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RESUMEN

El quitosano es un polimero biodegradable proveniente del exoesqueleto de los crusticeos, el cual
es biocompatible y no toxico, presenta actividad inmunogénica y se ha utilizar en la sintesis de
nanoparticulas con actividad bioldgica, la cual puede depender del grado de purificacién del
quitosano. En este trabajo se sintetizaron y caracterizaron nanoparticulas de quitosano (CtsNps)
purificado y no purificado, obtenidas a partir de dos casas comerciales (Sigma-Aldrich® y Canada
Bioscience) con el fin de evaluar si estas diferentes nanoparticulas pueden generar la misma
actividad inmunoldgica en monocitos aislados de sangre periférica mediante el anélisis de perfil
de citocinas, actividad fagocitica y marcadores de diferenciaciéon. Las muestras de quitosano
fueron purificadas mediante hidrolisis quimica y posteriormente se analizaron mediante FT-IR
observandose la generacion de nuevos grupos OH y la deteccién de grupos NH;, a una menor
longitud de onda en comparacién con las muestras no purificadas. Las nanoparticulas de quitosano
presentaron un tamafio menor a 200 nm con forma esférica y una carga superficial menor a +34
mV. Los monocitos fueron aislados a partir de sangre periférica obtenida de pacientes
aparentemente sanos, estas células fueron cultivadas en placas de 6 pozos y posteriormente fueron
tratadas con dos concentraciones diferentes de CtsNps (50 y 300 ug) por un tiempo de 72 horas.
El medio de cultivo fue recuperado y almacenado a -40°C para el posterior anélisis de citocinas.
Los monocitos al ser tratados con diferentes CtsNps presentaron cambios morfoldgicos visibles al
microscopio, los niveles de CD14 y CD86 se vieron disminuidos en comparacién con los
monocitos que no fueron tratados con CtsNps, a la vez estar particulas indujeron la alta produccién
de IL-8, baja produccién de 1L-10, IL-12p70 y TNF y la moderada produccion de IL-1p e IL-6
dando un indicio de que estas nanoparticulas son capaces de activar una respuesta inmunoldgica
primaria en las células. La capacidad fagocitica de los monocitos diferenciados se vio disminuido
en comparacién con los monocitos no tratados. Finalmente, para determinar el fenotipo celular
obtenido una vez que los monocitos se diferenciaban se realiz6 una inmunofluorescencia para
determinar arginasa e iNOS las cuales son enzimas presentes en macréfagos antiinflamatorios y
proinflamatorios respectivamente, mediante este ensayo se determind que la mayoria de los
monocitos diferenciados pertenecian a un fenotipo proinflamatorio, debido a que se detecté una
alta fluorescencia perteneciente a la enzima iNOS. Con este trabajo de investigacion damos a
conocer que las nanoparticulas de quitosano obtenidas a partir de quitosano purificado presentan
una mayor actividad inmunoldgica en comparacién con el quitosano comercial; por lo cual su uso
como agente encapsulante, terapéutico o de diferenciacion dependeré del tipo de particula que se

utilice.
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ABSTRACT

Chitosan is a biodegradable polymer from the exoskeleton of crustaceans, which is biocompatible
and non-toxic, has immunogenic activity and has been used in the synthesis of nanoparticles with
biological activity, which may depend on the degree of purification of chitosan. In this work,
purified and unpurified chitosan nanoparticles (CtsNps) were synthesized and characterized,
obtained from two commercial houses (Sigma-Aldrich® and Canada Bioscience) in order to
assess whether these different nanoparticles can generate the same immunological activity in
Monocytes isolated from peripheral blood by analysis of cytokine profile, phagocytic activity and
differentiation markers. The chitosan samples were purified by chemical hydrolysis and
subsequently analyzed by FT-IR, observing the generation of new OH groups and the detection of
NH2 groups at a shorter wavelength compared to the unpurified samples. The chitosan
nanoparticles presented a size smaller than 200 nm with a spherical shape and a surface charge
less than +34 mV. Monocytes were isolated from peripheral blood obtained from apparently
healthy patients, these cells were cultured in 6-well plates and subsequently treated with two
different concentrations of CtsNps (50 and 300 pg) for a time of 72 hours. The culture medium
was recovered and stored at -40 ° C for subsequent cytokine analysis. Monocytes when treated
with different CtsNps showed visible morphological changes under a microscope, the levels of
CD14 and CD86 were decreased compared to monocytes that were not treated with CtsNps, while
being particles induced high production of IL-8, Low production of IL-10, IL-12p70 and TNF and
moderate production of IL-1p and IL-6 giving an indication that these nanoparticles are capable
of activating a primary immune response in cells. The phagocytic capacity of differentiated
monocytes was decreased compared to untreated monocytes. Finally, to determine the cellular
phenotype obtained once the monocytes were differentiated, an immunofluorescence was
performed to determine arginase and iNOS which are enzymes present in anti-inflammatory and
proinflammatory macrophages, respectively, by means of this test it was determined that most of
the differentiated monocytes belonged to a proinflammatory phenotype, because a high
fluorescence belonging to the iNOS enzyme was detected. With this research work we announce
that chitosan nanoparticles obtained from purified chitosan have a higher immunological activity
compared to commercial chitosan; Therefore, its use as an encapsulating, therapeutic or

differentiation agent will depend on the type of particle used.
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INTRODUCCION

Las nanoparticulas de quitosano han despertado un gran interés en la comunidad
biomédica debido a que se busca implementarlas como sistemas acarreadores y
liberadores de farmacos, debido a que poseen caracteristicas como son la biodegradacion,
biocompatibilidad, estabilidad y baja toxicidad, lo que las vuelven como perfectos
candidatos para ser administrados en personas con algin padecimiento especifico.
Adicionalmente, las nanoparticulas de quitosano han sido utilizadas para una gran
variedad de propdsitos inmunoldgicos incluyendo acarreadores de vacunas de DNA y
como adyuvantes para una inmunizacion efectiva a través de rutas no invasivas. También
se ha demostrado que las nanoparticulas de quitosano tienen un alto potencial para ser
utilizadas como sistemas acarreadores para vacunacion por via oral con antigenos

recombinantes de superficie de la hepatitis B.

Estas nanoparticulas se han comenzado a utilizar debido a que el polimero de quitosano
se sabe que tiene propiedades que pueden generar una respuesta inmunoldgica en el
sistema vivo, sin embargo, la respuesta inmunoldgica que se llega a activar puede ser baja,
por lo cual es necesario el utilizar dosis altas de estas nanoparticulas; teniendo como efecto
secundario la disminucién en la viabilidad de células mononucleares de sangre periférica.
Por lo cual se han realizado procesos de purificacion en el quitosano que serd
implementado como agente terapéutico, esto para generar una potenciacion en la respuesta
inmunoldgica y asi requerir una menor concentracion de quitosano en el sistema vivo,
teniendo como consecuencia una disminucién en el dafio a las células mononucleares de
sangre periférica (PBMC).

A pesar de que el quitosano se ha comenzado a utilizar como un material para realizar la
regeneracion de tejido, es necesario evaluar el efecto que las nanoparticulas de quitosano
comercial y purificado tienen en la diferenciaciéon de monocitos humanos, analizando los
niveles de expresion de citocinas que se producen al momento en que los monocitos estin
en cultivo con las nanoparticulas de quitosano y la produccién de enzimas caracteristicas
que se encuentran en macréfagos proinflamatorios y antiinflamatorios, teniendo como fin
el poder utilizar estas nanoparticulas como un agente terapéutico ya sea para la

regeneracion de heridas o para utilizarse como un protocolo de diferenciacion celular.
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ANTECEDENTES

Nanotecnologia
En los ultimos afios, el desarrollo de la nanotecnologia estd encontrando muchas

aplicaciones en diversos campos, como por ejemplo la industria textil, la automocion, la
energia, la alimentacion, el medio ambiente y también la medicina. Las nanoestructuras
pueden ofrecer muchas ventajas en el drea de la biomedicina: marcapasos mas pequefios
y seguros, catéteres con recubrimientos antibacterianos y nuevas estructuras para terapia
regenerativas. Asimismo, han contribuido en el diagndstico in vitro y en el diagndstico in
vivo y en tratamientos en los cuales la nanotecnologia puede ofrecer farmacos de
liberacién controlada, de terapia dirigida y con multifuncién (transporte de farmaco,
imagen, hipertermia, magnético). Sin embargo, aunque las nanoestructuras en
aplicaciones biomédicas pueden mostrar claros beneficios, hay algunos aspectos muy
importantes a considerar, como son la toxicidad y su inmunogenicidad. Ademads, el
tamafio nanométrico hace que puedan interaccionar mejor con los sistemas biolégicos. El
potencial que tiene la gran variedad de nanoestructuras en el campo biomédico es enorme,
y ofrece una gran diversidad de propiedades bioldgicas y fisico — quimicas. Sin embargo,
puesto que pueden interaccionar y afectar a los sistemas bioldgicos, es necesaria una
compleja y extensa caracterizacion previa, y llevar a cabo estudios de inmunogenicidad.
La nanotecnologia es un drea multidisciplinaria que involucra el disefio y generacién de
sistemas funcionales a escala molecular (1 — 100 nanémetros (nm) o mds pequefios). El
prefijo “nano” se utiliza en ciencia como unidad de medida de longitud, para determinar
una milmillonésima parte de un metro, y por tanto 10° m es 1 nm, que es decenas de miles
de veces mds pequefio que el grosor de un cabello humano. Los recientes avances de la
comunidad cientifica que permiten observar, controlar y manipular a escala nanométrica,
han abierto un nuevo campo de investigaciéon: la nanotecnologia. Las posibles
aplicaciones de esta nueva ciencia basada en el desarrollo de materiales nanoestructurados
y de nuevas herramientas que actiian a este nivel, ha generado un area con gran potencial
y con un enorme impacto social y econémico.

