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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se desarrollaron nanoacarreadores biocompatibles
basados en nanoparticulas de quitosan y nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan
para encapsular a los polifenoles quercetina y curcumina, con la finalidad de desarrollar
nuevas terapias para COVID-19. Las nanoparticulas sintetizadas mediante gelacion i6nica
demostraron tamanos pequeiios que en promedio no exceden los 235 nm, presentan cargas
superficiales positivas, morfologia esférica y carecen de un efecto citotoxico considerable
sobre la linea Vero E6 a las concentraciones de 83.4 uM o 167 uM para las nanoparticulas

con quercetina, asi como 5 y 10 uM para las nanoparticulas con curcumina.

La actividad neutralizante de las nanoparticulas fue evaluada utilizando un pseudovirus de la
variante Alfa de SARS-CoV-2 en células Vero E6, una linea celular permisiva para SARS-
CoV-2 debido a su alta cantidad de receptores celulares ACE2 similares al humano. Se
demostrd una inhibicion de la variante Alfa hasta del 80.8% por parte de las Q-QNPs y
79.03% por las Q-QMNPs, superando la capacidad neutralizante de la quercetina libre que
neutraliza u maximo de 57.21% en la dosis mas alta. La neutralizaciébn por estas
nanoparticulas no fue dosis dependiente, posiblemente debido a los diversos blancos de
inhibicidn viral que presenta la quercetina contra el SARS-CoV-2, los cuales no se limitan a

la inhibicién de entrada.

Por otro lado, las C-QNPs presentaron una neutralizacion de 71.24% y 79.17% para las C-
QMNPs, contrastante con el 27.3% de la curcumina libre a la concentracion de 5 pM,
tendencia que no se mantuvo a la concentracion de 10 pM, en donde la Gltima obtuvo una
neutralizacion del 92.58%, mientras que las C-QNPs inhibieron un 79.22% y las C-QMNPs
un 87.17%, una neutralizacién inferior no significativa debido a la liberacion del farmaco de

las nanoparticulas.

Con tales datos se abre la posibilidad de que las nanoparticulas sintetizadas en este proyecto
sean evaluados en un modelo experimental in vivo, con la finalidad de tomar ventaja de las
cualidades que presentan sobre las moléculas libres en un sistema no estatico, determinando

si son una alternativa de tratamiento efectiva para combatir el COVID-19.
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ABSTRACT

In the present work, biocompatible nanocarriers based on chitosan nanoparticles and
chitosan-coated magnetic nanoparticles were developed to encapsulate the polyphenols
quercetin and curcumin, with the aim of developing new therapies for COVID-19. The
nanoparticles synthesized by ionic gelation demonstrated small sizes that on average do not
exceed 235 nm, have positive surface charges, spherical morphology and lack a considerable
cytotoxic effect on the Vero E6 cell line at concentrations of 83.4 uM or 167 pM for the

nanoparticles with quercetin, as well as 5 and 10 uM for the nanoparticles with curcumin.

The neutralizing activity of the nanoparticles was evaluated using a pseudovirus of the Alpha
variant of SARS-CoV-2 in Vero E6 cells, a permissive cell line for SARS-CoV-2 thanks to
their high number of ACE2 cellular receptors similar to those of humans. The neutralization
of the Alpha variant reached of up to 80.8% by the Q-QNPs and up to 79.03% by the Q-
QMNPs, exceeding the neutralizing capacity of free quercetin that neutralizes a maximum of
57.21% at the higher dose. Neutralization by these nanoparticles was not dose-dependent,
possibly due to the various viral inhibition targets that quercetin has against SARS-CoV-2,

which are not limited to entry inhibition.

On the other hand, the C-QNPs presented a neutralization of 71.24% and 79.17% for the C-
QMNPs, contrasting with the 27.3% of free curcumin at the concentration of 5 uM, a trend
that was not maintained at the concentration of 10 puM, where the latter obtained a
neutralization of 92.58%, while the C-QNPs inhibited 79.22% and the C-QMNPs 87.17%, a
non-significant lower neutralization possibly due to the slow release of the drug from the

nanoparticles.

With such data, the possibility opens up for the nanoparticles synthesized in this project to
be evaluated in an in vivo experimental model, in order to take advantage of the qualities they
present over free molecules in a non-static system, determining if they are an alternative.

effective treatment to combat COVID-19.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad COVID-19 ha generado la pérdida de cerca de 7 millones de vidas y ha
infectado a casi 700 millones de personas, dejando dafios irreparables en el sector salud,
economico y social. El virus SARS-CoV-2 es el agente causal de esta y tiene su origen en el
mercado de mariscos mayoristas de Hunan en Wuhan China, a mediados de diciembre de 2019.
El SARS-CoV-2 cobr6 relevancia a menos de un mes de su aparicion debido a que las
celebraciones de afio nuevo chino permitieron su diseminacion en todo el pais, por lo que la
OMS fue alertada el 31 de diciembre del mismo afio y por la gravedad denomino al virus como
emergencia sanitaria el 30 de enero del siguiente, implementando restricciones con la finalidad

de proteger a la poblacion mundial.

El principal factor de preocupacioén para virus emergentes como este es la falta de
tratamientos y vacunas para contrarrestarlos. Al inicio el tratamiento para COVID-19 consistia
en tratar los sintomas y monitorear el nivel de oxigenacion para evitar una progresion mortal.
Fue en mayo del 2020 cuando la FDA en Estados Unidos acept6 el primer tratamiento de
emergencia, un antiviral denominado Remdesivir cuya administracion intravenosa resultaba
efectiva en pacientes con un cuadro grave de la enfermedad, lo que marcé la pauta para la
implementacion del reposicionamiento de farmacos como una estrategia importante de combatir

al SARS-CoV-2.

Si bien actualmente la FDA cuenta con mas de 700 farmacos en espera de su aprobacion
como terapias para COVID-19, hay numerosas publicaciones que resaltan la importancia de los
compuestos naturales como agentes antivirales y antiinflamatorios, lo cual los posicionan como
una buena estrategia para combatir a este virus, sin embargo, el problema recae en la

inestabilidad y falta de biodisponibilidad en condiciones fisiologicas lo que reduce su eficacia.

Para librar estos obstaculos, el presente trabajo de investigacion propone la
encapsulacion de moléculas como la quercetina y curcumina en nanoacarreadores
biocompatibles como lo son las nanoparticulas de quitosan y nanoparticulas magnéticas
recubiertas de quitosan, que ademas de contar con previos reportes de actividad antiviral,

permiten tomar ventaja de las cualidades hidrofobicas de estos compuestos para ser



encapsulados en mayor proporcion y protegidos en su interior, para posteriormente ser

evaluados con un novedoso modelo de pseudovirus de SARS-CoV-2.



2. ANTECEDENTES

2.1. SARS-CoV-2

2.1.1. Historia

La enfermedad COVID-19 vio su origen a mediados de diciembre de 2019 con el primer
brote de casos en Wuhan, una provincia China, después de que 27 pacientes dispersos en
multiples hospitales de la region presentaran neumonia con causa desconocida. Desde el inicio
se pensO que la posible causa de esta se tratara de un coronavirus, puesto que la enfermedad
compartia sintomas semejantes a brotes anteriores de estos, como el Coronavirus del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo (SAR-CoV-2) en 2002 y el Coronavirus del sindrome Respiratorio
de Oriente Medio (MERS-CoV) en 2012 (Zhu et al. 2020; Deng y Peng 2020).

El brote inicial de estos 27 pacientes fue rastreado al mercado mayorista de mariscos de
Huanan, clasificado como un “mercado hiimedo” definido comunmente por grandes cantidades
de puestos al aire libre con ventas de mariscos frescos, carne, frutas, verduras y en donde incluso
se sacrifica a los animales en el sitio, incluidos pollos, pescado y mariscos. Poco tiempo después
de ese brote inicial, personas que no habian entrado en contacto con el mercado comenzaron a
presentar los mismos sintomas, lo cual significaba una via de transmision humano-humano
(Maron 2020). Esto denota la severidad de las advertencias de epidemidlogos quienes han
expuesto diversas razones por las cuales los mercados hiimedos son puntos de preocupacion
para eventos zoonoéticos debido a la falta de higiene, tamafio y por supuesto, transporte de

animales exdticos ilegales, entre otros (Lin et al. 2021).

El 31 de diciembre la Comision de Salud Municipal de Wuhan inform¢ al publico, asi
como a la Organizacion Mundial de la Salud sobre un brote de neumonia de causa desconocida,
pero a las fiestas de inicio del afio lunar chino combinado con la alta tasa de infeccion, esta
nueva enfermedad fue diseminada en las 34 provincias de China en menos de un mes. Esto
causo que la OMS declarara al brote del nuevo coronavirus como una emergencia de salud
publica de importancia internacional el 30 de enero de 2020. Fue el 11 de febrero del mismo
afio cuando se nombro al nuevo coronavirus "SARS-CoV-2" por el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus, a la par que la OMS nombraba como "COVID-19" a la enfermedad

causada por este (Deng y Peng 2020; Hu et al. 2020).



2.1.2. Generalidades de SAR-CoV-2

SARS-CoV-2 forma parte de la familia Coronaviridae y a la subfamilia
betacoronaviridae, se trata de un virus de ARN monocatenario sentido positivo con un tamafio
del virion de 70 a 90 nm (Pastrian 2020). Sus vias de transmision conocidas es inhalacion de
virus, deposito de virus en las membranas mucosas expuestas y tocar las membranas mucosas
con las manos contaminadas (Organizacion Mundial de la Salud, 2021). La infeccién por
SASRS-CoV-2 genera una enfermedad con diversos sintomas dependiendo de la variante de la
cual el paciente se haya contagiado, siendo los mas frecuentes: fiebre con un 81.2% incidencia,

tos 58.5%, fatiga 38.5%, disnea 26.1% y esputo 25.8% (Alimohamadi et al. 2020).

El desarrollo de la enfermedad desde un punto de vista clinico suele presentarse en 3
fases, en la inicial, hay una rapida replicacion viral dentro de los pulmones y es acompanada de
fiebre, tos y otros sintomas que pueden resolverse en unos dias; sin embargo, de no ser el caso,
la enfermedad puede progresar a la segunda fase, caracterizada por fiebre alta e hipoxemia,
derivando en sintomas de neumonia. Con las primeras cepas registradas aproximadamente el
20% de pacientes con COVID-19 que progresaron a la fase dos progresan a la tercera fase,

presentando el sindrome de dificultad respiratoria aguda (SDRA) y con frecuencia la muerte.

Al igual que el SARS-CoV y el MERS-CoV, este virus causa principalmente
enfermedades de las vias respiratorias inferiores, que en el peor de los casos puede derivar en
una neumonia mortal caracterizada por una rapida replicacion del virus, respuestas elevadas de
citocinas proinflamatorias (IFN-y, IL-1, IL-6, IL-12 y TGFp) y quimiocinas (CCL2, CXCLI10,
CXCL9 e IL-8), junto con niveles bajos de la citocina antiinflamatoria IL-10 y quimiocinas. La
infiltracion de células inflamatorias como los monocitos-macrofagos y neutréfilos que se
acumulan en los pulmones pueden ser los responsables de los aumentos de las citocinas y

quimiocinas previamente descritas (Sowers et al. 2020).

2.1.3. Ciclo de replicacion

El inicio de replicacion estd marcado por la unién de las multiples copias de la proteina
S glicosiladas que se encuentran dispuestas en la superficie de la membrana lipidica del SARS-
CoV-2 al receptor celular llamado enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), el
responsable de mediar la entrada de la particula viral. Cuando la proteina S se une al receptor,

la serina proteasa TM serina 2 (TMPRSS2) ubicada en la membrana de la célula huésped



promueve la entrada del virus a la célula al activar la proteina S. Una vez al interior, el virus
libera el ARN viral, las poliproteinas se traducen del genoma de ARN y la replicacion y
transcripcion del genoma se produce a través de la fragmentacion de las poliproteinas en
proteinas, ensamblando el complejo replicasa-transcriptasa, el cual que permite la replicacion,
asi como sintesis, ensamblado y empaquetado las proteinas estructurales en el interior de la
célula huésped, las cuales posteriormente seran liberadas de la célula tomando una seccion de
su membrana lipidica a donde ha migrado la proteina S y generando una nueva particula viral

infectiva (Huang et al. 2020).

El objetivo de conocer el ciclo de replicacion permite determinar los blancos moleculares
que podrian ayudar a inhibir o combatir la infeccion viral desde 4 puntos importantes, la
regulacion de la respuesta inmune, inhibidores de la ARN polimerasa viral, los modificadores

del medio intracelular y los inhibidores de proteasas (Figura 2) (Moneriz y Castro, 2020).

2.1.4. Proteina S y su participacion en el ciclo de replicacion como blanco antiviral
Como ya se describid6 brevemente, la proteina Spike (S) del SARS-CoV-2 es la
responsable del reconocimiento del receptor y el proceso de fusion de la membrana celular. La
proteina S se compone de dos subunidades, S1 y S2, la primera presenta un dominio de uniéon
al receptor (RBD) que reconoce y se une a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2), el
receptor del hospedero, mientras que la subunidad S2 media la fusién de la membrana celular

viral al formar un haz de seis hélices a través del dominio repetido de dos heptadas.

La estructura de la proteina S trimérica del SARS-CoV-2 se determind mediante
criomicroscopia electronica y presenta una apariencia de un halo bulboso similar a una corona
que rodea a la particula viral, lo que le confiere su nombre (Figura 1). La proteina S cuenta con
un peso molecular de entre 180 a 200 kDa, se compone de 1273 aminoacidos y su dominio de

unidn al receptor (RBD) se encuentra en los residuos 319 a 541 residuos (Huang et al. 2020).
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Figura 1. Estructura de la proteina S trimérica del SARS-CoV-2 mediante criomicroscopia electronica. A) Proteina
S con su sitio de union a receptor cerrado. B) Proteina S reestructurada por la interaccion con ACE2 (Huang et al.

2020).

Debido a que el reconocimiento del receptor es mediado por esta proteina y con esto el
inicio del ciclo de replicacion, asi como su alto grado de conservacion entre los coronavirus
humanos, la proteina S es uno de los objetivos mas importantes para el disefio de vacunas y
terapias contra el COVID-19 (Huang et al. 2020), sobre todo por la posibilidad de utilizar otros
mecanismos no virales o pseudovirales que simulen la entrada celular mediada por esta proteina
sin el riesgo de una infeccion proliferativa, permitiendo el desarrollo de nuevas terapias que

cuenten con esta molécula como blanco en laboratorios con un nivel de bioseguridad 2.

