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RESUMEN

La infeccién crénica por el virus de la hepatitis B (VHB) constituye un problema de
salud publica de alcance mundial, con 254 millones de personas afectadas en
2022 y aproximadamente 1.1 millones de muertes anuales asociadas a cirrosis y
carcinoma hepatocelular. Si bien los tratamientos antivirales disponibles logran
suprimir la replicacion viral, la erradicacion de la infeccidn continda siendo
inalcanzable debido a la persistencia del ADN covalentemente cerrado circular
(ADNccc) en el nucleo de los hepatocitos infectados. Este reservorio episomal,
cuya actividad transcripcional es mantenida de manera indispensable por la
proteina viral HBx, representa el principal obstaculo terapéutico en la hepatitis B
cronica. La proteina HBx actua como regulador transcripcional multifuncional,
modula la proliferacion celular, la apoptosis y la homeostasis del calcio citosadlico, y
es esencial para la persistencia viral, lo que la posiciona como un blanco

terapéutico de alta relevancia.

En este contexto, la nitazoxanida (NTZ) ha sido identificada como un agente
antiviral de amplio espectro con actividad demostrada frente al VHB, cuyo
mecanismo de accidén incluye la inhibicion de la interaccion HBx-DDB1, la
restauracion de los niveles del complejo SMC5/6 y la consecuente supresion de la
transcripcion del ADNccc. Sin embargo, su clasificacion como farmaco de clase |l
en el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, derivada de su baja solubilidad
acuosa, limita su biodisponibilidad intracelular y eficacia clinica. Para superar
estas limitaciones, en un estudio previo se desarrollaron y caracterizaron
nanoparticulas poliméricas de policaprolactona cargadas con nitazoxanida
(NPs-NTZ), con un tamano de 370 + 5 nm, indice de polidispersion de 0.180 £ 7 y
eficiencia de encapsulacion del 98 %, que en el presente trabajo fueron evaluadas

en modelos de expresion de HBx.

El presente trabajo evalud el potencial antiviral de la NTZ libre y nanoencapsulada
mediante un modelo de expresion ectopica de HBx en células HepG2
transfectadas con el plasmido pcDNA3.1-Flag HBx. La caracterizacién morfoldgica

del nanosistema mediante microscopia electronica de barrido confirmé la



formacion de estructuras nanométricas integras; la funcionalizacion superficial con
quitosano-FITC permiti6 verificar la internalizacion progresiva de las
nanoparticulas en células HepG2. Como modelo preliminar, el sistema
HEK293-rAd5 demostré que la nanoencapsulacion potencia significativamente la
actividad antiviral de la NTZ respecto a su forma libre, con restauraciéon de

viabilidad celular del 65 % frente al 35 % del farmaco libre.

En el modelo HepG2/HBx, la transfeccién con pcDNAS3.1-Flag HBx indujo una
reduccion drastica de la viabilidad celular hasta el 35 %, activacién de apoptosis
progresiva y fragmentacion internucleosomal del ADN, confirmada de manera
convergente mediante ensayos de viabilidad MTS, tincion diferencial AO/IP,
Anexina V-FITC/IP y analisis electroforético de ADN. El tratamiento con NPs-NTZ
restaurd la viabilidad hasta el 80 % a 0.75 pM, redujo la poblacién apoptética y
disminuy6 significativamente la fragmentacion del ADN, con eficacia superior a la
NTZ libre en todos los parametros evaluados. Estos efectos se atribuyen a la
mejora en la biodisponibilidad intracelular y la liberacion controlada del principio

activo conferidas por el sistema polimérico.

La evidencia generada demuestra que la nanoencapsulacion de nitazoxanida
potencia su actividad citoprotectora y antiviral frente a los efectos de HBx en un
modelo hepatocitario controlado, sentando las bases para estudios futuros en
modelos de infeccion completa por VHB que permitan confirmar el impacto del
nanosistema sobre la replicacidn viral y la eliminacién del reservorio de ADNccc,
con miras a su eventual desarrollo preclinico como estrategia terapéutica para la

hepatitis B cronica.



ABSTRACT

Chronic hepatitis B virus (HBV) infection represents a global public health burden,
with 254 million people affected in 2022 and approximately 1.1 million annual
deaths attributed to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Although current
antiviral treatments effectively suppress viral replication, complete eradication of
the infection remains unachievable due to the persistence of covalently closed
circular DNA (cccDNA) in the nucleus of infected hepatocytes. This episomal
reservoir, whose transcriptional activity is indispensably maintained by the viral
protein HBXx, constitutes the primary therapeutic obstacle in chronic hepatitis B.
HBx functions as a multifunctional transcriptional regulator, modulating cell
proliferation, apoptosis, and cytosolic calcium homeostasis, and is essential for

viral persistence, positioning it as a high-relevance therapeutic target.

In this context, nitazoxanide (NTZ) has been identified as a broad-spectrum
antiviral agent with demonstrated activity against HBV, whose mechanism of action
includes inhibition of the HBx-DDB1 interaction, restoration of SMC5/6 complex
levels, and consequent suppression of cccDNA transcription. However, its
classification as a Biopharmaceutics Classification System class Il drug, derived
from its low aqueous solubility, limits its intracellular bioavailability and clinical
efficacy. To overcome these limitations, a prior study developed and characterized
polycaprolactone-based polymeric nanoparticles loaded with nitazoxanide
(NPs-NTZ), with a particle size of 370 £ 5 nm, polydispersity index of 0.180 + 7,
and encapsulation efficiency of 98 %, which were evaluated in HBx expression

models in the present work.

The present study assessed the antiviral potential of free and nanoencapsulated
NTZ using an ectopic HBx expression model in HepG2 cells transfected with the
pcDNA3.1-Flag HBx plasmid. Morphological characterization of the nanosystem by
scanning electron microscopy confirmed the formation of structurally intact
nanometric structures; surface functionalization with chitosan-FITC allowed
verification of the progressive internalization of nanoparticles into HepG2 cells. As

a preliminary model, the HEK293-rAd5 system demonstrated that



nanoencapsulation significantly enhances the antiviral activity of NTZ compared to

its free form, restoring cell viability to 65 % versus 35 % achieved by the free drug.

In the HepG2/HBx model, transfection with pcDNA3.1-Flag HBx induced a
dramatic reduction in cell viability to 35 %, activation of progressive apoptosis, and
internucleosomal DNA fragmentation, confirmed in a convergent manner by MTS
cell viability assay, AO/PI differential staining, Annexin V-FITC/PI detection, and
electrophoretic DNA analysis. Treatment with NPs-NTZ restored cell viability to 80
% at 0.75 uM, reduced the apoptotic cell population, and significantly decreased
DNA fragmentation, with superior efficacy over free NTZ across all evaluated
parameters. These effects are attributed to improved intracellular bioavailability
and controlled release of the active compound conferred by the polymeric delivery

system.

The evidence generated demonstrates that nanoencapsulation of nitazoxanide
enhances its cytoprotective and antiviral activity against the effects of HBx in a
controlled hepatocyte model, laying the groundwork for future studies in complete
HBV infection models to confirm the impact of the nanosystem on viral replication
and cccDNA reservoir elimination, with a view toward its eventual preclinical

development as a therapeutic strategy for chronic hepatitis B



1. INTRODUCCION

La hepatitis viral representa un grave problema de salud publica a nivel global,
caracterizada por una alta tasa de morbilidad y mortalidad asociada a
complicaciones severas como la cirrosis y el carcinoma hepatocelular (CHC). El
Virus de la Hepatitis B (VHB), un hepadnavirus de ADN, es particularmente
preocupante debido a su capacidad de cronificarse, evadiendo la respuesta
inmune del huésped. A nivel mundial, se estima que 254 millones de personas
padecian una infeccion cronica por VHB en 2022, siendo esta causa de muerte
para aproximadamente 1.1 millones de personas ese ano. En Meéxico, las
enfermedades del higado se posicionaron como la cuarta causa nacional de

defunciones entre enero y septiembre de 2024 .

Aunque los tratamientos antivirales actuales logran suprimir la replicacién viral, el
objetivo final de la erradicacion de la infeccion se ve obstaculizado por la
persistencia del ADN covalentemente cerrado circular (ADNccc) en el nucleo de

los hepatocitos.

En este contexto, la nitazoxanida (NTZ), un compuesto antiinfeccioso de amplio
espectro ha surgido como un agente de interés. La NTZ y su metabolito activo, la
tizoxanida, han demostrado actividad antiviral significativa, incluyendo la
capacidad de inhibir la replicacion del VHB vy la expresion de la proteina HBx. La
proteina HBx es un componente esencial para la replicacion y la patogénesis del
VHB, actuando como regulador transcripcional clave y siendo fundamental para la
activacion del ADNccc. Sin embargo, la NTZ esta clasificada como un farmaco de
Clase Il segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica debido a su baja

solubilidad acuosa, lo cual limita su biodisponibilidad y eficacia clinica.

Para superar estos desafios de formulacién, la nanotecnologia ofrece un enfoque
prometedor. Las nanoparticulas poliméricas (NPs) son sistemas de liberacion que
mejoran la estabilidad y biodisponibilidad del farmaco, permitiendo una liberaciéon
controlada y potencialmente especifica del principio activo. Las nanoparticulas

poliméricas cargadas con nitazoxanida (PNPS-NTZ) ya han sido elaboradas
1



previamente, demostrando una eficiencia de encapsulacion del 98 % = 0.4 y una
mejora en la solubilidad y permeabilidad acuosa de la NTZ en comparacion con la

formulacion en suspension.

Por lo tanto, en este trabajo de investigacion se evaluo el potencial antiviral de las
nanoparticulas cargadas con NTZ en un modelo relevante de expresion de la
proteina HBx del VHB en cultivos de células HepG2. El objetivo general fue
evaluar la eficacia de las nanoparticulas cargadas de nitazoxanida para reducir la
expresion de la proteina HBx. Se postula que las NPs de NTZ inhibiran dicha
expresion. La caracterizacion de este nanosistema mediante técnicas avanzadas,
como PCR y analisis de viabilidad celular (MTS, Anexina V), busca contribuir al
desarrollo de terapias mas efectivas y dirigidas en el campo de la nanomedicina y
la virologia contra infecciones virales cronicas como la hepatitis B. Resultados
preliminares indican que el nanosistema de NPs-NTZ es mas efectivo que la NTZ

libre en la mejora de la viabilidad celular en modelos que expresan la proteina HBx



2. ANTECEDENTES
2.1 Hepatitis

La hepatitis viral es un importante problema de salud publica a nivel mundial, se
estima que su mortalidad ha ido en incremento en los ultimos afos, esto
secundario a la cronicidad de la enfermedad que deriva en casos de cancer y
cirrosis, el cual afecta a millones de personas en todo el mundo (OMS, 2023;
Secretaria de Salud, 2020a).

La hepatitis viral se refiere a la inflamacién del higado causada por una infeccion
viral; existen varios tipos de hepatitis, siendo A, B, C, D y E los mas comunes,
cada tipo es causada por un virus diferente y presenta caracteristicas diferentes

en términos de transmision gravedad y consecuencias a largo plazo (OMS, 2023).

La infeccion causada por el virus hepatitis A (VHA) es una de las enfermedades
mas antiguas conocidas por la humanidad. Su epidemiologia se sustenta en dos
pilares fundamentales: la transmision fecal-oral, por lo general, es una infeccion de
corta duracion y no conduce a una enfermedad hepatica cronica y la inmunidad
permanente a su vez pasada la infeccion (Aguilera et al., 2006; Tobagar et al.,
2023).

La hepatitis B se transmite por contacto con sangre, semen u otros fluidos
corporales infectados, causando infecciones tanto agudas como crénicas y
pueden provocar cirrosis hepatica o cancer de higado. La hepatitis C, se transmite
principalmente a través de la exposicion a sangre infectada, comunmente al
compartir agujas, o a través de procedimientos médicos inseguros, o de madre a
hijo durante el parto. A menudo se convierte en una infeccién cronica y puede
causar complicaciones hepaticas a largo plazo si no lleva el tratamiento

farmacolégico adecuado (Tobagar et al., 2023).

La hepatitis D es un tipo unico de hepatitis que ocurre en personas que estan
infectados con hepatitis B, se transmite por contacto con la sangre infectada o
sexual, la cual puede provocar una enfermedad hepatica mas grave que la

hepatitis B. La hepatitis E se transmite principalmente a través del consumo de
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agua o alimentos contaminados, particularmente en areas con saneamiento
deficiente. Por lo general, es una infeccion aguda, puede ser particularmente

peligrosa para las mujeres embarazadas y provocar complicaciones graves
Epidemiologia de la hepatitis B

La hepatitis B es un problema de salud mundial considerable. Las regiones de la
OMS que soportan mayor carga de infeccion cronica son el pacifico Occidental y
Africa donde afecta a 97 y 65 millones de personas respectivamente. Las regiones
de la OMS (figura 1) de Asia Sudoriental, que cuenta con 61 millones de personas
infectadas, el Mediterraneo Oriental, con 15 millones, Europa con 11 millones y
América con 5 millones (OMS, 2024). En la tabla 1 se muestran los 38 paises
prioritarios de la OMS para la respuesta a la hepatitis virica, los cuales enfrentan
desafios singulares en sus respuestas al VHB. Los paises fueron seleccionados
en funciébn de una combinacién de factores epidemiolégicos y otros factores
estratégicos y programaticos. Los paises representan diversos contextos en
términos de su carga de morbilidad, situacion sociopolitica, compromiso del pais
con la respuesta a la hepatitis virica, enfoques innovadores en sus programas

nacionales y sitios de proyectos importantes (WHO, 2024).

Tabla 1. Paises prioritarios de la OMS para la respuesta a la hepatitis viral, por region de la OMS (WHO, 2024)

Africa Europa
Camerun Georgia
Costa de marfil Kirguistan
Republica democratica del Congo Republica de Moldavia
Etiopia Federacion Rusa
Ghana Ucrania
Nigeria Uzbekistan
Ruanda
Sudafrica
Ugada
Republica unida de Tanzania
América Mediterraneo Oriental
Brasil Egipto
Colombia Marruecos
México Pakistan
Peru Sudan
Yemen




Sudeste Asiatico Pacifico occidental

Bangladesh Camboya
India Republica democratica popular Lao
Indonesia Mongolia
Birmania Niue
Tailandia Filipinas
Vanuatu
Vietnam

La lista de paises incluye paises grandes y poblados donde las actividades de
eliminacién de la hepatitis virica estan integradas en esfuerzos mas amplios para
expandir la cobertura sanitaria universal; asi como paises mas pequefios, como
pequefios estados insulares y paises con epidemias concentradas entre
poblaciones clave, que pueden adaptar los enfoques para avanzar en el camino
hacia la eliminacién. La hepatitis viral también puede suponer una carga
relativamente significativa de enfermedad en poblaciones o zonas geograficas
especificas en paises mas alla de estos 38 paises prioritarios. Todos los paises
deben aprovechar al maximo las oportunidades disponibles para ampliar el acceso
a la prevencion, las pruebas y el tratamiento de la hepatitis viral para las
poblaciones que lo necesitan. La OMS sigue prestando apoyo a todos los paises
del mundo en sus esfuerzos por alcanzar el objetivo de eliminar la hepatitis viral
(WHO, 2024).
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Figura 1. Porcentaje del total de infecciones por hepatitis B entre los paises prioritarios, por region de
la OMS (WHO, 2024).

La OMS estima que 254 millones de personas padecian una infeccion cronica por
el virus de la hepatitis B en 2022, y que cada afio se producen 1.2 millones de
nuevas infecciones. En 2022, la hepatits B provocd la muerte de
aproximadamente 1.1 millones de personas, principalmente por cirrosis o

hepatocarcinoma (cancer hepatico primario) (OMS, 2024).
Hepatitis B

La hepatitis B es una infeccion del higado causada por el virus de la hepatitis B,
dicha infeccién puede ser aguda o crénica; la cual se puede cronificar y conlleva
un alto riesgo de muerte por cirrosis o carcinoma hepatocelular (Carnalla et al.,
2022; OMS, 2024).

El mecanismo fisiopatolégico del dano hepatico no es citopatico directo, sino
debido a la respuesta inmune celular contra los hepatocitos infectados y esa
misma explicacién se tiene para las manifestaciones extrahepaticas que en
ocasiones acompafan el cuadro agudo. Esto ha sido confirmado por el

seguimiento a portadores asintomaticos, que quienes, a pesar de mostrar niveles
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altos de replicacion viral intrahepatica, conservan las pruebas de funcién hepatica
normales, y por el hecho de que en neonatos infectados, su sistema inmune
inmaduro causa una minima lesion hepatica a pesar de la alta replicacion del virus
(Toro Montoya et al., 2011).

Infeccion cronica por VHB puede considerarse una enfermedad que se caracteriza
por la incapacidad de generar una respuesta inmune adaptativa eficaz y
coordinada, lo que resulta en persistencia viral, que puede ser una consecuencia
de la capacidad del VHB para manipular respuestas inmunes innatas clave. Las
respuestas inmunitarias innatas y adaptativas coordinadas son importantes para la
eliminacién del VHB del higado. Es importante destacar que, en la mayoria de las
circunstancias, el VHB es no citopatico (no mata directamente a los hepatocitos):
por tanto, la inflamacién vy la fibrosis del higado que complican la infeccidén crénica
a largo plazo estan mediadas predominantemente por la respuesta inmunitaria del
huésped (Yuen et al., 2018).

Eventos iniciales después a la infeccion por VHB. Después de la infeccién por
VHB, existe un periodo de retraso de 4 a 7 semanas antes de que el ADN del VHB
y el HBsAG se vuelvan detectables en el suero o el higado (periodo de
incubacion). Los estudios de conjuntos de genes durante el periodo de incubacion
no han revelado una fuerte respuesta genética estimulada por interferén, lo que
lleva a la propuesta de que el VHB podria ser un virus furtivo capaz de evadir las

respuestas inmunitarias innatas iniciales (Yuen et al., 2018).