Para comprender las posibilidades que ofrece esta nueva tecnologia es clave saber que las
nanoestructuras son mucho mas pequenias que las células humanas (de unas 10 a 20 um
de didmetro) y que muchos de sus organulos. Las nanoparticulas son similares, en tamaiio,

a las grandes macromoléculas bioldgicas tales como enzimas y receptores. Por ejemplo,
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la hemoglobina tiene un didmetro de 5 nm, la bicapa lipidica que rodea a las células es del

orden de 6 nm de espesor.

Nanomedicina

Uno de los sectores mas sensibles donde se espera que la nanotecnologia tenga un gran
potencial es el campo biomédico, tanto en el diagndstico in vitro como in vivo, en el
desarrollo de nuevos materiales para prétesis, suturas, etc., e incluso en terapéutica. Esta
nueva ciencia, denominada nanomedicina, ofrece oportunidades unicas para el disefio de
nuevos instrumentos clinicos y para mejorar los ya existentes, asi como para el desarrollo
de nuevos biosensores, pero sobre todo las nanoparticulas se han propuesto para ser
utilizadas con fines biomédicos debido a su gran versatilidad como transportadores de
farmacos, como adyuvantes en vacunas, para la destruccion de células tumorales mediante

hipertermia y como agentes de contraste.

En el campo de la deteccion, la nanotecnologia ofrece unas posibilidades inmensas, bien
con el uso de nanoparticulas solas o combinadas con anticuerpos. Dentro del campo
terapéutico, numerosos grupos de investigacion estdn desarrollando nanoparticulas con
multitud de aplicaciones, como la liberacion de farmacos de forma controlada, que
destruyan de forma especifica células tumorales, que atraviesen la barrera
hematoencefalica, que actien como adyuvantes y permitan el disefio de nuevas vacunas,
que posibiliten la utilizaciéon de hipertermia o terapia fotodindmica (Koping-Hoggard et
al., 2005; Lee et al., 2007; Valdivia Uriac et al., 2007). Su tamafio nanométrico les permite
atravesar muchas estructuras e interactuar facilmente con las biomoléculas en la superficie
y en el interior celular. Al poder interaccionar con estructuras de una célula viva, como
receptores, acidos nucleicos, factores de transcripcion y otras proteinas de sefalizacion,
podrian usarse para comprender las complejas redes de sefializacién y los procesos de
transporte que regulan el comportamiento celular y los cambios que sufren durante los

procesos de enfermedad.

Las nanoparticulas, en comparaciéon con las terapias convencionales, pueden ofrecer
importantes ventajas, como son una disminucién en los efectos secundarios de los

farmacos tradicionales, una mayor versatilidad en el disefo de las formulaciones debido
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a que pueden unirse a diversos compuestos tales como farmacos, anticuerpos, péptidos,

DNA, hidratos de carbono, etc. (Vicent and Duncan, 2006).

Ademas, sus propiedades Opticas, eléctricas o magnéticas pueden emplearse para matar
células tumorales mediante tratamientos de hipertermia utilizando longitudes de onda
dentro del rango del infrarrojo cercano (Hirsch et al., 2003). Mientras que el desarrollo de
nuevos nanomateriales no biodegradables estd creciendo exponencialmente, aunque con
lenta introduccién en clinica, numerosos agentes terapéuticos basados en nanoparticulas
biodegradables, como son los liposomas, los polimeros u otros compuestos, llevan ya

tiempo en el mercado.

Descripcion de las nanoparticulas

Con los avances en la nanotecnologia y sus aplicaciones, esté claro que los nanosistemas
son mejores portadores de farmacos, los cuales ofrecen una variedad de ventajas que
incluyen estabilidad mejorada, anticuerpos mejorados y entrega intracelular eficiente para
antimicrobianos y vacunas (Laquerriere et al., 2003). Muchas de estas ventajas se derivan
de las interacciones de las nanoparticulas en la membrana celular y sus efectos

inmunomoduladores (Mottram et al., 2007, Storni et al., 2005, Gomez et al., 2006).

Las nanoparticulas se caracterizan por tener un tamafio de particula muy pequefio,
actualmente considerado, en el orden de 1 a 100 nm. Existen diversos tipos de materiales
estructurados como nanoparticulas, nanocristales, nanotubos, nanoalambres, etcétera de
composiciones diversas, obteniendo nanomateriales organicos e inorgéanicos en distintas
dimensiones con aplicabilidad multifuncional, que van desde la medicina hasta la

electronica moderna (Guozhong, 2004).

Debido a sus propiedades fisicas y quimicas tnicas, las nanoparticulas son con frecuencia
descritas como atomos artificiales (Bhumkar et al., 2007; Colvin et al., 2013; Cheng et
al.,2008). Los avances en los procesos de sintesis han permitido el control preciso sobre
los pardmetros estructurales que gobiernan la formacién de las nanoparticulas lo que ha
permitido adaptar las propiedades de estos dtomos artificiales de acuerdo con su uso

especifico. La sintesis y el ensamblado modular de nanoparticulas permiten explotar sus

17



propiedades tnicas, lo que puede llevar a nuevas aplicaciones en catdlisis, electrénica,

foténica, magnetismo, asi como censado quimico y bioldgico.

Generalidades de los polisacaridos
Los polisacaridos son los polimeros naturales mds versatiles debido al amplio espectro de

propiedades quimicas, fisicas y funcionales que confluyen en los organismos vivos, tales
como conferir estructura, almacenar energia y otras funciones muchas mas especializadas,
tales como reconocimiento y adhesién en células eucariontes, sefializacién y activacion
de procesos de resistencia en plantas, formacién de biopeliculas en microorganismos,
entre otras. A pesar del elevado tonelaje de polisacaridos que se utilizan como materias
primas en las industrias de fibras, textil, papel y alimentos (por ejemplo, derivados de
celulosa y almidones) hay cada vez mayor evidencia que sugiere que ciertas familias de
polisacdridos poseen propiedades funcionales tales como el biomédico, cosmético y
farmacéutico. Es especialmente relevante que algunos de estos biopolimeros combinan
propiedades fisicoquimicas como la capacidad de formar sistemas tipo hidrogeles, micro
y nanoparticulas, con propiedades biolégicas como la bio y mucoadhesividad que en su
conjunto los hacen particularmente atractivos en la ingenieria y diseflo de materiales

empleados en ciencias de la salud.

Generalidades del quitosano
El quitosano es un aminopolisacarido obtenido a escala industrial por N — desacetilacién

termoalcalina de la quitina aislada de los deshechos de crusticeos. A lo largo de la década
pasada el quitosano se ha utilizado ampliamente en el desarrollo de sistemas
potencialmente innovadores para la liberacion de farmacos e ingenieria de tejidos y
comercialmente en la manufactura de parches cicatrizantes (Higuera-Ciapara et al., 2007)
siendo estos los nichos de mercado de mayor crecimiento en el mundo (Orive, G et al.,

2005).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero hidrosoluble que
puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y nanoparticulas en
condiciones y medio 4cido suaves. Ademds, el cardcter policatidnico le confiere al

quitosano alta afinidad para asociar macromoléculas terapéuticas (por ejemplo, insulina,
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pDNA, siRNA, heparina, etc.) y antigénicas, a las cuales protege de la degradacién

enzimatica e hidrolitica (Pastor et al., 2004).

El quitosano se ha utilizado ampliamente en la industria de alimentos y estd aprobado
como aditivo en Japon. Se comercializa en Europa, EUA y en otros paises como un
atrapador de grasa en formulaciones para reducir el colesterol y el sobrepeso, se ha
evaluado en ensayos clinicos como potenciador de la penetracién de farmacos por via

nasal (Illum et al., 2001) y como excipiente farmacéutico (Singla et al., 2001).

Se sabe que el quitosano es degradado por varias enzimas, entre ellas las quitinasas y la
lisozima presente en superficies mucosas y en suero humano (Hirano, S. et al., 1990, Aiba,
S, 1992, Nordtveit et al., 1996) asi como por enzimas gastricas como la papaina, pepsina
y lipasa A (Roncal et al., 2007). Otras propiedades bioldgicas han sido ampliamente
estudiadas en el quitosano, tanto in vitro como en modelos animales, entre ellas cabe
mencionar las siguientes: mucoadhesividad (Shruti, C. et al., 2006), biocompatibilidad
(Vandevord et al., 2002), baja toxicidad (Aspden et al., 1997), inmunoestimulacion
(Borges, O., et al., 2007, Zaharoff, D.A. et al., 2007), capacidad para facilitar la absorcién
de macromoléculas bioldgicas a través de barreras epiteliales por la apertura transitoria de
las uniones estrechas celulares (Smith et al., 2004). Por otra parte, a lo largo de la década
pasada se ha dedicado un gran esfuerzo al estudio de las modificaciones quimicas del
quitosano para, de este modo, explorar su mdximo potencial de aplicacién. Entre los
principales productos derivados, merecen especial mencidén quitosano trimetilado, tiolado,
N, O — carboximetilado y el injertado con polietilen glicol (PEG), los cuales exhiben
propiedades mejoradas para el desarrollo de aplicaciones farmacéuticas (van der Merwe
et al., 2004). Estas modificaciones son determinantes no sélo en el patrén de solubilidad
del quitosano, sino en sus propiedades bioldgicas y funcionales (Bernkop-Schnirch et al.,

2004, Krauland et al., 2004).
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Figural. Estructura quimica del quitosano, en ella se observa los grupos amino (NH;) los cuales son

caracteristicos de su estructura quimica.

