlada del principio activo (Yoo &

Won, 2020).
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Figura 22. Absorbancia a 288 nm como indicador de la liberacién de los compuestos (n=3). El recuadro muestra el
perfil de liberacion del Sonlicromanol expresado en porcentaje de las NPs S. Las absorbancias obtenidas de las tres
formulaciones mostraron diferentes tendencias: siendo las NPs CD y NPs CD-S donde no tuvieron un cambio de
absorbancia después de las 8 h, sugiriendo la liberacidn total de los compuestos, mientras que el perfil de liberacion
expresado en porcentaje muestra que las NPs S presentaron una liberacidn tipo estallido, ya que la liberacion total
fue a las 2 h. NPs S: nanoparticulas cargadas con Sonlicromanol. NPs CD: nanoparticulas cargadas con puntos de
carbono. NPs CD-S: nanoparticulas cargadas puntos de carbono y Sonlicromanol.

3.4 Pruebas de viabilidad celular por MTT en astrocitos de rata

Los astrocitos de rata fueron adquiridos en IXCells Biotechnologies (10RA-005). Tras 24 h de activacion, las
células alcanzaron una confluencia aproximada del 35%, presentaron una adecuada adherencia a la
superficie de la placa y comenzaron a desarrollar su morfologia caracteristica: una forma estrellada

compuesta por un cuerpo celular con prolongaciones alargadas que facilitan el contacto con otros
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astrocitos (Figura 23 (a)). Estas caracteristicas morfoldgicas son consistentes con lo esperado en esta etapa

y representan un indicador positivo en el estado del estado del cultivo.

Conforme avanzaron los dias, la densidad celular aumentd progresivamente. Para la realizacién del ensayo
de viabilidad, se trabajo con astrocitos en una confluencia de 80-90% (Figura 23 (b)), alcanzada
aproximadamente a los 14 dias, con cambios de medio cada 2 dias. Una vez lograda esta confluencia, las
células son tripsinizadas y sembradas en placa de 96 pozos, donde se llevaron a cabo los ensayos de

viabilidad mediante la técnica de MTT.

Figura 23. Cultivo de astrocitos de rata (IXCells Biotechnologies 10RA-005): a) Astrocitos de rata 24 h después de la
siembra, con baja densidad celular. Amplificacién 4x; barra de escala: 1000 um. El recuadro es un acercamiento de
las células mostrando morfologia caracteristica de los astrocitos con prolongaciones. Amplificacion 10x; barra de
escala: 400 um. b) Cultivo de astrocitos con una confluencia aproximada del 80%. Amplificacién 4x; barra de escala:
1000 pm.

3.4.1 Citocompatibilidad con LPS y compuestos libres

La activacién de astrocitos mediante LPS puede inducir con una amplio rango de concentraciones,
generalmente entre 10 ng/mL a 1000 ng/mL (Hansson et al., 2016; Ling et al., 2021; H. Liu et al., 2017;
Tang et al., 2021). Con el fin de seleccionar una concentracién adecuada que no genere citotoxicidad, se
realizd un ensayo preliminar de viabilidad celular para determinar la dosis adecuada para inducir
inflamacidén en los astrocitos de rata. Estudios previos han demostrado que, si bien concentraciones de 10
ng/mL y 100 ng/mL no generan efectos citotdxicos, dosis elevadas de 1000 ng/mL, pueden reducir la
viabilidad celular (Silvestre Martinez, 2024; Vargas-Barona et al., 2024). Por ello, en este trabajo se
evaluaron 100 y 500 ng/mL (Figura 24), con el objetivo de asegurar la activacidn de los astrocitos de rata

sin inducir toxicidad.
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Figura 24. Porcentajes de viabilidad celular en astrocitos de rata estimuladas con LPS a 100 y 500 ng/mL incubados
por 24 h. La linea punteada sefiala el valor limite de viabilidad celular definido por la ISO 10993-5 para clasificar una
muestra como no citotdxica. Las barras verticales representan la desviacién estandar de la media (), n = 3 por grupo.
Datos analizados estadisticamente mediante ANOVA de una via utilizando el analisis a posteriori de Tukey con p <
0.05. Las diferencias significativas estan representadas como: ns (no significativo). Las concentraciones de LPS (100 y
500 ng/mL) no disminuyeron la viabilidad celular. CTRL: células sin tratamiento. LPS: lipopolisacarido.

