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RESUMEN

El uso de microparticulas (MPs) de polimeros naturales ha sido descrito como una
innovadora técnica de formulacién de adyuvantes para diversas vacunas. Para esta memoria
de titulo se utilizé quitosano (Qo) como polimero natural el cual se funcionalizé con grupos
azufrados para preparar quitosano tiolado (QT) y sulfonado (QS). Con estos quitosanos se
formularon microparticulas de quitosano tioladas (MPQT) y de quitosano sulfonadas
(MPQS) cargadas con el antigeno del circovirus porcino tipo Il (PCV2). Las
microparticulas de quitosano (MPQ) formuladas y cargadas fueron obtenidas mediante
técnicas de gelificacion ionica y secado por atomizacion. Se determind la presencia de
grupos azufrados en las MPQ mediante Espectroscopia infrarroja transformada de Fourier
(FTIR) y se caracterizaron en cuanto a morfologia, tamafio y cantidad de carga mediante
microscopia electronica de barrido o Scanning Electron Microscope (SEM) y potencial
Zeta. Por otro lado, ademas se evaluaron parametros de Eficiencia de encapsulacion (EE) y
Rendimientos de la produccién (R), se determind también la presencia de antigeno
mediante Dot Blot y se realizaron estudios in vitro de mucoadhesividad. Los resultados
obtenidos por FTIR indicaron la aparicion de nuevos picos de absorcion que coinciden con
los grupos -SH, con enlaces C-O-S y para grupos S=0. Mediante SEM se observé la
formacion de MPs de Qo con formas mas o menos esféricas, bordes definidos, superficie
lisa a rugosa, y tamafios que variaron entre 1 y 50 um. Mediante potencial Zeta las MPQC
y MPQT presentaron carga neta positiva mientras que las MPQS presentaron carga neta
negativa. Todas las MPs poseen valores de EE superiores a 80%, R sobre 30% para MPs
1X y son positivas a la presencia de antigeno Cap de PCV2 al andlisis por Dot Blot.
Finalmente, los ensayos de mucoadhesividad mostraron que las MPQT y MPQS
presentaron mejor mucoadhesividad respecto a MPQC. En conclusidn, se logro preparar y
caracterizar Qo funcionalizado con grupos tiol y sulfonato, formular tres tipos de MPs de

Qo cargadas con antigeno Cap de PCV2 y caracterizadas en su totalidad.



ABSTRACT

The use of microparticles (MPs) of natural polymers has been described as an innovative
technique of formulating adjuvants for various vaccines. For this title memory chitosan
(Qo) was used as the natural polymer which was functionalized with sulfur groups to
prepare thiolated (QT) and sulfonated chitosan (QS). With these chitosans, thiolated
chitosan microparticles (MPQT) and sulphonated chitosan microparticles (MPQS) loaded
with the porcine circovirus type Il (PCV2) antigen were formulated. The formulated and
loaded chitosan microparticles (MPQ) were obtained by ionic gelation and spray drying
techniques. It was determined the presence of sulfur groups in the MPQ by Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR) and these MPs were characterized in terms of
morphology, size and amount of charge by means of Scanning Electron Microscope (SEM)
and Zeta potential, besides evaluating such parameters such as encapsulation efficiency
(EE) and yields of production (R), the presence of antigen was also evaluated by Dot Blot
and finally in vitro mucoadhesivity studies were performed. The results obtained by FTIR
indicate the occurrence of new absorption peaks that coincide with the groups -SH, with C-
O-S bonds and for S = O groups. By SEM the formation of MPs of Qo with more or less
spherical shapes, defined edges, smooth to rough surface, and sizes varying between 1 and
50 um are observed. By means of zeta potential the MPQC and MPQT presented positive
net load while the MPQS presented negative net load. All MPs have EE values higher than
80%, R about 30% for 1X MPs and are positive for the presence of PCV2 Cap antigen at
Dot Blot analysis. Finally, mucoadhesivity assays show that MPQT and MPQS had better
mucoadhesivity with respect to MPQC. In conclusion, it is possible to prepare and
characterize Qo functionalized with thiol and sulfonate groups, to formulate three types of

Qo MPs loaded with PCV2 Cap antigen and to characterize them in their entirety.



INTRODUCCION

La utilizacion de polimeros naturales ha adquirido importancia en areas como la industria
agricola, alimentaria, cosmética, farmacéutica, etc. Al mismo tiempo, ha destacado su
desarrollo e innovadora utilizacion en el campo biomédico, en particular su uso como MPs
transportadoras de agentes bioldgicos tales como: proteinas, antibioticos, drogas, antigenos
vaccinales, entre otros (Goycoolea et al., 2009).