2.2. Antivirales contra SARS-CoV-2

Las estrategias para contrarrestar al SARS-CoV-2 comenzaron con tratamientos
sintomaticos enfocados a los malestares mas comunes como fiebre y su consecuente malestar
generalizado. Los AINE (Antiinflamatorios no esteroides) como el ibuprofeno son los
medicamentos mas recetados para este tipo de aproximacion, pues se encargan de reducir el
dolor, fiebre e inflamacion. Sin embargo, el objetivo del desarrollo o reposicionamiento de
farmacos y antivirales esta enfocado a detener el ingreso viral a la célula y/o su ciclo de

replicacion.

Actualmente, la FDA ha registrado mas de 700 farmacos en estudios para posibles
tratamientos contra el COVID-19. Estos se dividen en tres categorias principales: farmacos
antivirales (3 aprobados) enfocados en reducir la replicacion viral; farmacos
inmunomoduladores (4 aprobados), que tienen como objetivo reducir la hiperinflamacion
causada por la tormenta de citocinas, y anticuerpos monoclonales, que se centran en neutralizar

la entrada del virus en la célula al inhibir la interfaz S-ACE2. Sin embargo, debido a la alta tasa



de mutacion del virus, la FDA actualmente no reconoce ninguna de las terapias basadas en

anticuerpos monoclonales como seguras (FDA, 2023).

Dentro de la categoria de antivirales, el primer fAirmaco autorizado fue Remdesivir
(Veklury), un analogo de nucledtidos que se administra por via intravenosa en adultos y nifios
mayores de 12 afios que requieren oxigeno suplementario o que corren con mayor riesgo de
enfermarse gravemente. Actualmente, tanto la FDA como la COFEPRIS aprobaron dos
tratamientos mas. El primero es el Molnupiravir, un antiviral recetado para tratar COVID-19 de
leve a moderado, pero que corren un mayor riesgo de enfermarse gravemente y que no pueden
recurrir a otras opciones de tratamiento (Gobierno de México, 2022). El segundo es el Paxlovid,
recetado para la misma categoria de pacientes, con la ventaja afiadida de que se trata de un
tratamiento oral que combina dos fArmacos en un solo producto: el Nirmatrelvir, que bloquea la
actividad de la proteasa 3CLpro, una enzima necesaria para la replicacion viral, y el Ritonavir,

que ayuda a ralentizar la descomposicion del Nirmatrelvir (Gobierno de México, 2023).
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Figura 2. Blancos potenciales de inhibicion de replicacion de SARS-CoV-2 y posibles tratamientos (Moneriz y

Castro, 2020).

Actualmente continua la bisqueda de compuestos que puedan combatir el SARS-CoV-
2 mediante la inhibicion de la entrada viral o la replicacion en el interior de la célula, siendo el
uso de moléculas de origen natural con propiedades antivirales como los polifenoles una de las

aproximaciones mas prometedoras.



2.2.1. Efecto antiviral de polifenoles

Los polifenoles son la clase de compuestos bioactivos no energéticos mas grandes en la
naturaleza y presentan la capacidad de modular la actividad de diferentes enzimas y, con esto
interferir en mecanismos de sefalizacion de distintos procesos celulares. Los polifenoles
participan en distintas reacciones metabodlicas celulares de o6xido-reduccion, parcialmente
debido a sus caracteristicas fisicoquimicas (Quifiones et al. 2012), por lo que se ha demostrado
que ademas de presentar actividad antiinflamatoria y antioxidante, también poseen actividad
antiviral contra distintos virus de interés que por su transmision por vias aéreas y su replicacion
en el tracto respiratorio, como el Virus de Epstein-Barr, enterovirus 71, virus del herpes simple

(HSV), virus de la influenza y coronavirus (Annunziata et al. 2020).

2.2.1.1. Quercetina

La quercetina el principal representante de los flavonoides, una la subclase de polifenoles
altamente estudiados que se encuentra principalmente en esparragos, cebollas, manzanas y
moras (Nishimuro et al. 2015). Dentro sus propiedades més importantes se conocen sus efectos
antioxidantes, antiinflamatorios, inmunoprotectores, actividades anticancerigenas y
antidiabéticas (Xu et al, 2019; Carullo et al. 2017), sin embargo, debido a su alta hidrofobicidad
y facil degradacion, su aplicacion estd limitada en sistemas alimentarios hidrofilicos (Frenzel y

Steffen, 2015).

Reportes previos sefialan a la quercetina como una molécula de amplio espectro antiviral,
con efecto en las familias Flaviviridae, Herpesviridae, Orthomyxoviridae, Hepadnaviridae,
Retroviridae, Picornaviridae, Pneumoviridae, Filoviridae y la de mayor importancia para este
proyecto, Coronaviridae. Su rango de accion va desde la inhibicion de la actividad de NS3 de
manera dosis especifica dependiente para el virus de la hepatitis C (Bachmetov et al. 2012) hasta
la inhibicion de la neuraminidasa (NA) expresada en la envoltura del virus de influenza HIN1,
lo cual limita la liberacion de las particulas virales y, por lo tanto, su capacidad para infectar

células nuevas (Liu et al. 2016).
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Figura 3. Mecanismos antivirales de accion de la quercetina y derivados (Di Petrillo et al. 2021).

El interés hacia uso de quercetina como un posible tratamiento para COVID-19 va més
alla de sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes, las cuales podrian aminorar los efectos
de la tormenta de citocinas generada por la infeccion de SARS-CoV-2. El enfoque de este
proyecto se basa en reportes previos que mencionan la afinidad de la molécula tanto para el
dominio de unién a receptor (RBD) de la proteina S como para el receptor celular (ACE2), por
lo cual podria interponerse en la interfaz proteina-receptor inhibiendo el reconocimiento inicial
para dar inicio al ciclo de replicacion, posicionandola como una molécula estratégica para

neutralizar la replicacion viral.

Adicionalmente reportes previos identifican las distintas ECso e ICso de quercetina contra
SARS-CoV sobre distintos blancos moleculares en el ciclo de replicacion, encontrando que el
ICso de la interaccion entre la proteina S con ACE2 es de 83.4 uM, para la inhibicion de la
actividad 3CLpro es un ICso 52.7 uM, la inhibicion de la actividad de PLpro tiene un ICso 8.6
uM y la actividad helicasa se inhibe con un ICso de 8.1 pM (Prasansuklab et al. 2020) con un
CCso de 301.5 uM sobre la linea celular Vero E6 (Kandeil et al. 2021), lo que la denota como
una molécula inocua que puede ser utilizada como profilactico y como tratamiento para COVID-

19 sin riesgos superiores de efectos secundarios negativos para los pacientes.

Estudios clinicos previos demuestran que la quercetina ayuda a la disminucién de
sintomas, asi como del periodo de tiempo de enfermedades del tracto respiratorio superior e
inferior cuando se ingiere en mayores proporciones. Dos de los estudios fueron aplicados a
maratonistas y encontraron una disminucion estadisticamente significativa de sintomas de

infeccion del tracto respiratorio superior dos semanas posteriores al maraton (Nieman et al.



2007), asi como que en adultos de 40 afios 0 mas que tomaron una dosis de 1000 mg diaria de
quercetina oral adicionada con vitamina C mostraron una reduccion del 36% en la gravedad de
infeccion del tracto respiratorio superior y una reduccién del 31% en el total de dias de

enfermedad en comparacion con el placebo (Heinz et al. 2010).

Actualmente se estd desarrollando un estudio clinico en Turquia (NCT04377789)
titulado “Quercetina para la profilaxis y tratamiento de COVID-19” para evaluar el efecto
profilactico de la quercetina glicosilada, una molécula mas soluble y altamente biodisponible en
la luz del intestino, esto con la justificaciéon de que el COVID-19 esta acompafiado de una
reaccion inmunitaria excesiva en los casos graves, por lo que fuerte actividad antiinflamatoria y
antioxidante de la quercetina puede ser eficaz tanto como profilactico como en el tratamiento

de los casos con COVID-19 (Brito et al. 2021).

2.2.1.2. Curcumina

La curcumina es el segundo compuesto de interés, se trata de un pigmento polifendlico
obtenido de los tallos subterraneos de la planta Circuma, perteneciente a la familia del jengibre,
nativa del sur y sudeste de Asia tropical que a través de la historia ha sido utilizada como
colorante de telas, saborizante, remedio para diversos padecimientos gastrointestinales, entre
otros trastornos de la salud, por lo que es uno de los polifenoles de mayor interés en el area

biomédica (Gonzélez et al. 2015).

Sus propiedades antiinflamatorias y antioxidantes han contribuido a multiples estudios
en donde se evalta su actividad en el control de afecciones oxidativas, inflamatorias, sindrome
metabolico, la hiperlipidemia y artritis (Hewlings et al. 2017), asi como su actividad

antimutagénica y anticancerigena (Wright et al. 2013).

La curcumina puede actuar como un compuesto antifingico y antibacteriano, pero
también como un compuesto antiviral, inhibiendo la replicaciéon en una amplia gama de virus
transmitido por diversos mecanismos (Jennings y Parks, 2020), desde los transmitidos por un
vector como el Dengue, al ser capaz de inhibir entrada del virus por medio de una reorganizacion
de los filamentos de actina (Balasubramanian et al. 2019), los virus de transmision sexual como
VIH, del cual inhiben la replicacion por su capacidad antiinflamatoria y antioxidativa (Ferreira
et al. 2015) e incluso de virus respiratorios como la influenza tipo A al inhibir la hemaglutinina

(HA) con lo cual se inhibe la entrada viral (Richart et al. 2018).
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En estudios in vitro se ha reportado que la curcumina posee una accidn antiviral de la
contra el virus SARS-CoV en células Vero-E6, pudiendo inhibir la replicacién viral en
concentraciones de 3—10 uM (Wen et al. 2007). Esta inhibicion llevd a la evaluacion por
modelado molecular de la interaccion de la curcumina con la proteina S del SARS-CoV-2 y se
encontro que al igual que la quercetina, la curcumina tiene una alta afinidad tanto por la proteina
S como por su receptor celular, estableciendo seis enlaces de hidrogeno en el sitio catalitico de

la glicoproteina S (Maurya et al. 2020).

La curcumina presenta multiples posibles sitios blancos en donde podria inhibir la
replicacion viral de SARS-CoV-2 adicionales a la neutralizacion de la unién de la proteina S al
receptor ACE2, pues ademéas podria inhibir la acidificacion endosomal y el procesamiento de
las proteinas virales (Mpro) necesarias para la liberacion viral al citoplasma, entre otros (Rocha

y Assis, 2020).

SARS-CoV-2

61 b\ -m
g O\ 5
é\:)L Curcumin — (ACEY ( o ®
o T
\
< v |
PAMPs,OMAPs | | Angll e R
Cytokines s [
- ] | b “
Curcumin sie. v v EGF
“ Lk —
s Tl
52 AT | Receptor ADAM17) EGFR
~ “ D
s b
[ |
=X ‘ : :
PI3K
M4 Curcumin _40
Q ‘
3 A AN ] | ‘ &
4 7 o / .
#  “Curcumin > omn ¥ L4 \‘
; e o _
}— Curcumin A / 0 / > :]p,.,m,
J \ ¥ Curcumin / |
\ Proteasomal / / /
Vit v \ _— - RN~
e » ANAN \\ [an.;x:non‘ STAT3 =N C IS,
“f,v—."- \ 6 ) T 10, = \ / . ~ L - > Py
3 Curcumin , Curcumin —| m S
YV ; /
Curcumin — \ ¥ K e
T . >
Cytokine
AN Viral protein | chemokine | "
MNAA o e

Nucleus

Figura 4. Posibles blancos de inhibicion viral por curcumina en el ciclo de replicacion de SARS-CoV-2 (Rocha 'y

Assis, 2020).

Sin embargo, debido a que en el presente proyecto se simulara la infeccion de SARS-
CoV-2 mediada por un pseudovirus con la proteina S nativa del SARS-CoV-2, tnicamente se
puede evaluar la inhibicion de la entrada de este, por lo que se ha recurrido a la literatura para
encontrar una concentracion efectiva para su inhibicion y se encontrd que el ECso de 4.06

png/mL, lejano su CCso de 16.5 ng/mL, lo que asegura que en una concentracion efectiva no
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efectuara dano celular significativo (Marin et al. 2021). Sin embargo, el principal problema en
el uso de curcumina y otros polifenoles como tratamiento recae en su alta hidrofobicidad, lo que
deriva en una baja biodisponibilidad y absorcion, por lo que en el cuerpo presentan una baja
efectividad en dosis reducidas. Debido a esto, se ha implementado el uso de nanoacarreadores
como agentes encapsulantes que permitan sobrepasar las barreras previamente descritas para su

administracion en humanos (Herandez et al. 2019).

Actualmente existen dos estudios clinicos que han demostrado los efectos positivos de
la curcumina nanoencapsulada en pacientes con COVID-19, en los cuales se observo una
reduccion significativa de las manifestaciones clinicas de COVID-19 (fiebre, tos y disnea) en el
grupo tratado con nanocurcumina (pacientes con enfermedad leve y grave) disminuyendo
significativamente los niveles en la expresion y secrecion de IL-6 y IL-1f en suero y
sobrenadante respecto al grupo de pacientes enfermos de COVID-19 sin tratamiento (Valizadeh
et al. 2020). En el segundo estudio se observo una disminucidn significativa en la cantidad de
células Th17, asi como la regulacion a la baja de los factores relacionados con estas células y
de los niveles de citocinas relacionadas con las células Th17 en pacientes con COVID-19 leve
y grave (Tahmasebi et al. 2020), lo que nos habla de las ventajas de su encapsulacion en

nanoparticulas.

2.3. Nanoparticulas con fines biomédicos

Las nanoparticulas se definen como a particulas con tamafos inferiores a 1 pm (Brigger
et al. 2002), pero que generalmente se encuentran en el rango de 1 a 500 nm. Estas son
elaboradas de distintos materiales y polimeros, los cuales son responsables de brindarles su
funcionalidad y efectividad debido a su composiciéon quimica y los métodos de fabricacion
utilizados, lo que deriva en tamafio, forma y carga superficial especificos de cada metodologia

y composicion (Nikzamir et al. 2021).