Los resultados del ensayo de MTT mostraron que ninguna de las concentraciones probadas redujo la
viabilidad celular por debajo del 70%, ni presentd diferencias significativas respecto al control (células sin
tratar con LPS). Con base en ello, se selecciond la concentracion de 500 ng/mL para los experimentos
posteriores, ya que se ha reportado que esta dosis promueve mayor expresidn de factores
proinflamatorios liberados por estas células como la IL-1pB, IL-6, IL-10, y TNF-a, ademas de inducir cambios
en la morfologia de los astrocitos compatibles con un estado de reactividad (Acaz-Fonseca et al., 2019;

Ling et al., 2021).

Una vez establecida la concentracion de LPS, se evaluaron diferentes concentraciones de Sonlicromanol
(0.1,1, 10y 100 uM) y de CD (100, 200 y 300 pg/mL) en células estimuladas con LPS a 500 ng/mL (Figura
25). Las concentraciones de Sonlicromanol se seleccionaron considerando el rango cercano a la cantidad
encapsulada en las NPs, mientras que las CD se definieron a partir de la concentracidn inicial propuesta
para la encapsulacion (200 pug/mL). Dado que la eficiencia de la encapsulacion fue menor (6 y 9 ug/mL en
NPs CD y NPs CD-S, respectivamente), se evalud un intervalo mas amplio para analizar su posible efecto
bioldgico, partiendo del supuesto de que, si concentraciones elevadas no resultaban citotdxicas, las mas
bajas serian seguras. El ensayo demostré que las concentraciones 0.1 y 1 uM de Sonlicromanol

mantuvieron la viabilidad celular por encima del 70%, mientras que a 10 uM se registré un valor de 68.25
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+ 4.52% y a 100 uM una disminucion significativa hasta 52.51 + 1.26% lo que confirma un efecto dosis-
dependiente. En el caso de los CD, ninguna de las concentraciones probadas fue citotdxica; siendo las
concentraciones de 100 y 200 pg/mL las que no mostraron diferencias significativas respecto al control

(células tratadas con LPS).
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Figura 25. Porcentajes de viabilidad celular en astrocitos de rata estimuladas con LPS a 500 ng/mL, posteriormente
tratados con diferentes concentraciones de Sonlicromanol y CD durante 24 h. La linea punteada sefiala el valor limite
de viabilidad celular definido por la ISO 10993-5 para clasificar una muestra como no citotoxica. Las barras verticales
representan la desviacion estandar de la media (+), n = 3 por grupo. Datos analizados estadisticamente mediante
ANOVA de una via utilizando el analisis a posteriori de Tukey con p < 0.05. Las diferencias significativas estan
representadas como: ns (no significativo), ***p < 0.001 y ****p < 0.0001. Las concentraciones de Sonlicromanol a
0.1y 1 uM y CD a 100, 200 y 300 pug/mL no se consideran citotdxicas. LPS: células estimuladas con lipopolisacarido a
500 ng/mL. CD: puntos de carbono.

Tras realizar el ensayo de MTT con compuestos libres, las células fueron tratadas con diferentes
concentraciones de Sonlicromanol en combinacidn de una concentracién de CD (200 pg/mL) (Figura 26).
Los resultados obtenidos fueron que las combinaciones de 0.1, 1y 10 uM de Sonlicromanol con CD, fueron
citocompatibles, sin diferencia significativa respecto al control. En contraste, la concentracién de 100 uM
de Sonlicromanol y CD redujo significativamente la viabilidad celular. Diversos estudios de citotoxicidad
han demostrado que los CD presentan una toxicidad muy baja a concentraciones igual o menores de 1
mg/mL, ademds que los CD sintetizados a partir de &acido citrico generalmente se consideran

biocompatibles, lo que lo convierte en un precursor adecuado para sintetizar CD (Esfandiari et al., 2019;
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Perikala et al., 2023). Por lo tanto, su combinacién con Sonlicromanol favorece la citocompatibilidad a
concentraciones moderadas, contribuyendo a mitigar los efectos tdxicos del compuesto y, posiblemente