Entre estos polimeros naturales destaca el Qo, un polisacérido catidnico obtenido a partir de
la desacetilacién parcial de la quitina que estd presente en el exoesqueleto de artrépodos
(Goycoolea et al., 2009). El Qo se ha utilizado en diversas areas de la biomedicina tales
como: regeneracion de tejido 6seo y dental, curacion de heridas, transportador de farmacos
y adyuvante de vacunas, etc. Su utilizacion se debe a sus multiples propiedades fisico-
quimicas, dentro de las cuales destacan: biocompatibilidad, mucoadhesividad, flexibilidad,
baja toxicidad, biodegradabilidad y capacidad inmunopotenciadora. Esta ultima debido
principalmente a la viscosidad, peso molecular y por la presencia de la unidad monomérica
N-acetil-D-glucosamina en su estructura (Alves and Mano 2008; Séenz et al., 2009). El Qo
debido a sus propiedades mucoadhesivas (Luana Perioli et al., 2008) ha sido utilizado en
sistemas especificos de la mucosa como la oral (Portero et al., 2007). Es posible mejorar, el
control sobre la liberacion de antigenos y farmacos a nivel de mucosas, estabilidad,
mucoadhesividad y permeabilidad del Qo mediante funcionalizacién (modificacion
quimica) con compuestos portadores de grupos quimicos tales como sulfonato (-SO3") y tiol
(-SH), los cuales, entre otros efectos pueden incrementar la afinidad por la mucina (Islam et
al., 2012).

Entre las patologias que afectan la productividad de la industria porcina mundial se
encuentran las enfermedades asociadas a circovirus porcino, provocando un enorme
impacto economico. Ademas de mejorar la gestion y practicas de manejo como mejor
higiene, menor hacinamiento y mejor ventilacién, la disponibilidad de vacunas anti
circovirus porcino tipo 2 (PCV2) representa una opcion inmunolégica eficaz para paliar el

impacto de estas enfermedades. En la actualidad, la mayoria de las vacunas anti-PCV2 se



producen como formulaciones inyectables, aunque eficaces, estas vacunas tienen ciertos
inconvenientes, como el estrés con inmunosupresion concomitante, procedimientos

laboriosos y consumo de una gran cantidad tiempo (Bucarey et al., 2009).

En esta Memoria de Titulo se pretende funcionalizar Qo comercial con grupos tiol y
sulfonato para formular un nuevo adyuvante a base de MPs a utilizarse en una vacuna oral
contra PCV2, con el fin de mejorar sus propiedades mucoadhesivas, y que presente bajo
costo y facil administracion; resultando por tanto en una oportunidad atractiva para
fortalecer la productividad y competitividad de la industria porcina nacional.



REVISION BIBLIOGRAFICA

Microparticulas

Las MPs corresponden a particulas de tamafio micrométrico (1-250 um). La técnica que
permite la obtenciébn de MPs se conoce como “microencapsulacién”, y consiste en la
encapsulacion o recubrimiento de materiales activos tales como antigenos, biomoléculas,
farmacos, entre otros, con materiales bioactivos de distinta naturaleza. Existen varios

meétodos de microencapsulacidon, los cuales pueden clasificarse en tres grupos principales:

1. Procesos fisicos. Secado por atomizacién (spray dryer); 2. Procesos quimicos:
Polimerizacion interfacial e inclusion molecular, y 3. Procesos fisicoquimicos:
Coacervacion compleja, coacervacion simple, liposomas y gelificacion ionica (ionotropica)
(Martin-Villena et al., 2009).

La forma de las MPs puede ser esférica o irregular. También es posible obtener MPs con
forma de espuma, en las cuales el material activo se encuentra distribuido en toda la MP, y
la cubierta puede permanecer intacta o abierta (Martin-Villena et al., 2009). Ademas,
existen MPs en las que el material activo se encuentra disperso en la matriz de la MP de

manera tal que puede estar tanto en el centro como hacia la periferia (Lozano, 2009).

Ademas, dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas del material activo, de la
composicion de la pared de las MPs, interacciones polimero-material activo, y de la técnica
de microencapsulacion utilizada se podran obtener diversos tipos de MPs (Lozano, 2009;
Martin-Villena et al., 2009).

Segun su estructura las MPs pueden clasificarse en: a. Sistema capsular o reservorio, y b.
Sistema matricial. En el sistema capsular, el material activo esta incluido en un reservorio
que puede ser de naturaleza liquida o sélida, el cual, a su vez, se haya envuelto por una

pelicula fina del material de recubrimiento. En el sistema matricial, el material activo se



encuentra disperso en la matriz. El propdsito de la microencapsulacion es producir
particulas en las cuales el transporte de masa es controlado, siendo la pared de la MPs la
que controla la difusion del componente activo desde la MP (Lozano, 2009).