A lo largo de los afios las nanoparticulas se han utilizado para diversas aplicaciones
energéticas, ambientales y, mas recientemente biomédicas. El uso de estas en el area biomédica
se debe principalmente a la posibilidad de ser administradas por diversas vias de entrada como
la oral, la vacunacion o el aerosol, dependiendo del requerimiento terapéutico basandose en la
ubicacion del objetivo, el tiempo de retencion del farmaco, las barreras fisioldgicas y la

patobiologia de la enfermedad diana (Raliya et al. 2016).
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Los distintos tipos de nanoparticulas se agrupan en liposomas, micelas, nanoparticulas
metalicas, nanoparticulas magnéticas y las poliméricas (Gomez, 2014). En el presente trabajo

de investigacion se trabajara con las nanoparticulas poliméricas y magnéticas.

En biomedicina las nanoparticulas tienen cuatro campos principales: diagnostico de
enfermedades, administraciéon de farmacos, imagenes y aplicaciones de deteccion biomédica
(Raliya et al. 2016). Su origen se remonta a los afos 70s cuando Speiser y colaboradores
desarrollaron nanoparticulas como medio de liberacion de vacunas y moléculas activas (Kreuter,
2007). Actualmente los objetivos del desarrollo de este tipo de nanoparticulas es el
mejoramiento de la estabilidad fisica y quimica de los compuestos que se desean encapsular,
permitiendo que moléculas no hidrosolubles puedan ser entregadas en el cuerpo en su forma

activa mientras se mejora de la absorcion de estas, lo que les confiere mayor biodisponibilidad.

Otro de los objetivos de encapsular en nanoaprticulas los compuestos es la
permisibilidad de alcanzar tejidos o barreras especificas que el compuesto activo no podria por
si solo, todo con la finalidad de disminuir los efectos adversos y la toxicidad propia del farmaco
administrado de manera libre (Gomez, 2014), teniendo en cuenta que el uso de las
nanoparticulas con fines biomédicos cumplen con una serie de parametros preestablecidos como

tener inocuidad, baja toxicidad y ser biodisponibles (Nikzamir et al. 2021).

Las nanoparticulas poseen diversas caracteristicas que les conceden intrinsicamente
propiedades antivirales que actuan por diversos mecanismos como que el pequeiio tamano de la
particula brinda una alta relacion entre el drea y la carga superficial, asi como el volumen (Caron
etal. 2010). Adicionalmente se ha demostrado que las nanoparticulas pueden mostrar
caracteristicas biomiméticas que ejercen una actividad antiviral intrinseca (Lara et al. 2010),
ademas de poder ser disefiadas para mejorar significativamente la administracion de farmacos
con el uso de fracciones dirigidas que reconocen receptores o biomarcadores incrementando la
especificidad a las células, tejidos o compartimentos subcelulares blanco y asi optimizar la
administracion de las dosis (Boroumand et al. 2021) o con el uso de una fraccidbn magnética
recubierta de un polimero biocompatible como el quitosan que permita dirigir las nanoparticulas

o nanocomplejos al sitio de interés utilizando un campo magnético externo.
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2.3.1. Nanoparticulas de Quitosan

El quitosan es un polimero natural derivado de la N-desacetilacion de la quitina, un
polisacarido muy abundante en la naturaleza encontrado principalmente en el exoesqueleto de
crustaceos, insectos y la pared celular de hongos (Marmol et al. 2011). Esta molécula cuenta
con propiedades tales como biocompatibilidad, biodegradabilidad, hemostatico, bacteriostatico,
anticancerigeno, antimicrobianas y es capaz de formar estructuras como nanoparticulas, asi
como filmes que cuentan con grandes aplicaciones en los campos de la industria, alimentacion

y medicina (Macea et al. 2015).

Si bien las nanoparticulas de quitosan pueden sintetizarse por diversos métodos entre los
que se encuentran la coprecipitacion, reticulacion quimica y emulsificacion, la mas mas
utilizada por su simplicidad y reproducibilidad es denominada gelacion idénica (Carmona et al.

2018).

Las nanoparticulas de quitosan tienen su origen documentado en 1997, con los dos
articulos publicados por Calvo y colaboradores en donde se describe la generacion de estas
utilizando un método denominado gelacion idnica (o ionotrdpica), el cual consiste en la adicion
de una solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) a una solucion de quitosan con o sin un
copolimero en condiciones de agitacion. Las nanoparticulas se generan debido a las
interacciones electrostaticas del grupo amino de quitosan con el grupo polianion de TPP y estas
presentaron un tamafo de 200 a 1000 nm, asi como un potencial zeta de 20 a 60 mV de acuerdo
a la relacion de masa quitosan/TPP o el peso molecular del quitosan. Adicionalmente, Calvo y
colaboradores demostraron que las nanoparticulas tienen la capacidad de encapsular compuestos
cuando sintetizaron nanoparticulas con la proteina albumina sérica bovina y la vacuna toxoide

diftérico en su interior (Hoang et al. 2022).

Las nanoparticulas de quitosano han sido utilizadas en la administracion de farmacos por
via oral, pulmonar, mucosa y nasal, entre otras para una variedad de terapias como la terapia
génica y la terapia avanzada contra el cancer; sin embargo debido a su propiedad mucoadhesiva
se ha impulsado la administracion de estas por via intranasal, por ser una técnica no invasiva a
través de la cual los medicamentos llegan al cerebro, circulacion sistémica y lo més importante

para tratamientos para SARS-CoV-2, al sistema respiratorio (Hoang et al. 2022).
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En adicion a lo anterior, el quitosan incrementa la permeabilidad de los farmacos
hidrofilicos, acidos nucleicos, proteinas y péptidos a través del epitelio nasal (Garg et al. 2019);
uno de los casos reportados con mayor importancia para su uso como terapia antiviral es la
generacion de nanoparticulas de quitosan encapsulantes de un inhibidor de proteasa de VIH
denominado saquinavir, el cual pudo ser encapsulado en un 75 % de encapsulacion pero
presento una eficiencia en direccionamiento celular superior a 92 %, asi como un mejor control
de la proliferacion viral en comparacion con el farmaco soluble en dos cepas de VIH diferentes
(NL4-3 e Indie-C1) en CEM-CCRS vy Jurkat, asi como en dos tipos diferentes de células T
(Ramana et al. 2014), apuntando a que el quitosan no solo tiene un efecto en el mejoramiento
de la administracion del farmaco, sino en la activacion de las células del sistema inmune como

las células T en mayor proporcion.

Debido a las propiedades previamente descritas, este mecanismo de encapsulacion y
entrega de farmacos ya se ha aplicado para la encapsulacion de antivirales para contrarrestar al
SARS-CoV-2 in vitro como la silimarina (Sil), un flavonolignano con propiedades antivirales
que actta inhibiendo la entrada del virus a la célula en nanoparticulas de 82 nm, disminuyendo
el ICso de 12 pg mL! propio del formaco libre a 0.8 pg mL™! en ensayos virucidas/de replicacion
utilizando cristal violeta (Loutfy et al. 2022) poniendo en perspectiva la reduccion de los efectos
adversos manteniendo o mejorando el efecto antiviral al utilizar este tipo de vectores para
entrega de farmacos. Por lo que surge la pregunta de qué pasaria con estos efectos de poder
direccionar los nanocomplejos colocando alguna molécula como un anticuerpo que reconozca
un antigeno en superficie celular o nanoparticulas magnéticas que puedan ser direccionadas con

campos magnéticos externos.

2.3.2. Nanoparticulas Magnéticas para envio dirigido de farmacos antivirales

Las nanoparticulas magnéticas de o0xido de hierro son una de las sustancias mas
prometedoras en dos areas de gran importancia, la de diagndstico clinico y la de aplicaciones
terapéuticas, areas que en conjunto se denominan como teranostica (Ho et al. 2011; Ahmed et
al. 2012). El superparamagnetismo mostrado por las nanoparticulas magnéticas de o6xido de
hierro hace que los ferroimanes sean utiles para su aplicacion en ciencias biomédicas; pues si
bien las nanoparticulas magnéticas carecen de gran biocompatibilidad, esta se puede mejorar

implementando recubrimientos con otros nanomateriales biocompatibles, como silice,
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fosfolipidos de 4cidos grasos organicos y biopolimeros como el quitosan, que previamente se
ha descrito por poder encapsular otros agentes en el proceso y que en adicion al ntcleo
magnético estos pueden dirigirse al sitio diana al controlarlos con un campo magnético externo

(Gul et al. 2019).

La idea de la utilizacion de nanoparticulas magnéticas en estudios de envio dirigido de
farmacos se remonta a los afios 60s en los estudios de Freeman y colaboradores, quienes
propusieron la idea de generar nanoparticulas de hierro que viajaran en el cuerpo mediante el
sistema vascular y las cuales podrian ser llevadas a un punto en especifico utilizando campos
magnéticos externos para poder entregar el firmaco deseado a los sitios especificos en donde es
requerido, reduciendo asi los efectos secundarios y la dosis necesaria para que actlie sobre la

patologia de interés (Pefa, 2019; Mohammed et al. 2017).

Adicionalmente, su uso en este proyecto se sefala porque estudios previos resaltan los
efectos inhibitorios intrinsecos de las nanoparticulas magnéticas sobre los virus. Se ha
observado su eficacia como tratamiento antiviral al recubrir nanoparticulas de 6xido de hierro
con polietilenglicol (PEG), lo que ha permitido la inhibicion de la infeccion por el virus de la
Influenza HIN1 hasta 8 veces mas comparadas con el control. Sefialando a las interacciones
electrostaticas estables entre las nanoparticulas cargadas negativamente y la glicoproteina de

superficie del virus HIN1 como el mecanismo subyacente de este efecto (Kumar et al., 2014).

Estudios de acoplamiento molecular han revelado que las nanoparticulas Fe2O3 y Fe3zOs
también son capaces de interactuar eficazmente con el RBD de la S1 del SARS-CoV-2,
formando complejos estables (Abo et al., 2020; Jat et al., 2021), por lo que su administracion en
una terapia combinada de nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan y con quercetina o
curcumina encapsuladas al interior, presenta un panorama altamente prometedor como

tratamiento para COVID-19.

Durante la fase inicial del desarrollo de un tratamiento antiviral, es crucial determinar el
modelo experimental para la evaluacion, asegurandose de elegir uno que permita una
interpretacion precisa y que no comprometa la seguridad de los investigadores. Esto incluye
seleccionar el tipo de célula en el cual se llevaran a cabo las pruebas, asi como la plataforma

utilizada para evaluar la inhibicion o neutralizacion viral.
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2.4. Modelos de infeccion de SARS-CoV-2 in vitro

El desarrollo de nuevos antivirales o el reposicionamiento de farmacos existentes suele
comenzar con estudios in vitro. Los primeros estudios de SARS-CoV-2 utilizaron un aislado de
un paciente del estado de Washington, Estados Unidos, obtenido en enero de 2020 para evaluar
la replicacion viral en lineas celulares humanas, incluyendo adenocarcinoma pulmonar (A549),
hepatocitos (HUH7.0) y células renales embrionarias (HEK-293T), asi como en células renales
de mono verde africano (Vero) E6 y Vero CCL81. Los resultados mostraban que estas ultimas
lineas celulares presentan un efecto citopatico (CPE), con titulos de replicacion superiores a 107
unidades formadoras de placa (PFU) a las 24 horas post-infeccion con titulos ligeramente mas
altos en las células Vero E6 debido a que tienen una version del receptor celular de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACE2) que es casi idéntica a la de su homoélogo humano. Por
otro lado, las células HUH7.0 y 293T mostraron una replicacion viral deficiente y las células
A549 no mostraron signos de replicacion viral (Harcourt et al. 2020) por lo que se recomienda
el uso de la linea celular Vero E6 para estudios de neutralizacion viral, tomando en cuenta de
no comprometer la salud de los investigadores que no cuenten con un laboratorio con nivel de

bioseguridad 3.

2.4.1. Pseudovirus de SARS-CoV-2

Las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes tienen un impacto negativo
significativo en la salud publica. Dado que muchos de estos patégenos deben manejarse en
laboratorios de bioseguridad de nivel 3 o 4, la investigacion y el desarrollo de antivirales o
vacunas se ven obstaculizados. Por este motivo, se ha implementado el uso de pseudovirus que
presenten envolturas virales con estructuras conformacionales similares a las de los virus nativos
que se desean estudiar, pero con un genoma de un virus inocuo para para el humano y que no es
replicativo, permitiendo realizar investigaciones sobre la entrada viral y evaluar posibles
terapias como anticuerpos neutralizantes, asi como farmacos con afinidad a los receptores o al

RBD de las proteinas de reconocimiento, de manera segura (Li et al., 2018).

Se ha informado sobre su uso en multiples enfermedades virales emergentes en una serie
de ensayos de neutralizacion basados en pseudovirus (PBNA). Los pseudovirus no se ven

limitados por el tipo de infeccion y han sido utilizados para simular tanto virus respiratorios
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como sistémicos, incluyendo MERS-CoV, el virus de la rabia, el virus del Ebola, el virus

Marburg, el virus Chikungunya y el virus Nipah, entre otros (Pérez et al., 2020).

Los pseudovirus son particulas virales recombinantes que utilizan el nucleo y proteinas
de envoltura derivadas de un virus, cuyos genes han sido modificados para que no puedan
producir la proteina de superficie por si mismos. Por lo tanto, es necesario transfectar
simultaneamente un pldsmido adicional que contenga la proteina de superficie deseada en una
linea celular estable para que la exprese. De esta manera, se pueden obtener particulas virales
capaces de realizar solo una ronda de replicacion en las células que presenten el RBD para la
proteina insertada en la membrana, lo que las convierte en candidatas adecuadas para su

manipulacion en laboratorios con un nivel de bioseguridad tipo 2 (Welch et al., 2016).

El SARS-CoV-2 no es diferente a los virus mencionados previamente, su alta
infectividad, patogenicidad y la falta de tratamientos efectivos en un inicio, hace que el SARS-
CoV-2 activo deba manipularse en laboratorios con nivel de bioseguridad 3, lo que ha impedido
la investigacion del SARS-CoV-2 para el desarrollo de vacunas y terapias evolucione de manera

lo suficientemente répida (Yang et al. 2021).