favoreciendo su mecanismo de accidn al preservar la viabilidad celular.
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Figura 26. Porcentaje de viabilidad en astrocitos de rata estimulados con LPS a 500 ng/mL por 24 h y posteriormente
tratados a diferentes concentraciones de Sonlicromanol con una combinacidn de 200 pg/mL por 24 h. Los signos (+)
sefialan donde se agregd la concentracion de CD, mientras que (-) es donde no se agrego. La linea punteada sefiala
el valor limite de viabilidad celular definido por la ISO 10993-5 para clasificar una muestra como no citotoxica. Las
barras verticales representan la desviacion estandar de la media (), n = 3 por grupo. Datos analizados
estadisticamente mediante ANOVA de una via utilizando el andlisis a posteriori de Tukey con p < 0.05. Las diferencias
significativas estan representadas como: ns (no significativo) y ****p < 0.0001. Las combinaciones de 0.1, 1y 10 uM
con CD (200 pg/mL) presentan una mayor viabilidad celular. LPS: células estimuladas con lipopolisacarido a 500
ng/mL. CD: puntos de carbono.

3.4.2 Citocompatibilidad de nanoparticulas hibridas polimero-lipido

Posteriormente, se llevé a cabo las pruebas de MTT las concentraciones de los compuestos encapsulados

de las NPs, asi como distintas concentraciones diferentes de NPs (Figura 27).

En el caso de los compuestos libres a las concentraciones encapsuladas (Figura 27 (a)), el Sonlicromanol
de 6.81 uM presentd una viabilidad celular de 70.82 + 0.66%. De acuerdo con la ISO 10993-5, esta
concentracién se considera citocompatible (International Organization for Standardization, 2009). Por su
parte, los CD no presentaron ningliin cambio significativo en la viabilidad en comparacion con el control, lo

que indica una adecuada citocompatibilidad para los astrocitos a estos compuestos en su forma libre.
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Figura 27. Porcentaje de viabilidad en astrocitos de rata estimulados con LPS a 500 ng/mL por 24 h y posteriormente
tratados con: a) con los compuestos libres a las concentraciones que se encapsula en las NPs, b) NPs a 1 mg/mL, c)
NPs a 0.5 mg/mL, d) NPs a 0.25 mg/mL, e) NPs a 0.1 mg/mL y f) NPs a 0.05 mg/mL, todos tratadas por 24 h. La linea
punteada sefiala el valor limite de viabilidad celular definido por la ISO 10993-5 para clasificar una muestra como no
citotdxica. Las barras verticales representan la desviacion estandar de la media (%), n = 3 por grupo. Datos analizados
estadisticamente mediante ANOVA de una via utilizando el andlisis a posteriori de Tukey con p < 0.05. Las diferencias
significativas estan representadas como: ns (no significativo), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0.0001.
Las concentraciones de 0.1 y 0.05 mg/mL, en todas las formulaciones se consideran citocompatibles. LPS: células
estimuladas con lipopolisacarido a 500 ng/mL. NPs S: nanoparticulas cargadas con Sonlicromanol. NPs CD:
nanoparticulas cargadas con puntos de carbono. NPs CD-S: nanoparticulas cargadas puntos de carbono y
Sonlicromanol.



47
En las formulaciones de NPs, las concentraciones de 1y 0.5 mg/mL (Figura 27 (b) y (c)) mostraron valores
de viabilidad celular inferiores al 70%, por lo cual se consideran no citocompatibles. A 0.25 mg/mL (Figura
27 (d)), se observé una mejora en la viabilidad de las NPs S y NPs CD-S; sin embargo, las NPs vacias y NPs
CD permanecieron citotéxicas. Aun asi, se evidencié una tendencia de incremento progresivo en la

viabilidad celular conforme disminuye la concentracién de NPs.

En concentraciones de 0.1 mg/mL (Figura 27 (e)), todas las formulaciones mostraron un aumento en la
viabilidad respecto a las concentraciones superiores, destacando NPs CD-S, que alcanzo el valor mas alto
(79.83 £ 3.37%), aunque aun con diferencias estadisticas en comparacién con el control. Finalmente, a
0.05 mg/mL (Figura 27 (f)), todas las NPs evidenciaron un aumento significativo en la viabilidad: las NPs
vacias de 76.65 = 1.90%, NPs S de 82.04 + 1.17%, NPs de CD 82.89 + 0.81% y NPs CD-S 86.66 + 2.64%. En
el caso de NPs CD-S, no se observaron diferencias estadisticas significativas con respecto al control, lo que
indica una adecuada citocompatibilidad y sugiere que esta formulacidon es bien tolerada por los astrocitos

a dicha concentracion.