Microencapsulacion en base a polimero quitosano

En las (ltimas décadas se ha puesto énfasis en el estudio de la funcionalizacidn
(modificacion quimica) del Qo, con el objetivo de explorar al maximo sus diversas
propiedades y aplicaciones. Entre los principales quitosanos funcionalizados se encuentran:
Qo NO-carboximetilado, trimetilado, tiolado, y Qo injertado con polietilenglicol (PEG)
(Goycoolea et al., 2009), entre otros. Algunos de los quitosanos anteriores exhiben
propiedades mejoradas respecto al desarrollo de aplicaciones farmacéuticas. Por lo tanto,
las modificaciones anteriores influencian no sélo en el patron de solubilidad del Qo sino

también sus propiedades biolégicas y funcionales.

Existen diversos métodos de formulacion y agentes quimicos disponibles para la obtencion
de nano o microparticulas de Qo mediante procesos de auto-asociacion (entrecruzamiento),
en los cuales las cadenas poliméricas se ordenan en estructuras micro o nanoscépicas, ya
sea por interacciones inter o intra-moleculares de tipo covalente o no covalente. Sin
embargo, es importante sefialar que a pesar de la diversidad de métodos documentados y
agentes quimicos disponibles para obtener MPs a base de Qo, solo pocos ofrecen potencial
real para el desarrollo de aplicaciones farmacéuticas. Entre los que mayor atencién han
recibido, destacan aquellos basados fundamentalmente en el principio de la GI del Qo
utilizando tripolifosfato pentasodico (TPP). Algunas de las ventajas que ofrece el uso de
TPP es que evita el uso de altas temperaturas y solventes organicos, y procesos drasticos
como la sonicacion; lo que permite asociar de forma eficiente las cadenas poliméricas y
preservar la bioactividad y estabilidad de macromoléculas terapéuticas. De esta forma la Gl
permite alta capacidad de carga de péptidos y proteinas hidrofilicas tales como insulina,

albimina sérica bovina y toxoide tetanico.

La capacidad de carga es influenciada por la solubilidad, la carga tedrica de ésta, pH y peso

molecular del Qo. El mecanismo propuesto para la formacion de nano o
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microparticulas de Qo con TPP, plantea que la Gl del Qo ocurre por interacciones
electrostaticas entre productos de la disociacion del TPP en solucion acuosa (P3O107° Yy
HP3010%), con los grupos —NHs * del Qo. El tamafio de particula de este sistema es muy
sensible al pH y a la fuerza idnica (Goycoolea et al., 2009). El pH influye en las
propiedades mucoadhesivas del Qo ya que a pH é&cido el Qo se encuentra cargado
positivamente debido al valor de su pKa 6,5 (Expdsito, 2009). A su vez, el efecto de otras
condiciones preparativas y de las caracteristicas intrinsecas del Qo, ha sido estudiado con
atencion la composicién; peso molecular y grado de acetilacién del Qo (Goycoolea et al.,
2009). En general, el tamafio de nanoparticula en este sistema se ha observado que varia en
un rango de 100 a 350 nm; el potencial Zeta entre +20 y +50 mV e invariablemente poseen
una morfologia esférica de acuerdo a evidencia de microscopia electronica de transmision y
de fuerza atomica. Dichas caracteristicas, confieren a las nanoparticulas de Qo propiedades
para la interaccion con diversos epitelios (Goycoolea et al., 2009).

Otro metodo de microencapsulacion es el de secado por atomizacion. Es un proceso de
evaporacion de solvente que permite producir polvos secos, granulos y aglomerados, a
partir de soluciones y suspensiones, las cuales poseen los componentes de la matriz de las
MPs y diversos compuestos activos, se convierten en polvo de flujo libre (Expdsito, 2009).
El secado por atomizacion implica la dispersion del material del ndcleo en una solucion
polimérica, la cual puede ser una emulsién o dispersion. Posteriormente, esta solucion es
“atomizada” en la cdmara de secado, etapa en la que ocurre evaporacion del solvente, y por

lo tanto formacién de MPs en estado sélido (Flores-Belmont y Jimenez-Munguia, 2013).

El secado por atomizacién se considera un método apropiado para compuestos sensibles a
altas temperaturas debido a que los tiempos de exposicion son muy cortos (Martin-Villena
et al., 2009). Ademas, el secado por atomizacidn implica s6lo una etapa y es de bajo costo,
permitiendo también re-formular las particulas como suspensiones, capsulas o
comprimidos. Algunos de los parametros del proceso que se pueden controlar son: tipo de
aguja, temperatura de entrada y salida, velocidad de la bomba y el flujo de aire
comprimido. La manipulacion de algunos de estos parametros permite modular el
5



contenido de humedad, forma y tamafio de las particulas (Exposito, 2009).