La generacién de los pseudovirus se puede desarrollar de tres
maneras diferentes Dbasadas en  distintos sistemas de
empaquetamiento pero manteniendo su en células HEK 293T: las
primeras dos metodologias consisten en la transfeccién de las
células HEK 293T con un plasmido codificante para el esqueleto, ya
sea de origen lentiviral o un construccién de empaquetamiento MLV
Gag—Pol junto con el vector de transferencia MLV, que codifica un
indicador de luciferasa y un plasmido que expresa la proteina S de
SARS—-CoV-2 (de cualquier variante que se desee evaluar), luego se
recolecta el medio de las células transfectadas en donde se puede
encontrar particulas lentivirales pseudotipadas con porteina S o
particulas de MLV pseudotipadas con porteina S capaces de infectar

células que expresan el receptor ACE2. La ultima metodologia
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consiste en la transfeccion de células HEK 293T con el plasmido de
expresion de proteina S de SARS—-CoV—-2 simultanea a su infeccidn

con VSV*AG (Fluc) que codifica la luciferasa de luciérnaga (Chen &

Zhang, 2021).
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Figura 5. Estrategias para la generacion de pseudovirus de SARS-CoV-2 basadas en los

sistemas de empacamiento (Chen & Zhang, 2021).
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3. JUSTIFICACION

La contingencia de salud generada por el virus SARS-CoV-2 ha sido la mayor
emergencia sanitaria a nivel mundial desde la epidemia de la influenza HIN1 en el 2009. Desde
su descubrimiento a finales del afio 2019, los dafios humanos, sociales y econdémicos provocados
por este virus han sobrepasado los efectos de otros brotes en las tltimas décadas, con el nimero
de casos acercandose a los 700 millones y las defunciones superando los 6.9 millones a nivel
global. La humanidad ha sido marcada para siempre por este evento y los remanentes de este

dafio perduraran por un tiempo indefinido.

La familia de virus Coronaviridae ha generado tres brotes importantes en este siglo. El
primer gran brote en humanos fue registrado en 2002 con el SARS-CoV, seguido por el brote
de MERS-CoV en 2012 y, finalmente, la pandemia ocasionada por el virus SARS-CoV-2 en
2020. Este patron subraya la importancia de la investigacion de estrategias que puedan inhibir
la replicacion de estos virus, pues no solo es crucial para frenar la contingencia actual, sino

también como medida de proteccion contra posibles brotes futuros.

El reposicionamiento de moléculas naturales, como la quercetina y la curcumina, ha
surgido como una estrategia importante en el desarrollo de nuevos tratamientos para COVID-
19. Estas moléculas han demostrado tener propiedades inhibitorias de la entrada del virus
mediante interacciones con el RBD de la proteina S y el receptor celular ACE2. Ademas, su
actividad antiinflamatoria, antioxidante e inmunomoduladora, sugiere que podrian servir como
terapias que no solo prevendrian la infeccion inicial por el virus, sino que también ayudarian a
mitigar los efectos secundarios ocasionados por la tormenta de citocinas caracteristica de la

infeccion sistémica por SARS-CoV-2.

Sin embargo, el uso de esos compuestos se ve limitado debido a su alta hidrofobicidad e
inestabilidad en condiciones ambientales, por lo que no son adecuadas para su administracion
en forma libre. Por lo cual surge la propuesta de encapsularlas en nanoparticulas de quitosan,
asi como en nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan, como una posible solucion para

superar los obstaculos mencionados anteriormente.
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4. HIPOTESIS

Algunos polifenoles encapsulados en nanoparticulas biocompatibles son capaces de presentar

una actividad antiviral contra el pseudovirus SARS-CoV-2.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la actividad antiviral de algunos polifenoles encapsulados en nanoparticulas
biocompatibles mediante un bioensayo de neutralizacion del pseudovirus SARS-CoV-2.

5.1. Objetivos especificos

1. Sintetizar y caracterizar nanoparticulas de quitosan y nanoparticulas magnéticas
recubiertas de quitosan con quercetina y curcumina encapsuladas.

2. Evaluar el efecto citotoxico de las nanoparticulas de quitosan y las nanoparticulas
magnéticas recubiertas de quitosan con quercetina y curcumina encapsuladas.

3. Determinar la actividad neutralizante de las nanoparticulas de quitosan y las
nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosdn con quercetina y curcumina

encapsuladas en un modelo de neutralizacion de pseudovirus SARS-CoV-2.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1. Diagrama General
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Figura 6. Estrategia experimental general.

6.2. Sintesis de Nanoparticulas

6.2.1. Nanoparticulas de quitosan

La sintesis de las nanoparticulas de quitosan se realizé conforme a la técnica de gelacion
i6nica descrita por Calvo y colaboradores; 1997, utilizando la proporcion 1:2 quitosan a TPP.
Brevemente, se colocaron 5 mL de quitosan de bajo peso molecular (Coyote foods) a una
concentracion de 2 mg/mL en agua MiliQ a pH 5.5, en un vaso de precipitado de 10 ml y con
un agitador magnético de 1.5 cm, dicha solucion se calent6 a 45°C y se mantuvo una agitacion
de 990 rpm en una parrilla magnética (MS7-H550-Pro, D Lab). Una vez alcanzada la
temperatura, se agregé por goteo constante 2.5 mL de TPP (Sigma-Aldrich) a una concentracion

de 0.86 mg/mL en agua MiliQ a pH 3 y a 4 °C. Finalmente, se dej6 incubar la mezcla durante

10 minutos y se almacend en solucién a 4 °C.

Quitosan

Figura 7. Metodologia de sintesis de las nanoparticulas de quitosan por gelacion idnica.
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6.2.2. Nanoparticulas de quitosan con polifenoles encapsulados

Se sintetizaron dos nanoparticulas de quitosdn, unas con quercetina y otras con
curcumina siguiendo el protocolo previamente mencionado. Para la obtencion de las
nanoparticulas de quercetina, los 5 mL de quitosan fueron suplementados con 380 pL de
quercetina (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 2 mg/mL en etanol, mientras que para las
nanoparticulas con curcumina se anadieron 41.4 uL de curcumina (Sigma-Aldrich) a una
concentracion de 1 pg/mL en etanol. La solucidn resultante se calentd a 65 °C y se incub6
durante 10 minutos con una agitacion constante de 990 rpm en una placa magnética. Después
de la incubacidn, se redujo la temperatura a 45 °C, momento en el cual se agregaron 2.5 mL de
TPP a 4 °C por goteo constante. Finalmente, la mezcla se dejo incubar durante 15 minutos y se

almaceno en solucion a 4 °C.
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Figura 8. Metodologia de sintesis de las nanoparticulas de quitosan con polifenoles encapsulados mediante el

método de gelacion ionica.

6.2.3. Nanoparticulas Magnéticas

Para la sintesis de las nanoparticulas magnéticas, se empled6 el método de
coprecipitacion. Se agregaron 202.6 mg de sulfato de hierro (II) heptahidratado (Sigma-Aldrich)
y 546 mg de cloruro de hierro (III) hexahidrato (Sigma-Aldrich) a 100 mL de agua MiliQ a 80
°C, con agitacion a 910 rpm en una parrilla magnética. Inmediatamente después de agregar los
precursores, se desplazo el oxigeno del matraz de 3 bocas inyectando argon y se incorporaron 9
mL de NH4OH (Productos Quimicos Monterrey) gota a gota a una velocidad de una gota cada
4 segundos hasta completar el volumen. Tras finalizar la adicion de NH4OH, la solucién se

incubd durante 1 hora bajo las mismas condiciones y se dejo enfriar.

Posteriormente, se realizaron una serie de 20 ciclos de lavado de acetona, metanol y agua

MiliQ, captando las nanoparticulas magnéticas con un magneto de 12,000 Gauss, seguida de su
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resuspension en 50 mL de agua desionizada o en la cantidad necesaria para obtener una
concentracion de 1 mg/mL (Bae et al., 2012). Para la caracterizacién de tamafio y carga
superficial se realizaron diluciones que se sometieron a sonicacion en vidrio durante 30 minutos

en agua fria.
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Figura 9. Metodologia de sintesis de las nanoparticulas magnéticas por co-precipitacion.

6.2.4. Nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan con polifenoles

La sintesis de nanoparticulas magnéticas recubiertas de una red de quitosdn con
polifenoles encapsulados se llevd a cabo de nueva cuenta adaptando el método de gelacion
ionica previamente descrito, con una variacion especifica. En este caso, se agregaron 50 pL de
nanoparticulas magnéticas a una concentracion de 1 mg/mL a los 5 mL de quitosan (2 mg/mL
en agua MiliQ), junto con 380 puL de quercetina (2 mg/mL en etanol) o 41.4 puL. de curcumina
(1 pg/mL en etanol). La solucion resultante se calentd a 65 °C y se incubd a esta temperatura
durante 10 minutos con una agitaciéon de 990 rpm. Posteriormente, la temperatura se redujo a
45 °C y se anadieron 2.5 mL de TPP (0.86 mg/mL) a 4 °C por goteo constante. Después de
completar este proceso, la mezcla se dejo incubar durante 15 minutos y se almacen6 a 4 °C en

solucion.
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Figura 10. Metodologia de sintesis de las nanoparticulas magnéticas recubiertas por una red de quitosan con los

polifenoles encapsulados.

6.3. Caracterizacion de las nanoparticulas

6.3.1. Caracterizacion de tamaiio y carga superficial de las nanoparticulas

La caracterizacion de las nanoparticulas se llevd a cabo realizando diluciones a distintas
concentraciones, de 1:10 a 1:10000 en 1 mL de agua MiliQ, las cuales se sonicaron durante 10
min. El tamafio y carga superficial de las nanoparticulas se determindé mediante dispersion de
luz dinamica (DLS) y el potencial Zeta (), respectivamente. Para las mediciones de DLS se
utilizaron celdas de poliestireno cuadradas de 12 mm (Malvern) y para el potencial Zeta se
utilizaron celdas capilares plegadas desechables (Malvern). Todas las lecturas se realizaron por

triplicado utilizando el dispositivo Zeta sizer Nano ZS90 (Malvern).
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Figura 11. Metodologia para la evaluacion de tamafio, polidispersion y carga superficial de las nanoparticulas.

6.3.2. Caracterizacion de tamaifio y dispersion de las nanoparticulas por
microscopia electrénica de barrido (SEM)
Para la evaluacion por microscopia electronica de barrido se realizaron diluciones de

1:1000 a 1:1000000 en agua MiliQ de las nanoparticulas en soluciéon y se sonicaron por 30 min.
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Posteriormente se colocaron 5 pL de cada muestra en una cinta de carbono (Electron
Microscopy Sciences) y se dejo secar a temperatura ambiente por 24 a 48 h. Esta muestra fue
colocada al interior del miscroscopio electronico de barrido (FEI Quanta 250) con un voltaje de

10kV y con una amplificacion de X30000.
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Figura 12. Metodologia de caracterizacion de tamafio y forma por microscopia electronica de barrido (SEM) de

las nanoparticulas.

6.3.3. Caracterizacion de composicion de las nanoparticulas por espectrometria de

infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)

La determinacion de la composicion quimica de las nanoparticulas se llevd a cabo
mediante espectrometria de infrarrojos por transformada de Fourier (Bruker Vertex 70). Para
esto se centrifugaron 3 mL de la solucion de cada nanoparticula durante 15 min a 10000 rpm, el
sobrenadante se retir6 con pipeta y se dejo secar el pellet a 60 °C por 1h. El pellet se llevo a
FTIR colocando la muestra en el lector y presionando el embolo hasta que no se detectara mas

ruido. Una vez obtenidas las lecturas se graficaron los compuestos en Origin (OriginLab).
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Figura 13. Metodologia para la caracterizacion de composicion de las nanoparticulas por espectrometria de

infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR).
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6.3.4. Porcentaje de encapsulacion y perfil de los polifenoles
6.3.4.1. Curva de calibracion de los polifenoles

6.3.4.1.1. Quercetina

Se realiz6 una curva de concentraciones conocidas de quercetina disolviéndola en etanol
al 96% grado biologia molecular en un rango de concentraciones de 50 a 500 uM en una
microplaca de 96 pozos (Corning). Las mediciones de absorbancias se realizaron a 380 nm en

un Varioskan LUX Multimode Microplate Reader (Thermo Fisher Scientific).

6.3.4.1.2. Curcumina
La curva de concentraciones conocidas de curcumina igualmente se realiz6 en un rango
de concentraciones de 1 a 150 uM en etanol al 96% grado biologia molecular. Las mediciones

de las absorbancias se realizaron a 428 nm en un Varioskan LUX Multimode Microplate Reader.

Analizar en
i Varioskan Lux
Quercetina (2mg/ml) Reali. Graficar en
Curcumina (1mg/ml) diluciones Quercetina: 380 nm
: . GraphPad
Curcumina: 428 nm Pp_ [EEEEE)
- rism

Figura 14. Generacion de las curvas de calibracion de quercetina y curcumina.

6.3.4.2. Eficiencia de encapsulacion de los polifenoles

La eficiencia de encapsulacion se obtendra adaptando el protocolo establecido por
Nathiya y colaboradores, 2014. Para esto, 1 mL de nanoparticulas se centrifugaron
inmediatamente después de su sintesis a 10,000 rpm por 15 min, se tomo el sobrenadante y se
ley6 a las absorbancias previamente descritas para cada molécula en un lector de placa
Varioskan LUX Multimode Microplate Reader. Posteriormente los resultados obtenidos se
extrapolaron con una regla de 3 simple utilizando un valor en la curva de calibracion para
conocer la concentracion en el sobrenadante, la cual sera restada a la concentracidén colocada

para la sintesis y asi poder conocer por descarte la concentracion encapsulada.
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Figura 15. Evaluacion del porcentaje de encapsulacion de los polifenoles en las nanoparticulas.
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6.3.4.3. Perfil de liberacion de los farmacos

El perfil de liberacion se realizo anadiendo 1 mL de las nanoacarreadores a un tubo
eppendorf de 1.5 mL, con una agitacion de 450 rpm a 37 °C en termomixer (eppendorf), seguido
de una centrifugacion por 15 min a 10,000 rpm, para recuperar el sobrenadante, el cual fue leido
a 380 nm para quercetina y 428 nm para curcumina. Las mediciones se realizaron cada hora las
primeras 6 h, reemplazando el sobrenadante con PBS a pH 7.4 y a pH 7.4 adicionado con el
10% de etanol (Nathiya et al. 2014) y lisozima (Sigma-Aldrich) a 0.2 mg/mL (Islam et al. 2019).
Posteriormente se realiz6 una medicion a las 12 h y luego una cada 24 h hasta que el farmaco

ya no sea detectado en el sobrenadante.

Las absorbancias obtenidas se extrapolaron con base a las curvas de concentraciones
conocidas realizadas en el apartado anterior utilizando una regla de 3 simple para obtener la

concentracion de los farmacos en el sobrenadante.
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GraphPad = Querceting: 320 nm : °  sobrenadante
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Figura 16. Evaluacion del perfil de liberacion de los polifenoles por las nanoparticulas.