Propiedades del quitosano

Algunas de las propiedades funcionales del quitosano son: biodegradabilidad,
biocompatibilidad, mucoadhesion, capacidad filmogénica, hemostitico, promotor de
absorcion, actividad antimicrobiana, anticolesterolémica y antioxidante (I. Aranaz et al.,
2009). Estas propiedades funcionales han promovido su utilizacién en varios campos
distintos como son agricultura, industria y medicina. En agricultura, el quitosano se ha
descrito como antiviral en plantas y como aditivo en fertilizantes. Asi mismo se ha
investigado como agente quelante de metales en agricultura e industria y como agentes

filmogénicos en cosmética (E. Agulld et al., 2004).

También ha sido utilizado en la industria papelera, en la textil y en el tratamiento de aguas
residuales (H. K., 2000). En la industria alimentaria se puede utilizar como ingrediente
funcional y como fibra alimentaria. Ademads, tiene la capacidad de unirse a grasas, por lo
que se utiliza como agente hipocolesterolémico en productos diabéticos (Aranaza et al.,
2009). Ha sido altamente utilizado en el campo de la biomedicina debido a su actividad
inmunoestimuladora, propiedades anticoagulantes, accién antibacteriana y antifiingica
(Helander et al., 2001) y por su accién como promotor de la cicatrizacién de heridas

(Kumar et al., 2004).

En los udltimos afios, el estudio del quitosano se ha centrado sobre todo en mejorar la
liberacién y la absorcién de las llamadas biomoléculas terapéuticas, como son los
farmacos proteicos (S.A. Agnihotri et al., 2004). Existen resultados contradictorios sobre
la mayor eficiencia del quitosano en solucidn, en polvo o en forma de nanoparticulas en

la liberacién in vivo. En general, se ha visto que la eficiencia de la absorcién de
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macromoléculas en mucosas utilizando nanoparticulas de quitosano como vehiculo de
encapsulacion es inferior a la obtenida con formulaciones de quitosano en solucién o en

polvo (A. M. Dyer et al., 2002).

Metodologia para la obtencion de nanoparticulas de quitosano
Las nanoparticulas a base de quitosano se forman de acuerdo a una aproximacion de tipo

“bottom — up” como resultado de procesos de auto-asociacién o entrecruzamiento en
virtud de los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras nanoscépicas ya sea
por interacciones inter o intramoleculares de tipo covalente o no covalente. En estas
nanoparticulas o nanoesferas el firmaco puede ser atrapado o ligado a la matriz polimérica
sOlida (o semi-solida). Las metodologias mds comunes mediante las cuales es posible
preparar nanoparticulas a base de quitosano se presentan en la Figura 1. A menudo, se
utiliza una combinacién de métodos; por ejemplo, entrecruzamiento covalente de la
superficie de nanoparticulas previamente obtenidas por coacervacién. Es importante
sefalar que, a pesar de la diversidad de métodos documentados (Figura 2) y agentes
quimicos disponibles para obtener nanoparticulas a base de quitosano, s6lo unos cuantos
de éstos ofrecen potencial real para el desarrollo de aplicaciones farmacéuticas debido al
estricto marco regulatorio que deben cumplir los excipientes para la liberacién de

farmacos.

Dentro de los que mayor atenciéon han recibido, destacan aquellos basados
fundamentalmente en el principio de la gelificacién idnica del quitosano utilizando
tripolifosfato pentasédico (TPP) (Calvo, P. et al., 1997). Entre las ventajas de este sistema
cabe destacar que evita el uso de altas temperaturas, solventes orgénicos o procesos
drésticos como la sonicacidn, que unido a la naturaleza policatidnica del quitosano les
confieren a estos sistemas la capacidad para asociar de forma eficiente y preservar la
estabilidad y bioactividad de macromoléculas terapéuticas contra su degradacion. Este
sistema ha demostrado alta capacidad de carga de péptidos y proteinas hidrofilicas tales
como insulina (Fernandez-Urrusuno et al., 1999, Pan et al., 2002, Ma, Z, et al., 2002, Ma,
Lim, et al., 2005, Vila, A, et al., 2004). Albtimina sérica de bovino (Xu, Y. et al., 2003,
Zhang, H. et al., 2004) y toxoide tetanico (Vila, A., et al., 2004).
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Figura2. Métodos para la preparacién de nanoparticulas de quitosano. En ella se observan que el método de
gelificacién ionotrépica se encuentra ubicado en el método de reticulacién idnica el cual se considera el

mejor método para la obtencién de particulas.

La capacidad de carga se ve principalmente afectada por la solubilidad y el pl de la
proteina, la carga tedrica de ésta, pH y por el peso molecular del quitosano. Otras
macromoléculas que se han cargado exitosamente en prototipos de estas nanoparticulas
incluyen: pDNA, heparina, B-lactoblobulina y péptidos hidr6fobos como la ciclosporina
A. moléculas pequefias hidrofilas como glicirrizinato de amonio, también han sido

asociadas a estos sistemas.

El mecanismo para la formaciéon de nanoparticulas de quitosano — TPP plantea que la
gelificacion ionotrépica del quitosano ocurre por interacciones electrostaticas entre
productos de la disociacién del TPP en solucién acuosa (P3010° y HP3010*), con los
grupos -NH?* del quitosano (Calvo, P., et al., 1997). El tamafio de particula de este sistema
es muy sensible al pH y la fuerza iénica (Lopez-Ledn, T., et al., 2005). A su vez, el efecto

de otras condiciones preparativas y de las caracteristicas intrinsecas del quitosano ha sido
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estudiado, con atencion a la composicién (Xu, Y. et al., 2003, Zhang, H., et al., 2004, Gan,
Q., et al., 2005).

En general el tamafio de particula en este sistema se ha observado que varia en un rango
de 100 a 350nm; el potencial zeta se encuentra entre +20 y +50 mV e invariablemente
poseen una morfologia esférica de acuerdo con la evidencia de microscopia de transmision
electrénica y de fuerza atémica (Kim, B.G. et al., 2006). Dichas caracteristicas, confieren
a las nanoparticulas de quitosano propiedades Optimas para la interaccién con diversos
epitelios.

Aplicaciones de nanoparticulas de quitosano

Conociendo sus propiedades fisicoquimicas y bioldgicas, el quitosano se ha utilizado en
investigacion farmacéutica centrada en el desarrollo de vehiculos nano particulares
innovadores. En este sentido, son de destacar en estos sistemas tanto la capacidad para
proteger macromoléculas bioactivas frente a la degradaciéon, como la habilidad para
transportarlas a través de las barreras de las mucosas. En consecuencia, su aplicacion se
ha enfocado al desarrollo de nanovehiculos aptos para la administracién por vias no
invasivas, tales como las mucosas ocular, nasal y oral (Janes, K.A., et al., 2001, Alonso,
M.J. et al., 2003, Prego, C., et al., 2005, Sanchez, A. et al., 2006). Adicionalmente,
estudios recientes han demostrado la factibilidad de incorporar nanoparticulas de
quitosano — TPP en microparticulas a base de manitos secadas por aspersion para la

administracién por via del epitelio pulmonar (Grenha, A., et al., 2005).

Administracién ocular
La eficacia de las nanoparticulas de quitosano para prolongar la administracion de

farmacos a la superficie del ojo ha sido firmemente demostrada. Esto se ha conseguido
con CyA como farmaco modelo cuya administracién se puede ver beneficiada de una
liberacion prolongada, toda vez que este fairmaco se prescribe para el tratamiento del
sindrome de ojo seco severo. Es interesante anotar que las nanoparticulas de quitosano
fueron capaces de proveer una administracion selectiva y prolongada de CyA hacia la
mucosa ocular sin comprometer tejidos internos y evitando la absorcion sistémica (De
Campos, A.M., et al., 2001). En estudios subsecuentes, utilizando quitosano marcado
fluorescentemente fue posible demostrar que la adhesién de nanoparticulas de quitosano

ala cérnea y conjuntiva persiste durante mas de 24 horas (De Campos, A.M., et al., 2004).
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Administracion nasal
Las nanoparticulas de quitosano han demostrado mejorar el transporte y biodisponibilidad

de macromoléculas terapéuticas y antigénicas a través de la mucosa nasal (K&ping-
Hoggard, et al., 2005, Csaba, N., et al., 2006). Los estudios para mejorar la eficacia de
nanoparticulas para la liberacién de macromoléculas por via nasal se han centrado en dos
tipos de macromoléculas: insulina y antigeno de toxoide tetdnico. La administracién de
nanoparticulas de quitosano cargadas con insulina por via nasal en conejo conduce a una
disminucion significativa de los niveles de glicemia (~ 40%), con respecto a una solucién
de insulina y quitosano (Ferndndez-Urrusuno, R., et al., 1999). En otros estudios se ha
abordado la respuesta inmune posterior a la administracién de nanoparticulas cargadas
con toxoide tetdnico, empleado como un antigeno modelo. Paralelamente, se ha
demostrado el potencial de las nanoparticulas de quitosano para la administracion de
plasmidos por via nasal, con resultados prometedores (Csaba, N., et al., 2004). En general,
los resultados de estudios diversos son consistentes con la hipdtesis que las nanoparticulas
de quitosano atraviesan la mucosa nasal y alcanzan las células presentadoras de antigeno.
Los mecanismos en virtud de los cuales las nanoparticulas de quitosano mejoran el
transporte intranasal de macromoléculas terapéuticas, se entienden como una

consecuencia de la facilidad de interaccion de dichas nanoparticulas con el epitelio nasal.