Circovirus Porcino Tipo 2 (PCV2) y Mucoadhesividad

PCV2 pertenece a la familia Circoviridae. Es un virus sin envoltura, esférico, de simetria
icosaédrica y con una cépside viral que mide 17 nm de diametro. El PCV2 posee ADN
circular simple (1.7 kpb), el cual codifica 2 marcos de lectura abiertos involucrados en la
formacion de la capside (ORF2) y en un complejo de replicacién viral (ORF1). EI PCV2 es
el principal agente etiologico del sindrome de desmedro multisistémico post-destete en
cerdos (post-weaning multisystemic wasting syndrome, PMWS). EI PMWS afecta
comlnmente a cerdos entre 8 y 13 semanas de edad, y se caracteriza por generar
inmunosupresion severa, pérdida progresiva de peso y muerte prematura del animal (Allan
et al., 2000).

Aun cuando existen vacunas contra PCV2, su aplicacion es intravenosa o intramuscular, lo
que dificulta enormemente su manejo a escala productiva. Bajo este contexto se plantea el
desarrollo de una vacuna de administracion oral contra PCV-2, utilizando una secuencia
sintética del gen ORF2 de circovirus porcino (antigeno), optimizada para ser traducida y

expresada en levaduras (Bucarey et al., 2009).

La caracteristica de la administracion oral, esta basada en la microencapsulacion con Qo
funcionalizado. Funcionalizar el Qo implica la incorporacion de grupos azufrados y por

ende el aumento de las propiedades mucoadhesivas que ya posee.

La mucoadhesién aumenta el tiempo de permanencia y el contacto entre la mucosa y la
formulacion, lo cual permite incrementar la respuesta inmune generada y una liberacién del
principio activo de forma sostenida en el tiempo, reduciendo asi la necesidad de utilizar

varias dosis (Exposito, 2009).

Las propiedades mucoadhesivas del Qo se deben principalmente a la interaccion
electrostatica que se generan entre sus grupos amino protonados (-NH3") y la capa de

mucus, la cual presenta carga negativa debido a la presencia de cisteina (Cys) en su



estructura (He et al., 1998). EI pH a su vez también influye en las propiedades
mucoadhesivas del Qo ya que a pH &cido el Qo se encuentra cargado positivamente debido
al valor de su pKa 6,5 (Exp0sito,2009).

Al funcionalizar Qo con grupos azufrados se generan puentes disulfuro (enlaces covalentes)
de entre la mucina y el quitosano, aumentando la mucoadhesividad. Este esta compuesto
por una glicoproteina, la mucina, que tiene cargas negativas debido a la presencia de
residuos de &cido sialico. La union depende de la cantidad de &cido sialico presente en la
mucina y del grado de desacetilacién del Qo o grupos amino libres (He et al., 1998). En
estudios de mucoadhesion de MPs de Qo se demostrd que ésta aumentd con el nimero de

grupos amino libres debido a los mondémeros de glucosamina del Qo (Expdsito, 2009).

En esta memoria de titulo se utilizaran Gl y secado por atomizacion para la

microencapsulacion de antigeno Cap de PCV2 para la formulacion de MPs de QC, QT y

QS.



OBJETIVO GENERAL

Formular y caracterizar microparticulas de quitosano funcionalizado con grupos tiol y

sulfonato para la elaboracion de una vacuna oral contra circovirus porcino tipo 2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Preparar y caracterizar quitosano funcionalizado con grupos tiol y sulfonato.

2. Formular microparticulas de quitosano comercial (MPQC), tiolado (MPQT)

sulfonado (MPQS) y cargadas con el antigeno Cap de PCV2.

3. Caracterizar la morfologia, tamafio, cantidad de carga, eficiencia de encapsulacion
del antigeno, rendimiento de produccion y mucoadhesividad in vitro de las

microparticulas formuladas.



MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 Qo comercial de bajo peso molecular (LMW) y grado de desacetilacion > 75%
(Sigma-Aldrich). El antigeno que se microencapsulo estd contenido en un extracto crudo de
levadura recombinante, enriquecido con virus-like particles (VLPs) de circovirus porcino
tipo 2 (PCV-2), provisto por el Laboratorio de Biotecnologia Veterinaria (BIOVETEC),
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile. Los reactivos que se
utilizaron son: acido acético glacial (Merck), acido clorhidrico fumante (HCI) 37%
(Merck), &cido sulfarico (H2SO4) 96% para analisis (Winkler), &cido tioglicélico(TGA) >
99% (Sigma-Aldrich), cloruro de sodio (NaCl) (Merck), éter etilico 99,9% (Winkler),
guanidina, hidroxido de sodio (NaOH) (Merck), mucina tipo I-S, (desde glandula
submaxilar bovina con 9-17% de acido sialico unido) (Sigma-Aldrich), mucina tipo 111
(desde estomago de cerdo con 0.5-1.5% de acido sidlico unido, parcialmente purificada)
(Sigma-Aldrich), N-(3-dimetilaminopropil)-N-etilcarbodiimida hidrocloruro (EDAC) 37%
(Sigma-Aldrich), y tripolifosfato de sodio (TPP) > 99% (Sigma-Aldrich). Ademas, se
utilizaran membranas de celulosa de 3,5 KDa (Spectra/Por). Finalmente, se utilizaron Kits
BCA (&cido bicinconinico) (Sigma-Aldrich) y Bradford (Sigma-Aldrich).

1-Funcionalizacion de quitosano comercial con grupos tiol y sulfonato

La funcionalizacion de Qo con grupos tiol se realizo disolviendo 1g de Qo comercial en
100 ml de una solucion de acido acético al 1% y 2 ml de EDAC en solucion acuosa 125
mM. Ambas soluciones se mezclaron mediante agitacion magnética. Posteriormente, se
agrego un 1g de TGA a la mezcla, la cual se ajusté a pH 5 mediante adicion de NaOH 1M.
Luego, la mezcla se incub6 durante 4 horas en oscuridad por agitacion magnética a 24°C.
La mezcla se dializ6 en membranas, también en oscuridad, a 4°C con los siguientes
medios: HCL 5 m M (1¥ dia), HCL 5 mM + NaCl 1% (2% y 3% dia), HCL 5 mM (4% dia).

Luego, la mezcla se vacio en tubos Falcon para su liofilizacion

La funcionalizacion con grupos sulfonato se realizé disolviendo 1g de Qo comercial en 40
ml de acido sulfurico, previamente enfriado a 4 °C. La mezcla se agito, en frio, durante 2
9



horas. Posteriormente, la solucidn se precipitd, gota a gota, en 250 ml de éter etilico frio,
bajo agitacién constante. La solucion se filtrd, el producto obtenido se disolvié en 100 ml
de agua, y la mezcla fue ajustada a pH 7.6 con NaOH. Luego, esta mezcla se dializé en
membranas durante 72 horas. Las membranas fueron dispuestas en agua nanopura, medio
que fue removido 3 veces (1 vez por dia). Finalmente, se removié la mezcla contenida en
las membranas, y fue agregada en un evaporador rotatorio (Heidolph - Laborota 4001
Efficient) con presion reducida hasta obtener 10 ml, los cuales se liofilizaron (Christ
Alphal-4).

2- Espectroscopia infrarroja transformada Fourier

FTIR es una técnica espectroscopica que determina grupos funcionales quimicos
contenidos en un compuesto macromolecular. En esta memoria de titulo esta técnica
permiti6 comprobar que las estructuras quimicas esperadas para los Qo funcionalizados
(sulfonatado y tiolado) concordaron con los productos esperados. Para analizar los
espectros FTIR se comparé el patron de absorcion de luz infrarroja de enlaces
representativos de los Qo funcionalizados con valores de absorcion de bandas de enlaces ya
conocidos y tabulados en literatura (Donato et al., 2006). El instrumento que se utilizé fue

un Interspectrum Interspec 200x.

3-Formulacion de microparticulas con antigenos mediante gelificacion idnica

(ionotrdpica) y secado por atomizacion (spray dryer)

Las MPQT y MPQC fueron preparadas mediante GI, mientras que las MPQS fueron
preparadas por secado por atomizacion o spray dryer. Todos los materiales utilizados en la
formulacion de MPs fueron autoclavados. En la Gl se utilizd TPP como agente
entrecruzante. Se prepararon 30 ml de QT en solucién acuosa al 1% y 30 ml de Qo
comercial al 1% en acido acético al 2,5% v/v. Luego, esta mezcla fue filtrada utilizando

Millipore. Posterior a esto, se agregd el antigeno (375 mg extracto crudo de levadura).
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Luego se agregd agua desionizada hasta completar los 70 ml. Esta mezcla fue tapada con
gasa y parafilm para evitar contaminacion y fue sometida a agitacion en un homogenizador
(Heidolph RZR 2051 Control) por 30 minutos (min), a 1.510 rpm, a T° ambiente.