6.4. Evaluacion de la citotoxicidad

6.4.1. Evaluacion de la citotoxicidad de los componentes de las nanoparticulas
sobre la linea celular VeroE6

Para conocer las concentraciones citotoxicas de los componentes de las nanoparticulas
se reviso la citotoxicidad mediante el ensayo de reduccion de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-ilo)-2,5-difeniltetrazol (Sigma-Aldrich), mejor conocido como MTT. Para llevarlo a cabo se

sembraron 2x10* células de la linea celular Vero E6 (ATCC crl-1586) en placas de 96 pozos
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con 100 pL Dulbecco’s Medio Eagle 29 modificado (Thermo Fisher Scientific) suplementado
con SFB al 10% y AA al 1%. Posterior a su plaqueo se colocaron TPP, quitosan, querceina y
curcumina a diferentes concentraciones y se dejaron incubar por 48h a 37 °C con CO:z al 5%.
Una vez terminado el periodo de incubacion se retird el medio y se anadieron 50 pl del medio
de cada pozo junto con 50 pL. de MTT (5mg/mL) previamente filtrado. Se dejé incubar por 3
horas y se elimind el medio con MTT invirtiendo la placa con rapidez. Para finalizar se
anadieron 150 ul de DMSO (Sigma-Aldrich) para disolver los cristales de formazan y después
de una incubacion de 10 min en agitacion a temperatura ambiente se ley6 a 590 nm en Varioskan

LUX Multimode Microplate Reader.

Para determinar la viabilidad y la CCso se sustituyeron los valores obtenidos en las

siguientes formulas:

Formula para determinar el % de viabilidad celular:

Abs muestra
% de viabilidad celular = W * 100

Formula para determinar la concentracion citotoxica media (CCso):

50-b
CC50 = * 100

6.4.2. Evaluacion de la citotoxicidad de las nanoparticulas sobre la linea celular
VeroE6

Después de obtener la citotoxicidad de los compuestos individuales, se evalud la
citotoxicidad de las nanoparticulas, tomando en consideracién las ICso previamente reportadas
para el SARS-CoV-2 de quercetina y curcumina. El método para evaluar la viabilidad de igual
forma fue MTT y para llevarlo a cabo se sigui6 el protocolo previamente descrito, colocando
las nanoparticulas a concentraciones de 41.7, 83.4, 130 y 167 uM en caso de los Q-QNPs y Q-
QMNPs; mientras que de las C-QNPs y C-QMNPs se colocaron 3, 5, 9 y 12 uM. Una vez
terminado el protocolo se sustituyeron los valores en las formulas previamente descritas para

conocer la viabilidad celular y la CCso.
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Figura 17. Evaluacion de la citotoxicidad celular sobre la linea Vero E6.

6.5. Caracterizacion de las nanoparticulas Ensayo de neutralizacion de

pseudovius

6.5.1. Produccion de pseudovirus SARS-CoV-2

La produccion del pseudovirus se llevdo a cabo en el laboratorio de Unidad de
Inmunologia Molecular con base a la metodologia descrita por Nie y colaboradores, 2020. En
tubos etiquetados como “tubo A” y “tubo B” se prepararon dos soluciones, en el tubo A se
afiadieron 0.75 mL de Opti-MEM (Gibco™) junto con 30 pg de plasmido pcDNA3.1.S2, 30 uL
de P3000 (Invitrogen™) y se mezcld con una pipeta, para después dejar incubar por 5 min a
temperatura ambiente. En el tubo B se mezclaron 0.75 mL de Opti-MEM con 30 ul de
Lipofectamina 3000 (Invitrogen™), se mezclo por pipeteo gentilmente y se dejoé incubar por 5
min a temperatura ambiente. Se afiadid la solucion del tubo B al tubo A gota a gota y se mezclo
por inmersion gentilmente 5 veces, para después incubar a temperatura ambiente por 15 a 20

min. Durante ese tiempo de incubacion se retir6 el medio de una botella T75 con células
HEK293 a una confluencia del 70 al 90%, se le ahadieron 15 ml de DMEM
adicionado con el 10% de SFB y AA con VSV*AG (Fluc) a una
concentracién de 7.0 x 10 * TCIDso/mL. Después de 6 horas se retird el medio, se

realizaron tres lavados con PBS estéril colocandolo por la pared gentilmente para evitar
despegar las células que presentan efecto citopatico y se colocaron 15 mL de Dulbecco’s Medio
Eagle modificado (Thermo Fisher Scientific) adicionado con el 10% de SFB y AA 1%. El medio

se retiro a las 24 horas y se almacen6 a 4 °C, para colocar 15 mL de medio nuevo y repetir el
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mismo paso a las 48 h. Los sobrenadantes de los dos dias se mezclaron y se dejaron congelar

por 24 h a -80 °C.

Para la titulacién del pseudovirus fueron plaqueadas 2x10* células Vero E6 (ATCC crl-
1586) por pozo en una placa de 96 con DMEM suplementado con SFB al 10% y AA al 1%.
Estas células se sometieron a diluciones de 1:10 a 1: 65610 del pseudovirus previamente
sintetizado y dejaron incubar por 48h a 37 °C con COz al 5%. Una vez terminado el periodo de
incubacién, se midi6 la infeccion por Unidades Relativas de Luz (URL) emitidas por la
luciferasa, colocando el sustrato ONE-Glo™ Luciferase Assay System (Promega), dejando
incubar 10 minutos para lisar y leyendo en una placa negra con fondo transparente (Corning®).
Los datos se colocaron en la hoja de Excel brindada por Niel y colaboradores, 2021 para obtener

el TCIDso (Nie et al. 2020).
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Figura 18. Metodologia para la generacion de pseudovirus SARS-CoV-2 en la linea celular HEK293T.

6.5.2. Caracterizacion de la proteina de superficie del pseudovirus por Western

Blot

La identidad de la proteina de superficie de los pseudovirus se determind mediante la
metodologia de Western Blot. Para ello, se llevo a cabo un SDS-PAGE calentando 30 pL de las muestras
con 6 uL de buffer de muestra al 6X. Las muestras se cargaron en el siguiente orden: proteina Spike
liofilizada (1.5 pg/mL), seguido de una muestra de la proteina S conjugada con la proteina N del virus
de influenza HIN1, y finalmente, distintas producciones de los pseudovirus. Posteriormente, se realizd
una transferencia huimeda a una membrana de nitrocelulosa, proceso que se llevo a cabo durante toda
una noche a 4 °C. Luego, la membrana se coloco6 en incubacion durante 1 hora en un buffer de bloqueo,
compuesto por leche descremada al 5% disuelta en TBS con Tween al 20%. Después del bloqueo, se

realizé un lavado con TBS Tween durante 10 minutos en una placa de agitacion.

Acto seguido, se coloco el anticuerpo primario Anti-SARS-CoV-2 Spike RBD Monoclonal

antibody (Creative Diagnostics), previamente preparado en una solucion mitad buffer de bloqueo y mitad
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buffer TBS Tween, para incubar toda la noche a 4 °C en una placa de agitacion. Posteriormente, se
realizaron tres lavados de 10 minutos con buffer de lavado. Se procedio entonces a incubar la membrana
con el anticuerpo secundario de adsorcion cruzada anti-IgG Fc humana de cabra, HRP (Invitrogen)
durante 1 hora a temperatura ambiente, en una placa de agitacion. Después de esta etapa, se realizaron
tres lavados de 15 minutos con buffer de lavado. Luego, se aplicaron 1 mL de los reactivos A y B del
Reactivo de Luminol para Western Blot (Santa Cruz Biotechnology), teniendo precaucion de cubrir
principalmente el area donde se espera encontrar la proteina, debido a que esta tiene un peso molecular
de 180 a 200 kDa y se encuentra en la parte superior de la membrana. Finalmente, el revelado se llevo a
cabo en un cuarto oscuro con presencia de un foco rojo utilizando el kit de Kodak. Se coloco el film en
contacto con la membrana en un casete de revelado de Kodak durante 30 segundos, seguido de la
colocacion en la solucion reveladora durante 15 segundos. Después se lavo con agua corriente y se colocd

en la solucion fijadora para observar las bandas.

6.5.3. Ensayo de neutralizacion del pseudovirus in vitro

El porcentaje de neutralizacion se obtuvo sembrando 2x10* células de la linea celular
Vero E6 en placas de 96 pozos con 100 pL DMEM suplementado con SFB al 10% y AA al 1%.
Posterior a su plaqueo se colocaron los tratamientos de nanoparticulas, asi como las moléculas
diluidas en etanol en base al ICso reportado de los farmacos para la inhibicion del SARS-CoV o
SARS-CoV-2, siendo 83.4 uM y 167 uM para quercetina (Prasansuklab et al., 2021) 5a 10 uM
para curcumina (Wen et al. 2007), a la par de 50 pL pseudovirus SARS-CoV-2 y suplementando
con el medio necesario para alcanzar 200 uLL. de volumen final por pocillo. Las placas fueron
incubadas por 48 h a 37 °C con COz2 al 5%. Al finalizar el periodo de incubacion se retiraron
100 uL de medio y se le agregaran 100 pL. de ONE-Glo™ Luciferase Assay System a cada
pozo, seguido de una incubacion durante 10 min a temperatura ambiente en una placa de
agitacion. El contenido de cada pocillo se resuspendié con ayuda de una pipeta para asegurar la
lisis celular, se tomaron 150 uL para pasar a una placa negra con fondo transparente de 96 pozos

y se analiz6 con la funcion de luminiscencia del Varioskan LUX Multimode Microplate Reader.

El porcentaje de neutralizacion se calculd en base a la formula de porcentaje de
neutralizacion, en donde la media de las unidades relativas de luz del control positivo (URL
C+), es decir los pozos infectados con el pseudovirus sin tratamientos, se toma como 100 % de

la infeccion, mientras que se sustituyen los valores de URL en los pocillos tratados y se someten
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auna regla de tres simple. Finalmente se restara a 100, lo cual equivale al inverso de la infeccion,

es decir, neutralizacion.

Férmula para conocer el porcentaje de neutralizacion:

URLC+ URLT

Neutralizacion (%) = — 100
(%) 100% X
Plaquear
2x10¢
> Vero E6 e
. ,..e-/\‘ v 7~ TNE Afiadir Buffer
n OneGlo
Adiadir Incubar 48h —
tratamientos y 37 °C ﬁ Analizar .
pseudovirus Varioskan Lux z

Figura 19. Protocolo de neutralizacion del pseudovirus por las nanoparticulas sobre la linea celular Vero E6.
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7. RESULTADOS

7.1. Sintesis de las Nanoparticulas

7.1.1. Sintesis de nanoparticulas de quitosan

La sintesis de nanoparticulas de quitosan con TPP mediante el método de gelacion idnica
se observo mediante el cambio de un color amarillo intenso y translicido de la solucion de

quitosan (figura 7, A) a color amarillo claro y opalescente (figura 7, B).

Figura 20. Cambio colorimétrico y opacidad por la formacion de nanoparticulas de quitosan. A) Quitosan a pH

5.5, B) Nanoparticulas de quitosan sintetizadas por gelacion iénica (QNPs).

7.1.2. Nanoparticulas Magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas en solucion presentan una coloraciébn negra
completamente opaca al encontrase a una concentracion de 1mg/mL (figura 8, A). Es posible
apreciar la capacidad magnética de estas nanoparticulas al colocar un iman de 12,000 Gauss en
contacto con la pared del recipiente en donde se almacenan (figura 8, B), pues en cuestion de
15 segundos la soluciéon se vuelve transparente y se observa una capa de nanoparticulas

magnéticas pegadas a la pared en donde el imén entra en contacto.

——
-

Figura 21. Nanoparticulas magnéticas. A) Nanoparticulas magnéticas en solucion, B) Respuesta magnética de las

nanoparticulas frente a un campo magnético de 12,000 G.
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7.1.3. Sintesis de nanoacarreadores de nanoparticulas magnéticas recubiertas de

quitosan

Las nanoparticulas de quitosan con nanoparticulas magnéticas manifiestan el mismo
cambio de tonalidad, asi como la opacidad previamente descrita (figura 9), sin embargo, debido
a la presencia de nanoparticulas magnéticas tanto la solucidn inicial como la final tienen una
coloracion mas oscura que las nanoparticulas de quitosan realizadas por gelacion idnica por si

solas.

Figura 22. Nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan en solucion. A) Quitosan a pH 5.5 previo a la adicion

de TPP, B) Nanoparticulas magnéticas encapsuladas en una red de quitosan por gelacion idnica (QMNPs).

7.1.4. Sintesis de nanoparticulas con quercetina encapsulada

Las Q-QNPs presentan una coloraciéon amarilla mas intensa que las de quitosan sin
farmaco encapsulado debido al color amarillo intenso que tiene la quercetina, aunque es posible
apreciar la disminucion de la intensidad de los colores después de afiadir el TPP y formar las
nanoparticulas, asi como el incremento en la opacidad mucho mayor a las nanoparticulas sin
farmaco (figura 10, A). Por otro lado, Q-QMNPs (figura 10, B) presentan una coloraciéon mas
marron debido a la adicion de las nanoparticulas magnéticas durante su sintesis, pero mantiene

el aspecto opaco significativo de la formacion de nanoparticulas.
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Figura 23. Nanoparticulas de quitosan con quercetina encapsulada. A) Q-QNPs, B) Q-QMNPs.

7.1.5. Sintesis de nanoparticulas con curcumina encapsulada

Al igual que las nanoparticulas de quercetina, las nanoparticulas de quitosan con
curcumina presentan una coloracion amarilla mas intensa a las de quitosan sin polifenol afiadido
debido al color amarillo intenso que tiene la curcumina por si sola, pero sigue siendo posible
apreciar la disminucién de la intensidad de los colores después de anadir el TPP y formar las
nanoparticulas, asi como el incremento en la opacidad (figura 11, A). Con respecto a la
apariencia de las C-QMNPs es posible apreciar un color amarillo més oscuro, también debido a
la presencia de las nanoparticulas magnéticas al igual que la opacidad que indica la presencia

de nanoparticulas (figura 11, B).

Figura 24. Nanoparticulas de quitosan con curcumina encapsulada. A) C-QNPs, B) C-QMNPs.

7.2. Caracterizacion de las Nanoparticulas

7.2.1. Caracterizacion de las nanoparticulas de Quitosan por tamafo y carga

superficial

Las nanoparticulas de quitoséan realizadas mediante el método de gelacion idnica tienen
un tamafio medio de 137.1 nm y un indice de polidispersion de 0.138, con calidad buena (figura
12, A). En la gréfica se aprecia que todas las repeticiones comparten el mismo patrén, sin
diferencia significativa en la intensidad de este. Adicionalmente, las nanoparticulas de quitosan
presentan una carga superficial de 32.3 mV, con una desviacion de 7.89 mV y calidad buena

(figura 12, B).
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Figura 25. Caracterizacion de nanoparticulas de quitosan sintetizadas por gelacion iénica. A) Analisis de tamafio
y dispersion por DLS de nanoparticulas de quitosan. B) Carga superficial de las nanoparticulas de quitosan

evaluadas mediante potencial zeta.