La probabilidad de desarrollar infeccion aguda con los sintomas caracteristicos
(ictericia, dolor abdominal, orina oscura, fiebre) y la eliminacion posterior del VHB
esta relacionada con la edad; en nifios menores a cuatro afos se presenta en solo
10% de los casos, aproximadamente, mientras que, en los adultos jévenes, la

proporcion es mayor (Veronica et al., 2016).



Prevalencia en México VHB

El INEGI (2025) publicé en febrero un comunicado de prensa reportando las
estadisticas de defunciones registradas (EDR), donde las enfermedades del
higado se posicionan en el 4° lugar nacional con 30,263 defunciones entre enero y
septiembre del 2024, aunque no superan a las enfermedades cardiovasculares,
diabetes mellitus y tumores malignos, si representan una causa relevante dentro

de las primeras cinco a nivel nacional (figura 2).

Principales Causas de Muerte en México — 2024
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Figura 2. Principales causas de muertes, segin sexo. Enero - septiembre 2024 (Adaptada de INEGI,
2025).

Durante el 2010-2020 se han registrado 7,746 casos de hepatitis B en México
observandose una tendencia a la baja entre 2010 y 2017, tras lo cual la tendencia
se revierte hacia el alza; sin embargo, observamos una reduccion importante en la

notificacion para el afo 2020 (Figura 2) (Secretaria de Salud, 2020b).
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Figura 3. Incidencia y casos de Hepatitis B por afios, México 2010-2020 (Secretaria de Salud,
2020b).

Durante el 2020 se registraron 369 casos de hepatitis B en México con una tasa
de incidencia nacional de 0.28 casos por cada 100,000 habitantes. Dentro de los
estados que reportaron las tasas de incidencia mas altas en 2020, fueron
Quintana Roo (0.81), Chihuahua (0.66) y Tamaulipas (0.60). Figura 3. (Secretaria
de Salud, 2020b).
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Figura 4. Casos e incidencia de Hepatitis B por entidad, México 2020 (Secretaria de Salud, 2020b).

Con los farmacos de los que se dispone actualmente no es posible la erradicacion
de la infeccidon por VHB, debido a la persistencia de ADNccc en el nucleo de los
hepatocitos. Por ello, el objetivo final del tratamiento en pacientes con hepatitis B

cronica es mejorar la supervivencia (Secretaria de Salud, 2020b).

En muchos pacientes la recuperacion clinica se completa en tres a seis meses.
Los signos de disfuncion hepatica que se manifiestan en las pruebas de
laboratorio pueden persistir mas tiempo, pero los pacientes en su mayoria se

recuperan del todo (Friedman, 2023).

Virus de Hepatitis B

El virus de la hepatitis B (VHB) (figura 4). Es un hepadnavirus de 42 nm con un
genoma de ADN bicatenario parcial, proteina central interna y cubierta superficial
externa, perteneciente a la familia Hepadnaviridae (Mironova & Ghany, 2024).
Existen 10 genotipos diferentes, los cuales pueden influir en el curso de la

infeccidn y la respuesta al tratamiento antiviral (Friedman, 2023).
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Figura 5. Estructura del viron del VHB (Rodriguez-Frias & Jardi, 2008).

El viron completo (Figura 4) tiene una estructura esférica de doble capa ~42 nm de
diametro, la cual cuenta con dos particulas esféricas y filamentosas mas pequenas
que consisten en el antigeno de superficie de la hepatitis B (HBsAg) complejado
con lipidos del huésped pero que carecen de ADN viral. Por lo que estas
particulas no son infecciosas y superan ampliamente el numero de la particula
danesa infecciosa (Mironova & Ghany, 2024). En el interior de las particulas se
encuentra un nucleo esférico, electron-denso, de 22-25 nm de diametro que
contiene el antigeno core (HBcAQ), el ADN viral, una proteina con actividad ADN
polimerasa (proteina P) y proteinas del huésped. Hay otro antigeno viral,

denominado antigeno “e” (HBeAg) que no forma parte de la estructura del VHB,
pero que se sintetiza a partir del gen que codifica la proteina del core

(Rodriguez-Frias & Jardi, 2008).

El genoma viral (Figura 5) tiene cuatro marcos de lectura abiertos superpuestos;
entre ellos, la regidon pre-S1/pre-S2/s, antigeno de superficie grande, mediano y
pequefo del HBsAg, la regidon P, que codifica la polimerasa viral, la proteina X, que

codifica la proteina transactivadora X (HBXx) y la region pre-core/core que codifica
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la proteina core, unidad estructural de la capside (HBcAg) y el antigeno e (HBeAg)

(Cortes-Mancera & Navas, 2015; Mironova & Ghany, 2024).

Figura 6. Esquema representativo del genoma de virus de Hepatitis B (Cortes-Mancera & Navas, 2015).

Los hepatocitos son el principal sitio de replicaciéon del VHB, (Mironova & Ghany,
2024) sin embargo se han encontrado genomas virales intermediarios de la
replicacion fuera del higado, como en el epitelio de ducto biliar, el pancreas, las
células renales, linfocitos y monocitos (Verodnica et al., 2016). Aunque se le conoce
como un virus con alta capacidad de replicacién, debido a la ausencia de la
enzima transcriptasa inversa correctora, las mutaciones que ocurren naturalmente
pueden surgir en diferentes regiones del genoma. Estas regiones (ver tabla 2)
pueden codificar las polimerasas, el antigeno de superficie, el promotor
central/precore y comprenden de los genes X que influyen significativamente en la
expresion de HBsAg y la progresion del carcinoma hepatocelular (Glivenir & Arikan,

2020).
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Tabla 2. Genoma del VHB y caracteristicas de sus moléculas.

Gen/region Proteina codificada Funcion y caracteristicas
P Polimerasa Replicaciéon del genoma viral.
e Pre-S1 e Pre-S1 + Pre-S2+ Gen S = Forma parte estructural de la envoltura
del virus.

“proteina grande”.

° - “ . En la proteina grande se encuentra un

Pre-52 ¢ Pre-$2 + Gen S = “Proteina sitio d% reconogcimiento al hepatocito,

mediana ) ) por lo que se considera que sirve en la

e GenS e GenS="Proteina pequefia”  entrada del VHB a la célula del

huésped.

e Regidon Pre-C + Gen C = HBeAg. Es la forma soluble del HBcAg

HBeAg Necesario para una infeccion

Pre-c Gen ¢ e Gen C = La proteina central persistente. Forma parte estructural de
(HBcAgQ) la nucleocapside del virus

Regulador transcripcional, favorece la
Gen X Proteina X transcripcion de su propio gen y genes
del hospedero.

El ciclo de replicacion del virus (figura 7) comienza una vez que el virus penetra en
el hepatocito, libera la nucleocapside en el citoplasma. A continuacion, el genoma
viral se transporta al nucleo mediante mecanismos que aun no estan bien
definidos. Después, la cadena positiva del ADN viral no completa se termina de
sintetizar por medio de la polimerasa viral, donde forma un ADN circular covalente
cerrado (ADNccc). La RNA polimerasa Il del huésped transcribe la cadena
negativa del ADN viral en ARN pregenommico (ARNpg) y cuatro RNA mensajeros
(RNAm) que sirven para la traduccion de proteinas virales (Verdnica et al., 2016)
la cual se lleva a cabo en el reticulo endoplasmatico rugoso en el cual se
sintetizan las proteinas que envuelven al genoma viral y, junto con lipidos del
hospedero, envuelven a la capside para liberar la particula viral completa.
Particulas subvirales, HBeAg y HBxAg, son secretadas de la célula (Verdnica et
al., 2016).
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El ARNpg sale del nucleo y, en el citoplasma, tiene dos funciones: por un lado,
sirve como mensajero para la sintesis de la polimerasa y de la proteina central, y
por otro, es un intermediario en el proceso de replicacion. Si el ADN viral continua
el tiempo suficiente en la célula, se convierte en bicatenario, y en este caso
regresa al nucleo para otra onda replicativa. Sin embargo, cuando se forma un
ADN de doble cadena parcial, la nucleocapside madura e interactia con las
proteinas de la envoltura en el reticulo endoplasmatico, para formar la particula

viral completa que es secretada por endocitosis (Veronica et al., 2016).

Proteina HBx

Es una proteina pequena de 154 aminoacidos (aa) se subdivide en dos subdomios
funcionales distintos. EI amino terminal (N-terminal) el cual actia como dominio

transactivador negativo (aa 1-50) e incluye un area rica en prolina/serina (30-46
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aa). El dominio carboxiterminal (C-terminal) actua como activador transcripcional o
dominio coactivador (aa 52-148) y comprende sitios de localizacion mitocndrial (aa
54-70; 75-88; 109-131) asi como numerosas regiones diana para la interaccion

con proteinas hospedadoras (Schollmeier et al., 2023a).

La proteina Hbx es un componente fundamental y multifuncional del virus de la
hepatitis B, con roles cruciales tanto en la replicacion viral como en la patogénesis
de la enfermedad hepatica crénica (Tyagi et al., 2024), HBx es esencial para
iniciar y mantener la replicacién viral después de la infeccion (Kumar, 2025),su
actividad esta estrechamente ligada al ADN circular covalentemente cerrado
(ADNccc) del VHB, el cual persiste en nucleo de los hepatocitos infectados y es la

fuente de la infeccion crénica (Kumar, 2025; Tyagi et al., 2024).

HBx modula procesos clave tanto en el citoplasma como en el nucleo de la célula
huésped, uno de estos procesos es la regulacién de ADNccc, que es una de las
funciones mas criticas de HBx, en la regulacion de la homeostasis y la
transcripcion de ADNccc. Del mismo modo, HBx es una proteina transactivadora
que tiene la capacidad de estimular una amplia gama de promotores de genes
virales y celulares (Kumar, 2025; Tyagi et al., 2024). Estudios previos han sugerido
que este proceso requiere la union de HBx con la proteina huésped de unién al
ADN especifico del dafio (DDB1), (Sekiba et al., 2019a). De igual forma interactua
directa o indirectamente con factores de transcripcion generales, reparacion de
ADN y moléculas de transduccién de sefales, HBx se asocia con mitocondrias e
induce fusion y mitofagia, y se une a modificaciones de cromatina para regular
negativamente la transcripcion de VHB. Sin embargo, los mecanismos
subdyacentes de la interaccion de HBx con DDB1 y la promocion de la
transcripcion viral han permanecido desconocidos (Schollmeier et al., 2023a). HBx
también puede modular la proliferacion y la viabilidad celular a través de
interacciones con miembros de la familia p53 y Bcl-2. Como reflejo de sus
funciones enigmaticas, se ha demostrado que HBx induce apoptosis o la previene
(Jiang et al., 2016).
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Tratamientos actuales para la hepatitis B

El tratamiento por infeccion de VHB se trata utilizando un analogo de nucleétido de
un antiviral como lamivudina, entecavir o tenofovir. Junto con ellos, interferén
pegilado también se utiliza con pacientes con VHB. El tratamiento para la infeccion
cronica por VHB suprime principalmente la replicacidén sin eliminar el virus debido
a la persistencia de ADNccc. Con la comprension mas amplia del ciclo de vida del
VHB, se estan desarrollando nuevos enfoques antivirales centrados en la
modulacién inmunitaria, la interferencia con el ciclo de vida y la propagacién del
virus y la terapia dirigida al ADNccc (Parikh et al., 2023).

En las investigaciones clinicas en curso, los investigadores estan probando
terapias antivirales basadas en moléculas pequefias que se dirigen principalmente
a interacciones moleculares complejas entre el virus y las células huésped

involucradas en la replicacion viral (Parikh et al., 2023).

2.2 Antecedentes y generalidades de la Nitazoxanida

La nitazoxanida, 2-ecetiloxi-N-(5-nitro-2-triazolil) benzamida (Figura 7) es tiazdlido
antiinfeccioso de amplio espectro con baja solubilidad acuosa, clasificado como
farmaco de clase Il segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS),
(Teixeira et al., 2024). autorizado en el 2004 por la FDA para el tratamiento de la
parasitosis por protozoarios y helimitos (Romero-Cabello et al.,, 2021a)
medicamento antiparasitario eficaz contra el virus de la influenza, Cryptosporidium
parvum, Giardia lamblia, asi como para el virus de Hepatitis B y C (Liu, 2021). A
diferencia de los nitroimidazoles, dispone de mayor espectro, mayor potencia y
menor toxicidad; cuenta con cuatro diferentes mecanismos de accion los cuales se
describen a continuacion, dependiendo del patégeno al que esté dirigida:
(Romero-Cabello et al., 2021a).

1) Al actuar contra bacterias, interrumpe el metabolismo de estos patégenos

mediante la inhibicidon del ciclo ferredoxina-flavodoxina-oxidorreductasa.
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2) Actua contra protozoarios, inhibiendo las enzimas quinona-oxidorreductasa,
nitrorreductasa y proteina disulfuro-isomerasa para lesionar la membrana
celular del microorganismo y despolarizar su membrana mitocondrial.

3) En nematodos inhibe la glutation-transferasa y modula el gen Avr-14 que
codifica para la subunidad a del canal i6nico cloruro-glutamato.

4) En los virus actua suprimiendo la replicacion mediante el bloqueo de la
maduraciéon de la hemaglutinina viral y la inhibicion del factor de
transcripcion viral, ademas de que activa el factor de iniciacion de la

traduccién eucariota de tipo 2-a.
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Figura 8. Estructura quimica de la nitazoxanida.

El metabolito activo de este farmaco es la tizoxanida (Figura 8). La reaccion inicial
en la via metabdlica de la nitazoxanida es la hidrdlisis a tizoxanida, seguida de la
conjugacion principalmente por glucuronidacion a glucurénido de tizoxanida. La

tizoxanida se excreta en la orina y las heces (Shakya et al., 2017).

o]

oo N o

Nitazoxanida H* Tizoxanida

Figura 9. Metabolismo de Nitazoxanida (Torres & Gonzdles, 2022).

Las propiedades fisicoquimicas de NTZ se muestran en la tabla 3, mostrando baja
solubilidad en agua. de acuerdo con los criterios establecidos por el Sistema de

Clasificacion Biofarmacéutica, la nitazoxanida puede clasificarse dentro de la
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Clase Il, caracterizada por presentar baja solubilidad y alta permeabilidad (Shakya
et al., 2017).

Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de NTZ (Shakya et al., 2017).

Caracteristicas fisicoquimicas

Nombre IUPAC 2-ecetiloxi-N-(5-nitro-2-triazolil) benzamida
Férmula C,HgN;O5S

Punto de fusion 202°C

Punto de ebullicion 394°C

Peso molecular 307.3 g/mol

Apariencia 1.63

pKa 0.3

Solubilidad 0.00755 mg/ml (acuosa)

Actividad antiviral de Nitazoxanida

La nitazoxanida y su metabolito tizoxanida, han demostrado efectos inhibidores
contra MERS-CoV y SARS-CoV-1. Ademas, se ha informado que la inhibicién de
coronavirus murino, la cepa de coronavirus bovino, el coronavirus entérico
humano, y la cepa A59 del virus de hepatitis de ratdn. La nitazoxanida suprime la
replicacion viral y activa proteinas intracelulares antivirales. La nitazoxanida y su
metabolito activo circulante, tizoxanida inhiben la replicacion viral de un amplio
rango de virus tanto RNA como DNA, inhibiendo la maduracion de la
hemaglutamina viral y el factor de transcripcién viral inmediato temprano 2 (IE2),
asi como al activar el factor de iniciacion de la traduccién eucariota 2a (proteina
intracelular antiviral). Por ultimo, la NTZ exhibe un efecto inhibidor sobre la
progresion de células tumorales al alterar la desintoxicacion de farmacos
(glutation-S-transferasa P1), la respuesta de proteinas desplegadas, la autofagia,
la actividad anticitocinas y la inhibiciéon de c-Myc (OMS, 2024).Tiene accion contra
16 cepas de influenza A/H1N1, H3N2, H3N2v, H3N8, H5N9, N7N1 y una cepa de
influenza B. Actua en contra de virus sincitial respiratorio, norovirus, dengue, fiebre
amarilla, virus de encefalitis japonesa, rotavirus, hepatitis B y C, incluso contra el
virus de inmunodeficiencia humana, coronavirus del SARS Y MERS, por lo cual se
le considera como un farmaco antiviral con amplio espectro (Romero-Cabello et
al., 2021a; Torres & Gonzales, 2022).
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Nitazoxanida y el Virus de Hepatitis B

El VHB es una fuente de enfermedad hepatica progresiva significativa debido al
incremento de infecciones. Se ha demostrado que la nitazoxanida y la tizoxanida,
inhiben el ADN del VHB y su antigeno central (Mahmoud et al.,, 2020). La
nitazoxanida ha sido evaluada en pacientes con infeccion con VHB (500 mg, dos
veces al dia) y se ha observado que reduce tempranamente los marcadores de
infeccion en 22 a 33 % de paciente, y cuenta con eficacia sostenida en el mediano
plazo en 89% de ellos. Un estudio sugiere que la nitazoxanida podria no solo
suprimir el ADN de VHB sérico, sino también conducir pérdida de HBsAgs sérico
en un numero significativo de casos; esto es consistente con evaluaciones in vitro
previas (Rossignol & Bréchot, 2019). Por otra parte, la nitazoxanida se encuentra
en ensayos clinicos aleatorizados para ser aprobado por la FDA como
medicamento antiviral, actuando como modulador la quinasa EIF-2, inhibidor de la
proteina HN, Inhibidor de la oxidorreductasa; modulador de la proteina tirosina
quinasa del receptor, encontrandose en la segunda fase de desarrollo indicado
para el tratamiento de VHB (Parikh et al., 2023).