Sin detener el vastago se tomd una alicuota (2 ml) de la mezcla, para posteriormente
calcular la Eficiencia de Encapsulacion de proteina. A continuacion, se agreg6é 7 ml de TPP
(15mg/7ml) previamente filtrado con filtro Millipore 0.22 pm. Se mantuvo la agitacion por
10 min y nuevamente se incorpor6 7 ml de la misma solucién de TPP, transcurridos 10
min, se agregd 3 ml de una solucion de TPP (300 mg/3ml) filtrado. Se esperd 10 min y se
tomé una segunda alicuota (2 ml) post encapsulacién. Finalmente se detuvo la agitacion y
se retird el vastago bajo campana de bioseguridad. El contenido fue centrifugado a 4.500
rpm por 10 min. Se extrajo el sobrenadante y el precipitado se lavo con agua y etanol 70%.

Finalmente se liofilizo y se almaceno a 4°C.

Para la formulacion de MPQS se utilizd la técnica de secado por atomizacion utilizando un
equipo Buchi Mini Spray Dryer B-290. Siguiendo las mismas condiciones de esterilidad del
paso anterior, se prepar0 una solucion de QS 1,5%, se incorpord la misma cantidad de
antigeno y agua y se agitdo bajo los parametros descritos anteriormente por 1 hora,
posteriormente, sin detener el vastago se extrajo una alicuota (2 ml) para posteriores
estudios. El secado por atomizacion se realizd usando los siguientes parametros: T° de
entrada 140° C, T° de salida: 90 - 100 °C, P° de aspiracién 100%, P° de atomizacién: 300
NI/h, Diametro de boquilla: 0,7 m. Por ultimo, se recolectd las MPs en tubos Eppendorf

bajo campana de bioseguridad y se guardaron refrigeradas a 4°C.

4-Caracterizacion de las microparticulas

La morfologia y tamafio de todas las MPs fue determinada mediante SEM. La observacion
al SEM (Hitachi Tabletop TM 3000) se realizé6 montando las muestras con las MPQC sobre
un cubre objeto utilizando una cinta adhesiva doble faz sobre un soporte metalico que fue
sombreado con oro en un equipo sombreador Electron Microscopy Sciences EMS-550

(Automated Sputter Coated) y observadas al SEM a 15 Kv. Ademas, se determind el
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tamafio y el potencial Zeta de las MPs usando un analizador de tamafio de particulas
(90Plus/BI-MAS) y un instrumento de medicidn de potencial Zeta (ZetaPlus; Brokehaven
Instruments), respectivamente. El potencial Zeta es un equipo que mide la movilidad
electroforética de particulas cargadas dispersadas en un liquido a través de la conexion de
un electrodo al contenedor de la muestra, al cual se aplica una determinada corriente
creando un campo eléctrico que atraviesa una celda que contiene la muestra. Las particulas
dispersadas con carga superficial migran en el campo eléctrico y su movimiento y direccién
estan dados de acuerdo a su potencial zeta. El analizador de tamafio de particulas emplea la
técnica espectroscopica de correlacion fotdnica de luz dispersada, la cual esta basada en la
correlacion de fluctuaciones de promedios de intensidad de laser dispersado. Permitiendo
entregar valores de didametro efectivo y polidispersidad de las MPs en solucidn.

5-Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion y Rendimiento de produccion de
las microparticulas

Para calcular el contenido proteico encapsulado en las MPs, se analizé las alicuotas pre y
post encapsulacion, utilizando el método colorimétrico de deteccion de proteinas Bradford.
Para esto se centrifugo las alicuotas a 1470G por 10 min y se midio el sobrenadante
mediante espectrofotometria (Espectrofotometro UV/VIS de doble haz (Rayleigh UV-
2601). Las mediciones de absorbancia fueron realizadas en triplicado. Para calcular el R se
pesaron las particulas y se compard con el peso de los reactantes utilizados. Se utilizaron

las siguientes formulas para su calculo:

(Cantidad de principio activo encapsulado)
EE% = _ — . * 100
(Cantidad total de principio activo)

RO Peso final de las MPs 100
= *
°~ Peso del polimero + Peso del principio activo
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6-Determinacion de contenido del antigeno presente en las microparticulas

Para la determinacion del antigeno cargado en las MPs se prepar6 una solucién con una
cantidad conocida (10 mg) de MPs cargadas, de Q comercial, con grupos tiol y sulfonato,
en 1ml de una solucién de HCL 1M, respectivamente. Luego se agitd en vortex para
homogenizar y de cada muestra se obtuvo 200 ul que se incubaron a 90 °C por 30 min y
otros 200 ul que se incubaron a temperatura ambiente por 30 min, con la finalidad de
romper las particulas y liberar el antigeno (exponiéndolas a un medio &cido y a altas
temperaturas). Transcurridos los 30 min se centrifug6 a 10.000 G por 2 min. Transcurrido
este tiempo se extrajo el sobrenadante, el cual fue utilizado para realizar un Dot Blot, para

determinar la presencia del antigeno.