La citocompatibilidad observada a bajas concentraciones de NPs podria explicarse por una menor
exposicién celular tanto al farmaco como al nanoacarreador, posiblemente debido a un efecto sinérgico
entre la reduccion de dosis y la presencia de los CD. En este trabajo se observé que la combinacién de 200
pug/mL de CD con Sonlicromanol libre favorecié la viabilidad celular, probablemente gracias a la accion
inmediata de las CD en el medio de cultivo. En contraste, en las formulaciones encapsuladas, la cantidad
de CD encapsulada en las NPs es menor y su liberacion mds gradual, lo que limitaria su efecto protector
directo sobre las células. Estos resultados demuestran la importancia de ajustar la concentracion para
garantizar biocompatibilidad y garantizar su interaccién con las células sin causar dafios en aplicaciones

terapéuticas.
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Capitulo 4. Conclusiones

En este trabajo se desarrollaron y caracterizaron nanoparticulas hibridas polimero-lipido (NPs) con
distintas formulaciones: nanoparticulas vacias, cargadas con Sonlicromanol (NPs S), con puntos de carbono
(NPs CD) y con ambos componentes (NPs CD-S). Todas las formulaciones estuvieron conformadas por

PLGA, HSPCy el conjugado CLS-PEG-Tf.

La incorporacién de los compuestos encapsulados permitid obtener NPs cargadas con un tamafio
hidrodindmico menor (NPs S: 124.6 + 0.3 nm; NPs CD: 103.6 + 3.7 nm; NPs CD-S: 106.2 + 7.1 nm), en
comparaciéon con las NPs vacias (168.2 + 2.6 nm). Todas las formulaciones presentaron una distribucion
homogénea de tamafio, con un indice de polidispersidad (PDI) menor a 0.5, y un potencial { negativo
siendo para las NPs vacias de -23.2 £ 0.8 mV, NPs S de -32.1 £ 0.9 mV, NPs CD de -25.3 + 1.1 mV y de NPs
CD-S de -36.7 + 1.1 mV. El aumento en la carga superficial observado en las NPs S y NPs CD-S, en

comparacién con las otras formulaciones, se atribuye a la presencia del Sonlicromanol en la capa lipidica.

El porcentaje de encapsulacion de Sonlicromanol en las NPs S fue de 34.07 £ 2.44%, mientras que el
porcentaje de encapsulacién de CD en las NPs CD y NPs CD-S fue de 4.54 = 0.35% y 3.02 £ 0.33%,
respectivamente. En las NPs S, la liberacién del Sonlicromanol alcanzé el 100% a las 2 h. En la formulaciéon
con coencapsulacion de CD y Sonlicromanol (NPs CD-S), la liberacion total se registré a las 8 h,

evidenciando un tiempo de liberacion mas prolongado.

En los ensayos de viabilidad celular, el Sonlicromanol libre fue citocompatible en el intervalo de 0.1a 1 uM
en astrocitos de rata estimulados con LPS, manteniendo la viabilidad celular por encima del 70%, mientras
que las concentraciones mayores a 10 uM fueron citotoxicas. La incorporacién de CD a 200 pg/mL permitid
mejorar la viabilidad celular hasta el 100% a 1 y 10 uM, ampliando asi el rango de citocompatibilidad de

0.1 hasta 10 uM.

Respecto a las NPs, dentro del intervalo evaluado de 0.05 a 1 mg/mL de NPs, las formulaciones de NPs Sy
NPs CD-S demostraron ser citocompatibles en astrocitos de rata estimulados con LPS, particularmente en
las concentraciones de 0.05, 0.1 y 0.25 mg/mL. En este rango, las NPs S mantuvieron la viabilidad celular
en82.04 +1.17%,78.16 + 2.36%y 74.24 + 3.03%, respectivamente, mientras que las NPs CD-S presentaron
valores de 86.66 + 2.64%, 79.83 £3.37% y 71.12 + 3.14%, respectivamente.
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En conjunto, los resultados obtenidos en este trabajo representan una base para el desarrollo de un
nanomaterial terandstico para la enfermedad de Alzheimer. En la siguiente etapa de investigacion de este
trabajo, se podria considerar otro método de deteccién mas sensible para el Sonlicromanol como la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Asimismo, seria relevante evaluar el efecto
antiinflamatorio de las nanoparticulas desarrolladas, con genes relacionados con la neuroinflamacién en

la enfermedad del Alzheimer, como GFAP, APP y S1003.
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