Formulaciones de nitazoxanida

La nitazoxanida es un farmaco disponible en el mercado en forma de tabletas y
polvo para suspension oral. Sin embargo, presenta una solubilidad acuosa muy
baja, considerada practicamente como insoluble, lo cual repercute en una
biodisponibilidad oral reducida y limita su eficacia terapéutica. De acuerdo con el
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS), se ubica en la clase |l
caracterizada por baja solubilidad y alta permeabilidad. Asi mismo, la NTZ se ha
descrito como inestable en estado solido y en solucion, mostrando susceptibilidad

a condiciones de calo, oxidacion, pH acido y exposicion a la luz (Lira et al., 2021a).

Con el fin de superar estas limitaciones, se han desarrollado distintos sistemas de
liberacion. La formulacién actualmente disponible corresponde a una forma de
liberacion inmediata; sin embargo, se reconoce la necesidad de nuevas
estrategias que optimicen la biodisponibilidad de moléculas poco solubles. Entre

estas, los sistemas de liberacién sostenida o modificada representan alternativas
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de interés, ya que permiten prolongar la permanencia del farmaco en el organismo
y mejorar su perfil farmacocinético (Arti & Ashwini, 2019). La NTZ se ha formulado
en sistemas innovadores como Liposomas, que han demostrado especial utilidad
en oncologia, mejorando la biodistribucién y direccionamiento selectivo hacia
células tumorales. Los cocristales con acidos succinico y glutarico aumentan la
solubilidad y disolucion, aunque presentan inestabilidad en medios acuosos, lo

cual limita su aplicacion clinica directa (Lira et al., 2021b).

Las microesferas poliméricas ofrecen encapsulacion eficiente y una liberacion
controlada, mientras que los comprimidos bicapa permiten combinar una dosis de
carga inmediata con una fase de liberacion sostenida hasta 12 h, optimizando la
adherencia terapéutica. Asi mismo, los comprimidos con hidrogel superporoso han
demostrado un perfil de liberacion casi total (99.54 %) con potencial

gastrorretentivo(Lira et al., 2021b).

Por otro lado, los comprimidos de liberacién sostenida, basados en matrices
poliméricas que han conseguido extender la liberacion del farmaco de manera
controlada, con perfiles cinéticos cercanos a orden cero y mejoras terapéuticas
frente a formas convencionales. Finalmente, las nanoparticulas lipidicas solidas
representan una de las estrategias mas prometedoras, con eficiencia de
encapsulacion y liberacion sostenida del principio activo, lo que favorece su
estabilidad y biodisponibilidad (Lira et al., 2021b).

En conjunto, estas formulaciones innovadoras constituyen alternativas valiosas
para potenciar la eficacia terapéutica de la NTZ, abriendo el camino para su

reposicionamiento en multiples areas farmacolégicas.

2.3 Nanoparticulas poliméricas

El término “nanoparticula” comprende tanto nanocapsulas como nanoesferas, las
cuales se diferencian en su morfologia (figura 9). Donde las nanoesferas se basan
en una red polimérica continua en la que el farmaco puede retenerse en el interior
0 adsorberse en su superficie. Mientras que las nanocapsulas estan compuestas

por un nucleo aceitoso en el que normalmente se disuelve el farmaco, rodeado de
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una cubierta polimérica que controla el perfil de liberacion del farmaco desde el

nucleo (Zielinska, Carreiro, et al., 2020).

Las nanoparticulas poliméricas (NP) son sistemas coloidales formados por
polimeros naturales o sintéticos, buscando que sean biodegradables, donde la
eleccion del polimero y las condiciones de autoensamblaje brindan una
considerable flexibilidad del disefo al permitir la modulacion de las propiedades
fisicoquimicas, asi como sus propiedades de liberacion. Las nanoparticulas
poliméricas presentan varias ventajas significativas entre otros nanoportadores
como los liposomas, micelas y nanosistemas; siendo portadores de farmacos
incluyen su uso potencial para la liberacion controlada, capaces de proteger
farmacos y a otras moléculas con capacidad biolégica contra el medio ambiente,
mejora de biodisponibilidad e indice terapéutico (Gagliardi et al., 2021a; Zielinska,
Carreiro, et al., 2020).

Nanoesfera 3 Nanocapsula

Figura 10. Representacion de la estructura de nanocapsulas y nanoesferas (Zielinska, Carreiré,
Oliveira, Neves, Pires, Venkatesh, et al., 2020b).

Las NP suscitan interés debido a su pequefio tamafo y a la posibilidad de
modificar el perfil de biodistribucidon y de liberacion del farmaco encapsulado. No
obstante, las NP también presentan ciertas limitaciones en lo que respecta a su
potencial antigenicidad y a aspectos relacionados con la degradacion del polimero
(Gonzalez, 2022).
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Nanoparticulas poliméricas en el tratamiento de infecciones antivirales

Las enfermedades virales pueden destruir células, tejidos y 6rganos, lo que
provoca hasta la muerte del ser humano. Los agentes terapéuticos antivirales son
muy necesarios para prevenir la propagacion de infecciones virales (Uday et al.,
2023). Es importante disponer de medios eficaces para prevencion la transmision
viral y reducir los sus efectos sobre la salud. Aunque ya existen muchos antivirales
disponibles, su eficacia suele ser limitada debido a factores como: mala
solubilidad, baja permeabilidad, mala biodisponibilidad, liberacion no dirigida,

efectos secundarios adversos y resistencia a antivirales (Delshadi et al., 2021a).

Dado que la administracion precisa de medicamentos es uno de los principales
obstaculos en el desarrollo de potentes candidatos a farmacos antivirales, se ha
sugerido que las nanoparticulas poliméricas son posibles agentes de
administracion de medicamentos antivirales equipados con mecanismos de
administracion de medicamentos sostenidos y controlados, con biodisponibilidad

mejorada y menos toxicidad y efectos secundarios (Sharmin et al., 2021).
Nanosistema polimérico de nitazoxanida

La obtencion de nanoparticulas poliméricas cargadas con nitazoxanida, fueron
elaboradas por la M. F. Samaria Cortez Nufiez, donde para su desarrollo se siguid
el método de emulsion simple/difusién de disolvente, mostrando los resultados de
la caracterizaciéon fisica de las nanoparticulas cargadas con nitazoxanida, en el
cual se observa que los tamafios de particula fueron de 370 £ 5 nm, con un indice
de polidispersion de 0.180 + 7, potencial zeta de -11 £ 3 mV, una concentraciéon de
carga del 1 £ 3 % y una eficiencia de encapsulacion del 98 %+ 0.4. Obteniendo
perfiles de liberacion in vitro del 25 % de farmaco liberado a 72 h a partir de las
nanoparticulas polimericas (PNs), a diferencia del farmaco libre que solo liberé el 5
%, reflejando una mejora en la solubilidad acuosa de NTZ. El estudio de
permeabilidad demostré que el nanosistema de PNs-NTZ presenta una mayor
permeabilidad en comparacion de la NTZ en suspension, donde el promedio de

las constantes de permeabilidad de las PNs-NTZ es de 4.22 x10% cm/s y para
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NTZ en suspension de 8.38 x 10° cm/s, lo cual nos indica que el nanosistema ha

incrementado la capacidad de permear de la NTZ (Cortez, 2023).
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3. JUSTIFICACION

La infeccidn por el virus de la hepatitis B influye en la morbilidad y la mortalidad en
todo el mundo porque es causa de fibrosis hepatica, carcinoma hepatocelular
(CHC) incluso la muerte (OMS, 2024). Los farmacos antivirales disponibles en la
actualidad tienen una alta eficacia y seguridad, sin embargo, son altamente
costosos y algunos paises no cuentan con programas de acceso a estos. El
desarrollo de la terapia antiviral ha generado ofrecer tratamientos simples pero
eficaces, las investigaciones sobre la biologia celular del VHB y su interaccién con
el huésped se han visto limitadas durante afos por la falta de un sistema de cultivo
celular in vitro capaz de reproducir el ciclo replicativo completo del VHB, incluida la
produccion de plasmidos virales infecciosos. La nitazoxanida es un farmaco de
interés debido a su amplio espectro de actividad antiviral probada frente al VHB
(Sekiba et al., 2019b; Su, 2019), ademas de su reposicionamiento como agente
antiviral representa una estrategia terapéutica relevante. Por otro lado, la eficacia
de los tratamientos puede mejorarse mediante el uso de la nanotecnologia donde
por ejemplo las nanoparticulas poliméricas, presentan entre sus ventajas propiciar
una liberacién controlada del farmaco, mejora de la biodisponibilidad, proteccion
del farmaco, alta capacidad de carga del principio activo, disminucién en dosis,
tiempos de administracién y una posible disminucion de los efectos adversos.
Cabe sefnalar que en un estudio previo se realizd la encapsulacién de NTZ, se
obtuvieron y caracterizaron nanoparticulas poliméricas, cargadas con NTZ por el
método de emulsion simple/difusion de disolvente. Es por ello, que en el presente
proyecto se evaluaron esas nanoparticulas en modelos de expresion de la
proteina HBX, crucial en el ciclo de replicacién del VHB, de tal forma que pudieran

ser una potencial alternativa en la administracién de farmacos antivirales.

24



4. HIPOTESIS

Las nanoparticulas poliméricas cargadas con nitazoxanida reducen la expresion
de la proteina HBx del virus de la hepatitis B en cultivos de células HepG2
transfectadas, favoreciendo la viabilidad celular y disminuyendo los eventos

asociados a muerte celular en comparacion con la nitazoxanida libre.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Evaluar la eficacia de las nanoparticulas cargadas de nitazoxanida para reducir

la expresién de la proteina HBx en un modelo de infeccidon de Hepatitis B.

5.2 Objetivos especificos

e Realizar microscopia electronica de barrido de las nanoparticulas, como
evidencia visual complementaria.

e Funcionalizar la superficie de nanoparticulas cargadas con nitazoxanida
mediante el marcaje fluorescente con FITC.

e Evaluar la expresion de la proteina HBx del virus de la hepatitis B en
cultivos celulares de HepG2 transfectados, mediante analisis de PCR.

e Caracterizar los cultivos celulares de HepG2 transfectados con el plasmido
pcDNA3.1-Flag HBx como modelo experimental para el estudio de la
infeccion y expresion de la proteina HBx.

e Evaluar la actividad antiviral de las nanoparticulas cargadas con
nitazoxanida mediante andlisis de viabilidad celular por ensayo MTS,
anexina V, deteccidon de fragmentacion de ADN y microscopia de

epifluorescencia.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Obtencion de las nanoparticulas cargadas con nitazoxanida

Las nanoparticulas poliméricas cargadas con nitazoxanida (PNPs-NTZ)
empleadas en el presente estudio fueron previamente desarrolladas vy
caracterizadas por Cortez Nufiez (2023) en la tesis de maestria titulada “Desarrollo
y caracterizacion de un nanosistema polimérico de nitazoxanida con potencial
actividad antiviral”. La sintesis de las nanoparticulas se llevd a cabo en el
Laboratorio 4 de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autbnoma del Estado
de Morelos mediante la técnica de emulsion simple seguida de evaporacién de

disolvente.

Debido a que la fabricacién y caracterizacion fisicoquimica de las PNPs-NTZ no
formaron parte de los objetivos experimentales de la presente investigacion, se
emplearon los lotes previamente obtenidos para la evaluacion de su actividad

bioldgica y antiviral en cultivos celulares.

La formulacién optimizada presenté un tamafo de particula promedio de 360 + 18
nm, un indice de polidispersidad (PDI) de 0.171 + 0.01, un potencial zeta de -10 *
1.2 mV, una capacidad de carga (%CC) de 1 £ 0.2 % y una eficiencia de
encapsulacion (%EE) de 96 + 2.2 %. Asimismo, la caracterizacion mediante
calorimetria diferencial de barrido (DSC) y difraccion de rayos X en polvo (DRXP)
demostré que la nitazoxanida se encontraba en estado amorfo dentro de la matriz
polimérica. Por otra parte, los estudios de espectroscopia infrarroja (IR) indicaron
la ausencia de interacciones quimicas significativas entre el farmaco y los
componentes de la formulacion, confirmando la adecuada incorporacion de la

nitazoxanida en el nanosistema.

Los estudios de liberacién in vitro mostraron una liberacion sostenida del farmaco,
alcanzando aproximadamente un 25 % a las 72 h, mientras que la nitazoxanida en

suspension presentd una liberacion cercana al 5 % durante el mismo periodo.
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Adicionalmente, los ensayos de permeabilidad evidenciaron una mayor
transferencia de nitazoxanida desde las nanoparticulas en comparacién con la
suspension del farmaco, registrandose una masa permeada de 6.5 ugy 3.1 ug a

los 240 min, respectivamente.

Los procedimientos detallados de fabricacion, asi como la caracterizacion
fisicoquimica completa de las PNPs-NTZ, pueden consultarse en la tesis de
Cortez Nunez (2023), utilizada como referencia para el presente trabajo. Por lo
tanto, en esta investigacion unicamente se emplearon las nanoparticulas
previamente desarrolladas para la evaluacién de su potencial actividad antiviral en

un modelo celular de expresion de la proteina HBx del virus de la hepatitis B.

6.2 Microscopia electrénica de barrido
Las nanoparticulas cargadas con nitazoxanida empleadas en este estudio fueron
previamente desarrolladas y caracterizadas por Cortez Nufiez (2024) en el
Laboratorio 1 de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado
de Morelos, como parte de la tesis de maestria titulada “Desarrollo y
caracterizacion de un nanosistema polimérico de nitazoxanida con potencial
actividad antiviral”. Con el proposito de complementar la caracterizacion
fisicoquimica reportada en dicho trabajo, en el presente estudio se realizd la
caracterizacion morfolégica de las nanoparticulas mediante microscopia
electronica de barrido (MEB). El analisis se llevo a cabo en el Instituto de Ciencias
Fisicas de la Universidad Nacional Autonoma de México (ICF-UNAM), utilizando

un microscopio electréonico de barrido JEOL® modelo JSM-IT500LV.

Las muestras se prepararon mediante deposicion directa de una alicuota de la
suspension coloidal sobre un soporte metalico con superficie adherente
conductora, seguido de un secado a temperatura ambiente bajo condiciones
controladas. Posteriormente, las muestras fueron recubiertas con una capa
conductora de plata por medio de pulverizacion catddica, con el objetivo de
mejorar la conductividad superficial y evitar artefactos generados por acumulacion

de carga durante la observacion.
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El analisis se efectu6 en modo de bajo vacio, empleando voltajes de aceleracion
entre 5 y 15 kV, seleccionados de acuerdo con la resolucidén requerida. Se
obtuvieron micrografias a diferentes aumentos para permitir la evaluacion

detallada de la morfologia.

6.3 Marcaje de nanoparticulas cargadas con nitazoxanida
Recubrimiento de nanoparticulas cargadas con nitazoxanida

Este protocolo el procedimiento para recubrir nanoparticulas de policaprolactona
(PCL) cargadas con nitazoxanida (NTZ) utilizando una solucién acuosa de
quitosano en acido acético al 0.5 %. Posteriormente, se realizé una dialisis contra
tampon PBS para adaptar el sistema a condiciones fisioldgicas sin el uso de
solventes organicos. Este método permite conservar la funcionalidad de los grupos

amino del quitosano, esenciales para futuras conjugaciones, como con FITC.

Solucién de quitosano

Se prepar6 una solucion de acido acético al 0.5% en agua mili-Q para disolver
lentamente el quitosano 448869-50G de bajo peso molecular Merck-Aldrich® al
0.1% bajo agitacion constante hasta su completa disolucién (Huang et al., 2023).

Recubrimiento de nanoparticulas

Las nanoparticulas previamente obtenidas se resuspendieron en agua Milli-Q.
Posteriormente, se afadié lentamente el volumen correspondiente de solucién de
quitosano en una relacion 1:1 (v/v) respecto a la suspension de nanoparticulas,
manteniendo una agitacion suave durante 40 min para favorecer el recubrimiento
superficial. Finalmente, se realizaron lavados para eliminar el exceso de quitosano
no adherido mediante centrifugacion a 13,000 rpm durante 20 min utilizando una

centrifuga Eppendorf™ 5804 R (Dyawanapelly et al., 2016).

Marcaje con FITC

Conjugar FITC (fluoresceina isotiocianato) covalentemente a los grupos amina
primaria superficiales del quitosano en las nanoparticulas cargadas con

nitazoxanida.
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Se anadié lentamente la solucion de FITC SIGMA® a la suspension de
nanoparticulas cargadas con nitazoxanida relacion 1:10, se dejo incubando por 48
h a 4 °C. Posteriormente fueron centrifugadas a 10,000 rpm
(Eppendorf™ Centrifuge 5804 R) por 5 min a 4°C lavando pellet con PBS pH 9
hasta eliminar exceso del fluoréforo en tubos Spin-X® UF (Dyawanapelly et al.,
2016).

6.4 Caracterizacioén de cultivo de células HepG2

La linea celular HepG2 (ATCC® HB-8065™) es un modelo biolégico ampliamente
empleado en investigaciones biomédicas y farmacologicas debido a su origen
hepatico humano y a su capacidad de conservar multiples funciones metabdlicas
caracteristicas de los hepatocitos normales. Derivada de un carcinoma
hepatocelular de un varén de 15 afios, esta linea exhibe morfologia epitelial y
crecimiento adherente en monocapa, lo que facilita su manejo experimental y la
evaluacion de procesos infecciosos 0 metabdlicos dependientes de la
funcionalidad hepatica. La tabla 4 presenta la descripcion detallada de las
caracteristicas morfolégicas, genéticas y funcionales de la linea celular HepG2
(ATCC, 2024.

Tabla 4. Descripcion de linaje celular HepG2 (ATCC, 2024)

Repositorio ATCC (American Type Culture Collection)
Cat. No. HB-8065
Hep G2 [HEPG2] es una linea celular que exhibe morfologia epitelial que se
aislé de un carcinoma hepatocelular de un joven varén blanco de 15 afios
Descripcion con cancer de higado. La linea celular fue depositada por el Instituto Wistar
y es un huésped de transfeccion adecuado. Los marcadores de expresion
incluyen insulina; factor de crecimiento similar a la insulina 1l (IGF II).