7-Ensayos de mucoadhesividad

Se realizd un ensayo de mucoadhesividad con mucina tipo | (de glandula submaxilar de
bovino) y tipo 111 (de estdmago de cerdo). Para esto, se pes6 10 mg de MPs sin antigeno de
MPQC, MPQT y MPQS, en tubos Eppendorf por duplicado, luego se prepard una solucion
con 2mg/1ml de ambas mucinas y se ajusto a pH 5 y se agrego 500 ul de cada solucion de
mucina a los tubos que contengan las MPs. Se incubaron a 37° C a movimiento constante
(100 rpm) por una hora y se centrifugaron a 4.000 G por 2 minutos. Se extrajo el
sobrenadante y se midi0 mediante un metodo colorimétrico de deteccion de proteinas,
BCA, por espectrofotometria (UV-VIS) la presencia de mucina presente en el

sobrenadante, no adherida a las MPs.

En esta Memoria de Titulo no se realiz6 un analisis estadistico para evaluar la variacion
existente entre muestras formuladas de MPQC, MPQT y MPQS sin cargar y cargadas con
el antigeno. Como parametros cuantitativos se utilizaron EE y R. Todas las mediciones

analizadas fueron realizadas en triplicado.
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RESULTADOS

I. Espectrometria infrarroja transformada Fourier

La figura 1A corresponde al espectro FTIR obtenido para quitosano sulfatado liofilizado,
en el cual se observan peaks de absorcion a 1220 cm™ y 807 cm™, correspondientes a los
grupos C-O-S y S=0, respectivamente; lo que confirma que la reaccién de sulfonacion fue
exitosa. Por su parte, la figura 1B muestra el espectro FTIR de quitosano tiolado liofilizado,
el cual presenta bandas de absorcion a 1628 cm™, 1520 cm™ y 1249 c¢cm?, las cuales
confirman la presencia de la amida I, amida Il, y grupo tiol respectivamente; indicando que

la tiolacion se llevé a cabo con éxito.

120

110 -
A — IR quitosano sulfatado liofilizado | B [ —— IR quitosano tiolado Ilohllzado[
110 105 4
e 100 ‘mm“‘\/\: — 100
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= A 807 L a0 1520
1220 U
70 85 -
1249
60 T T T T T T T an 1 T T T T T
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N2 de Longitud de onda (cm-1) Ne de Longitud de onda (em”)

Fig. 1. Espectro FTIR. Quitosano sulfatado (A), y Quitosano tiolado (B).
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Las MPs de Qo formuladas mediante Gl y secado por atomizacion también fueron
caracterizadas mediante FTIR. La figura 2A muestra el espectro FTIR de MPQC con dos
concentraciones de antigeno (1X y 2X), y el espectro FTIR del extracto crudo de levaduras
que contiene al antigeno Cap de PCV2. Se presentan bandas de absorciéon a 1628 cm?,

1520 cm™ las cuales indican la presencia de la amida I, amida I1.

La figura 2B muestra el espectro FTIR de MPQT con dos concentraciones de antigeno (1X
y 2X), y el espectro FTIR del extracto crudo de levaduras. El espectro de MPQT muestra
banda de absorcion a la longitud de onda 1249 cm™, resultado que coincide con el patrdon
FTIR descrito para el QT.

En la figura 2C se observan los espectros FTIR de MPQS, formuladas con dos
concentraciones de antigeno (1X 'y 2X), y el espectro FTIR del extracto crudo de levaduras.
El espectro de MPQS muestra bandas de absorcion a las longitudes de onda 1220 y 807
cm?, resultado que coincide con el patron FTIR descrito para el QS. Sin embargo, también
se observa la aparicion de nuevos peaks de absorcion, a las longitudes de onda 1090 y 1400
cm. El espectro FTIR del extracto crudo de levaduras se observan hasta seis peaks de baja

intensidad.
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Il. Determinacién del tamafio y cantidad de carga superficial (potencial Zeta, £)
Las tablas 1A y 1B muestran el didmetro efectivo y el potencial zeta ({) para MPQC,
MPQT y MPQS, formuladas con 375 mg del extracto crudo de levadura (1X), y 750 mg

(2X), respectivamente.

Tabla 1a. Tamafio y cantidad de carga superficial de MPQC, MPQT, y MPQS.
1X.

Microparticulas de | Diametro efectivo | Z potencia (mv)
quitosano 1X (nm)

MPQC 2155,1 + 581

MPQT 1907,7 + 19,71

MPQS 2410,9 - 37,86

Tabla 1b. Tamafio y cantidad de carga superficial de MPQC, MPQT, y MPQS.
2X.