Administracion oral
Las nanoparticulas de quitosano también han sido ampliamente estudiadas como

vehiculos para la administracion oral de macromoléculas terapéuticas (Cui, F., et al.,
2004). En este particular, la administracién oral de nanoparticulas de quitosano cargadas
con insulina a ratas diabéticas resulté en la aparicidn de una respuesta hipoglucémica en
un periodo de 8 horas posterior a la administracion, la cual se prolongé hasta por 24 horas
(Pan, Y., et al., 2002). La evidencia experimental de estos y otros estudios es consistente
con la hipétesis de que estos sistemas son capaces de adherirse firmemente y traspasar el
epitelio intestinal, ademds de ceder el péptido en forma sostenida al torrente sanguineo.
Esta hipdtesis ha sido corroborada por observaciones de microscopia de barrido ldser
confocal (CLSM) que revelaron que una porcion de las nanoparticulas es internalizada en
cultivos celulares monocapa tipo enterocito Caco-2 y que dicha interaccién es ain mas

importante con células que secretan mucus, MTX-E12 (Behrens, 1., et al., 2002). De aqui,
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que se haya sugerido que la presencia de mucus favorece la interaccion de las particulas
con el epitelio subyacente. Aun cuando esta interpretaciéon no puede trasladarse
directamente a la situaciéon in vitro, se puede aceptar razonablemente que las
nanoparticulas de quitosano son capaces de conferir proteccién al péptido frente a la

degradacion y facilitan la interaccién con mucosas absorbentes.

Aplicaciones comunes de las nanoparticulas de quitosano
Las nanoparticulas de quitosano en la actualidad son utilizadas ampliamente como agentes

antibacterianos, vectores de administraciéon de genes y portadores de liberacién de
proteinas y farmacos, se usan como un potencial adyuvante para vacunas (por ejemplo, la
vacuna de la gripe, hepatitis B y paratifoidea de los lechones). También se ha demostrado
que el quitosano previene la infeccion en las heridas y acelera el proceso de cicatrizacion
de las heridas mejorando el crecimiento de las células de la piel, a la vez estas
nanoparticulas se pueden usar con fines de conservacién mientras se envasan alimentos,
mientras que en odontologia son utilizadas para eliminar las caries. Por dltimo, se ha
demostrado que las nanoparticulas de quitosano muestran propiedades regeneradoras de
la piel cuando se probaron en fibroblastos y queratinocitos, allanando el camino a

productos para el cuidado de la piel y el antienvejecimiento.

Macrofagos

Biologia de los Macro6fagos
Los macréfagos son células del sistema inmune que se forman en respuesta a una

infeccion, tienen las caracteristicas de ser células grandes, especializadas que reconocen,
engullen y destruyen a las células blanco. Se forman mediante la diferenciacién de
monocitos, uno de los grupos mayores de globulos blancos del sistema inmune. Cuando
hay dafio tisular o infeccion, los monocitos salen del torrente sanguineo y se incorporan
al tejido u 6rgano afectado y experimentan una serie de cambios para convertirse en
macréfagos. Los macréfagos se pueden modificar para formar diversas estructuras para
luchar contra diversos patégenos. De esta manera, los macr6fagos proporcionan una
primera linea de defensa en la proteccion del hospedero contra la infecciéon generada por

el patégeno.
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Los macréfagos presentes en seres humanos tienen un tamafio alrededor de 21
micrémetros de didmetro. Pueden sobrevivir por meses y se encuentran implicados en la
inmunidad especifica o natural. Este tipo de inmunidad es una inmunidad a largo plazo,
se detecta cuando el macréfago digiere un patégeno y presenta el antigeno en su superficie,
alertando a otros glébulos blancos de la presencia de una molécula invasora. Los
macréfagos presentan diversos marcadores de superficie, por ejemplo: CD14, CD11b,

EMR1, MAC-1/MAC-3, lisozima M y CD68.

Quimiotactismo
La atraccion de los fagocitos del sistema de inmunidad natural hacia el foco de infeccién

se puede deber a varios factores: sustancias de origen directamente microbiano y
componentes microbianos (p. €j., endotoxinas). La respuesta mds aparente a los agentes
quimioticticos es el cambio de morfologia. Para llevar a cabo sus funciones, los
macréfagos necesitan ser activados por el IFN-y segregado por los linfocitos T. Los
macréfagos activados son mds grandes y tienen aumentados la sintesis proteica, el
contenido de enzimas lisosomales, la fagocitosis y la capacidad bactericida. Existen otros
factores capaces de activar a los macréfagos: IL-1, IL-2, IL-4, TNF, GM-CSF, M-CSF.
Estd activacion es necesaria para la presentacion de antigeno, actividad citotéxica frente

a tumores y actividad bactericida.

Fases de la respuesta inmune en las que participan los macroéfagos
a) Defensa inicial frente al patégeno: el macréfago sin activar tiene su capacidad

fagocitica basal. Al mismo tiempo secreta citocinas que ayudan a otras células

b) Presentacion de antigeno: actua como célula presentadora para linfocitos Th, que
a su vez se activan secretando citocinas.

c) Fase efectora el macréfago se activa por citocinas (como el IFN-y secretados por
linfocitos Th), lo cual va a potenciar sus actividades antimicrobianas,

antitumorales y de secrecion de citocinas.

Las citocinas secretadas por macréfagos en respuesta a componentes microbianos
cumplen importantes papeles: la IL-12 y el TNF-a, en sinergia con otros mediadores,

mejoran la actividad antimicrobiana inespecifica:
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Figura3.

Accion

El TNF-o mejora la capacidad microbicida de PMN neutroéfilos y de los propios
macréfagos

El TNF-a junto con la IL-12 provocan que las células NK liberen IFN-y, el cual
aumenta la actividad de los macréfagos

El TNF-a induce cambios en las superficies de células endoteliales y de fagocitos,
que pueden interaccionar de modo que los fagocitos se extravasan para acceder al

lugar de la inflamacién, donde se localiza el foco de infeccion.

Macréf?go M1 7 Citoquinas pro-inflamatorias Antiviral
N7 (INF-q,IL-1B, IL6, IL-12, 1L-23)
{ Arginina 4 Antibacteriano
LPS, IFN-y & HNOS \*5- Quimioquinas I Supresion de tumores
(Cxcl5, Cxcl9, Cxcl10) i e
TNF-a, GM-CSF \// Inmunoestimulacién
Monocito
Citoqui ti-infl jas | =
CD206 b nmunosupresion
;\\/ : Re;LMa /7 (IL-10)
Arglnlru
IL-4, IL-13 &r’ginasa -1 |__ Quimioquinas Rep.araCIon .de tejidos y
IL-10, PGE,, poliaminas 7 (Cel17, Cel22, Cel24) Angiogenesis
TGF-B
< . "> Factores pro-angiogénicos Progresion tumoral
Net”? (VEGF, MMP9)

Macréfago M2

Funciones especificas de los estados de activacion de macréfagos

es de los macrofagos

Participa en el inicio de la respuesta como CPA, y en la fase tardia como célula

inflamatoria, tumoricida o microbicida; ademads, de sus funciones reguladoras. Los

macréfagos y sus productos intervienen en:

a)
b)

Inflamacién y fiebre

Activacion linfocitaria (procesado y presentacion de antigeno y produccion de IL-
1, TNF, IL-10, IL-12)

Reorganizacion de los tejidos

Dafios histicos

Actividad microbicida

Actividad tumoricida (accién citotéxica)
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Los macréfagos en reposo pueden matar, pero sus capacidades microbicidas pueden
mejorar por medio de su activacién. Esta activaciéon puede provocarse por: Productos
microbianos (LPS) que causan activacion directa de monocitos y macréfagos 6 activacion
indirecta (los macréfagos sin activar y las células NK liberan citocinas que a su vez activan

a los macréfagos).

Vias de activacion de Macroéfagos

Macroéfago activado clasicamente (M@aC)
Los M¢ se activan cldsicamente en respuesta a la citocina IFN-y en combinacion con el

factor de necrosis tumoral (TNF-a) o un estimulo que induce TNF-a (Mosser, 2003). Una
de las caracteristicas principales de esta célula es la induccién de la enzima 6xido nitrico
sintetasa inducible (iINOS) la cual acttia sobre L-arginina produciendo 6xido nitrico (ON)
y citrulina (Hibbs JB Jr, 2002) (Figura 4). La iNOS es inducida en M¢ a través de las
citocinas proinflamatorias como TNF-a, IFN-y e IL-12. Por otra parte, los M$aC pueden
ser identificados por una variedad de criterios funcionales y bioquimicos. Estas células
muestran un incremento en la expresion de moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad clase II (MHC II) y de moléculas co-estimuladoras. Ademads, los
M¢aC tienen mayor capacidad para presentar antigenos y para eliminar patdgenos
intracelulares. Sin embargo, los M$aC expresan niveles reducidos del receptor de manosa
(RM) y se observa que estas c€lulas liberan citocinas proinflamatorias como IL-6, TNF-

o, IL-12 e IL-1 (Mosser, 2003, Goerdt, S. 1999).

Estas células migran a los sitios de inflamacién donde encuentran a los patégenos y los
degrada. Estos M¢ poseen un marcado incremento en su capacidad para eliminar
microorganismos intracelulares y durante varios afos este fue el criterio funcional
utilizado para definir que un M¢ estaba activado. Esta muerte estd acompainada por un
incremento en la produccién de especies reactivas de oxigeno. En este contexto, ON actia
como una molécula efectora citotdxica del sistema inmune. Varios estudios demuestran
la toxicidad de esta molécula y sus derivados frente a distintos patégenos. Las acciones
antimicrobianas han sido atribuidas al ON y también a varios productos de reaccién del
ON, que cominmente se denominan intermediarios reactivos del nitrégeno, como por
ejemplo el peroxinitrito (Bogdan, C., 2001). Se ha estudiado el rol de iNOS en varias

infecciones utilizando ratones knock out y se ha demostrado que en algunas de ellas la
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actividad de esta enzima es esencial para el control del patégeno. En la infeccién con
Trypanosoma cruzi se ha informado que los ratones deficientes de iNOS son altamente
susceptibles a la infeccion (Saeftel, M., et al., 2001), mientras que Cummings y
colaboradores, demostraron que iNOS es importante pero no esencial para el control de la

infeccion con este pardsito (Cummings, KL., Tarleton, RL., 2004).