7.2.2. Caracterizacion de las nanoparticulas magnéticas

Las nanoparticulas magnéticas presentan un tamafio medio de 164 nm con un indice de
poli dispersion de 0.302, con un solo pico detectado de 141.3 nm con una intensidad del 100%
y una desviacion estandar de 33.34 (figura 13, A). El anélisis de potencial zeta nos muestra una

carga negativa de -8.63 mV, con una desviacion estadar de 4.24 mV y una calidad buena (figura

13, B).
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Figura 26. Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas sintetizadas por coprecipitacion. A) Analisis de tamafio
y dispersion por DLS de nanoparticulas magnéticas. B) Carga superficial de las nanoparticulas magnéticas

evaluadas mediante potencial zeta.

7.2.3. Caracterizacion de las nanoparticulas magnéticas cubiertas de quitosan
Las nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan presentan un tamafio medio de
200.4 nm con un indice de poli dispersion de 0.146, con un solo pico detectado de 222.3 nm, el

cual tiene una intensidad del 100% y una desviacion estandar de 82.67%, reportando una calidad
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buena (figura 14, A). El potencial zeta de estas nanoparticulas es de 28.6 mV, siendo el tinico

pico y presentando una calidad buena (figura 14, B).
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Figura 27. Caracterizacion de nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan sintetizadas mediante gelacion

ionica. A) Analisis de tamafio y dispersion por DLS de nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan. B) Carga

superficial de las nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan.

7.2.4. Caracterizacion de las nanoparticulas con polifenoles encapsulados

7.2.4.1. Caracterizacion de las nanoparticulas con Quercetina por DLS

Las Q-QNPs presentan un tamafio medio de 185 nm con un indice de poli dispersion de

0.123. Estos cuentan con un solo pico detectado en 209.7 nm, con una intensidad del 100%

(figura 15, A). Por otro lado, las Q-QMNPs tienen un tamafio medio de 222.5 nm con un Pdi de

0.188 y un solo pico a 265.3 nm con un 100% de intensidad (figura 15, B).
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Figura 28. Caracterizacion de tamafio y polidispersion de las nanoparticulas con quercetina encapsulada por DLS.

A) Analisis de tamafio y dispersion por DLS de Q-QNPs, B) Analisis de tamafio y dispersion por DLS de Q-

QMNPs.
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7.2.4.2. Caracterizacion de las nanoparticulas con Curcumina por DLS

Las C-QNPs presentan un tamafio medio de 188.9 nm con un indice de poli dispersion
de 0.157 y un solo pico detectado de 206.2 nm con una intensidad del 100% (figura 16, A). En
cuanto a las C-QMNPs, estas presentan un tamafio medio ligeramente superior de 233.6 nm con

un Pdi de 0.188, un solo pico a 224.6 nm con un 100% de intensidad (figura 16, B).
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Figura 29. Caracterizacion de tamafio y polidispersion de las nanoparticulas con curcumina encapsulada por DLS.
A) Andlisis de tamafio y dispersion por DLS de C-QNPs, B) Analisis de tamaiio y dispersion por DLS de C-
QMNPs.

7.2.4.3. Caracterizacion de la carga superficial de las nanoparticulas con

Quercetina

Las Q-QNPs presentan una carga superficial de 27.3 mV con una desviacion estandar de
4.02 y con calidad buena (figura 17, A), mientras que las Q-QMNPs tienen una carga superficial
de 2.03 mV con una desviacion estandar de 3.51 y calidad buena (figura 17, B).
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Figura 30. Caracterizacion de carga superficial de las nanoparticulas con quercetina encapsulada por potencial

zeta. A) Analisis de carga superficial de Q-QNPs, B) Analisis de carga superficial de Q-QMNPs.
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7.2.4.4. Caracterizacion de la carga superficial de las nanoparticulas con

Curcumina

Las C-QNPs presentan una carga superficial de 26.9 mV con una desviacion estandar de
4.37, con calidad buena (figura 18, A). Por otro lado, las C-QNPs tiene una carga superficial de
4.72 mV con una desviacion estandar de 6.23 (figura 18, B).
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Figura 31. Caracterizacion de carga superficial de las nanoparticulas con curcumina encapsulada por potencial

zeta. A) Analisis de carga superficial de C-QNPs, B) Analisis de carga superficial de C-QMNPs.

7.3. Caracterizacion de tamaiio y forma por microscopia electronica de barrido
(SEM)

7.3.1. Caracterizacion de las nanoparticulas con Quercetina por SEM

La caracterizacion de las nanoparticulas con quercetina encapsulada por SEM demostro
que las Q-QNPs tienen un tamafio promedio de 189.44 nm con alta homogeneidad y una
apariencia esférica (figura 19, A). Por otro lado, las Q-QMNPs presentan un tamafio promedio
de 213.7 nm, sin embargo, aunque es posible apreciar homogeneidad de tamanos y forma, la
cual comparten con las previamente mencionadas, también es posible ver la capa blanca que

aparenta rodear ambas formulaciones.
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Figura 32. Microscopia electronica de barrido de las nanoparticulas con quercetina encapsulada. A) Microscopia
de las Q-QNPs por SEM donde se observa tamafio, forma y dispersion, B) Microscopia de las Q-QMNPs por SEM

donde se observa tamafio, forma y dispersion.

7.3.2. Caracterizacion de las nanoparticulas con Curcumina por SEM

La caracterizacion de las nanoparticulas con curcumina por SEM permitio observar que
las C-QNPs presentan un tamafio promedio de 200.56 nm (figura 20, A) y que las C-QMNPs
presentan un tamafo promedio de 234.7 nm (figura 20, B). Ademas, es posible apreciar su

homogeneidad en tamafio y forma esférica de ambas nanoparticulas, asi como su dispersion.

30kV  X20,000 1um 30kV  X50,000 0.5pm FCFM-UANL

Figura 33. Microscopia electronica de barrido de las nanoparticulas con curcumina encapsulada. A) Microscopia
de las C-QNPs por SEM donde se observa tamaio, forma y dispersion, B) Microscopia de las C-QMNPs por SEM

donde se observa tamario, forma y dispersion.
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7.4. Caracterizacion de composicion de las nanoparticulas por espectrometria de
infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR)

7.4.1. Caracterizacion de la composicion de las nanoparticulas con Quercetina

encapsulada por FTIR

Mediante un analisis por FTIR se pudieron observar la presencia de quercetina en ambas
nanoparticulas, pues tanto las Q-QNPs como las Q-QMNPs mostraron picos visibles
aproximadamente en 1600 cm!, atribuidos a la vibraciéon de estiramiento C=C del anillo
aromatico y las bandas observadas a aproximadamente 3408 y 3292 cm™' corresponden al
estiramiento fen6lico-O-H atribuido a la presencia de quitosan en nanoparticula (Figura 21). Por
otro lado, es posible observar la presencia de los picos a 582 cm™, relacionado a vibraciones de

flexion de Fe-O, lo que indica la integracion de la nanoparticula magnética a la sintesis de las
Q-QMNPs (figura 21, B).
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Figura 34. Analisis de composicion quimica de las nanoparticulas de quercetina por espectrometria de infrarrojos

por FTIR. A) FTIR de Q-QNPs, B) FTIR de Q-QMNPs.

7.4.2. Caracterizacion de la composicion de las nanoparticulas con curcumina

encapsulada por FTIR

El analisis de FTIR de las nanoparticulas de curcumina muestra la presencia de
curcumina al mostrar un desplazamiento del pico referente a CHz en la posicion 2924 a 2875
cm’!, al igual que el desplazamiento de 1412 cm™ a 1681 cm™, lo cual puede indicar que los
grupos amonio del quitosano estan unidos con grupos hidroxido de curcumina en nanoparticulas
(figura 22). Por otro lado, es posible observar la presencia del pico a 582 cm™!, relacionado a
vibraciones de flexioén de Fe-O, al igual que el estiramiento O-H en 3400 cm™!, que indica la

presencia de nanoparticulas magnéticas (figura 22, B).
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Figura 35. Analisis de composicion quimica de las nanoparticulas de curcumina por espectrometria de infrarrojos

por FTIR. A) FTIR de C-QNPs, B) FTIR de C-QMNPs.

7.5. Porcentaje de encapsulacion y perfil de liberacion de los polifenoles

7.5.1. Curva de calibracion de los polifenoles

La curva de calibracion de quercetina consiste en la absorbancia de 11 concentraciones
conocidas de este farmaco que van desde 10 uM a 500 uM medidas a una longitud de onda de
380 nm, con lo que se obtuvo una grafica con un coeficiente de relacion de la grafica (R?) de
0.9975 (figura 23, A). Por otro lado, la curva de calibracion de curcumina se realizé con 14
concentraciones de 0.5 uM a 15 uM midiéndose a una longitud de onda de 428 nm, con lo cual

se obtuvo una curva con un R? de 0.9929 (figura 23, B).
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Figura 36. Curvas de calibracion de los polifenoles. A) Curva de calibracion de quercetina, B) Curva de

calibracion de curcumina.

7.5.2. Determinacion de la eficiencia de encapsulacion de los polifenoles en
nanoparticulas

7.5.2.1. Eficiencia de encapsulacion de Quercetina en nanoparticulas

La encapsulacion de quercetina registrada en las Q-QNPs fue del 81.3% (tabla 1),
mientras que las Q-QMNPs presentan una encapsulacion ligeramente superior de 84.7% (tabla

2).

Tabla 1. Cuantificacion espectrofotométrica de quercetina para medir la eficiencia de encapsulacion en Q-QNPs.

Concentracion Absorbancia (nm) Porcentaje
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333.6 uM 3.423 100%
51 uM 0.619 18.7%
Porcentaje de 100% - 18.7% = 81.3% de encapsulacion de Quercetina

encapsulacion

Tabla 2. Cuantificacion espectrofotométrica de quercetina para medir la eficiencia de encapsulacion en Q-

QMNPs.
Concentracion Absorbancia (nm) Porcentaje
333.6 uM 3.423 100%
51 uM 0.523 15.3%
Porcentaje de 100% - 15.3% = 84.7% de encapsulacion de Quercetina
encapsulacion

7.5.2.2. Eficiencia de encapsulacion de Curcumina en nanoparticulas
La encapsulacion de curcumina en las C-QNPs fue del 96.94% (tabla 3), mientras que
las C-QMNPs presentan una encapsulacion ligeramente inferior, con 92.9% de curcumina

encapsulada (tabla 4).

Tabla 3. Cuantificacion espectrofotométrica de quercetina para medir la eficiencia de encapsulacion en C-QNPs.

Concentracion Absorbancia (nm) Porcentaje
15 uM 2.177 100%
0.46 uM 0.140 3.06%
Porcentaje de 100% - 3.06% = 96.94% de encapsulaciéon de Curcumina

encapsulacion

Tabla 4. Cuantificacion espectrofotométrica de quercetina para medir la eficiencia de encapsulacion en C-

QMNPs.
Concentracion Absorbancia (nm) Porcentaje
333.6 uM 3.423 100%
1.07 uM 0.155 7.1%
Porcentaje de 100% - 7.1% = 92.9% de encapsulacion de Curcumina
encapsulacion
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7.5.3. Perfil de liberacion de los farmacos

7.5.3.1. Perfil de liberacion de Quercetina de las Q-QNPs

En el perfil de liberacion de quercetina en PBS a pH 7.4 presentd su pico maximo de liberacion
a las 72 horas, con una liberacion final de 87.05 uM, sin embargo, es posible observar que el periodo en
el que se observo la mayor liberacion de farmaco es durante las primeras 6 h, obteniendo una
concentracion de 54.40 uM de quercetina liberada en este lapso. Por otro lado, el perfil de liberacion de
quercetina en PBS adicionada con 10% de etanol present6 casi el doble de concentracion final liberada,
pues esta fue de 146.82 uM en el mismo periodo de tiempo (figura 24), y de igual forma, la mayor parte
de la liberacion de farmaco se encontr6 en las primeras 6 h, liberando 96.68 uM de quercetina en ese

tiempo.
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Figura 37. Perfil de liberacion de quercetina de las nanoparticulas Q-QNPs. Sefializado con cuadros se observa el

perfil de liberacion de quercetina en PBS a pH 7.4 adicionada con un 10% de etanol y con circulos se observa la

liberacion de quercetina en PBS a pH 7.4.

7.5.3.2. Perfil de liberacion de Quercetina de las Q-QMNPs

El perfil de liberacion de quercetina de las nanoparticulas magnéticas recubiertas de quitosan en
PBS a pH 7.4 present6 su pico maximo de liberacion a las 96 horas, con una liberacion final de 103.89
uM, sin mostrar primero una liberacion en fase exponencial para luego presentar una meseta, por lo que
no tiene un punto en donde se presentara una liberacion significativa al compararse con el resto de las
lecturas. Por otro lado, la quercetina liberada en la solucion de PBS a pH 7.4 adicionada con un 10% de
etanol, present6 una liberacion méaxima de 227.33 uM (figura 25), siguiendo el mismo perfil que su

contraparte sin etanol.
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Figura 38. Perfil de liberacion de quercetina de las nanoparticulas Q-QMNPs. Sefializado con cuadros se observa
el perfil de liberacion de quercetina en PBS a pH 7.4 adicionada con un 10% de etanol y con circulos se observa la

liberacion de quercetina en PBS a pH 7.4.

7.5.3.3. Perfil de liberacion de curcumina de los C-QNPs

La liberacion de curcumina en PBS a pH 7.4 obtuvo una liberacion maxima de 10.20 uM a las
96 horas, con la liberacion mayormente realizada en las primeras 24 horas, donde se alcanzé una
liberacion de 7.4 uM. Por otro lado, la liberacion de curcumina en PBS adicionada con 10% de etanol
presento una concentracion ligeramente superior de 11 pM (figura 26), manteniendo el mismo patrén de

liberacion que en el PBS solo.
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Figura 39. Perfil de liberacion de curcumina de las nanoparticulas C-QNPs. Sefializado con cuadros se observa el
perfil de liberacion de curcumina en PBS a pH 7.4 adicionada con un 10% de etanol y con circulos se observa la

liberacion de curcumina en PBS a pH 7.4.