Organismo Homo Sapiens
Origen Higado. Masculino de 15 afios.
Propiedades del cultivo Monocapa, Adherente
THO1: 9

D5S818: 11, 12
D13S317:9, 13
D7S820: 10
Perfil de ADN STR D16S539: 12, 13
CSF1PO: 10, 11
Amelogenin: X, Y

vWA: 17
TPOX: 8,9
Cariotipo Aneuploid (hipotetraploide)
Tumorogénico No
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alfa-fetoproteina (AFP, alfa fetoproteina); albumina; alfa2 macroglobulina
(alfa-2-macroglobulina); alfa1 antitripsina (alfa-1-antitripsina); transferrina;
alfal antiquimotripsina (alfa-1-antiquimotripsina); Haptoglobina;
Genes expresados ceruloplasmina; plasminégeno, complemento (C4); activador C3;
fibrindgeno; glicoproteina acida alfa1 (glicoproteina acida alfa-1); alfa2
glicoproteina HS (alfa-2-HS-glicoproteina); beta lipoproteina
(beta-lipoproteina); Proteina de unién al retinol (proteina de unién al retinol)
Marcadores de expresion | Insulina; factor de crecimiento similar a la insulina Il (IGF II).

Protocolo de congelamiento, descongelamiento y subcultivo de
células HepG2

Descongelamiento de células HepG2
Se verificd la temperatura (37 °C) y el nivel del bafio de agua. Se preparo el medio
DMEM-F12 (gibco)con una concentracion de suero fetal bovino al 20 %. Se extrajo
el vial del tanque de nitrogeno liquido y se transporté en un recipiente congelador.
Se comprobd que la etiqueta del vial correspondiera con la linea celular y se
sumergio el vial en el bafio de agua a 37 °C, evitando que el agua alcanzara la
tapa para reducir el riesgo de contaminacién. Una vez descongelado el contenido
del vial, se desinfectdé su superficie con etanol al 70 % y se abrié dentro de la
campana de flujo laminar. Se transfirié el contenido del vial a un tubo de centrifuga
de 15 mL. Se anadieron lentamente 10 mL de medio DMEM-F12 sin suero,
primero gota a gota y luego aumentando gradualmente el flujo para diluir de forma
paulatina las células y el crioprotector. Se centrifugé durante 5 min a 700 rpm
(VELAB™ VE-4000). Se descartd el sobrenadante con el crioprotector. El pellet
celular se resuspendioé con cuidado en 5 mL de medio DMEM-F12 suplementado
con un 20 % de suero fetal bovino. Se transfirid la suspension a un matraz T-25
cm? y se incubd a 37 °C con un 5 % de CO,. Se rotulé el matraz con la linea
celular, la fecha, el usuario y el medio de cultivo. El cultivo se observd en el

microscopio invertido a las 24 h.

Congelamiento de Células HepG2

Se confirmd que el cultivo cumplia los criterios para ser congelado, entre ellos un
aspecto saludable, morfologia caracteristica y ausencia de contaminacion;
ademas, se encontraba en la ultima etapa de la fase exponencial. Se prepar6 el
medio de criopreservacion con la siguiente proporciéon: DMEM-F12, 20 % de suero

fetal bovino y 10 % de DMSO. Se tripsinizé el cultivo y se cuantificaron las células.
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Estas se centrifugaron a 700 rpm durante 5 min y el pellet resultante se
resuspendio en el medio de criopreservacion, ajustando la concentracion entre 1 x
10° cel/mL y 1 x 107 cel/mL. Se dispenso la suspension en crioviales debidamente
etiquetados y se cerraron hasta el limite de torsion de la tapa. Los crioviales se
congelaron a -1 °C/min en un congelador de velocidad controlada durante 6 h a
—-70 °C. Después, se trasladaron rapidamente a un tanque de nitrégeno liquido, ya
que los crioviales se recalentarian aproximadamente 10 °C/min, comprometiendo
la viabilidad celular si la temperatura superara los =50 °C. Se documenté el

numero de crioviales y su ubicacién dentro del tanque de nitrogeno liquido.

Subcultivo de células HepG2 en monocapa

Se prepard la campana de flujo laminar y se limpié con etanol al 70 %. Los
reactivos y materiales necesarios para el procedimiento también se desinfectaron
con etanol al 70 % y se colocaron de inmediato dentro de la campana. El cultivo se
examiné minuciosamente, evaluando el pH, la densidad celular y la morfologia
para descartar signos de contaminacion o deterioro. La caja de cultivo se traslado
al area de trabajo estéril. Se prepar6 el medio de mantenimiento con la siguiente
proporcion: DMEM-F12 suplementado con un 10 % de suero fetal bovino. Se retird
el medio de cultivo gastado y se lavé el cultivo con 3 mL de PBS (para una caja de
25 cm?). Posteriormente, se afadieron 2 mL de tripsina-EDTA al 0,25 % y se
incubd durante 5 min a 37 °C en una atmoésfera al 5 % de CO,. Se afadio a
continuacion un volumen cuadruple de medio de mantenimiento para inactivar la
tripsina, alcanzando un volumen total de 10 mL, y se transfiri6 la suspensién
celular a un tubo de centrifuga de 15 mL. La mezcla se centrifugé a 800 rpm
(VELAB™ VE-4000) durante 5 min; el sobrenadante se descarto y el pellet se
resuspendid cuidadosamente en 5 mL de medio de mantenimiento. La
concentracion celular se determiné mediante el método de exclusién con azul de
tripano y se ajusté a 2 x 10° células/mL en un volumen final de 5 mL (caja de 25
cm?), aplicando una relacion de subcultivo de 1:4 a 1:6. Finalmente, la caja se
incub6 a 37 °C con 5 % de CO..
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6.5 Eleccion del Plasmido pcDNA3.1-Flag HBx.

El plasmido pcDNA3.1-Flag HBx (Figura 11) se obtuvo a través de la plataforma
Addgene. El uso de este plasmido ofrece diversas ventajas especificas en la
investigacion del virus de la hepatitis B, especialmente en estudios sobre la
funcion de la proteina HBXx, su interaccion con proteinas celulares, expresion en
células eucariotas, asi como la presencia de epitopo FLAG para la deteccién y
purificaciéon (Yang & Bouchard, 2012). Su amplificaciéon se realizé en Escherichia coli
DH5a vy, posteriormente, los plasmidos se purificaron mediante el kit Miniprep

(Thermo), de modo que quedaron disponibles los stocks correspondientes.

Figura 11. Mapa de secuencia completa de Addgene para pcDNA3.1-Flag HBx.

Amplificacion y Purificaciéon del Plasmido pcDNA3.1-Flag HBx en
Bacterias DH5a

Transformacion y seleccion
Se mezclaron 50 pL de células competentes DH5a con 1-5 pL de plasmido
pcDNAS3.1-Flag HBx (~100 ng). Se incubaron en hielo durante 30 minutos. Se
realizd un choque térmico a 42°C durante 45-60 segundos. Posteriormente se

volvié a incubar en hielo por 2 minutos. Se afiadieron 450 pyL de medio SOC (o LB)

sin antibioticos y se incub6 a 37°C durante 1 hora con agitacion. Se colocaron de
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100-200 pL de la mezcla en placas de agar LB que contenian el antibiético
correspondiente (ampicilina a 100 pg/mL). Las placas se incubaron a 37°C durante

la noche.

Cultivo y Amplificacién del Plasmido
Cultivo de colonias

Se seleccionaran colonias individuales y se transferiran a 5 mL de medio LB con
ampicilina. Se incubaran a 37°C con agitacién (200-250 rpm) durante 8-12 horas.
Se inocularon 100-500 uL del pre-cultivo en 50-100 mL de medio LB con

ampicilina. Se incubaron a 37°C con agitacién durante 12-16 horas.

Purificacion del Plasmido

Se procedié con la purificacién del plasmido utilizando el protocolo estandar del
GeneJET Plasmid Miniprep Kit correspondiente (Thermo Fisher scientific, 2025).
ANEXO 1

Verificacion del Plasmido

Se realizd una digestion de restriccion con enzimas especificas para confirmar la
identidad y tamafio del plasmido. Los productos de la digestion se corrieron en un

gel de agarosa y se visualizaron bajo luz UV tras tefiir con bromuro de etidio.

Este protocolo proporciond una guia completa para la amplificacién y purificacion
del plasmido pcDNA3.1-Flag HBx en bacterias DH5q, asegurando la obtencidn de

plasmido en cantidad y pureza adecuadas para experimentos posteriores.

6.6 Evaluacion antiviral

Evaluacién antiviral en modelo en cultivos de células HEK293
infectados con r-Ad5.
El ensayo antiviral se realizé utilizando un adenovirus recombinante tipo 5 (r.Ad5)
como modelo de infeccion viral, con el objetivo de evaluar la capacidad inhibitoria
de la Nitazoxanida, su metabolito activo Tizoxanida y las nanoparticulas

poliméricas cargadas con Nitazoxanida.
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Las células HEK293 fueron cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de
suero fetal bovino (FBS), 1% de penicilina/estreptomicina y 1% de L-glutamina,
manteniéndose a 37 °C en una atmodsfera humeda con 5% de CO,. Una vez
alcanzada una confluencia, los cultivos se infectaron con el virus rAd5 a una

multiplicidad de infeccion de 10.

Las células fueron tratadas con las diferentes condiciones experimentales:
Nitazoxanida (0.15 uM), Tizoxanida (0.15 pM) y nanoparticulas de Nitazoxanida
(equivalente a 0.15 uM del farmaco). Los controles incluyeron un cultivo sin

infectar (control negativo) y un cultivo infectado sin tratamiento (control positivo).

Los cultivos se incubaron durante 96 h postinfeccion bajo las mismas condiciones.
Transcurrido el tiempo de exposicion, se evalud la actividad antiviral mediante
tincion con cristal violeta. Para ello, las células fueron fijadas con
paraformaldehido al 4% durante 20 min, lavadas con PBS y tefidas con una
solucién de cristal violeta al 0.5% durante 30 min. Posteriormente, se enjuagaron
con agua destilada y se dejaron secar a temperatura ambiente. La intensidad del
colorante retenido se utiliz6 como indicador visual de la inhibicion de la infeccidon
viral, donde una mayor retencion de color se interpret6 como una menor lisis

celular y, por tanto, una mayor actividad antiviral.

Adicionalmente, la viabilidad celular fue cuantificada mediante el ensayo
colorimétrico de MTS para corroborar los resultados de la tincion. Las lecturas de
absorbancia se realizaron a 490 nm utilizando un lector de microplacas. Los
valores se expresaron como porcentaje de viabilidad relativa respecto al control
sin infeccion, considerando la media y desviacién estandar de tres réplicas

bioldgicas con tres réplicas técnicas cada una.
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6.7 Transfeccion con Lipofectamina 2000 para Células HepG2 con el
plasmido pcDNA3.1-Flag HBx

Preparacion de Células:

Un dia antes de la transfeccion, se sembraron las células HepG2 en una placa de
cultivo de manera que alcanzando un 70 - 90 % de confluencia el dia de la

transfeccion. Se utilizaré un medio de cultivo adecuado sin antibioticos.

Preparacion del Complejo de Transfeccion

Solucién A (Plasmido): Se diluyeron n 0.8-2 ug de plasmido pcDNA3.1-Flag HBx
en 50-100 pL de Opti-MEM o DMEM sin suero y sin antibidticos, ajustando el

volumen y la cantidad de plasmido proporcionalmente para otras placas.

Solucién B (Lipofectamina 2000): Se diluiyeron 2-5 uL de Lipofectamina 2000 en
50-100 pL de Opti-MEM o DMEM sin suero y sin antibidticos, ajustando el volumen
proporcionalmente para otras placas. Esta solucién se incubé a temperatura

ambiente durante 5 minutos.

Mezcla de Soluciones A y B: Se mezclaron suavemente las soluciones A y B,
dejandolas incubar a temperatura ambiente durante 20 minutos para permitir la

formacion de complejos de ADN-Lipofectamina.

Transfeccion de Células:

Se removid el medio de cultivo de las células HepG2 y se lavaron con PBS. Se
afiadié 0.5-1 mL de Opti-MEM o DMEM sin suero y sin antibiéticos a cada pozo.
Posteriormente, se anadié la mezcla de ADN-Lipofectamina preparada (A+B) de
manera uniforme a cada pozo. Las células se incubaron con el complejo de

transfeccion en la incubadora de CO, a 37°C durante 4-6 horas.

Cambio de Medio

Después de la incubacién, se removié la mezcla de transfeccion y se anadieron 2
mL de medio de cultivo completo (con suero y antibidticos) a cada pozo. Las
células continuaron incubandose a 37°C con 5% de CO, hasta el momento del

analisis.
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Monitoreo de la expresion de HBx

Se disefiaron y se mandaron a sintetizar los primers correspondientes para las
secuencias que expresa la proteina HBx del virus del VHB. Se extrajo el ARN total
de los cultivos de células HepG2 transfectados con el plasmido pcDNA3.1-Flag
HBx. ElI ARN sera convertido a cDNA a través de la reaccion de RT-PCR para la

posteriormente se monitoreo la expresion de HBx por PCR Punto final.

6.8 Extraccion de RNA
Recoleccion de células

Se cultivaron las células HepG2 transfectadas con el plasmido pcDNA3.1-Flag
HBx. Se cosecharon las células mediante tripsinizacion o recoleccién directa del

medio de cultivo.

Lisis celular

Se utilizé un reactivo de lisis especifico para la extraccion de RNA, como Trizol o
un kit comercial. El reactivo de lisis se afnadié a las células recolectadas y se

homogeneizara para asegurar una lisis completa de las células.

Aislamiento de RNA

Se siguid el protocolo del reactivo o kit para separar el RNA del ADN y proteinas,
lo que generalmente incluira pasos de separacién de fases, precipitacion, lavado y
disolucién del RNA. Se medira la concentracion y pureza del RNA utilizando un

espectrofotometro, como un Nanodrop.
6.9 Sintesis de cDNA (Transcripcion Inversa)
Preparacion de la reaccion de RT

Se utilizé un kit de transcripcion inversa para convertir el RNA aislado en cDNA.
Se mezclé una cantidad adecuada de RNA, generalmente 1 ug, con primer de
oligo(dT) y buffer de transcripcion inversa. Luego, se anadié la enzima

transcriptasa inversa, como M-MLV o SuperScript.
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Reaccion de transcripcion inversa

Se incubd la mezcla a una temperatura 6ptima, usualmente entre 37-50°C,
durante el tiempo especificado por el fabricante del kit, generalmente de 30 a 60
minutos. Luego, se inactivo la transcriptasa inversa mediante calentamiento a una

temperatura de 70 - 85°C durante unos minutos.

6.10 PCR (Reaccidén en Cadena de la Polimerasa)
Preparacion de la mezcla de PCR

Se utilizé un kit de PCR y se prepar6 una mezcla que contendra el cDNA
sintetizado a partir de RNA, primers especificos para el gen HBx, dNTPs, buffer de

PCR, y DNA polimerasa, como la Taq polimerasa.
Reaccion de PCR

Se configur6 el termociclador con un programa tipico que incluira una
desnaturalizacion inicial a 94-95°C durante 2-5 minutos, seguida de 30-40 ciclos
de amplificacion, con desnaturalizacion a 94-95°C durante 30 segundos,
alineacion (annealing) a 50-60°C (dependiendo de la TM de los primers) durante
30 segundos, y extensién a 72°C durante 30 segundos a 1 minuto, dependiendo
del tamano del amplicén. Finalmente, se realizara una extensiéon final a 72°C

durante 5-10 minutos.

Analisis de PCR

Los productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1-2% y se tefiiron con
bromuro de etidio o un tinte alternativo, como SYBR Safe, para su visualizacion
bajo luz UV. Se verificé el tamafio del amplicbn comparandolo con un marcador de

peso molecular de 120 pb.

6.11 Evaluacioén antiviral en modelo de expresidon de la proteina HBx del virus
de la hepatitis B en células HepG2.

Posterior a de cuatro dias de la transfeccién, las células se lavaron con medio

fresco DMEM-F12 y fueron tratadas con nanoparticulas cargadas con NTZ a
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diferentes concentraciones a 0, 24 y 48 horas. Se incluyé un grupo de células de
control (0,5% DMSO) (n = 2) incluido.

MTS

El ensayo MTS (CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay) es
una técnica colorimétrica empleada para evaluar la viabilidad y proliferacién
celular. Este ensayo mide la actividad metabdlica de las células, lo cual sirve como
un indicador indirecto de su viabilidad, a través de la reduccién del reactivo MTS a

formazan soluble en agua por las células viables.

Para llevar a cabo el ensayo, se dispuso de varios materiales, incluyendo el
reactivo CellTiter 96® AQueous One Solution (que contendra MTS y fenazina
metosulfato (PMS), células para evaluar en una placa de 96 pozos, un medio de
cultivo celular adecuado para la linea celular que se utilice, una incubadora a 37°C

con 5% de CO,, y un espectrofotdmetro de placa (lector de microplacas).

Primero, se sembraron las células en una placa de 96 pozos a una densidad
adecuada, generalmente entre 1,000 y 10,000 células por pozo, y se les permitiera
adherirse y crecer durante 24 horas en la incubadora. Se anadieron a los pozos

los tratamientos correspondientes y se incubaran durante el tiempo deseado.

A temperatura ambiente, se afadieron 20 uL del reactivo CellTiter 96® AQueous
One Solution directamente a cada pozo que contendra 100 uL de medio de cultivo
celular. Se evita la formacion de burbujas al anadir el reactivo, ya que estas
podrian interferir con la lectura espectrofotométrica. Posteriormente, se incubd la
placa en la incubadora a 37°C con 5% de CO, durante 1 a 4 horas, tiempo que
variara dependiendo de la actividad metabdlica de las células y que debera
optimizarse para cada tipo celular. Durante la incubacion, las células viables

reduciran el MTS a formazan, produciendo un color marrén soluble.