L-arginina \

iNOS/ \Arginasa [
LNMMA
NOHA Ornitina + Urea

iINOS OoDC
DFMO

Oxido Nitrico Prolina Poliaminas

+
Citrulina \l’ \l/

Produccion Proliferacion...
de coldgeno celular

Stempin, CC

Figura4. Metabolismo de L-arginina. En M¢, L-arginina puede ser metabolizada por dos vias diferentes.
Por un lado, es oxidad por la enzima 6xido nitrico sintetasa (iNOS), inducida por citocinas Th1, para generar
6xido nitrico (ON) y citrulina.

Macroéfago activado alternativamente (Md¢aA)
En 1990, mientras se examinaba la regulacion de la expresion del RM, Gordon y col,

observaron que una manera eficiente de inducir la expresion de este receptor era tratar los
M¢ con IL-4. Los autores arribaron a la conclusién de que los M¢ tratados con 1L-4
asumian un “fenotipo de activacion alternativa”. Esto represent6 la primera descripcion
de los M¢ que exhibian sefiales de activacion, claramente diferentes a las de los activados
clasicamente. Estudios subsecuentes de Goerdt y Orfanos (Goerdt, S., Orfanos, CE, 1999),
han clasificado a esta célula como un M¢ regulador, con diversos roles bioldgicos
diferentes a los del M¢aC. Ademads, se demostré que también la IL-13 puede activar

alternativamente a los M@, debido a que esta citocina comparte una cadena del receptor
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con el de IL-4 (Gordon, S., 2003). También se ha visto que la generacion de M¢aA ocurre

como resultado de la captura de células apoptoéticas (Freire-de-Lima, CG, et al., 2000).

Los M¢@aA, en contraste con los M¢aC, fallan en producir ON a partir de L-arginina, en
virtud de la induccién de la enzima arginasa (Modelell, M., et al., 1995) y estos M¢ tienen
comprometida su capacidad para eliminar patégenos intracelulares. A través de arginasa
se produce urea y ornitina, y luego poliaminas y prolina (Goerdt, S., Orfanos, CE, 1999)

(Figura 4).

Estos M¢ exhiben una incrementada capacidad de endocitosis y fagocitosis. Sin embargo,
no son eficientes células presentadoras de antigenos y, en muchas instancias, inhiben la
proliferacion de las células T. La actividad supresora de estos M¢ alcanza a células T
activadas por mitégenos, las cuales muestran una respuesta proliferativa y secretoria
significativamente disminuida en presencia de MaA (Schebesch, C., et al., 1997, Loke,
P., et al., 2000). Las citocinas caracteristicas producidas por estos M¢aA son la IL-10, el

receptor antagonista de IL-1 (IL-1RA) y TGF-B (Gordon, S., 2003).

Por otra parte, varios estudios han dilucidado la expresion diferencial de genes en MaA.
Se han identificado genes que codifican para una lectina secretoria (Ym1) y para arginasa,
como los mds frecuentemente incrementados en M¢ tratados con 1L-4 (Weich, JS., et al.,
2002). Ademads, se ha demostrado que en M$aA, durante la infeccién con Brugia malayi,
los genes inducidos mds abundantemente son Yml y FIZZI, el cual codifica para una
proteina que es secretada (Loke, P., et al., 2002). Estudios recientes en esta poblacion
celular han comenzado a focalizar su funcién potencial en la curacién de heridas y
angiogénesis. Los MdaA producen altos niveles de fibronectina y proteinas asociadas a la
matriz extracelular (Gratchev, A., et al., 2001). La induccién de arginasa en estas células
puede llevar a la biosintesis de poliaminas y prolina, promoviendo el crecimiento celular,
la formacion de colageno y la reparacion de tejidos (Figura 5). Ademas, la produccion de
citocinas anti-inflamatorias podria frenar el proceso inflamatorio inducido por los M$aC
(Hesse, M., et al., 2001). Asimismo, la capacidad de los MaA de suprimir la proliferacién
de las células T explica su presencia en la placenta y el pulmén de individuos sanos

(Goerdt, S., Orfanos, CE, 1999). También se han encontrado en sitios
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inmunoprivilegiados, sugiriendo que los M¢aA protegen a los o6rganos y tejidos

circundantes de la respuesta inmune dafiina (Gordon, S., 2003).

I-12% BN hon uptake IL-12° YMI lron release
I-10° ROl Metabolism IL-10™  FlZZ1  Folate uptake
23" IL-1RA™ Arginase Metabolism
MSF  Polyamines

* Promotion of T,,1 response * Promotion of T2 response

« Eficiont antigen presentation capacity * Encapsulation and clearance of parasites

« Killing of intracellular pathogens * Tumor promotion and tissue remodelling

« Tumor destruction and tissue damage * Immunoregulation

Figura5. Caracteristicas moleculares de macréfagos activados por via cldsica y via alterna. Los macréfagos
M1 (a) se encuentran involucrados en procesos de fagocitosis, presentacion de antigeno y destruccion de
células tumorales, mientras que los macréfagos M2 (b) se encuentran involucrados en procesos de
inmunoregulacion, reparacion de tejido y encapsulacion de pardasitos.
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JUSTIFICACION

Debido a que las actividades bioldgicas de las nanoparticulas de quitosano utilizadas en
terapias medicas dependen del grado de purificacién del quitosano, es necesario evaluar
si utilizando nanoparticulas de quitosano obtenidas a partir de quitosano purificado, se
tiene la misma actividad inmunoldgica en comparaciéon con las nanoparticulas de

quitosano provenientes de quitosano comercial.
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HIPOTESIS

La eliminacién de productos presentes en el quitosano mediante un proceso de
purificacién afectara la activacion de una respuesta inmunoldgica en monocitos en

monocitos en comparacion con el quitosano comercial.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de nanoparticulas de quitosano purificado y comercial en la respuesta

inmunolégica de monocitos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las variaciones quimicas del quitosano purificado mediante

espectroscopia de infrarrojo

2. Obtener y caracterizar nanoparticulas a partir de quitosano comercial y purificado

mediante tamafio, forma y carga superficial

3. Evaluar la expresiéon de los marcadores CDl1lc, CDI14, CD80 y CD86 en

monocitos tratados con nanoparticulas de quitosano comercial y purificado

4. Determinar el perfil de citocinas en monocitos diferenciados tratados con

nanoparticulas de quitosano comercial y purificado.

5. Evaluar la capacidad fagocitica de monocitos diferenciados tratados con

nanoparticulas de quitosano comercial y purificado

6. Determinar la produccién de 6xido nitrico sintasa inducible y arginasa en
monocitos diferenciados con nanoparticulas de quitosano mediante microscopia

confocal.
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MATERIALES Y METODOS

DISENO EXPERIMENTAL

; s

. Carataizacion Marcadores de Diferenciacién
Surifieadin — Bt CD11c,CD14,CD80y CD86
P.erfll.de \ _ Citometria
Quitosano Comercial citocinas / i de Flujo
Sintesis de
nanoparticulas Tm—
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2 E i * Fagocitica
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Figura6. Estrategia experimental para el analisis de la respuesta inmunoldgica en macréfagos. El
experimento se dividird en dos secciones, la parte in vitro correspondiendo a los andlisis de citocinas,
marcadores de diferenciacion y fagocitosis, mientras que en la parte in vivo se analizard la poblacién de
macréfagos en tejido.

Purificacion del quitosano
Para el proceso de purificacion de las muestras de quitosano, utilizamos una relacién 1:1

(p/v) de las diferentes marcas de quitosano (Sigma-Aldrich® y Canada Bioscience) los
cuales se solubilizaron mediante agitacion magnética en NaOH 1M independientemente
durante un tiempo de 2 horas a 70°C. Después de eso, se realizé un filtrado utilizando un
embudo buchner con el que se recuperd el quitosano solubilizado, las muestras se secaron
a40°C durante 12 horas una vez que fueron lavadas con agua destilada. Las muestras, una
vez secas, se solubilizaron en dacido acético con una concentracion de 0.1M,
posteriormente se filtraron a través de papel, se ajustd el pH a las soluciones filtradas a
8.0 recuperando asi el material precipitado y se lavé la muestra con agua desionizada, las

muestras de quitosano fueron secadas a 40°C durante 24 horas.
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Analisis mediante Espectrometria de infrarrojo (FR-IR)
Para identificar la naturaleza de los enlaces quimicos entre los dtomos, se realizé un
andlisis infrarrojo con transformado de Fourier (FT-IR). Los espectros de FTIR se

registraron en un Perkin Elmer Spectrum. Todos los espectros se obtuvieron en el rango

de 400 — 4000 cm™.

Sintesis de nanoparticulas de quitosano (CtsNps)
Se prepar6 una solucién de quitosano con una concentracion de 1mg/ml usando 4cido

acético al 0.4M y homogenizada mediante agitacién magnética por tiempo de 1 hora a 600
rpm, posteriormente se ajustd el pH a 5.5 usando NaOH 1M, después la solucién se
centrifugd durante 10 minutos a 800 rpm (este proceso fue para sedimentar cualquier
residuo de quitosano no disuelto). Por otra parte, se disolvio tripolifosfato de pentasodio
(TPP) en agua desionizada (2mg/ml) y se utiliz6 como agente entrecruzante. La sintesis
se llevd a cabo homogenizando constantemente la solucién de quitosano a 600 rpm
durante 24 horas mediante agitacién magnética, agregando 3 ml de TPP por goteo
constante (volumen total). Al final del proceso, se obtuvo una solucién de color

opalescente y se esteriliz6 durante 10 minutos con luz ultravioleta (UV).

Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano (CtsNps)

Tamaifio y Potencial Z
El tamafo se determiné mediante dispersion de luz dindmica y se utiliz6 la electroforesis

doppler laser para determinar el potencial Z utilizando el equipo de nanosizer NS90
(Malvern Instruments, Malvern, UK). Las muestras de nanoparticulas se cargaron en una

celda capilar para espectrofotometria y se analizaron a 25°C.

Microscopia electronica de barrido (SEM)
Las nanoparticulas de quitosano se montaron uniformemente en una cinta adhesiva de

carbono la cual se encontraba acoplada a una porta muestra para SEM y se procedié a
analizar las muestras. El andlisis de microscopia electronica de barrido se realiz en

colaboracién con la Facultas de Ingenieria Mecénica y Eléctrica (FIME).
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Obtencion y cultivo de células mononucleares de sangre periférica
Los linfocitos se utilizaron para los ensayos de viabilidad y para la determinacién del

perfil de citocinas, asi como la evaluacién de marcadores, con la finalidad de analizar la
respuesta inmunoldgica generada por las nanoparticulas de quitosano. Estos linfocitos se
obtuvieron a partir de muestras de sangre periférica de individuos aparentemente sanos.
Las muestras se adquirieron mediante puncién venosa y la sangre se recogi6 en tubos con
heparina, posterior a esto se realizé un gradiente de sangre y polimorfoprep el cual se
centrifugo a 1600 rpm durante un tiempo de 30 minutos a temperatura ambiente para
obtener finalmente un sistema multifacético (plasma, PBMC (contenido en un anillo
blanco), polimorfoprep y eritrocitos). Solo el anillo blanco fue tomado, las células
obtenidas se lavaron con PBS 1x durante un tiempo de 10 minutos a 1600 rpm, se realizé
un segundo lavado bajo las mismas condiciones. Después de esto, las células
mononucleares se cultivaron en placas de poliestireno de 6, 12 'y 24 pozos a 37°C en una
atmosfera de CO2 al 5% durante un periodo de siete dias utilizando medio de cultivo

RPMI-1640 con SFB al 10%.

Grupos Experimentales
Para esta seccion, se realizaron cuatro grupos experimentales: 1) monocitos tratados con

CtsNps sintetizadas a partir de quitosano purificado, 2) monocitos tratados con CtsNps
sintetizadas a partir de quitosano comercial (Sigma-Aldrich® y Canada Bioscience). 3)
monocitos con RPMI-1640 10% SFB y 4) monocitos con PMA el cual funciono como un

control positivo de diferenciacion.

Analisis de expresion de receptores CD11c, CD14, CD80 y CD86
Una vez que los monocitos se diferenciaron, el medio fue retirado de la placa para obtener

las células adheridas. Los monocitos fueron tratados con acutasa para despegarlos de la
placa y, se centrifugaron durante 5 minutos a 1200 rpm, las células se resuspendieron en
PBS 1x. Posterior a esto se agregaron 2 ul de cada anticuerpo (anti-CD11c humano, CD14,
CD80 y CD86) y fueron incubados durante 30 minutos a temperatura ambiente bajo
condiciones de oscuridad total. Posteriormente se llevo a cabo un lavado con PBS 1x y las

muestras fueron analizadas mediante citometria de flujo (BD accuriTM C6).
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Analisis de perfil de citocinas en monocitos tratados con CtsNps
Una vez que los monocitos se trataron con CtsNps obtenidas a partir de quitosano

purificado y comercial, se midi6 la produccién de citocinas mediante el kit de citocinas
inflamatorias humanas (BD Cytometric Bead Array (CBA) Human Inflammatory
Cytokines Kit) para la determinacion de IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70 y TNF las

cuales se analizaron mediante citometria de flujo utilizando el equipo BD AccuriTM C6.

Determinacion de la capacidad fagocitica de monocitos tratados con CtsNps
purificado y comercial
Después de siete dias de cultivo, las células se lavaron con PBS 1x (1200 rpm / 10

minutos), posteriormente fueron lavadas con RPMI-1640 sin SFB durante un tiempo de
10 minutos mediante agitacién con micropipeta, realizado esto se agregaron 300 ul de
solucion FITC-dextran a cada una de las muestras y se incubaron durante 6 horas a 37°C.
Como controles positivos y negativos se utilizaron macréfagos incubados con FITC-
dextran a 37°C y 4°C respectivamente. Posteriormente las muestras se centrifugaron a
1200 rpm durante 10 minutos y se lavaron con PBS 1x, se analizaron mediante citometria

de flujo utilizando el equipo BD AccuriTM C6.

Determinacion de iNOS y Arginasa en monocitos diferenciados con nanoparticulas
de quitosano mediante microscopia confocal.
Se aislaron monocitos de sangre periférica y posteriormente se cultivaron en placas de 6

pozos (1.5x10° células por pozo) con medio RPMI-1640 sin SFB por un tiempo de 24
horas, pasando este tiempo, el medio fue cambiado por RPMI-1640 con SFB 10% y se
dej6 en condiciones de cultivo por 24 horas, posteriormente se adicionaron los
tratamientos de CtsNps comercial y purificado (concentraciones de 50 y 300 ug/mL) a los
monocitos adheridos por un tiempo total de 72 horas. Posterior a este tiempo se retird el
medio de cultivo que contenia el tratamiento de CtsNps. Las células fueron lavadas con
PBS 1x por 5 minutos, después las células se fijaron con PFA 4% frio (300uL por pozo)
y se incubaron durante 20 minutos en agitacion constante, se retiré el PFA y se agreg6 1
mL de buffer FACS 2% para realizar lavados — repitiendo este proceso dos veces. Para
realizar la permeabilizacion de la célula se agregaron 300uL de buffer tritén 0.1% y se
incubaron las placas en agitacion contante a temperatura ambiente por un tiempo de 20
minutos, posterior a esto se realizaron lavados con buffer FACS 2% a temperatura

ambiente por un tiempo de 15 minutos (agitacion constante). El bloqueo se realizd
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agregando 300uL de buffer FACS 2% por un tiempo de 25 minutos a temperatura
ambiente con agitacion constante. Terminado el proceso se agregé el anticuerpo primario
a cada uno de los pozos de cultivo (Arginasa e iNOS, en una concentracién de 1:500) y se
incubaron las placas de cultivo por un tiempo de 2 horas a temperatura ambiente,
posteriormente se realizaron tres lavados con FACS 2% en agitacién por un tiempo de 15
minutos, después se agregd el anticuerpo secundario en una relacién de 1:100 (PE para
marcar arginasa y Rojo Texas para marcar iNOS) y se incubaron las placas de cultivo por
un tiempo de 2 horas, se volvieron a realizar lavados con FACS 2% y se agreg6 el marcaje
DAPI (tincién de nucleo) por un tiempo de 30 minutos, finalmente se realizaron lavados
con FACS2% para eliminar el excedente de marcaje y se procedio a analizar las muestras

utilizando microscopia confocal.

Analisis Estadistico
Las variables evaluadas se presentaron como el promedio, la desviacion estandar y la

diferencia entre los tratamientos y el grupo de control, esto se evalué mediante un anélisis

de varianza (p <0.05), se utiliz6 el software GraphPad Prism 6.
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RESULTADOS

Analisis de la variacion quimica en muestras de quitosano
En la figura 6A se muestra el espectro de absorcién correspondiente a las cuatro muestras

de quitosano analizadas (QTS-Sigma, QTS-SigmaP, QTS-CA y QTS-CAP) en las cuales
se presenta una mejor definicién de las bandas de absorcion correspondientes al grupo
funcional caracteristico del quitosano, las muestras que fueron tratadas con un proceso
extra de purificacion (QTS-CAP y QTS-SigmaP) en comparacién con las muestras
comerciales. Fue posible detectar los grupos OH a 3434 cm™', NH a 3254 cm™!, CH a 2890
cm’!, NH; a 1621 cm’!, grupo piranosico a 1150 cm™ y el grupo COC a 1090 cm’
(Hernéndez et al., 2009). En el espectro de FT-IR perteneciente a las muestras de
quitosano purificado, se observo un desplazamiento a una longitud de onda més corta de
1621 cm™ a 1610 cm™ en la banda de absorcién correspondiente al grupo NH» en
comparacion con las muestras comerciales, tal como se observa en la figura 6B.
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Figura7A. Espectroscopia FT-IR de absorcion perteneciente a muestras comerciales de quitosano
(Sigma-Aldrich® y Canada Bioscience). En el espectro de absorcién se puede apreciar los seis grupos
caracteristicos del quitosano, observandose ligeras variaciones en el grupo NH» de las muestras purificadas
identificadas como: Qts-SigmaP (banda azul) y QTS-CAP (banda verde) en comparacion con las muestras
comerciales: Qts-Sigma (banda roja) y Qts-CA (banda negra).
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Figura7B. Espectroscopia de FT-IR perteneciente a las dos marcas comerciales de quitosano. En el
espectro de infrarrojo se puede apreciar un corrimiento de las bandas de absorcién a una menor longitud de
onda, correspondiendo a las dos muestras de quitosano comerciales con un proceso extra de purificacion,
identificadas como Qts-CAP (banda verde) y Qts-SigmaP (banda azul).
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Determinacion de compuestos presentes en muestras de quitosano purificadas
Se realizo una cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de Masas con ionizacién

por impacto electrénico para determinar los compuestos presentes en los sobrenadantes

de las muestras de quitosano purificadas mediante hidrolisis alcalina.