7.5.3.4. Perfil de liberacion de curcumina de los C-QMNPs
La liberacion de curcumina de los C-QNPs en PBS a pH 7.4 obtuvo una liberaciéon méaxima 9.6

uM también a las 96 horas, ligeramente inferior a la alcanzada por su contraparte sin nanoparticula
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magnética, pero manteniendo la liberacion al mismo ritmo. Esta tendencia se conservo para la liberacion

de la curcumina en PBS adicionada con 10% de etanol, liberando 10.4 pM (figura 27).
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Figura 40. Perfil de liberacion de curcumina de las C-QMNPs. Senalizado con cuadros se observa el perfil de
liberacion de curcumina en PBS a pH 7.4 adicionada con un 10% de etanol y con circulos se observa la liberacion

de curcumina en PBS a pH 7.4.

7.6. Evaluacion de citotoxicidad
7.6.1. Evaluacion de citotoxicidad de los componentes de las nanoparticulas sobre

la linea celular Vero E6

La evaluacion de la citotoxicidad de los componentes de los nanoacarreadores se llevd a cabo
mediante MTT, en donde presentaron una concentracion citotoxica media (CCsg) de 16.77 puL en caso
del TPP, el cual de una concentracion de 0.86 mg/mL, equivalente a 14.4 pg (figura 28, A); mientras que
el quitosan obtuvo una CCsode 56.27 pL a una concentracion de 2 mg/mL, equivalente a 112.54 pg
(figura 28, B). Quercetina presentd su CCspa 156.96 uM (figura 28, C) y curcumina lo mostré a 16.08
uM (figura 28, D).
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Figura 41. Citotoxicidad de los componentes de las nanoparticulas sobre la linea celular Vero E6 determinada por

MTT a 48 horas. A) TPP, B) Quitosan, C) Quercetina y D) Curcumina.

Tabla 5. Concentracion citotoxica media (CCsg) de los componentes de las nanoparticulas.
Compuesto TPP Quitosan Quercetina = Curcumina

CCs 16.77 pL 5627uL 15696 uM  16.08 uM

7.6.2. Evaluacion de citotoxicidad de las nanoparticulas sobre la linea celular
Vero E6

La evaluacion de la citotoxicidad de las nanoparticulas se llevo a cabo por MTT bajo condiciones
previamente descritas en el apartado de metodologia, con la administracioén de los tratamientos en base
a las concentraciones de quercetina y curcumina encapsuladas. Los resultados obtenidos de la
citotoxicidad media presentada por las nanoparticulas Q-QNPs fue de 250.33 pM (figura 29, A), mientras
que las Q-QMNPs presentaron una CCsy de 195.07 uM (figura 29, B). Por otro lado, las C-QNPs
obtuvieron una CCso de 74.96 uM (figura 29, C) y las C-QMNPs de 20.46 uM (figura 29, D),
demostrando que los farmacos encapsulados tienen menor efecto citotdéxico que cuando estan en su forma

libre.
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Figura 42. Citotoxicidad de los componentes de las nanoparticulas sobre la linea celular Vero E6 determinada por

MTT a 48 horas. A) Q-QNPs, B) Q-QMNPs, C) C-QNPs y D) C-QMNPs.
Tabla 6. Concentracion citotoxica media (CCsg) de las nanoparticulas

Nanoparticulas Q-QNPs Q-QMNPs C-QNPs C-QMNPs
CCs 250.33 uM 195.07 uM 74.96 uM 20.46 uM

7.7. Ensayo de neutralizacion del pseudovirus SARS-CoV-2 in vitro

7.7.1. Caracterizacion de la proteina de superficie del pseudovirus

Se empled la técnica de Western Blot para determinar la presencia de la proteina S en la
superficie. En el primer carril, se visualiza la proteina S liofilizada, utilizada como control positivo. En
el segundo carril, se observa la presencia de la proteina S en la muestra hibrida de SARS-CoV-2 y HINI,
seguida de tres carriles con distintos lotes de produccion de pseudovirus, evidenciando la presencia de

la proteina S en la superficie en todos los lotes.
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Figura 43. Caracterizacion de la proteina S en el pseudovirus.

7.7.2. Neutralizacion del pseudovirus SARS-CoV-2 in vitro de las nanoparticulas

con Quercetina

La neutralizacion de la infeccion por pseudovirus utilizando como referencia el ICso de
la quercetina previamente reportado para la inhibicion de SARS-CoV, se mostrd ligeramente
superior con un 57.21% de neutralizacion, la cual sorprendentemente disminuy6 a 56.82% al
incrementar al doble la concentracion de quercetina administrada. Esta tendencia también se
observd con las Q-QNPs, si bien no es significativamente diferente pues a 83.4 uM la
neutralizacion fue de 80.86%, mientras que el doble presentd una neutralizacion de 80.32%. Las
Q-QMNPs presentaron resultados similares, pues a 83.4 uM presentaron una neutralizacion de
78.94%, mientras que al doble se present6d una neutralizacion de 79.03% (tabla 7), mostrando
que la neutralizacidon con quercetina no es dosis dependiente. Ademas, mediante un ANOVA
(figura 30) se puede observar que la diferencia significativa entre los controles y las
nanoparticulas Q-QNPs y Q-QMNPs solo se presenta en la concentracion de 83.4 uM, pues a
167 uM solamente se ve una diferencia significativa entre el efecto neutralizante de la quercetina

contra las Q-QNPs.
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Figura 44. Neutralizacion del pseudovirus SARS-CoV-2 por quercetina y nanoparticulas con quercetina

encapsulada en base al A) ICso previamente reportado para SARS-CoV-1 y B) el doble de esa concentracion.

Tabla 7. Porcentaje de neutralizacion promedio de los nanocomplejos con quercetina encapsulada, asi
como los controles de las nanoparticulas solas y quercetina libre.

Concentracion de = Quercetina Q-QNPs Q-QMNPs QNPs QMNPs
los nanoparticulas
83.4 uM 5721 % 80.86 % 78.94 % 48.94 % 36.05 %
167 pM 56.82 % 80.32 % 79.03 % 59.54 % 62.6 %

7.7.3. Neutralizacion del pseudovirus SARS-CoV-2 in vitro de las nanoparticulas

con Curcumina

Debido a que reportes previos comentan diversas ICso para la curcumina, se decidio
tomar como base a 5 uM y el doble de esa concentracidon. Lo que se encontrd es que a 5 uM la
curcumina libre tiene una neutralizacion del 27.3% y con 10 uM tiene una neutralizacion del
92.58%, lo que indica un efecto dosis dependiente. Esto se observo de igual forma en los
resultados obtenidos por las nanoparticulas C-QNPs, que en la primera concentracion se obtuvo
una neutralizacion del 71.24%, mientras que con la segunda se obtuvo una del 79.22%, asi como
los C-QMNPs que con la primera concentracion se obtuvo una neutralizacion de 79.15% y con
la segunda una de 87.17% (tabla 8). Adicionalmente se realiz6 un ANOVA (figura 31) para
corroborar la significancia del efecto neutralizante de las nanoparticulas con curcumina en
contraste con las nanoparticulas solas, asi como con la curcumina libre y se encontrd que a 5
uM hay diferencia altamente significativa entre la curcumina libre y encapsulada en ambas
nanoparticulas, asi como entre el tratamiento de C-QMNPs y su control QMNPs, tendencia que

se siguid observando al duplicar la concentracién de curcumina Unicamente en esta tltima.
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Figura 45. Neutralizacion del pseudovirus SARS-CoV-2 por curcumina y nanoparticulas con curcumina

encapsulada en base al A) ICsy previamente reportado para SARS-CoV-1 y B) el doble de esa concentracion.

Tabla 8. Porcentaje de neutralizacion promedio de las nanoparticulas con curcumina encapsulada, asi
como los controles de las nanoparticulas solas y curcumina libre.

Concentracion de los Curcumina C-QNPs C-QMNPs QNPs QMNPs
nanocomplejos

5puM 27.30 % 71.24 % 79.15 % 61.20 % 40.0 %

10 pM 92.58 % 79.22 % 87.17 % 67.75 % 57.58 %
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8. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se evaluo la sintesis de nanoparticulas de quitosan
capaces de encapsular dos polifenoles, quercetina y curcumina, mediante el método de gelacion
16nica. La gelacion i6nica o ionotrdpica es un fendmeno que ocurre debido a la unién de los
grupos amino cargados positivamente con los grupos tretrapolifosforicos cargados
negativamente del TPP, ya sea mediante deprotonacidn o por interaccion idnica que depende
del pH de TPP, pues a un pH mads bajo se trata de un entrecruzamiento iénico, mientras que a
un pH mas alto se trata de un mecanismo de deprotonacién (Bhumkar y Pokharkar, 2006). De
acuerdo con la literatura, la sintesis de las nanoparticulas de quitosan genera una solucion con
mayor opacidad y de una tonalidad mas clara a la del quitosan por si solo (El-Naggar et al. 2022)
y cuando estas almacenan compuestos como quercetina 0 curcumina, quienes tienen una
coloracidn intensa, su apariencia tiende a mostrar la encapsulacion del compuesto reduciendo la
saturacion del color que presenta y aumenta la turbidez de la sintesis (Sun et al. 2023) como se

aprecia en las figuras 23 y 24.

Dentro de los principales factores a considerar para la eleccion de un método de sintesis
de nanoparticulas en el area biomédica es conocer el tamaifio promedio de las nanoparticulas que
se generan, pues se sabe que si estos se encuentran en un rango de 10 nm las nanoparticulas
pueden pasar facilmente a través de los vasos sanguineos y ser eliminadas por los rifiones;
mientras que si son muy grandes pueden ser capturadas por las células del sistema fagocitico
mononuclear (MPS). Es por eso se recomiendan sintesis que favorezcan nanoparticulas de
tamafios cercanos a 100 nm, lo que mejora su vida media en circulacion, reduce su filtracion

hepatica y le dan mayor superficie de area para liberar los farmacos (Adamo et al. 2017).

Una manera de estimar el tamafio promedio de las nanoparticulas en solucion es a través
de una técnica denominada “dispersion de luz dinamica” (DLS) o espectroscopia de correlacion
de fotones (PCS), un método basado en como la luz se dispersa desde las particulas en
suspension, produciendo variaciones de intensidad que dan lugar a una estimacion de tamaio y
dispersion de la muestra a través de modelos matematicos (Hoo et al. 2018). Mediante este
método se estimd que las QNPs presentan un tamafio medio de 137.1 nm y un indice de
polidispersion (pdi) de 0.138 asi como una carga superficial de 32.3 nM (figura 25), esto valores

corresponden a las nanoparticulas de 160 nm reportadas previamente con el uso de las mismas
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proporciones de los compuestos (Alcaraz, 2011), pues hay factores que afectan el tamafio de las
nanoparticulas de quitosdn, dentro de los que se encuentran el grado de desacetilacion del
quitosan, la proporcion de acuerdo a su agente entrecruzante y el pH a cual se encuentran ambas

soluciones (Aranda et al. 2022).

Comparado a los valores de la QNPs, la encapsulacion de los polifenoles tiene efectos
en las propiedades previamente discutidas, pues las Q-QNPs presentaron un tamafio de 185 nm,
un pdi a 0.123 (figura 28) y una carga superficial de 27.3 mV (figura 30), mientras que las C-
QNPs obtuvieron un tamafio 188.9 nm, con un pdi de 0.157 (figura 29) y una carga superficial
de 26.9 mV (figura 31). Por otro lado, las QMNPs mostraron un tamafo de 200.4 nm con un
pdi de 0.146 (figura 26), mientras que sus contrapartes con polifenol, Q-QMNPs presentaron un
tamafio de 222.5 nm con un pdi de 0.188 (figura 28) y las C-QMNPs un tamafio de 233.6 nm
con un pdi de 0.188 (figura 29). La tendencia de incremento de tamafio cuando se afiaden
nanoparticulas magnéticas y/o polifenoles a la solucion es indicadora de la encapsulacion de los
compuestos (Ziaee et al. 2023), asi como el cambio en su carga de superficie, que en las QNPs
se encuentra en 32.3 mV (figura 25), mientras que cuando se le adicionan MNPs con una carga
de -8.63 mV (figura 13), se reduce a 28.6 mV en las QMNPs (figura 26), tendencia que se
mantiene al adicionar los polifenoles, sin embargo, es necesario recalcar la presencia de una
carga superficial positiva en todas las nanoformulaciones, lo cual es importante debido a que las
nanoparticulas con esta cualidad tienen una mayor atraccion a las membranas celulares puesto
que se encuentran cargadas negativamente (Németh et al. 2022), ademas de que las
nanoparticulas cargadas positivamente inducen una mayor activacion del complemento en
comparacion con las negativas o con carga neutra, haciéndolas mas inmunoactivadoras (Adamo

etal. 2017).

Por lo previamente mencionado también se puede destacar que las nanoparticulas se
encuentran en un rango de poblacion monodispersas, pues de acuerdo con las organizaciones
internacionales de normalizacién (ISO), los valores de pdi inferiores a 0.05 son mas comunes
para las muestras monodispersas, mientras que los valores superiores a 0.7 son comunes para

una distribucion de particulas de tamafio amplio (Mudalige et al. 2019).

La polidispersion y homogeneidad de las muestras se pueden apreciar en las

microscopias de barrido, pues todas presentaron tamafos similares dentro del rango esperado
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de acuerdo con lo observado por DLS, asi como una morfologia esférica (figuras 32 y 33), una
cualidad beneficiosa para la administracion de farmacos debido a su alta probabilidad de
internalizacién con mayor rapidez en comparacion con otras nanoparticulas, como las de forma

de varilla (Chithrani et al. 2006).

Si bien mediante a comparacion de los valores de tamafio y carga superficial se puede
observar la posible encapsulacion de los compuestos, una manera mas certera de corroborar que
se encuentran presentes en la sintesis es a través de una espectrometria de infrarrojos (FTIR).
Los espectros de FTIR de las nanoparticulas con quercetina encapsulada presentaron diversos
picos que indican la presencia de nanoparticulas de quitosan y de quercetina. Se observaron
picos cerca de 1600, 3408 y 3292 cm, los cuales se atribuyen a la vibracion de estiramiento
C=C del anillo aromatico, un pico a 1375 cm™ que se asocia a las vibraciones de flexioén de
enlaces C-H y O-H en la quercetina, asi como al estiramiento fendlico-OH atribuido a la
presencia de quitosan nanoparticulado (Anwer et al, 2016; Kurt et al. 2023). Adicionalmente,
en el grafico de Q-QMNPs se puede encontrar un ultimo pico de importancia en 582 cm™ el
cual se relaciona a vibraciones de flexion de Fe-O (figura 34), indicando la presencia de MNPs

en la sintesis (Zare et al. 2021).