Finalmente, tras la incubacién, se midié la absorbancia a 490 nm usando el lector
de microplacas, siendo esta absorbancia proporcional a la cantidad de células
viables en cada pozo. Si la placa contuviera medio de cultivo y reactivo MTS sin

células (controles en blanco), se restara su valor de absorbancia de las lecturas
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experimentales para corregir cualquier absorbancia de fondo. Se comparé la
absorbancia de los pozos tratados con la de los controles para determinar el
efecto de los tratamientos sobre la viabilidad celular, y se calculara la viabilidad

celular como porcentaje en relacion con los controles no tratados.

6.12 Microscopia de epi fluorescencia, tincion diferencial AO/IP.

La tincién de naranja de acridina/ ioduro de propidio (AO/PI) es una técnica de
microscopia para diferenciar entre células vivas y muertas. Se basa en la
capacidad del naranja de acridina (AO) de unirse a los acidos nucleicos de todas
las células y del yoduro de propidio (Pl) de penetrar solo en células con
membranas plasmaticas permeables (células muertas o en proceso de muerte).
Permite identificar células vivas (fluorescencia verde) y células muertas
(fluorescencia roja) (Lin et al., 2017). Se realizaron las micrografias de
epifluorescencia de las células: Control sin transfectar (Control (-) de muerte), de
células Hep G2 transfectadas con el plasmido pcDNA3.1-Flag HBx y el control (+)

de muerte células tratadas con 20 uyM de Cisplatino.

6.13 Extraccion de ADN

La apoptosis es una forma distintiva de muerte celular programada, se caracteriza
por cambios morfolégicos clave, siendo la fragmentacion del ADN su sello
distintivo. Ara evaluar este fendbmeno, se empled el ensayo de escalera de ADN,

citometria de flujo y microscopia de epifluorescencia.

Para ello se prepard un buffer de lisis para extraccion de ADN gendmico a partir

de cultivos celulares, utilizando Tris-HCI so6lido 10 mM y EDTA 0.5 mM pH 8.0.

Se disolvié Tris-HCI en agua miliQ, afadiendo EDTA 0.5 M a pH8. Posteriormente
fue incorporado el SDS y se mezcld hasta disolver completamente, se ajusté el pH
8, y fue filtrado mediante una membrana 0.2 pm. se homogenizo, se alicuito y fue

almacenado a 4 °C.

El pellet celular fue lavado dos veces con PBS. Para ello, se resuspendio

inicialmente en PBS y se centrifugd a 2000 rpm (Eppendorf™ Centrifuge 5804 R)
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durante 5 minutos, tras lo cual se retird el sobrenadante. Posteriormente, el pellet
se resuspendid en 250 uL de buffer de lisis, se afiadié 1 uL de RNasa y se incubo
a 37 °C durante una hora a 500 rpm. Al término de este tiempo, se incorpord 1 uL
de proteinasa K y se continud la incubacion a 56 °C por 90 minutos, manteniendo

la agitacion a 500 rpm.

Posteriormente, a la mezcla se le afiadio fenol, cloroformo y alcohol isoamilico en
una proporcion de 25:24:1, respectivamente, y se sometié a vortex durante 2
minutos. La solucién fue centrifugada a 13 000 rpm (Eppendorf™ Centrifuge 5804
R) por 10 minutos a 4 °C, y la fase acuosa (superior) se recuperd en un tubo
limpio. A esta fraccion se le agregaron etanol al 96 %, glucdégeno y acetato de

amonio, dejandose reaccionar durante 14 horas.

Cumplido este tiempo de incubacién, las muestras fueron centrifugadas
nuevamente a 13 000 rpm (Eppendorf™ Centrifuge 5804 R) durante 10 minutos a
4 °C. El sobrenadante fue retirado y el pellet se lavo con 300 uL de etanol al 70 %,
seguido de una nueva centrifugacién en las mismas condiciones. Este paso se

repitid una vez mas.

Finalmente, el pellet se dejé semi humedo y se resuspendié en 35 pL de buffer pH
8 (IM Tris pH 8, 0.5 M EDTA pH 8). Las muestras fueron almacenadas a —20 °C

para posteriores analisis.

6.14 Deteccién de fragmentacién de ADN

El ADN extraido se cuantifico y se sometio a electroforesis en un gel de agarosa al
1.5 % que contenia tincion SYBR-Safe, permitiendo examinar y fotografiar el

patrén de fragmentacion bajo lampara de UV (Saadat et al., 2015).

6.15 Deteccién de apoptosis mediante marcaje con Anexina V

Se indujo apoptosis a células usando cisplatino a 20 uMSe preparé un control
negativo incubando las células en ausencia de agente inductor de apoptosis y un
control positivo con muerte inducida incubando células a 55 °C durante 20
minutos. Se prepard un tampdén de unié a anexina V, posterior se preparé una

solucion de trabajo de yoduro de propidio (P1) de 100 ug/mL diluido en 5 uL de la
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solucion madre de Pl de 1 mg/mL en 45 uL de tampon de union a Anexina V. Tras
el periodo de incubacién las células fueron recolectadas y lavadas con PBS. Las
células fueron resuspendidas en tampon de union a anexina V 1 x, a una
concentracion de ~ 1 x 10 células/mL. Posteriormente se afiadié anexina vy 1 pL
de solucion de trabajo Pl 100 pg/mL a cada suspension celular de 100 uL, las
células fueron incubadas a temperatura ambiente durante 15 minutos a
obscuridad, fueron afnadidos 400 pyL de tampdn de union a anexina 1 x mezclando
suavemente, posterior fueron conservadas las muestras en hielo. Las muestras
fueron analizadas por citometria de flujo. Las muestras fueron analizadas por

microscopia (Saadat et al., 2015).
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

La evaluacion del potencial antiviral de nuevas estrategias terapéuticas frente al
virus de la hepatitis B requiere una interpretacion integrada de los resultados
experimentales, considerando tanto el contexto biolégico del virus como las
limitaciones inherentes a los modelos in vitro empleados. En particular, la
persistencia del ADN covalente cerrado circular (ADNccc) en el nucleo de los
hepatocitos representa el principal obstaculo para la erradicacion de la infeccion,
ya que este reservorio episomal actua como plantilla transcripcional estable para
la sintesis continua de ARNs virales y proteinas, incluso bajo tratamiento antiviral
prolongado (Allweiss et al., 2022; Zoulim & Testoni, 2023). Esta caracteristica
explica por qué los tratamientos actuales logran suprimir la replicacién viral sin
eliminar completamente la infeccién, y ha motivado el desarrollo de estrategias
dirigidas al silenciamiento transcripcional o a la desestabilizacién funcional del
ADNCc.

En este contexto, la proteina HBx ha sido identificada como un factor clave en la
persistencia viral. Se ha demostrado que HBx es indispensable para mantener la
actividad transcripcional del ADNccc, al interactuar con proteinas del hospedero
involucradas en el control epigenético y la regulacion de la cromatina viral
(Schollmeier et al., 2023a). Ademas, HBx modula multiples procesos celulares,
incluyendo la proliferacion, la viabilidad y la apoptosis, o que contribuye tanto a la
patogénesis del VHB como a la progresion hacia el daio hepatico crénico (Wang
et al., 2023). Por ello, la inhibicién de la expresiéon de HBx se ha propuesto como
una estrategia terapéutica prometedora para reducir la carga viral y atenuar las

alteraciones celulares asociadas a la infeccidn cronica.

Los resultados presentados provienen de un modelo de expresion de HBx en
cultivos celulares HepG2, disehado para evaluar el efecto de la nitazoxanida, en
su forma libre y nanoencapsulada, sobre parametros celulares y moleculares
relevantes. Este tipo de aproximacion permite aislar el impacto especifico de HBx
sin la interferencia de otros eventos del ciclo replicativo viral, lo cual constituye una

estrategia ampliamente empleada para el analisis mecanistico de proteinas virales
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multifuncionales (Che et al.,, 2022). Si bien este modelo no reproduce una
infeccion completa por VHB, resulta adecuado para estudiar la modulacién de la
expresion de HBx y sus consecuencias celulares en un entorno hepatocitario

controlado.

La nanoencapsulacién de farmacos con limitaciones biofarmacéuticas, como la
nitazoxanida, ha demostrado mejorar la biodisponibilidad intracelular y potenciar el
efecto biologico de compuestos antivirales, particularmente cuando el blanco
terapéutico se localiza en compartimentos intracelulares (Sharmin et al., 2021b).
En este contexto, la interpretacion de los resultados presentados en esta seccion
se enfoca en establecer la relacion entre las caracteristicas fisicoquimicas del
nanosistema, su interaccion con el modelo celular y los efectos observados sobre
la viabilidad, la apoptosis y la expresion de HBXx, delimitando de manera explicita

el alcance del modelo experimental empleado.

7.1 Caracteristicas morfologicas de las nanoparticulas poliméricas cargadas
con nitazoxanida

La caracterizacion morfologica por microscopia electronica de barrido (MEB),
permiti6 confirmar la formaciéon de estructuras definidas e individualizadas,
compatibles con sistemas coloidales estables. La observacion de particulas con
contornos bien delimitados y sin evidencia de colapso estructural o agregacion
excesiva es indicativa de un nanosistema fisicamente consistente, condicidn
indispensable para su aplicacién en entornos biolégicos. Desde el punto de vista
farmacotecnologico, la integridad morfolégica evidenciada por MEB respalda la
estabilidad del sistema y su idoneidad como vehiculo de liberacion intracelular
(Zielinska Aleksandra et al., 2020).

La caracterizaciéon morfolégica de las nanoparticulas poliméricas es fundamental
para evaluar atributos como la forma, uniformidad y caracteristicas superficiales,
los cuales influyen en sus propiedades y desempefo. Esta evaluacién permite
verificar la calidad estructural de las particulas obtenidas (Mishra et al., 2017;
Floyd et al., 2025; Khan et al., 2024; Ridolfo et al., 2021; Vakurov et al., 2012). En

el presente estudio, las imagenes obtenidas (Figura 12) resultaron fundamentales
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para conocer la morfologia de las nanoparticulas cargadas con nitazoxanida,
aportando evidencia visual sobre su integridad estructural y comportamiento bajo

condiciones experimentales controladas.

La morfologia de las nanoparticulas fue analizada a distintos aumentos, lo que
permiti6 una caracterizacion progresiva desde la escala macroscépica hasta la
nanométrica. En la Figura 12A, obtenida a 100x, se observa una muestra
compuesta por agregados con morfologia heterogénea, que incluye estructuras de
formas irregulares y alargadas con distribucion no uniforme. Algunas particulas
presentan aspecto fibroso o tubular, mientras que otras exhiben formas mas
compactas y amorfas. Esta tendencia a la aglomeracién puede atribuirse a fuerzas
de interaccion superficial (Demirezen et al., 2022), lo cual es consistente con el
potencial zeta reportado para las nanoparticulas cargadas con nitazoxanida de
-11.0 £ 3.0 mV (Cortez, 2023). Este valor refleja una carga superficial moderada y
una capacidad de repulsidon electrostatica limitada; dado que para garantizar una
estabilidad coloidal adecuada se requieren valores superiores a +20 mV o
inferiores a =20 mV, los valores cercanos a cero favorecen la aproximacion entre
particulas y, en consecuencia, su aglomeracion (Demirezen et al., 2022).de

nanoparticulas.
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A) Detalle de una particula individual a 2,500 x, mostrando superficie rugosa y compacta. B) Imagen a 50,000 x que
dominios nanométricos con tamarios aproximados de 500.8 nm, correspondientes a nanoparticulas individuales.
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En la Figura 12A, correspondiente a un aumento de 2,500%, se aprecia una
estructura con morfologia irregular y aspecto compacto. La superficie de la
particula presenta una textura rugosa y ondulada, con depresiones vy
protuberancias caracteristicas. A mayor resolucion, en la Figura 12B obtenida a
50,000x%, se revelan con claridad estructuras nanométricas en la superficie del
material. Se observa una particula de aproximadamente 500.8 nm, conforme a la
medicion directa realizada sobre la micrografia. Estas estructuras corresponden
probablemente a nanoparticulas individuales o superficialmente aglomeradas, lo
que confirma que el sistema contiene componentes dentro del rango nanométrico
(Lu et al., 2011).

La morfologia de las nanoparticulas constituye una propiedad critica, ya que
influye directamente sobre la adhesion celular, el transporte intracelular, el destino
subcelular, el tiempo de circulacion sistémica, la biodistribucién y la toxicidad (Lu
et al.,, 2011; Mishra et al., 2017). Las dimensiones a nanoescala facilitan la
captacion celular y la capacidad de atravesar barreras bioldgicas, lo cual es
fundamental para la entrega dirigida de farmacos al interior de las células (Ridolfo
et al., 2021; Vakurov et al., 2012; Zielinska Filipa et al., 2020).

Si bien el tamafio promedio, el indice de polidispersion (PDI) y el potencial zeta del
nanosistema fueron reportados previamente durante su desarrollo (Cortez, 2023),
su discusién resulta fundamental para interpretar los efectos bioldgicos
observados en el presente estudio. El tamafio reportado en el rango nanométrico,
junto con un PDI bajo, indica una poblacion de nanoparticulas relativamente
homogénea. Esta homogeneidad constituye un atributo deseable desde el punto
de vista farmacoldégico, ya que reduce la variabilidad en la interaccion
célula-nanoparticula y favorece una distribucion intracelular mas uniforme del

farmaco encapsulado (Gagliardi et al., 2021b; Zielinska Aleksandra et al., 2020).

Se ha descrito que nanoparticulas poliméricas en el rango aproximado de 100 a
500 nm pueden ser internalizadas eficientemente mediante mecanismos

endociticos, incluyendo endocitosis mediada por clatrina, caveolina vy



macropinocitosis, dependiendo de las propiedades fisicoquimicas del nanosistema
y del tipo celular (Nelemans & Gurevich, 2020). En lineas celulares hepaticas
como HepG2, estos mecanismos favorecen la acumulacion intracelular del
principio activo, aspecto crucial para farmacos cuyo blanco terapéutico se localiza

dentro de la célula.

Esta relacion entre tamano, captacion celular y efecto biolégico adquiere especial
relevancia en el contexto de la nitazoxanida, un farmaco caracterizado por baja
solubilidad acuosa que limita su biodisponibilidad cuando se administra en forma
libre. La nanoencapsulacion en un sistema polimérico mejora su dispersion en
medios bioldgicos, protege al farmaco de la degradacion y favorece su transporte
a través de la membrana celular, incrementando asi la concentracién intracelular
efectiva del principio activo, condicién necesaria para que ejerza efectos biolégicos

significativos sobre blancos intracelulares (Delshadi et al., 2021b).

Desde una perspectiva antiviral, estas caracteristicas estructurales vy
fisicoquimicas explican la idoneidad de las nanoparticulas poliméricas cargadas
con nitazoxanida para ejercer un efecto antiviral intracelular. La replicacion viral y
la actividad de proteinas reguladoras como HBx dependen de procesos que
ocurren en compartimentos citoplasmaticos y nucleares. Por ello, los sistemas de
liberacion basados en nanoparticulas poliméricas han sido ampliamente
propuestos como plataformas eficaces para el transporte intracelular de agentes
antivirales, al permitir una liberacion controlada del farmaco en el sitio de accion y
reducir los efectos inespecificos asociados a concentraciones extracelulares
elevadas (Cojocaru et al., 2020; Delshadi et al., 2021c). Adicionalmente, la
homogeneidad del nanosistema contribuye a minimizar respuestas citotéxicas no
deseadas, al evitar la presencia de fracciones de tamafio extremo que podrian
inducir estrés celular independiente del farmaco encapsulado. Este aspecto es
particularmente importante en estudios antivirales, donde resulta indispensable
diferenciar entre un efecto antiviral genuino y una disminuciéon de la viabilidad
celular asociada a la toxicidad del sistema de liberacion.
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7.2. Marcaje de nanoparticulas con FITC.

Para permitir la visualizacién de las nanoparticulas cargadas con nitazoxanida
mediante microscopia de epifluorescencia, fue necesario modificar su superficie.
Las nanoparticulas formuladas estan compuestas principalmente de
policaprolactona (PCL), un polimero hidrofébico que carece de grupos funcionales
reactivos necesarios para la conjugacion directa con fluoréforos como el
isotiocianato de fluoresceina (FITC), el cual presenta un espectro de excitacidon
entre 490 y 495 nm y emite a aproximadamente 519 nm. El uso de FITC para
marcar nanoparticulas poliméricas, y en particular sistemas basados en quitosano,
esta ampliamente documentado en aplicaciones biomédicas; su empleo recurrente
para obtener nanotransportadores fluorescentes destinados al rastreo celular y al
estudio de distribucion intracelular ha sido descrito en matrices poliméricas
derivatizadas con grupos amino susceptibles a la conjugacion (Caprifico et al.,
2021). Debido a esta limitante, las nanoparticulas fueron recubiertas con
quitosano, un polimero natural que posee grupos amino libres en su estructura y
que permite la conjugacion eficiente con FITC (Figura 13), facilitando asi el
marcaje fluorescente necesario para su rastreo en cultivos celulares (Caprifico et
al., 2021, 2024).