Tablal. Compuestos determinados en sobrenadantes pertenecientes a muestras de

quitosano de la marca Canada Bioscience

Sobrenadante primer lavado

Sobrenadante segundo lavado

Compuesto Yo Compuesto %
Etanol 82.35 Eter dimetilico 0.41
Oxigeno 17.65 Oxigeno 1.05
2,2-Dimethoxypropane 98.55

Tabla2. Compuestos determinados en sobrenadantes pertenecientes a muestras de

quitosano de la marca Sigma-Aldrich®

Sobrenadante primer lavado

Sobrenadante segundo lavado

Compuesto % Compuesto %
Etanol 79.33 Eter dimetilico 0.48
Furfural 3.53 Oxigeno 1.03
Oxigeno 17.14 2,2-Dimethoxypropane 98.49
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Caracterizacion de las nanoparticulas de quitosano (CtsNps)
Las CtsNps obtenidas de las diferentes muestras de quitosano mostraron un tamafio entre

120y 190 nm, asi como una gran variacion en el potencial Z y un indice de polidispersidad
de 0.2 a 0.3 que indica que se obtuvo una solucién de nanoparticulas homogéneas (PdI >
0.5 se considera como una solucién polidispersa). Los tamafios promedio, el indice de

polispersidad y el potencial Z perteneciente a los cuatro tipos de nanoparticulas se

muestran en la tabla 1.

Tabla3. Tamaifio medio de nanoparticulas en intensidad y potencial zeta de CtsNps-Sigma,

CtsNps-Sigma-P, CtsNps-CA y CtsNps-CA-P

Diametro
Nanoparticula Tamaiio Indice de Potencial zeta
(nm) polidispersidad (mV)
CtsNps-CA 177 0.3 3
CtsNps-CA-P 126 0.3 7
CtsNps-Sigma 180 0.3 314
CtsNps-Sigma-P 138 0.2 16.4
—— CtsNps-CA
—— CtsNps-CA-P
CtsNps-Sigma
16 CtsNps-Sigma-P
12 4
g 10
=
0- LIPSOOR, PYPLIL L BLIL | T R L | T T Tt
10 100 1000 10000

Tamano {nm}

Figura8. Tamaiio promedio de nanoparticulas por DLS. Los tamafios promedios de las nanoparticulas
de quitosano oscilaron entre 120 — 190 nm, siendo las nanoparticulas purificadas CtsNps-CA-P (banda
verde) y CtsNps-Sigma-P (banda azul) las que presentaron un menor tamafio en comparacién con las
nanoparticulas comerciales CtsNps-Sigma (banda roja) y CtsNps-CA (banda negra).
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CtsNps-CA CtsNps-CA-P

CtsNps-Sigma CtsNps-Sigma-P

Figura9. Microscopia Electrénica de Transmision de nanoparticulas de quitosano. En las microscopias
se puede observar la forma esférica que presentaron las nanoparticulas de quitosano, asi como el tamafio el
cual es inferior a 300 nm (utilizando una escala de 500 nm).
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Viabilidad Celular en PBMC

[ CtsNps-Sigma

| CtsNps-SigmaP

/I CtsNps-CA
100 | CtsNps-CAP

% de Viabilidad celular

50 pg 300 pg
Concentracion del tratamiento (ng)

FiguralO. Viabilidad celular correspondiente a células mononucleares de sangre periférica, tratadas con
diferentes nanoparticulas de quitosano por un tiempo total de 24 horas.
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Expresion de Marcadores de Diferenciacion
Se observé una alta expresion de los marcadores CD11c y CD86 en el cultivo de

monocitos tratados con las concentraciones de 50 y 300 pg de CtsNps, sin embargo, se
observé una disminucién en la expresion de los marcadores CD14 y CD8O0, los cuales son
marcadores caracteristicos de monocitos; lo que nos indicaria que se estd llevando a cabo
una diferenciacién celular hacia macréfagos, validando esto mediante el incremento de

los marcadores CD11c y CD86 los cuales se encuentran en células presentadoras de

antigeno.
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Figural1A. Evaluacién de marcadores de diferenciacion en monocitos tratados con nanoparticulas de
quitosano. Los monocitos se trataron con diferentes CtsNps con una concentraciéon de 50ug a un tiempo de
72 horas, observdndose una diferencia significativa para los marcadores CD11c (Basal vs CA 50), CD14
(Basal vs todos los tratamientos) y CD80 (Basal vs Sig-P 50, Sig 50 y CA-P 50) (p<0.05).
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Figural 1B. Evaluacién de marcadores de diferenciaciéon en monocitos tratados con nanoparticulas de
quitosano. Los monocitos se trataron con diferentes CtsNps con una concentracién de 300ug a un tiempo
de 72 horas, observandose una diferencia significativa para los marcadores CD1 1c (basal vs CA-300), CD14

y CD80 (Basal vs Sig-P 300) (p<0.05).

Analisis de perfil de citocinas

Mediante citometria de flujo, se observé que el perfil de citocinas obtenido en los

monocitos tratados con las diferentes nanoparticulas de quitosano comercial y purificado,

no generaron un perfil proinflamatorio, ya que los tratamientos no generaron una alta

produccién de citocinas proinflamatorias como IL-1f, IL-6 y TNF en comparacién con

los macroéfagos tratados con lipopolisacarido (1pg/ml).
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Figural2. Perfil de citocinas perteneciente a monocitos tratados con CtsNps. Los monocitos se trataron
con diferentes CtsNps observdndose que no existe una diferencia significativa entre los tratamientos de

CtsNps comerciales y purificadas con las concentraciones de 50 y 300 ug/ml, con lo cual el perfil generado
por los tratamientos corresponde a un perfil antiinflamatorio (p<0.05).
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Ensayo de Fagocitosis
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Figural2. Capacidad fagocitica de monocitos tratados con CtsNps. Los macréfagos se trataron con dos
concentraciones diferentes de CtsNps (50 y 300ug/ml) por un tiempo de 72 horas, observdndose que las
nanoparticulas purificadas mostraron afectar mayormente la capacidad fagocitica de las células (p<0.05).

La capacidad fagocitica de los monocitos se vio afectada en su mayoria por los
tratamientos correspondientes a las CtsNps purificadas las cuales generaron una
disminucién en la capacidad fagocitica con respecto al grupo control de 37°C, siendo el
tratamiento de Sig-P 50 el que mostro una menor capacidad fagocitica (40%) en

comparacion con el grupo control a 37°C el cual mostro una fagocitosis de 60%.

En cuanto a los tratamientos de 300ug/ml (comercial y purificado) no se observé una
diferencia significativa comparando con el grupo control a 37°C por lo cual estas
concentraciones no causaron una disminucion notoria en la capacidad fagocitica de los
macréfagos. Con lo cual podemos decir que los macréfagos obtenidos mediante las

CtsNps es un fenotipo M2 — antiinflamatorio.
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Determinar la expresion de 6xido nitrico sintasa inducible y arginasa en monocitos
diferenciados con nanoparticulas de quitosano mediante microscopia confocal

Control CtsNps-CA 50 CstNps - CA300 CtsNps - Sig50 CtsNps - Sig 300

Control CtsNps - CA-P 50 CtsNps - CA-P 300 CtsNps - Sig-P 50 CtsNps - Sig-P 300

Figural4. Deteccion de arginasa e iNOS mediante microscopia confocal en monocitos tratados con
CtsNps a concentraciones de 50 y 300ug/mL. Se observo una mayor produccién de iNOS (representado
en rojo) en monocitos tratados con CtsNps, en comparacién con el grupo control, la produccién de iNOS no
fue modificada por el CtsNps comercial y purificado, la produccién de arginasa (representado en verde) solo
se detectd en monocitos tratados con CtsNps — Sig a una concentracién de 300ug.

La produccién de iNOS se increment6 en los macréfagos que se trataron con CtsNps
purificadas, siendo mds apreciable este efecto en la concentracién de 50ug/mL y en
menores cantidades a 300ug/mL, no se detectaron altas cantidades de arginasa en los
monocitos tratados con CtsNps, mientras que en el grupo control se detectaron bajas
cantidades de iNOS, por lo cual la produccién de estas enzimas es dependiente de la

concentracion del tratamiento.
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DISCUSION

Los polisacaridos son los polimeros naturales mas versatiles debido al amplio espectro de
propiedades quimicas, fisicas y funcionales que confluyen en los organismos vivos, tales
como conferir estructura, almacenar energia y diversas funciones mds especializadas,
como reconocimiento y adhesion en células eucariotas, sefializacion, etc. Algunos de estos
biopolimeros combinan propiedades fisicoquimicas como la propiedad de formar sistemas
tipo hidrogeles, micro y nanoparticulas, con propiedades biolégicas como la
biocompatibilidad y muchoadhesividad que en su conjunto los hacen particularmente
atractivos en el drea de ingenieria y diseflo de materiales para emplearse en ciencias de la
salud. De estos materiales, el quitosano es uno de los polimeros que se ha utilizado
ampliamente en el desarrollo de sistemas potencialmente innovadores para la liberacion
de farmacos e ingenieria de tejidos y comercialmente en la manufactura de parches
cicatrizantes (Higuera-Ciapara et al., 2007), siendo estos los nichos de marcado de mayor

crecimiento en el mundo (Orive, G et al., 2005).

Desde el punto de vista fisicoquimico, el quitosano es un biopolimero hidrosoluble que
puede formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y nanoparticulas en
condiciones y medio 4cido suaves. Ademds, el caricter policatiénico le confiere al
quitosano una alta afinidad para asociar macromoléculas terapéuticas (por ejemplo:
insulina, DNA, siRNA, heparina, etc.) y antigénicas, a las cuales protege de la degradacion
enzimdtica e hidrolitica (Pastor et al., 2004). En este trabajo se sintetizaron y
caracterizaron cuatro tipos de nanoparticulas de quitosano (CtsNps), las cuales se
obtuvieron de quitosano comercial proveniente de dos casas comerciales (Sigma-
Aldrich® y Canada Bioscience), llevandose a cabo un proceso extra de purificacion del

quitosano, con la finalidad de evaluar su efecto en un cultivo primario de monocitos.