Por otro lado el analisis de FTIR de las nanoparticulas de curcumina presentaron un
desplazamiento de bandas de la posicion 2924 a 2875 cm™! referente al enlace CHz, al igual que
el desplazamiento de 1412 cm™ a 1681 cm™!, cambio que describe la unién de los grupos amonio
del quitosano a los grupos hidréxido de curcumina en nanoparticulas (figura 35) por lo cual se
puede observar la presencia de nanoparticulas de quitosan con curcumina encapsulada (Osuna
etal. 2012). A 582 cm™! hay vibraciones de flexion de Fe-O y el estiramiento O-H en 3400 cm”

! que indica la presencia de nanoparticulas magnéticas (Pham et al. 2016).

Una de las caracteristicas mds codiciadas de la encapsulaciéon de farmacos en
nanoparticulas es tener una liberacion controlada de este, por lo que conocer la encapsulacion y
posterior liberacion de los polifenoles es de alta importancia. Para conocer las concentraciones
encapsuladas y liberadas se realiz6 una curva de calibracion para la quercetina y una para la
curcumina, ambas teniendo un R? de arriba de 0.99 (figura 36), lo que indica la confiabilidad de
la curva para usarla en la extrapolacion de valores (Rashedi et al. 2019). Mediante una regla de

tres simple se obtuvo que la encapsulacion de la quercetina en ambas nanoparticulas ronda el
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80 a 85% (tablas 1 y 2), lo cual corresponde a reportes previos con una eficiencia de
encapsulacion de 83.8 + 0.33% (Jardim et al. 2022). Por otro lado, la encapsulacion de
curcumina se encontro arriba del 92% en ambas nanoparticulas (tablas 3 y 4), que de igual forma
correspondiente a reportes previos con eficiencias de encapsulacion de 91.4+2.7% (Ebrahimi et

al. 2023).

La liberacion se realizé a un pH de 7.4 puesto que el pH pulmonar se encuentra entre
7.38 y 7.42, con la adicién de lisozima lo cual ayuda a simular de forma mas cercana la
liberacion en un ambiente pulmonar (Islam et al. 2019) y se encontr6 que las Q-QNPs liberaron
87.05 uM de quercetina en 72 h (figura 37), mientras que las Q-QMNPs liberaban 103.89 uM
en 96 h (figura 38). Por otro lado, la liberacion de C-QNPs fue de 10.20 uM (figura 39) a las 96
horas y de 9.6 uM en el caso de las C-QMNPs en el mismo tiempo (figura 40). Si bien estos
valores demuestran que los polifenoles encapsulados son capaces de liberarse, el factor de la
alta hidrofobicidad de ambos podria no permitir observar con claridad la liberacion realmente
efectuada, por lo que la adicion de 10% de etanol les brinda una fraccion soluble para poder
detectarlos con mayor facilidad en solucion, por lo que se puede observar una liberacion superior
en todas las nanoparticulas, con 146.82 uM liberadas para las Q-QNPs, 227.33 uM para las Q-
QMNPs, 11 uM por parte de las C-QNPs y 10.4 uM por C-QMNPs, aunque cabe destacar de la
posibilidad de que este efecto de ver mayor liberacion no solo se debe a la fase soluble que se
les brinda a los polifenoles, sino que el quitosano tiende a hincharse en presencia del etanol,
permitiendo una mejor liberacion (Nathiya et al. 2014; Rashedi et al. 2019). Otro de los aspectos
que se pueden explorar para mejorar la liberacion de los farmacos es controlar el grado de
reticulacion entre las cadenas de polimeros, ajustando las proporciones y los pH de los

componentes (Davis y McLister, 2016).

El siguiente paso de la caracterizacion fue evaluar la citotoxicidad de los componentes
de las nanoparticulas sobre la linea celular Vero E6, en donde se encontr6é que el TTP tiene un
CCso de 14.4 ng/mL, el quitosan de 112.54 pg/mL, la quercetina de 156.96 uM y la curcumina
de 16.08 uM (figura 41, tabla 5), demostrando que las concentraciones en base a los 1Cso de
SARS-CoV-2 previamente reportados se consideran no citotoxicos (Ferreira, 2015). Sin
embargo, es importante destacar que reportes previos mencionan que la quercetina tiene CCso

301.5 pM, mientras que la curcumina tiene uno de 268.7 uM (Kandeil et al. 2021), aunque
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podria deberse al solvente utilizado, puesto que no se menciona si los compuestos se colocaron
en solucion o liofilizados, mientras que para este trabajo se administraron disueltos en etanol, el

cual tiene una alta citotoxicidad sobre esta linea celular (Leslie et al. 2021).

En comparacion a lo anterior, las nanoparticulas demostraron tener un efecto citotoxico
menor, encontrando que las Q-QNPs tienen un CCso de 250.33 uM, las Q-QMNPs 195.07 uM,
las C-QNPs 74.96 uM y las C-QMNPs un 20.46 uM (tabla 6, figura 42), esta es una tendencia
que ha sido reportada en articulos previos (Loutfy et al. 2022), pero que todavia mas importante,

demuestra la inocuidad de los tratamientos en nanoparticulas sobre esta linea celular.

Una vez que se corroboré que los tratamientos no se utilizarian
por encima de las dosis citotdxicas medias, se procedié a la
evaluacién de su efecto neutralizante sobre un pseudovirus de SARS—
CoV—-2, el cual pudo utilizarse en un laboratorio con nivel de
bioseguridad 2 debido a que si bien cuenta con la proteina S en
membrana, el genoma pertenece al virus de la estomatitis vesicular
(VSV) vy presenta una delecién en el gen codificante de la proteina G,
su proteina reconocedora del receptor, en el cual se ha insertado el
gen codificante de la luciferasa dando lugar al VSV*AG (Fluc), un
virus capaz de infectar a células con receptor ACE2 sin la patologia
o0 el grado de riesgo bioldgico. Ademas, debido a la presencia de la
luciferasa de luciérnaga, es posible detectar infeccién rapidamente
al medir en un lector de placa la cantidad de luminiscencia que emite

en contacto con su sustrato (Nie et al. 2020).

Para determinar que se trata de un pseudovirus de SARS—CoV-2
y no particulas virales remanentes del pseudovirus VSV*AG (Fluc), se
llevé a cabo un ensayo de Western Blot con el objetivo de determinar
la presencia de la proteina S en los lotes de produccion del
pseudovirus. Para esto se utilizé como anticuerpo primario un
anticuerpo monoclonal capaz de reconocer al RBD de la proteina Sy
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mediante el cual se determiné la presencia de la proteina Spike en
las muestras y que esta presenta un tamano aproximado de 200 KDa,
similar en lo reportado en reportes previos donde se describe un
tamano aproximado entre 180 y 200 KDa de la proteina Spike en
ensayos sobre virus nativos y pseudovirus (Ou et al. 2020, Boson et

al. 2021).

Una vez determinada la presencia de proteina S en la membrana del pseudovirus, se
procedi6 a realizar los ensayos de neutralizacion. Los resultados de neutralizacion de las
nanoparticulas sin polifenoles encapsulados presuntamente se deben a que las nanoparticulas de
quitosano tienen el potencial de unirse a particulas de virus por interacciones fisicas, inhibiendo
la replicacion viral (El-Ganainy et al. 2023), sin embargo, es posible observar un aumento
significativo en su actividad neutralizante cuando se encapsulan los polifenoles. La quercetina
mostrd una neutralizacion superior al 80% cuando estd encapsulada en nanoparticulas de
quitosan y de un 79% cuando estd encapsulada en las nanoparticulas magnéticas con red de
quitosan, mientras que cuando esta libre no sobrepasa el 57.21%, probando que la encapsulacion
de la quercetina mejora su actividad neutralizante de manera significativa (figura 44, tabla 7).
En necesario resaltar que la quercetina y las nanoparticulas con quercetina encapsulada no
inhibieron al virus de manera dosis dependiente puesto que no se vio una neutralizacion superior
al duplicar la dosis seleccionada. Esto contrasta con lo descrito en reportes previos, en donde se
habla de que la quercetina tiene una actividad inhibitoria dosis dependiente con un ICso de 18.2
UM un ensayo de reducciéon de placa de SARS-CoV-2, sin embargo, en dicho articulo también
detectaron que la inhibicion por quercetina actia en varios puntos del ciclo de replicacion puesto
que actiia como virucida y afecta en la replicacion (Lica et al. 2021) mediante la inhibicion de
la actividad 3CLpro, la inhibicion de la actividad de PLpro y la actividad helicasa (Prasansuklab
et al. 2020) lo cual aunado a la diferencia entre los ensayos, podria explicar la diferencia entre
los resultados y por lo que se sugiere que se empleen en un modelo viral nativo (Kandeil et al.

2021).

Por otro lado, el efecto neutralizante de la curcumina nos muestra un panorama diferente,
se aprecia que a una concentracion de 5 pM aumenta significativamente su efecto neutralizante

cuando es encapsulada, pues pasa de neutralizar en un 27.3% cuando esta libre a 71.22% y
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79.15%, para C-QNPs y C-QMNPs (respectivamente), manteniendo una diferencia significativa
con los controles de nanoparticulas solas (tabla 8, figura 45). La curcumina si present6 una
actividad dosis dependiente, pues al incrementar a 10 pM la curcumina libre inhibié en un
92.58% lo cual corresponde con reportes previos que mencionan que el SARS-CoV-2 puede ser
inhibido con esta concentracidon de curcumina (Septisetyani et al. 2023), y si bien la tendencia
de dosis dependiente si continud, aumentando a 79.22% con las C-QNPs y a 87.17% (figura 44,
tabla 8), posiblemente esto se deba al ato grado de especificidad de la curcumina libre, pues
tiene arriba del 99% de efecto viricida, lo que indica que posiblemente actia directamente sobre
el virion provocando su inactivacion (Lica et al. 2021), pues si esta libre es probable que efectie
con mayor rapidez su efecto neutralizante, mientras que la que esta encapsulada tardara mas de
tiempo en actuar por el tiempo que tarda encontrarse en solucion, factor que podria solucionarse
realizando una reformulacién que disminuya el grado de reticulacion entre las cadenas de

polimeros (Davis y McLister, 2016) y repitiendo el ensayo de neutralizacion.

9. CONCLUSIONES

1.- Se establecieron las condiciones para la produccion de nanoparticulas usando quitosan y
magnéticas cubiertas con quitosan para el encapsulamiento de varios polifenoles mediante la
técnica de gelacion ionica con formas y tamafios uniformes entre 200 nm y 235 nm con un indice

de polidispersion que indica una nanoformulacion monodispersa.

2.- Se estandarizaron las condiciones para establecer un método espectrofotométrico para medir
el encapsulamiento de la Quercetina y la Curcumina en nanoformulaciones usando pequeios

volimenes con sensibilidad en rangos micromolares de estos polifenoles.

3.- Se obtuvo una eficiencia de encapsulamiento en ambos tipos de nanoparticulas utilizadas de
mas del 80 % para la Quercetina y la Curcumina, bastante alta para la naturaleza hidrofébica de
estos polifenoles. La Curcumina nanoencapsulada en nanoparticulas de quitosan mostro la mas

alta eficiencia de atrapamiento para estos polifenoles evaluados ( mas del 90 %).

4.- El analisis mediante FTIR determino con alta precision la presencia de ambos polifenoles en

las nanoformulaciones producidas.
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5.- Ambos polifenoles encapsulados en los 2 tipos de nanoparticulas evaluadas presentan
cineticas de liberacion casi total en las primeras 72 hrs., comportandose como un sistema de

liberacion lenta de los polifenoles.

6.- Los rangos de concentracion citotoxica media (CC50) de los componentes usados para la
fabricacion de las nanoformulaciones de polifenoles son amplios que permiten adecuadamente

la evaluacion de su actividad antiviral sin efectos significativos sobre la viabilidad celular.

7.- Las nanoformulaciones de Quercetina en ambos tipos de nanoparticulas evaluadas no
presentan actividad citotdxica significativa en los rangos de concentraciones estudiadas (41.7

uM — 167uM).

8.- Las nanoformulaciones de Curcumina en ambos tipos de nanoparticulas evaluadas no
presentan actividad citotoxica significativa en los rangos de concentraciones estudiadas (3.0 uM

— 12.0uM).

9.- La Quercetina en nanoformulaciones de quitosan presento una alta actividad neutralizante
(80%) en el bioensayo con el pseudovirus SARS CoV-2 y esta capacidad no cambia cuando se
duplica la concentracion de Quercetina en la nanoformulacion. Una actividad neutralizante muy
semejante presento la Quercetina encapsulada en las nanoparticulas magnéticas cubiertas con

quitosan (78.9%).

10.- La Curcumina en nanoformulaciones magnéticas cubiertas con quitosan presento la mas
alta actividad neutralizante (79.1%) en el bioensayo con el pseudovirus SARS CoV-2 y esta
actividad se modifica significativamente cuando se duplica la concentracion de este polifenol

(87.2%).

11.- La Quercetina fue mas efectiva en el bioensayo de neutralizacion del pseudovirus SARS
CoV-2 cuando esta nanoformulada en nanoparticulas de quitosan, mientras que la Curcumina
fue mas efectiva en el mismo bioensayo cuando esta nanoformulada en nanoparticulas

magnéticas cubiertas de quitosan.

12.- Los dos polifenoles evaluados en este estudio muestran superior actividad de neutralizacion
del pseudovirus SARS CoV-2 cuando son encapsulados en ambos tipos de nanoparticulas con

respecto a la forma libre de ambos polifenoles.
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10. PERSPECTIVAS

Las nanoparticulas de quitosdn son un modelo de envio dirigido de farmacos con
diversas propiedades que las hacen candidatas Optimas para su administracion en modelos in
vivo, tales como brindar proteccion a las moléculas hidrofébicas como los polifenoles,
incrementando su biodisponibilidad, combinados con sus propiedades mucoahdesivas,
beneficiosas para la administracion de una terapia antiviral contra el virus SARS-CoV-2 cuya
replicacidon ocurre principalmente en vias aéreas, por lo que se desea evaluar la neutralizacion

del pseudovirus en un modelo murino humanizado o un modelo de hamster sirio.

Se propone evaluar la actividad neutralizante de las nanoparticulas sobre el virus nativo,
para evaluar si los polifenoles encapsulados mantienen sus propiedades antiinflamatorias a
través de analisis de citocinas y evaluaciones fisicas para determinar si mejoran la calidad de

vida de los modelos.
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