Este marcaje resultd esencial para determinar si las nanoparticulas formuladas
eran capaces de interactuar con las células blanco y, mas importante aun, si
podian internalizarse. Esta informacion es crucial para validar su potencial como
sistema de liberacion dirigido, ya que la eficacia terapéutica de las nanoparticulas
depende en gran medida de su capacidad para atravesar la membrana celular y
liberar el principio activo en el interior del citoplasma. De este modo, el analisis
cualitativo mediante microscopia de epifluorescencia proporciona una primera

aproximacion al comportamiento celular y la bioactividad del nanosistema.
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Figura 13. Nanoparticulas polimericas sin marcaje y con marcaje con FITC

Las nanoparticulas marcadas con FITC y sin marcar fueron expuestas a una
concentracion de 5 mg/mL en células HepG2. La Figura 14 presenta imagenes
obtenidas mediante microscopia 6ptica de campo claro y epifluorescencia: en la
fila superior se observa la superposicion de ambos canales, donde las
nanoparticulas fluorescentes marcadas con FITC (sefial verde) aparecen
asociadas a la superficie celular, lo que sugiere interaccion con la membrana. En
la fila inferior, correspondiente al control negativo, la superposicion de los canales
de fluorescencia y campo claro no muestra sefal detectable, lo que confirma la

ausencia de autofluorescencia o marcaje inespecifico en células sin tratamiento.
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Figura 14. Micrografias de nanoparticulas cargadas con nitazoxanida marcadas con FITC obtenidas mediante microscopia de epifluorescencia.
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Las Figuras 15, 16 y 17 muestran micrografias de campo claro a 10x y 40x
correspondientes a cultivos celulares tratados con nanoparticulas poliméricas
cargadas con nitazoxanida sin marcaje (Figura 15), marcadas con FITC (Figura
16) y células control sin tratamiento (Figura 17), evaluadas a 24 y 72 horas de

exposicion.

En las células tratadas con nanoparticulas sin marcar (Figura 15), alas 24 y 72
horas se observa una organizacion en pequefios grupos celulares con integridad
estructural aparente y sin evidencia marcada de lisis celular. A 40x se aprecian
detalles morfologicos bien definidos, con citoplasmas ligeramente granulares vy
contornos celulares conservados. A las 72 horas se observa una leve disminucién
en la densidad celular y cambios en la organizacién de la monocapa, lo cual

podria indicar una interaccion progresiva de las nanoparticulas con las células.

12 h 72 h

Figura 15. Micrografia de campo claro a 10 x de nanoparticulas sin marcar.

Las células expuestas a las nanoparticulas marcadas con FITC (Figura 16)

presentan una morfologia general comparable a la observada en el grupo anterior;
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sin embargo, se perciben areas con mayor densidad intracelular granular,
posiblemente asociadas a la internalizacion o acumulacion de las nanoparticulas
fluorescentes. A las 72 horas se observa una monocapa ligeramente menos
definida y una mayor agrupacion celular, lo cual podria estar relacionado con la

interaccidn progresiva del nanosistema con el cultivo.

Las células control (Figura 17) presentan una monocapa uniforme con alta
confluencia, bordes celulares bien delimitados y morfologia tipica de células
epiteliales. A 40x se observan nucleos definidos y un citoplasma homogéneo, sin
evidencia de alteraciones estructurales. Esta condicion representa el patron
morfolégico de referencia para comparar los posibles efectos inducidos por las

nanoparticulas.

24 h 72 h

.. & -'

=iy [

Figura 16. Micrografia de campo claro a 10 x de nanoparticulas marcadas con FITC.

La interaccion de las nanoparticulas con la membrana celular desempefia un
papel crucial en la endocitosis y el trafico intracelular, y depende de multiples
factores, entre ellos el tamafo de las particulas, su forma, carga superficial,
lipofilicidad, naturaleza del nanotransportador y el tipo celular involucrado en la
internalizacion (Mazumdar et al., 2021). En células HepG2, la internalizacion de

nanoparticulas puede ocurrir a través de diversas vias endociticas, y los

53



mecanismos exactos varian en funcién de las propiedades fisicoquimicas del

nanosistema, particularmente el tamano y la morfologia (Mazumdar et al., 2021).

24 h

Figura 17. Micrografias de campo claro a 10 x y 40 x de células HepG2, grupo control sin tratamiento.

En conjunto, los resultados obtenidos mediante microscopia de campo claro y
epifluorescencia sugieren que las nanoparticulas poliméricas cargadas con
nitazoxanida son capaces de interactuar con células HepG2 y de ser
internalizadas de manera progresiva, sin inducir alteraciones morfolégicas
drasticas a las concentraciones evaluadas. La sefal fluorescente asociada a las
células tratadas con nanoparticulas-FITC, en contraste con la ausencia de sefial
en el control negativo, respalda la especificidad del marcaje y confirma la utilidad
del sistema de funcionalizacion con quitosano como estrategia para el rastreo
intracelular. Estos hallazgos son consistentes con lo descrito para
nanotransportadores poliméricos de tamano similar, en los que la internalizacion
mediada por endocitosis constituye la principal ruta de entrada en hepatocitos y
lineas celulares hepaticas (Nelemans & Gurevich, 2020; Mazumdar et al., 2021).

Desde una perspectiva traslacional, la capacidad de las nanoparticulas para
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acceder al compartimento intracelular es un requisito indispensable para que la
nitazoxanida ejerza su actividad sobre blancos moleculares localizados en el
citoplasma y el nucleo, como es el caso de la proteina HBx en el contexto de la

infeccidn por virus de la hepatitis B.

7.3 Obtencion del plasmido pcDNA3.1Flag HBx

La obtencién de ADN plasmidico de alta calidad constituye un paso fundamental
para los estudios de expresién génica en células de mamifero, ya que la pureza,
integridad estructural y conformacion topolégica del plasmido influyen
directamente en la eficiencia de transfeccion y en los niveles de expresiéon del gen
de interés. Se ha reportado que la presencia de contaminantes derivados del
proceso de purificacion, asi como una baja proporcion de ADN plasmidico en
conformacién superenrollada, pueden comprometer la transferencia génica y
afectar la reproducibilidad experimental (Nguyen,2024).

Para establecer un modelo celular de expresion de HBx asociado al VHB, se
adquirié el plasmido pcDNA3.1-Flag HBx de la plataforma Addgene (numero de
catalogo #42596). Este plasmido contiene el gen que codifica para la proteina X
del VHB bajo el control de un promotor que permite su expresion en células de
mamifero, asi como un gen de resistencia a ampicilina que facilita su seleccion y
propagacion en bacterias. Se ha descrito que la proteina HBx incrementa los
niveles de calcio citosélico mediante la modulacién del poro de transicion de
permeabilidad mitocondrial; esta sefializacion mediada por Ca?" facilita el
ensamblaje del nucleo viral y la produccion de ARN pregenémico (pgARN), ambos
procesos indispensables para la replicacion del virus (Li et al., 2024a). La
transfeccion de células HepG2 con pcDNA3.1-Flag HBx permite inducir la
expresion ectdpica de HBx y reproducir sus efectos sobre la viabilidad celular y la
homeostasis del calcio citosdélico en un entorno controlado (Geng et al., 2012a), lo

que constituye la base del modelo experimental empleado en el presente estudio.

El plasmido pcDNA3.1-Flag HBx fue amplificado y seleccionado en cultivos de E.

coli DH5a mediante resistencia a ampicilina. Las bacterias transformadas se
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cultivaron inicialmente en medio sélido LB suplementado con ampicilina (100
Mg/mL), donde se observaron colonias positivas que confirmaron la presencia del
plasmido en las células transformadas (Figura 18). Las colonias seleccionadas
fueron inoculadas posteriormente en medio LB liquido con la misma concentracion
de ampicilina y se incubaron a 37 °C durante 13 horas. Tras este crecimiento, el
plasmido fue purificado utilizando el kit GeneJET (Thermo Scientific),
obteniéndose cinco clonas de 50 yL de solucion plasmidica. Las concentraciones

de ADN obtenidas para cada clona se presentan en la Tabla 5.

Figura 18. Transformacién de Bacterias E. coli DH5a con el plasmido pcDNA3.1-Flag HBx.

Tabla 5. Concentraciones de plasmido pcDNAS3.1-Flag HBx purificado por columna (miniprep kit
Thermo Scientific™).

No. De clona [ng/uL]
1 296
2 483
3 373
4 432.6
5 54.9
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La purificacidon del plasmido constituye un paso critico dentro del disefio
experimental, dado que este vector representa la base molecular para la expresion
intracelular de HBx. El plasmido pcDNA3.1 es un vector de expresiéon ampliamente
utilizado en sistemas eucariotas, disefiado para dirigir una expresion eficiente del
gen de interés bajo el control de promotores fuertes, lo que lo hace especialmente
adecuado para estudios funcionales en lineas celulares humanas como HepG2.
La calidad del ADN plasmidico purificado impacta directamente sobre la eficiencia
de transfeccion, los niveles de expresidn proteica y la viabilidad celular posterior al
proceso de introduccion del material genético. Se ha documentado que
preparaciones con impurezas proteicas, restos de ARN o endotoxinas bacterianas
pueden reducir significativamente la eficiencia de transfeccién e inducir respuestas
celulares inespecificas que comprometen la interpretacién de los resultados (La
Vega et al.,, 2013). Estudios recientes confirman que preparaciones plasmidicas
obtenidas mediante métodos comerciales estandarizados cumplen con los criterios
minimos requeridos para aplicaciones en biologia celular (Cheng et al., 2025;
Kachkin et al., 2020).

La evaluacion de la integridad estructural del plasmido mediante electroforesis en
gel de agarosa permitié confirmar la presencia predominante de la conformacion
superenrollada, caracteristica de preparaciones plasmidicas integras vy
funcionales. Esta conformacién es particularmente importante, ya que el ADN
plasmidico superenrollado presenta mayor eficiencia de transfeccidn en
comparaciéon con las formas lineales o relajadas, ademas de una mayor
estabilidad intracelular tras su introduccién en las células (Chancham & Hughes,
2001).

Para verificar la identidad del plasmido y confirmar la integridad del inserto, se
disefiaron tres cebadores especificos dirigidos a amplificar un fragmento de 120
pb correspondiente al gen HBx (Figura 19). Estos cebadores fueron disefiados
ademas para monitorear la expresion del gen HBx en células transfectadas con
pcDNA3.1-Flag HBX, lo que permite no solo autenticar el plasmido previo a su uso,
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sino también evaluar de manera confiable la expresion génica en los experimentos
funcionales y verificar que el gen HBx sea transcrito de forma efectiva en los

cultivos celulares.

4=== 120 pb

Figura 19. Purificacion del plasmido pcDNA3.1-Flag HBx.

En conjunto, la obtencién de ADN plasmidico puro, integro y con concentracion
adecuada constituyd un requisito indispensable para lograr transfecciones
reproducibles y una expresion eficiente de HBx en células HepG2. La cantidad y
calidad del plasmido purificado permitieron establecer un sistema experimental
confiable, en el cual los efectos observados sobre la viabilidad celular, la apoptosis
y la expresion proteica pueden atribuirse con mayor certeza al impacto biolégico
de HBx, minimizando la interferencia de variables técnicas asociadas a la

preparacion del material genético.

7.4 Crecimiento, viabilidad y morfologia de células HepG2

Las células HepG2 son una linea derivada de hepatoblastoma humano que se
comporta de manera similar a los hepatocitos fetales y expresa muchas de las
funciones atribuidas a los hepatocitos humanos normales, lo que la convierte en
un modelo ampliamente utilizado para estudios de biologia hepatica y evaluacion

de compuestos farmacologicos (Aguillon-Osma et al., 2019).
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Se generd un banco maestro de 15 viales a partir de la linea celular HepG2 (ATCC
HB-8065), siguiendo el protocolo estandar de descongelacion, subcultivo vy
criopreservacion. Cada vial contiene un volumen de 2 mL con una concentracién
de 1x10° células/mL. Las células, correspondientes al pase 8, presentaron una
viabilidad del 98 % al momento del procesamiento. Los viales se almacenan en un
tanque de nitrégeno liquido a =196 °C para garantizar su conservacion a largo

plazo.-196 °C para garantizar su conservacion a largo plazo.
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Figura 20. Crecimiento y viabilidad de células HepG2 en funcién del tiempo.

La cinética de crecimiento celular fue evaluada mediante el seguimiento de la
concentracion celular y el porcentaje de viabilidad a lo largo del tiempo (Figura 20).
Los datos, expresados como media + error estdndar de n=3, muestran que la
concentracion celular (linea azul) aumenta de manera exponencial entre las 72 y
120 horas de cultivo, seguida de una fase estacionaria y un descenso progresivo
hacia las 144 horas. El porcentaje de viabilidad (linea roja) se mantiene cercano al
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100 % hasta las 72 horas, lo que indica que las condiciones de cultivo empleadas
fueron adecuadas para sostener un crecimiento activo de las células HepG2 (Tsuiji
et al., 2021). La velocidad especifica de crecimiento (u) calculada fue de 0.214 h™,
con un tiempo de duplicacion de 34 horas, valor comparable al reportado por otros
autores para esta linea, aunque ligeramente inferior al tiempo de duplicacién de 48
horas descrito por Kalikias y colaboradores (2016) bajo condiciones de cultivo

similares.

La fase logaritmica de crecimiento observada coincide con lo reportado por Tsuji y
colaboradores (2021), quienes describieron una expansion activa de células
HepG2 entre las 72 y 120 horas de cultivo, con disminucién gradual de la
velocidad de crecimiento después de las 120 horas y entrada en fase estacionaria
aproximadamente a las 192 horas. Este comportamiento es consistente con la
cinética tipica de un cultivo sano, caracterizada por una fase de adaptacién
posterior a la siembra en la que ocurre la reorganizacion y el anclaje celular,
seguida de una fase exponencial de proliferaciébn sostenida y una fase de
estabilidad al aproximarse a la confluencia méxima. Este patrén es relevante
porque el estado proliferativo y la densidad celular influyen sobre las propiedades
funcionales de HepG2 y, por ende, en su respuesta a estimulos farmacolégicos y
experimentales (Arzumanian et al., 2021; Tanaka-Yachi et al., 2022). De hecho, se
ha demostrado que la densidad celular modifica caracteristicas funcionales de
esta linea, lo que subraya la necesidad de estandarizar la confluencia y las
condiciones basales para garantizar la comparabilidad entre tratamientos
(Tanaka-Yachi et al., 2022).

En cuanto a la viabilidad, mantener porcentajes elevados, comiunmente aceptados
como indicadores de cultivos sanos aptos para ensayos de intervencion, es
esencial para interpretar los cambios observados como efectos reales del
tratamiento o del blanco molecular, y no como consecuencia de un cultivo
comprometido. Asimismo, el control de calidad del cultivo es un componente
reconocido como determinante para que las mediciones de viabilidad y
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metabolismo sean reproducibles e interpretables (Roth et al., 2020; Weiskirchen et
al., 2023).

Figura 21. Morfologia de células HepG2.

La morfologia celular fue evaluada mediante microscopia de campo claro con
contraste de fases (Figura 21). Las células HepG2 presentan una forma poligonal
o fusiforme, con nucleos grandes, centrales y esféricos; en algunos casos se
observa multinucleacién, caracteristica frecuente en lineas de origen tumoral,
donde puede registrarse hasta siete nucleos por célula (Arzumanian et al., 2021).
Las células crecen en monocapa y forman grupos o islas celulares caracteristicos
(Donato et al., 2015). El citoplasma es homogéneo y moderadamente refringente,

con limites celulares bien definidos y un tamafo aproximado de 20 um.

El patron morfolégico observado en las micrografias es consistente con el fenotipo
descrito para esta linea hepatocitaria bajo condiciones estandar de -cultivo
(Arzumanian et al., 2021). La adhesién y extensién celular se mantuvieron
uniformes, sin cambios abruptos en tamano ni pérdida del patrén de monocapa, lo
cual constituye un indicador indirecto de integridad citoplasmatica y homeostasis
basal. Asimismo, no se identificaron hallazgos morfolégicos compatibles con
estrés o deterioro celular, tales como vacuolizacion marcada, desprendimiento

generalizado, redondeo masivo, presencia excesiva de detritos o signos
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sugestivos de contaminacién microbiana. La ausencia de estos indicadores es
particularmente relevante, dado que la contaminacién, especialmente por
Mycoplasma, puede generar alteraciones en el crecimiento, la viabilidad y los
perfiles de expresidén génica, comprometiendo la reproducibilidad de los resultados
experimentales (Dayanidhi et al., 2023; Roth et al., 2020; Weiskirchen et al., 2023).

Por tanto, la caracterizacion de la linea celular HepG2 confirma que las células
empleadas en este estudio presentaban condiciones basales Optimas: viabilidad
elevada, cinética de crecimiento reproducible y morfologia integra sin evidencia de
deterioro. Estos atributos son requisitos indispensables para garantizar que los
efectos observados en los experimentos de transfeccion y tratamiento
farmacoldgico sean atribuibles a las intervenciones experimentales, es decir, la
expresion de HBx y la accion de la nitazoxanida libre o nanoencapsulada, y no a

variables confusoras derivadas del estado basal del cultivo.

7.5 Respuesta celular a la nitazoxanida y nanoparticulas cargadas con
nitazoxanida.

Viabilidad celular en el modelo HEK293-rAd5
Previo al establecimiento del modelo de expresion de HBx en células HepG2, se

empleé un modelo de infeccion viral heterélogo basado en células HEK293 y
adenovirus recombinante tipo 5 (rAd5) como sistema de evaluacion preliminar de
la actividad antiviral de la nitazoxanida en sus formas libre y nanoencapsulada.
Este abordaje permitié validar la funcionalidad del nanosistema en un contexto de
infeccion viral activa antes de avanzar hacia el modelo especifico de VHB,
proporcionando evidencia inicial sobre la capacidad del sistema de liberacién para
potenciar el efecto biolégico del farmaco encapsulado. Si bien el rAd5 no es el
agente etiolégico objeto de estudio, su uso como modelo de infeccién viral in vitro
esta ampliamente justificado para la evaluacién de antivirales de amplio espectro
en etapas exploratorias, dado que permite cuantificar con precision el efecto
citopatico viral y la recuperacion celular inducida por el tratamiento (Bharti et al.,
2021; Rossignol, 2014).
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La evaluacion cualitativa mediante tincidn con cristal violeta (Figura 23A) mostré
que los cultivos infectados con rAd5 sin tratamiento presentaron una pérdida
marcada de la monocapa celular, compatible con el efecto citopatico caracteristico
del adenovirus. En los cultivos tratados con nitazoxanida libre y tizoxanida se
observd una recuperacion parcial de la monocapa, lo que sugiere una actividad
antiviral moderada frente al rAd5. De manera notable, el tratamiento con
nanoparticulas cargadas con nitazoxanida (Nano+Nita) produjo una coloracion
mas intensa y homogénea en comparacion con las formas libres del farmaco, lo
que indica una mayor preservacion de la integridad celular y una posible mejora en

la eficacia antiviral atribuible a la formulaciéon nanoparticulada.