Los dos quitosanos comerciales fueron purificados mediante el proceso de hidrolisis
alcalina y posteriormente analizados mediante FT-IR, corroborando esto con el
incremento de grupos OH en las muestras purificadas (Qts-CAP y Qts-SigmaP) asi como
el corrimiento del grupo NH> a una menor longitud de onda (Figura 6A y 6B),
observandose una mejor definicion de la banda debido al proceso quimico al cual fueron
sometidos las muestras de quitosano (Herndndez, E et al., 2009). Los cuatro tipos de

CtsNps fueron sintetizadas mediante la técnica de gelacion idnica. la cual nos permitié
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obtener nanoparticulas de quitosano con un tamafio promedio de 120 — 190 nm con un
indice de polidispersidad de 0.2, carga superficial catidnica - potencial Z: +3 —+31 mV —
(Tabla 3) y forma esférica (Figura 8). Se decidi6 utilizar este tamafio de nanoparticula
debido a que las nanoparticulas con tamafios inferiores a 275 nm tienen una mejor
absorcién en las mucosas, en el tejido epitelial y una mejor distribucién en el trafico
intracelular (Panyam, V et al., 2003), demostrando una absorcién arterial tres veces mayor
en comparacion con las nanoparticulas mds grandes en un modelo de arteria carétida ex
vivo (Prabha, S et al., 2002). Permitiéndonos que las nanoparticulas de quitosano tuvieran
una mejor interaccion con los monocitos aislados. Por otra parte, el indice de
polidispersidad (PdI) obtenido en el presente trabajo nos demostré que la distribucién
poblacional de nuestras nanoparticulas es de tamafio homogéneo, debido a que se a
descrito que las nanoparticulas que poseen Pdl menores a 0.3 son consideradas como
sistemas cuya distribucidon poblacional es de tamafio homogéneo (Shahrooz Saremi et al.,

2011).

Otro de los aspectos que mejoraron la interaccion de nuestras CtsNps con los monocitos,
fueron las cargas positivas en la superficie de las nanoparticulas, siendo una caracteristica
ideal para incrementar el grado de interaccion entre las nanoparticulas y los componentes
cargados negativamente presentes en las membranas celulares mediante atracciones
electrostéticas, potenciando asi el proceso de internalizacién de componentes exdgenos

(Jin et al., 2009).

Con la finalidad de comprobar la diferenciacion celular de los monocitos tratados con los
diferentes tipos de CtsNps, se evaluaron los marcadores de membrana CD11c , CD14,
CD80 y CDS86, el primero de ellos es una proteina transmembranal de tipo I, tiene altos
niveles de expresiéon en monocitos, granulocitos, células dendriticas, macréfagos y
algunas células B; a la vez induce la activacion celular (Dyer, KD et al., 2011), mientras
que el CD14 actia como un co-receptor (junto con el TLR-4 y MD-2) para la deteccion
de lipopolisacaridos bacterianos (LPS) y patrones moleculares asociados a patdgenos,
como el acido lipoteicoico (Kelley, SL et al., 2013). CD80 y CD86 son marcadores
celulares que pertenecen a la familia de proteinas B7 y su accidn consiste en la adhesion

de las células T con las células presentadoras de antigenos (APCs), siendo moléculas co-
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estimuladoras y su interaccion con su ligando determinard si el linfocito T responderd
frente a los antigenos, se encuentra en diferentes tipos de células, incluyendo células B,

macréfagos, CD, etc. (Luque, I et al., 2000).

En el presente estudié los monocitos fueron tratados con dos concentraciones diferentes
de CtsNps — 50 y 300ug/mL — por un tiempo de 3 dias (FiguralOA y 10B), observandose
que las CtsNps purificadas (Sig-P y CA-P) a una baja concentraciéon (50 pg/mL)
mostraron un mayor grado de diferenciacién, lo anterior se comprobé mediante la
disminucién en el porcentaje de expresion de CDI14 (5%) en comparacion con los
monocitos no tratados con CtsNps los cuales expresaron una mayor cantidad de CD14
(18%), esto es atribuido a que el CD14 es un marcador de linaje monocitico, el cual
conforme se van diferenciando van perdiendo la expresion de dicho marcador, Buchacher
y colaboradores en 2015, observaron que al cultivar monocitos aislados de sangre
periférica y ser expuestos a LPS, obtenian como resultado la diferenciacion a macréfagos,
los cuales mostraban una disminucién del CDI14 y una disminucion de CDI11 en
macréfagos M1 y un incremento en macréfagos M2 (Buchacher et al., 2015). Por ultimo,
el equipo de trabajo de McNally demostré que, al cultivar monocitos aislados de sangre
periférica sobre placas recubiertas con quitosano, se inducia un proceso de diferenciacion
a macrofago, observando una disminucion en la expresion de CDI14, CD80 y un
incremento en la expresion de CD86 (McNally and Anderson, 2015), correspondiendo lo
anterior con nuestros resultados, por lo cual podemos decir que las CtsNps purificadas
sintetizadas en este trabajo logran inducir el proceso de diferenciacién monocito a
macréfago inmaduro de una manera mds efectiva en comparacion con las CtsNps

comerciales.

Para complementar la caracterizacion de los macréfagos se determiné la liberacion de
citocinas proinflamatorias para definir el tipo de polarizacién que se presenté en el
macréfago. Los monocitos tratados con las CtsNps purificado presentaron una mayor
produccién de citocinas en comparaciéon con los monocitos tratados con las particulas
comerciales, siendo la IL-1B, IL-6 y TNF las que se produjeron en mayores cantidades
(Figura 11), sin embargo, no tuvieron una alta produccién en comparacién con el grupo

control — el cual fue tratado con LPS, por lo cual podemos decir que las particulas inducen
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una respuesta inmunoldgica primaria sin llegar a desembocar en un perfil proinflamatorio,
esto debido a que la citocina mediadora antinflamatoria (IL-10) present6 una baja
produccién en los macréfagos tratados con las CtsNps purificadas, esto también fue
observable en la IL-12p70, con esto resultados podemos intuir en que el fenotipo obtenido
de macréfagos en este estudio pertenece a un macréfago antiinflamatorio o M2, dado que
si correspondiera a un macréfago M1, los niveles de IL-1p, IL-6 y TNF tendrian que estar
similares al grupo tratado con LPS, estos resultados concuerdan con los obtenidos por
Buchacher en 2015, quien observo que al obtener un fenotipo de macréfago M1 se obtiene
una alta produccién de IL-1p, IL-6, IL-12p70 y TNF, al igual que una regulacion a la alta
de IL-10 (Buchacher et al., 2015).

Se realiz6 un ensayo de FITC-dextran (Figura 12) el cual permitié corroborar que las
células tratadas con 50 pg/mL de CtsNps purificadas presentaron una disminucién en su
capacidad fagocitica en comparacién con el grupo control a 37°C (células sin tratamiento)
y con los macréfagos tratados con 300 pg/mL, los cuales presentaron una actividad del 60
y 45% respectivamente, mientras que las CtsNps purificadas (50 pg/mL) presentaron una
actividad del 35%, esto pudiendo ser un indicador de que la polarizacién de macréfagos
mediante las CtsNps generan macréfagos inmaduros, y un posible fenotipo
antiinflamatorio (M2), corroborando lo anterior mediante la baja produccion de citocinas
proinflamatorias, sin embargo, existen reportes como el de Jiang en 2017 quien determino
que al exponer macréfagos murinos (RAW264.7) a diferentes concentraciones de
nanoparticulas de quitosano (tamafio de 250 nm) la capacidad fagocitica de estas células
disminuye, esto puede atribuirse al tamafio de particula debido a que la via de endocitosis
mediada por caveolas contribuye principalmente a las particulas con didmetros < 80nm,
ya que las vesiculas endociticas caveolar tienen aproximadamente 50 — 80nm de didmetro.
Por lo tanto, la endocitosis mediada por clatrina y la fagocitosis se consideran como

mecanismos potenciales para la captacion de CtsNps (Jiang, Li Qun et al., 2017).

Con todo lo anteriormente mencionado, las CtsNps purificadas podrian implementarse
como un inductor de diferenciacion, para lograr obtener el tipo de célula presentadora de

antigeno que sea requerido para una terapia determinada.
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CONCLUSION

En este trabajo se sintetizaron nanoparticulas de quitosano proveniente de quitosano
purificado, observando que estas nanoparticulas presentaron una mayor reactividad en las
células en comparacion con las nanoparticulas obtenidas a partir de quitosano comercial,
las cuales fueron capaces de inducir un proceso de diferenciacion en los monocitos, siendo

la concentracién de 50 ug/mL la que indujo un mejor efecto.

Las nanoparticulas de quitosano purificado (50 pg/mL) indujeron a la vez la produccién
de citocinas como IL-1B, IL-6 y TNF, sin embargo, estas cantidades no fueron
suficientemente altas como para inducir un fenotipo proinflamatorio, esto debido a que
los monocitos que se diferenciaron a una célula presentadora de antigeno, posiblemente
sea una célula inmadura, razén por la cual la capacidad fagocitica de estas c€lulas no se

ve incrementada por las nanoparticulas de quitosano, sino disminuida.

Finalmente, con este estudio damos a conocer que el quitosano en forma de nanoparticula
puede tener funciones diferentes dependiendo del grado de purificacién que estas
presenten, viendo su mayor efecto en el grado de diferenciacion, lo cual nos ayuda a
implementarlas como un protocolo de diferenciaciéon de monocitos, llegando a obtener la

célula presentadora de antigeno que se requiera.
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PERSPECTIVAS

. Determinar el porcentaje de expresion de los marcadores de diferenciacion CD68

y CD83 en monocitos tratados con CtsNps.

. Realizar cocultivos de macréfagos diferenciados y linfocitos T para evaluar la

capacidad de presentar antigeno a células T.

. Determinar el efecto de las nanoparticulas de quitosano purificadas y no

purificadas en células endoteliales y fibroblastos.
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