Control (=) Control (=) Control (+) Nitazoxanida Tizoxanida Nano+Nita
Sin infectar Nanoparticulas Infeccién r-Ads [.15 pM] [.15 uM] [16 uM]

B o

60 |

% de Viabilidad

40 F

20 F

Nanoparticulas r-Ad5 Nitazoxanida Tizoxanida Nano+Nita

OControl BECondicién

Figura 22. Ensayo antiviral rAd5.

A) Tincién de cristal violeta de cultivos de células HEK293 infectados con rAd5. Controles (-) sin
infectar, control de infeccién y cultivos infectados + Nitazoxanida, Tizoxanida y nanoparticulas de
nitazoxanida. B) % de viabilidad del ensayo antiviral en cultivos de células HEK293 infectados con
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r-Ad5. Las barras de error corresponden la desviacion estandar de la media de 3 réplicas
biolégicas con 3 muestras técnicas cada una.

Los resultados de viabilidad celular (Figura 23B) respaldan las observaciones
cualitativas descritas previamente. Las células control no infectadas y las tratadas
con nanoparticulas sin carga exhibieron porcentajes de viabilidad superiores al 95
%, confirmando la biocompatibilidad del nanosistema empleado. La infeccién con
rAdS resulté en una marcada disminucion de la viabilidad celular (menor al 15 %),
reflejo de la lisis celular masiva inducida por el virus. Bajo tratamiento con
nitazoxanida libre se observo una recuperacion parcial de aproximadamente el 35
%, y con tizoxanida de aproximadamente el 45 %, lo que indica una actividad
antiviral moderada en ambos casos. Sin embargo, la formulacién nanoparticulada
cargada con nitazoxanida logré6 restaurar la viabilidad celular hasta
aproximadamente un 65 %, lo que representa una mejora significativa respecto a
los compuestos libres y evidencia el valor afiadido de la nanoencapsulacién para

potenciar la biodisponibilidad intracelular del farmaco.

La actividad antiviral observada es consistente con el perfil farmacolégico de la
nitazoxanida como agente antiviral de amplio espectro (Rossignol, 2014). Se ha
documentado que la nitazoxanida y su metabolito activo, la tizoxanida, inhiben la
replicacion de un amplio rango de virus de ARN y ADN mediante mecanismos
que, en su mayoria, no dependen directamente de proteinas virales especificas,
sino de procesos regulados por el hospedero que son aprovechados por distintos
virus durante su ciclo replicativo (Bharti et al., 2021; Romero-Cabello et al., 2021b;
Rossignol, 2014). Entre los mecanismos descritos se encuentra el bloqueo de la
maduracién de glicoproteinas virales en etapas postraduccionales, como la
hemaglutinina del virus de la influenza y la proteina espiga de los coronavirus, asi
como la activacion de respuestas inmunes innatas del hospedero que limitan la
replicacion viral de manera indirecta (Piacentini et al., 2023; Rossignol, 2014). Esta

dependencia de blancos del hospedero, mas que de proteinas virales altamente
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especificas, explica en parte la actividad de la nitazoxanida frente a virus
estructuralmente diversos, incluyendo adenovirus, y fundamenta su evaluacién

frente al VHB en el modelo de expresion de HBx.

Los resultados obtenidos en el modelo HEK293-rAd5 constituyen una evidencia
preliminar relevante: confirman que el nanosistema es biocompatible, que la
nanoencapsulacién mejora el efecto antiviral de la nitazoxanida respecto a su
forma libre, y que el farmaco conserva su actividad bioldgica tras el proceso de
formulacion. Estos hallazgos justifican el avance hacia el modelo de mayor
especificidad representado por las células HepG2 transfectadas con
pcDNA3.1-Flag HBx, en el que se evalua el impacto de la nitazoxanida libre y
nanoencapsulada sobre la expresiéon de la proteina HBx y los parametros

celulares asociados a la infeccidn cronica por virus de la hepatitis B.

Viabilidad celular en el modelo de expresion de HBx

El analisis de viabilidad celular en el modelo de expresion de HBx reveld un patrén
de respuesta diferencial entre los grupos experimentales (Figura 24). El grupo
control, correspondiente a células sin transfeccion ni tratamiento, presenté una
viabilidad cercana al 100 %, estableciendo la linea base del sistema. En contraste,
la transfeccidn con HBXx sin tratamiento provocd una reduccién drastica de la
viabilidad celular hasta el 35 %, evidenciando la citotoxicidad inducida por la
expresion ectopica de esta proteina viral, consistente con los efectos previamente
descritos de HBx sobre la homeostasis celular, la modulacién de calcio citosdlico y

la induccion de apoptosis (Geng et al., 2012a; Wang et al., 2023).

El tratamiento con nanoparticulas sin carga (Trans+Nano/SC) no mostré un efecto
significativo sobre la viabilidad, manteniéndose en niveles similares a los del grupo
transfectado sin tratamiento. Este resultado confirma que el sistema
nanoparticulado por si mismo no revierte el dafo inducido por HBx y respalda la

biocompatibilidad del nanosistema, en concordancia con los resultados obtenidos
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previamente en el modelo HEK293-rAd5, donde las nanoparticulas sin carga no

afectaron la viabilidad celular (seccién 7.5).

El tratamiento con nanoparticulas cargadas con nitazoxanida resulté en una
recuperacion notable de la viabilidad celular de manera dependiente de la
concentracion. A una concentracion de 1.5 uyM se observd una recuperacion
parcial del 66 %, mientras que a 0.75 uM la viabilidad aumenté de forma mas
marcada hasta el 80 %, alcanzando niveles cercanos al grupo control. Este
comportamiento sugiere una relacion inversamente dependiente de la dosis, en la
que la concentracion mas baja de nitazoxanida vehiculizada resulté mas eficaz
para restaurar la viabilidad celular. Este fendmeno podria estar relacionado con
efectos citostaticos o sobre rutas de senalizacion celular que se manifiestan de
manera distinta segun la concentracion del farmaco, y merece ser explorado en

estudios de seguimiento con un rango de concentraciones mas amplio.
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Figura 24. Modelo de expresion de la proteina HBx del virus de Hepatitis B en células HepG2.

Porcentaje de viabilidad determinado por MTS de cultivos transfectados con el plasmido
pcDNA3.1-Flag HBx y tratados con nanoparticulas sin compuesto, nitazoxanida, tizoxanida y
nanoparticulas cargadas con nitazoxanida a las siguientes concentraciones: 1.5 uM, 0.15 uM y
0.015 uM. Control negativo de muerte: Células sin tratamiento, Control positivo de muerte:
Cisplatino 20 uM. Los cultivos fueron evaluados a las 96 h post transfeccion.

A nivel molecular, la disminucion observada en la expresion de HBx en células
HepG2 tras el tratamiento con nanoparticulas cargadas con nitazoxanida y con
nitazoxanida en su forma libre sugiere una posible interferencia en la interaccién
entre HBx y la proteina celular DDB1 (Figura X). Esta interaccion es esencial para
que HBx promueva la degradacion del complejo SMC5/6, un restrictor natural de la
transcripcion del ADNccc viral. Se ha reportado que la nitazoxanida puede inhibir
esta interaccion, restaurando los niveles de SMC5/6 y reduciendo asi la
transcripcion del ADNccc, con la consecuente disminucion en la produccion de
ARNSs y proteinas virales asociadas al VHB (Sekiba et al., 2019b). Desde el punto
de vista funcional, la reduccion de HBx sugiere que los tratamientos interfieren en
el mantenimiento del estado transcripcional activo del ADNccc, lo que puede
traducirse en menor produccion de ARN pregendmico, menor sintesis de

antigenos virales y atenuacion de la propagacién del virus.

Estos hallazgos son consistentes con lo demostrado por Sekiba y colaboradores
(2019), quienes reportaron que la nitazoxanida inhibe la interaccion HBx-DDB1 y
restaura la proteina SMC5/6, suprimiendo la transcripcion desde el ADNccc tanto
en células HepG2 como en hepatocitos primarios infectados con VHB, sin causar
toxicidad significativa en rangos de concentracidn terapéuticos (Sekiba et al.,
2019b). De manera complementaria, Korba y colaboradores (2008) demostraron
que la nitazoxanida y la tizoxanida inhiben la replicacion del VHB y del VHC en
modelos celulares, afectando proteinas virales clave y la replicacion en general
(Korba et al., 2008). Revisiones recientes destacan que, si bien la nitazoxanida
posee un espectro antiviral amplio, su relevancia frente al VHB radica

principalmente en su capacidad de interferir en la interaccion de HBx con factores
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celulares del hospedero, mecanismo que la distingue de los antivirales

convencionales dirigidos a la polimerasa viral (Zhuang et al., 2023).

180
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O Trans+nano/nita 1.5 yM
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Figura 25. Porcentaje de viabilidad celular en cultivos HepG2 transfectados con el plasmido
pcDNA3.1-Flag HBx y tratados con nanoparticulas cargadas con nitazoxanida.

La forma nanoparticulada de la nitazoxanida ofrece ventajas adicionales respecto
a la forma libre en este contexto. La encapsulacion en el sistema polimérico
mejora la estabilidad fisicoquimica del farmaco en medios bioldgicos, favorece su
liberacion controlada en el compartimento intracelular y aumenta la concentracion
efectiva disponible en el sitio de accion, condiciones que en su conjunto potencian
el efecto bioldgico observado. Esta superioridad de la formulacién nanoparticulada
sobre el compuesto libre fue igualmente evidenciada en el modelo preliminar
HEK293-rAd5 (seccion 7.5), donde las nanoparticulas cargadas con nitazoxanida
restauraron la viabilidad celular hasta el 65 % frente al 35 % alcanzado por el
farmaco libre, estableciendo un patron de respuesta coherente entre ambos

modelos experimentales.

La evidencia generada en el modelo HepG2-HBXx, considerado en conjunto con los
resultados del modelo HEK293-rAd5, permite sostener que la nanoencapsulacion
de nitazoxanida representa una estrategia viable para potenciar la actividad
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antiviral frente al VHB, actuando sobre un blanco molecular de alta relevancia para
la persistencia viral como lo es la proteina HBx. Estos resultados sientan las bases
para estudios posteriores en modelos de infeccion completa por VHB que permitan
confirmar el impacto del nanosistema sobre la replicacion viral y la eliminacion del

reservorio de ADNccc.

Muerte celular asociada a la expresion de HBx.

La tincion diferencial con naranja de acridina (AO) e ioduro de propidio (IP) permite
discriminar entre poblaciones celulares viables, apoptdticas y necréticas con base
en la integridad de la membrana plasmatica y la actividad lisosomal, constituyendo
una herramienta complementaria al analisis de viabilidad para caracterizar el tipo

de muerte celular inducida por HBx y el efecto de los tratamientos evaluados.

En la Figura 26 se presentan las micrografias de epifluorescencia
correspondientes a los controles del modelo: células HepG2 sin transfectar
(control negativo de muerte), células HepG2 transfectadas con el plasmido
pcDNA3.1-Flag HBx y células tratadas con cisplatino 20 yM (control positivo de
muerte). En el grupo control negativo no se detectd sefial en el canal rojo (TRITC),
lo que indica ausencia de compromiso de la membrana celular y una viabilidad del
cultivo superior al 95 %. La monocapa se observd uniforme y la superposicion de
los canales rojo y verde no mostré6 morfologia compatible con ningun tipo de

muerte celular, confirmando la integridad basal del sistema experimental..
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Figura 26. Microscopia de epi fluorescencia de cultivos control.

Control (=)
Sin transfectar

Transfeccion
pcDNA3.1-Flag HBx

Control (+)
Cisplatino
[.20 uM]

Células sin transfectar (control — de muerte), Células transfectadas con el plasmido pcDNA3.1-Flag
HBx y células tratadas con 20 uM de Cisplatino (Control positivo de muerte).

Las células HepG2 transfectadas con pcDNA3.1-Flag HBx presentaron una
morfologia consistente con un proceso activo de muerte celular. Se detect6 sefial
en el canal TRITC, indicativa de la entrada de ioduro de propidio y su intercalacion
con el ADN como consecuencia del compromiso de la membrana plasmatica. Las
células mostraron pérdida de capacidad de adherencia y morfologia redondeada,
cambios compatibles con muerte celular en curso. La coloracion naranja observada
en la superposicién de los canales TRITC/FITC se atribuye a una elevada actividad
lisosomal asociada a la activacion de vias de muerte celular. Este patron
morfolégico fue comparable al observado en el control positivo tratado con
cisplatino, cuya capacidad de inducir muerte celular en cultivos in vitro esta
ampliamente documentada (Kim et al.,, 2016). La evidencia obtenida respalda la
capacidad de la proteina HBx para inducir muerte celular en el modelo HepG2, en

concordancia con lo descrito previamente respecto a su papel en la modulacion de
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la apoptosis, la alteracion de la homeostasis del calcio citosélico y la desregulacion

de vias de sefalizacién celular (Geng et al., 2012a; Wang et al., 2023).

Una vez establecidos los controles del modelo HepG2/HBx, los -cultivos
transfectados fueron tratados con nanoparticulas sin carga (0.15 yM), nitazoxanida
libre (0.15 uM), tizoxanida (0.15 uM) y nanoparticulas cargadas con nitazoxanida
(0.15 pM), cuyos resultados se presentan en la Figura 27. Las nanoparticulas sin
carga no mostraron capacidad de inhibir el proceso de muerte iniciado por la
expresion de HBx, con un patrén de fluorescencia similar al del grupo transfectado
sin tratamiento, lo que confirma que el efecto protector observado en los demas
grupos es atribuible al principio activo y no al sistema de liberacion, resultado

coherente con los datos de viabilidad presentados en la seccion anterior.

Campo claro TRITC FITC TRITC/FITC
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Nitazoxanida
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HBx +
Tizoxanida
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Figura 27. Microscopia de epi fluorescencia de cultivos transfectados con el plasmido pcDNAS3.1-Flag HBx.
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En los cultivos tratados con nitazoxanida libre y tizoxanida, el efecto de muerte se
observo con menor intensidad respecto al grupo transfectado sin tratamiento: se
apreciaron células adheridas y reduccion de la actividad lisosomal, lo que indica
que ambos compuestos tienen capacidad de inhibir parcialmente los efectos
citotéxicos de HBx. Este hallazgo es consistente con lo reportado en la literatura,
donde la nitazoxanida ha demostrado inhibir la replicacion del VHB mediante
multiples mecanismos, entre ellos la interferencia con la interaccion HBx-DDB1, la
modulacion de vias de sefalizacion celular y la induccidn de respuestas
inmunitarias innatas (Geng et al., 2012b; Sekiba et al., 2019b; Sivasudhan et al.,
2022a; Stachulski et al.,, 2011). Aunque el mecanismo exacto no ha sido
completamente dilucidado, se ha propuesto que la nitazoxanida puede interferir
con la maduracion de proteinas virales y modular la via del interferén, resultando

en la atenuacion de la replicacion viral (Rossignol, 2014; Zhuang et al., 2023).

El efecto inhibidor sobre la muerte celular inducida por HBx se observé de manera
mas contundente en los cultivos tratados con nanoparticulas cargadas con
nitazoxanida. La sefal en el canal rojo fue notablemente menor en comparacion
con las demas condiciones experimentales, o que indica un cultivo con mayor
proporcion de células viables, membranas integras, capacidad de adherencia
conservada y ausencia de actividad lisosomal asociada a procesos de muerte,
caracteristicas opuestas a las observadas en las células transfectadas sin
tratamiento y en el control positivo con cisplatino. Estos resultados sugieren que la
nanoencapsulacion potencia el efecto citoprotector de la nitazoxanida,
favoreciendo una mayor concentracion intracelular efectiva del farmaco en el sitio
de accidn, en linea con lo discutido respecto a las propiedades fisicoquimicas del
nanosistema y su capacidad de internalizacion en células HepG2 (secciones 7.2 y
7.3).

72



La superioridad de la formulacién nanoparticulada sobre la nitazoxanida libre
observada en este modelo es consistente con el patron de respuesta identificado
previamente en el modelo HEK293-rAd5 (seccion 7.5), donde las nanoparticulas
cargadas con nitazoxanida restauraron la viabilidad celular en mayor proporcion
que el farmaco libre frente a la infeccion con adenovirus recombinante. La
convergencia de estos resultados en dos modelos experimentales distintos
refuerza la hipdtesis de que la nanoencapsulacién mejora la biodisponibilidad
intracelular de la nitazoxanida y potencia su actividad bioldgica,
independientemente del contexto viral especifico. Desde una perspectiva
mecanistica, la reduccion del proceso de muerte celular observada en los cultivos
tratados con nanoparticulas cargadas con nitazoxanida podria estar mediada por
la restauracion de los niveles de SMC5/6 mediante la inhibicion de la interaccion
HBx-DDB1, lo que limitaria la transcripciéon del ADNccc y reduciria la carga de
proteinas virales responsables de la desregulacion celular (Sekiba et al., 2019b).
Esta interpretacion integra los datos morfolégicos obtenidos mediante microscopia
de epifluorescencia con los datos moleculares de expresiéon de HBx discutidos en
la seccion anterior, proporcionando una visién coherente del mecanismo de accién

del nanosistema en el modelo HepG2/HBXx.

Caracterizacién de la apoptosis en células HepG2-HBx

La Anexina V es una proteina de membrana no glicosilada empleada para detectar
la externalizacién de fosfatidilserina, un fosfolipido que en condiciones fisioldgicas
se localiza en el leaflet interno de la membrana plasmatica, pero cuya exposiciéon
en la cara externa constituye un marcador temprano y distintivo de apoptosis y
estrés celular. Dado que la externalizacion de fosfatidilserina puede ocurrir en
distintas formas de muerte celular, su deteccion se combina con ioduro de propidio
(IP), el cual penetra exclusivamente en células con membrana comprometida,
permitiendo discriminar entre apoptosis temprana (Anexina V+/IP-), apoptosis
tardia o necrosis secundaria (Anexina V+/IP+) y células viables (Anexina V-/IP-)

(Hu et al., 2021; Zhang & Xu, 2002). La aplicacion de este ensayo en el modelo
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HepG2/HBx permitié caracterizar con precision el tipo e intensidad de la muerte
celular inducida por la expresiéon de HBx, asi como el efecto modulador de los

tratamientos evaluados.

La Figura 28 muestra los cultivos de células HepG2 transfectadas sin tefir,
utiizados como control de fluorescencia basal. La ausencia total de sefial
fluorescente en este grupo confirma que no existe autofluorescencia significativa
en el sistema experimental, validando la especificidad de las sefales detectadas

en los grupos tratados.

TRITC/ loduro de
BF/FITC/TRITC

FITC/ anexina V propidio FITC/TRITC
- ---

Sin tratamiento §

aaaaa

Cisplatino 20 pM

Figura 28. Ensayo de Annexina V en cultivos control

El control negativo, correspondiente a células sin transfeccién ni tratamiento,
mostré una proporcion minima de células Anexina V positivas y practicamente
ausencia de sefal de IP, lo que indica una poblacion mayoritariamente viable con
apoptosis basal minima, comportamiento consistente con la estabilidad fisioldgica
de la linea HepG2 bajo condiciones éptimas de cultivo. El control positivo tratado
con cisplatino presenté un incremento notable de células doblemente positivas

(Anexina V+/IP+), patron caracteristico de apoptosis tardia y necrosis secundaria,
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lo que valida la sensibilidad del ensayo y su capacidad para detectar procesos

avanzados de muerte celular inducida (Kim et al., 2016).

El analisis de los grupos experimentales se presenta en las Figuras 29 y 30. En las
células transfectadas con pcDNA3.1-Flag HBx sin tratamiento se observa un
incremento marcado de eventos apoptaticos, con predominio de sefal en el canal
rojo y aumento de la poblaciéon doblemente positiva, 1o que indica progresion
desde apoptosis temprana hacia fases tardias. La presencia simultanea de
poblaciones Anexina V+/IP- y Anexina V+/IP+ sugiere que la muerte celular
inducida por HBx es un proceso dinamico y progresivo, mediado por mecanismos
como disfuncidén mitocondrial, generacion de especies reactivas de oxigeno y
activacidén de cascadas de caspasas (He et al., 2024; Li et al., 2024b; Sekiba et al.,
2019b). Este resultado es coherente con los hallazgos obtenidos mediante tincién
AO/IP (seccidon 7.7), donde las células transfectadas con HBx presentaron pérdida
de adherencia, elevada actividad lisosomal y morfologia compatible con muerte
celular activa, consolidando la capacidad del modelo HepG2/HBx para reproducir

los efectos citotoxicos de esta proteina viral.
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Transfeccion
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Figura 29. Ensayo de Annexina V en cultivos celulares transfectados con HBx y tratados con
nanoparticulas de nitazoxanida.

En los cultivos tratados con nitazoxanida libre, se observa una reducciéon parcial
en la proporcion de células Anexina V positivas, particularmente en la fraccion
doblemente positiva, lo que indica que el farmaco ejerce un efecto modulador
sobre la progresion de la apoptosis sin lograr revertirla completamente. Este
comportamiento es consistente con reportes que atribuyen a la nitazoxanida
propiedades antivirales e inmunomoduladoras capaces de interferir con vias de
sefalizacion intracelular asociadas a la respuesta al estrés celular (Cao et al.,
2016; Rossignol, 2014; Rossignol & Bréchot, 2019). En particular, se ha descrito
que la nitazoxanida puede inducir la activacion de la respuesta de interferdn tipo |
y modular procesos relacionados con la homeostasis redox, contribuyendo a
reducir la activacion de vias proapoptéticas en modelos virales (Rossignol, 2014;
Schollmeier et al., 2023a). En el contexto del VHB, estos efectos podrian estar
relacionados con la inhibicion de la actividad funcional de HBx y la regulacion de

procesos dependientes del ADNccc (Sekiba et al., 2019b).

El efecto protector mas relevante se identifico en los cultivos tratados con
nanoparticulas cargadas con nitazoxanida, donde se registr6 una disminucion
notable tanto en la poblacién de apoptosis temprana como en la tardia, con
predominio de células viables (Anexina V-/IP-). La reduccién cualitativa de la
sefal en el canal rojo y de las células doblemente positivas sefiala que el sistema
nanoparticulado confiere una proteccion frente al dafio celular inducido por HBx
claramente superior a la observada con el farmaco libre. Esta mejora puede
explicarse por las propiedades del sistema basado en policaprolactona (PCL), el
cual ha demostrado ser un vehiculo eficiente para la liberacion controlada de
farmacos, favoreciendo su estabilidad, biodisponibilidad intracelular y acumulacién
sostenida en el sitio de accién (Mitchell et al., 2021; Patra et al., 2018). Desde una
perspectiva mecanistica, la mayor proteccion conferida por la formulacién
nanoparticulada podria estar mediada por una interferencia mas eficiente en

etapas clave de la cascada apoptética inducida por HBX, incluyendo la disfuncion
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mitocondrial, la activacién de caspasas y la generacién de estrés oxidativo,
mecanismos cuya modulacion contribuiria a preservar la integridad celular y limitar

la progresién hacia apoptosis irreversible.

La evidencia generada mediante el ensayo de Anexina V-FITC/IP confirma que la
proteina HBx induce apoptosis en células HepG2 a través de un proceso
progresivo que abarca desde etapas tempranas hasta fases terminales, y que este
proceso puede ser modulado farmacolégicamente. La nitazoxanida libre ejerce un
efecto modulador parcial, mientras que su formulacién en nanoparticulas potencia
de manera significativa la capacidad citoprotectora del farmaco, reduciendo tanto
la iniciacion como la progresion de la muerte celular. Estos hallazgos son
coherentes con los resultados obtenidos mediante tincién AO/IP y con los datos de
viabilidad y expresion de HBx discutidos en secciones previas, aportando una
caracterizacion integral del tipo de muerte celular en el modelo empleado y
reforzando el valor del nanosistema como estrategia para potenciar la actividad

antiviral de la nitazoxanida frente al VHB.

Fragmentacion internucleosomal del ADN como evento terminal de

apoptosis
La apoptosis o muerte celular programada es un proceso altamente regulado que
se caracteriza por cambios morfologicos y bioquimicos distintivos, entre los que
destacan la condensacion de la cromatina, la contraccion celular, la formacion de
cuerpos apoptoticos y, de manera paradigmatica, la fragmentacién
internucleosomal del ADN cromosomico. Este ultimo evento es ejecutado por
endonucleasas especificas activadas durante la apoptosis, particularmente el
complejo CAD (caspase-activated DNase), cuya activacion es dependiente de
caspasas efectoras y genera cortes entre nucleosomas produciendo fragmentos
de aproximadamente 180 a 200 pares de bases (Hu et al., 2021; Zhang & Xu,
2002). La identificacion de este patron de fragmentacion mediante electroforesis
en gel de agarosa constituye un marcador clasico y ampliamente validado de
muerte celular programada, que permite confirmar la ejecucidon terminal del
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proceso apoptético de manera complementaria a técnicas de fluorescencia como
la tincion AO/IP y el ensayo de Anexina V-FITC/IP (Saadat et al., 2015).

La deteccion e identificacion precisa del tipo de muerte celular tiene implicaciones
fundamentales en el contexto de la investigacién antiviral. Distinguir entre
apoptosis, necrosis y otras formas de muerte celular permite determinar si la
citotoxicidad observada corresponde a un proceso regulado y potencialmente
modulable farmacolégicamente, o bien a una destruccién celular inespecifica. En
el caso de la infeccion por VHB, la capacidad de HBx para inducir apoptosis
representa un mecanismo central en la patogénesis viral, ya que la muerte de
hepatocitos infectados contribuye al dafio hepatico crénico, la inflamacion y la
progresion hacia fibrosis y carcinoma hepatocelular (He et al., 2024; Wang et al.,
2023). Por ello, evaluar si los tratamientos antivirales son capaces de modular
especificamente este proceso resulta indispensable para distinguir entre un efecto
antiviral genuino y una citotoxicidad inespecifica del compuesto o del sistema de

liberacion.
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Figura 30. Analisis de fragmentacion de ADN en células HepG2 transfectadas con HBx y tratadas con
nitazoxanida o nanoparticulas de nitazoxanida.

Con el fin de confirmar la naturaleza apoptética de la muerte celular observada en
el modelo HepG2/HBx y evaluar el efecto de los tratamientos, se realizé el analisis
de fragmentacién de ADN mediante electroforesis en gel de agarosa en células
HepG2 transfectadas con pcDNA3.1-Flag HBx bajo las distintas condiciones
experimentales (Figura 30). El control positivo, correspondiente a células tratadas
con cisplatino 20 pM, exhibié el patron clasico de degradacion genomica
caracterizado por bandas difusas, compatible con la activacion de endonucleasas
y la fragmentacion internucleosomal caracteristica de procesos apoptéticos
avanzados. Este comportamiento es concordante con el mecanismo descrito para
el cisplatino, que induce apoptosis mediante dafo directo al ADN, activacion de

p53 y activacion subsecuente de caspasas efectoras (Kim et al., 2016).
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De manera relevante, las células HepG2 transfectadas con HBx sin tratamiento
mostraron un patron de fragmentacion comparable al del control positivo,
confirmando que la expresion de esta proteina viral es suficiente para inducir dafo
gendmico detectable y activar mecanismos apoptoticos en el modelo empleado.
Este hallazgo es consistente con evidencia reciente que describe que HBx
promueve apoptosis mediante induccidn de estrés oxidativo, disfuncién
mitocondrial y activacion de cascadas de caspasas, procesos que culminan en la
activaciéon del complejo CAD y la degradacion internucleosomal del ADN (He et al.,
2024; Hu et al.,, 2011a). La concordancia entre este resultado y los obtenidos
previamente mediante tincién AO/IP y Anexina V-FITC/IP refuerza la interpretacion
de que HBx induce un proceso apoptético progresivo en el modelo HepG2:
mientras que la externalizacion de fosfatidilserina detectada por Anexina V sefala
los eventos tempranos de la apoptosis, la fragmentacién del ADN confirma la
ejecucion terminal del proceso, indicando que en este modelo se alcanza una fase

avanzada de muerte celular programada.

Los cultivos transfectados tratados con nitazoxanida libre presentaron una
disminucién evidente en el patron de fragmentacion del ADN, con bandas mas
definidas y menor dispersion del material genético, lo que indica una reduccion en
la actividad endonucleolitica y una atenuacién del proceso apoptético. Este efecto
es coherente con los reportes que atribuyen a la nitazoxanida propiedades
antivirales e inmunomoduladoras capaces de interferir con vias de sefializacién
intracelular asociadas a la replicacién viral y la activacion de rutas proapoptoticas
(Cao et al., 2016; Rossignol, 2014; Sekiba et al., 2019b). En particular, se ha
descrito que la nitazoxanida puede modular la respuesta celular al estrés
oxidativo, reducir la produccion de especies reactivas de oxigeno y activar la
respuesta de interferdn tipo |, mecanismos que contribuirian a limitar la activacion
de caspasas efectoras y, en consecuencia, a reducir la fragmentacion del ADN

observada en este modelo (Cao et al., 2016; Romero-Cabello et al., 2021b).
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El efecto protector mas notable se identific6 en los cultivos tratados con
nanoparticulas cargadas con nitazoxanida, donde la fragmentacion del ADN fue
considerablemente menor respecto al farmaco libre, con un patron electroforético
mas proximo al del control negativo. Este resultado indica una inhibicion mas
eficiente de la apoptosis inducida por HBx, coherente con los hallazgos obtenidos
mediante AO/IP y Anexina V-FITC/IP, donde la formulacién nanoparticulada
mostrd sistematicamente una mayor proporcidén de células viables frente a todas
las demas condiciones experimentales. La superioridad de la formulacion
nanoparticulada puede atribuirse a mejoras en la farmacocinética intracelular del
farmaco, incluyendo mayor estabilidad fisicoquimica, liberacion controlada y
eficiencia de internalizacion mediada por endocitosis en células HepG2, factores
que incrementan la concentracion efectiva del principio activo en el sitio de accion
(Mitchell et al., 2021; Patra et al., 2018). Desde una perspectiva mecanistica, la
reduccion en la fragmentacion del ADN sugiere que la nitazoxanida nanoformulada
podria interferir en etapas clave de la cascada apoptética inducida por HBX,
incluyendo la liberacion de factores mitocondriales proapoptéticos, la activacion de
caspasas efectoras y la consecuente activacién del complejo CAD. Considerando
el papel central de HBx en el mantenimiento de la actividad transcripcional del
ADNccc, es posible que estos efectos estén también asociados a una modulacion

indirecta de la replicacion viral intracelular (Sekiba et al., 2019b).

La convergencia de los resultados obtenidos mediante tres aproximaciones
complementarias: tincion AO/IP, ensayo de Anexina V-FITC/IP y analisis de
fragmentacion de ADN, lo que proporciona una caracterizacion integral del
proceso de muerte celular en el modelo HepG2-HBx. Cada técnica aporta
informacion sobre distintas fases del proceso apoptético: la tincion AO/IP revela
cambios morfolégicos y actividad lisosomal; la Anexina V detecta la
externalizacion temprana de fosfatidilserina; y la fragmentacion de ADN confirma
la ejecucion terminal de la apoptosis. La coherencia entre los tres conjuntos de

datos fortalece la validez del modelo experimental y respalda la conclusion de que
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la nitazoxanida, especialmente en su formulacion nanoparticulada, ejerce un
efecto citoprotector significativo frente al dafo celular inducido por HBx, actuando
sobre un blanco molecular de alta relevancia para la persistencia y patogénesis

del virus de la hepatitis B.

8. CONCLUSIONES

e La caracterizacion fisicoquimica y morfolégica del nanosistema polimérico
cargado con nitazoxanida, respaldada por microscopia electronica de
barrido y marcaje fluorescente con FITC, confirm6 la formacion de
nanoparticulas estructuralmente integras con capacidad de interaccion e
internalizacion en células HepG2, validando su idoneidad como vehiculo de

liberacion intracelular para la evaluacién antiviral.

e EI modelo de expresion de HBx en células HepG2 transfectadas con
pcDNA3.1-Flag HBx reprodujo de manera reproducible los efectos
citotdxicos y proapoptoéticos descritos para esta proteina viral, constituyendo
un sistema experimental valido para el estudio de estrategias terapéuticas

dirigidas al VHB en condiciones in vitro.

e La nitazoxanida libre demostrd actividad antiviral y efecto modulador sobre
la apoptosis inducida por HBx, evidenciada en los modelos HEK293-rAdS5 y
HepG2/HBx mediante ensayos de viabilidad, tincion diferencial AO/IP,
deteccion de Anexina V-FITC/IP y analisis de fragmentacién de ADN,
confirmando su mecanismo de accion sobre blancos moleculares del

hospedero relevantes para la persistencia viral.

e La formulacién nanoparticulada de nitazoxanida superd consistentemente el
efecto del farmaco libre en todos los parametros bioldgicos evaluados,
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restaurando en mayor proporcion la viabilidad celular, reduciendo la
poblacién apoptdtica y disminuyendo la fragmentacion del ADN, lo que se
atribuye a la mejora en la biodisponibilidad intracelular y la liberacion
controlada del principio activo conferidas por el sistema polimérico basado

en policaprolactona.

La convergencia de los resultados obtenidos mediante multiples
aproximaciones metodolégicas complementarias proporciona evidencia
so6lida de que la nanoencapsulacidon de nitazoxanida representa una
estrategia prometedora para potenciar la actividad antiviral frente al VHB,
sentando las bases para estudios futuros en modelos de infeccién completa
que permitan evaluar su impacto sobre la replicacion viral y el reservorio de

ADNccc con miras a su desarrollo preclinico.
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PERSPECTIVAS

Evaluar el efecto de la nitazoxanida libre y nanoencapsulada en modelos de
infeccion completa por VHB, incluyendo sistemas con el genoma viral
completo o hepatocitos primarios humanos, para confirmar el impacto del
nanosistema sobre la replicacion viral activa y la reduccion del reservorio de
ADNccc.

Incorporar moléculas fluorescentes o sistemas de marcaje durante la
fabricacion de las nanoparticulas, con el propdsito de realizar estudios de
seguimiento celular y biodistribucién. Esta estrategia permitiria evaluar con
mayor precision la captacion, localizacion intracelular y permanencia del
nanosistema en hepatocitos, aportando informacién relevante para
optimizar su aplicacion como sistema de liberacion dirigida de compuestos
antivirales.

Caracterizar cuantitativamente el mecanismo apoptético modulado por la
nitazoxanida nanoformulada mediante citometria de flujo, analisis de
actividad de caspasas y medicion de potencial de membrana mitocondrial,
con el fin de precisar las etapas de la cascada apoptdética sobre las que
actua el nanosistema.

Evaluar la seguridad y actividad antiviral del nanosistema en modelos in
vivo para determinar su biodistribucion hepatica, farmacocinética y perfil de
toxicidad sistémica, como paso indispensable hacia su desarrollo preclinico

como estrategia terapéutica para la hepatitis B cronica.
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