Microparticulas de | Diametro efectivo | Z potencia (mv)
quitosano 2X (nm)

MPQC 1965,5 + 4.06

MPQT 2632,5 +12,18

MPQS 1610.8 - 29,82

El tamafio no presenta mayor variacion dentro y entre formulaciones, y el potencial Zeta se
modifica en funcion de la cantidad de antigeno incorporado en las MP. El antigeno presenta
carga negativa (- 21,27 mV).
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Por su parte, la tabla 2 muestra el didmetro efectivo y la cantidad de carga superficial del
extracto crudo de levadura. En base a estos resultados se obtiene que las MPQT son mas
positivas que las MPQC mientras que las MPQS son negativas, tanto para 1X como en 2X.
Por otro lado, MPQS poseen un didmetro efectivo ligeramente mayor que las otras

microparticulas en 1X, mientras que las MPQT en 2X son mayores que otras MPs.

Tabla 2. Tamafio de las microparticulas de quitosano formuladas y potencial zeta del

extracto crudo de levadura.

Diametro  efectivo | Potencial z (mV)

(nm)

Extracto crudo de | 4051.7 - 21.27

levadura

I11. Analisis morfologico de microparticulas de quitosano mediante SEM.

MPs sin cargar y cargadas con el antigeno 2X fueron analizadas mediante SEM. Como se
observa en la figura 3, se confirmo la formacion de MPs de Qo. Todas las MPs Qo
presentaron formas mas o menos esféricas, bordes definidos, y tamafios que varian
aproximadamente entre 1 a 20 um. Se observa el “colapso” de algunas MPs de Qo, hecho
que suele ocurrir durante la etapa de secado. Las formulaciones no cargadas con antigenos
presentan una superficie mas lisa en comparacion a MPs cargadas con antigenos que tiende

a ser rugosa a colapsada.
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Fig.3. Imédgenes SEM de MPs de QC, QT y QS formuladas mediante secado por
atomizacién sin carga (a), y cargadas con extracto crudo de levadura (b).3.1 MPQC, 3.2
MPQT y 3.3MPQS.
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IV. Determinacion de la Eficiencia de Encapsulacion

Para calcular el contenido de antigeno Cap de PCV2 encapsulado en las MPs de Qo se
analizaron las alicuotas pre y post encapsulacion, utilizando el método colorimétrico de
deteccion de proteinas Bradford. Para ello, se centrifugaron las alicuotas a 1470 G durante
10 min, y se midié el sobrenadante del tubo mediante espectrofotometria UV/VIS. Los
resultados obtenidos se muestran en la tabla 3. Las mediciones de absorbancia fueron
realizadas en triplicado. La EE fueron las esperadas para las distintas formulaciones de
MPS de Qo, presentando valores entre 75.2 para MPQS (1X) y 85.6% para MPQT (1X).

Tabla 3. Eficiencia de encapsulacién de MPQC, MPQT y MPQS, 1X y 2X.

Microparticulas | EE (%)
MPQC 1X 85.4
MPQT 1X 85.6
MPQS 1X 75.2
MPQC 2X 84.5
MPQT 2X 83
MPQS 2X 84.2

V. Determinacion del Rendimiento de la produccion

Los resultados son tanto de la sintesis de quitosano funcionalizado (tabla 4) como de las
microparticulas formuladas (tabla 5). EI Rendimiento de produccion de las MP refleja el
porcentaje de MP obtenidas respecto a la cantidad total de material empleado (principio

activo + polimero).
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Tabla 4. Rendimientos (%) de sintesis de quitosano tiolado y sulfatado.

Quitosano R (%)

funcionalizado

Quitosano tiolado | 55

Quitosano 52

sulfatado

Tabla 5. Rendimientos (%) de produccion de MPs de Q comercial, tiolado y sulfatado

Microparticulas | R (%)
MPQC 1X 39
MPQT 1X 37
MPQS 1X 30
MPQC 2X 32
MPQT 2X 22
MPQS 2X 25
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V1. Evaluacion de la presencia de antigeno en microparticulas de quitosano.
En la figura 4 todas las MPs resultaron positivas para la presencia de antigeno. Las MPs
expuestas a 90°C exhibieron una mayor intensidad de coloracion que a las de T° ambiente

(amb), por lo tanto, se deduce que en ellas hay una mayor concentracion de antigeno.

Control Control

Positivo Negativo

TO amb 90° Amb 90° amb 90°

MPQ MPQC MPQT MPQS

Fig.4. Dot Blot de MPQC, MPQT y MPQS.

VI1l. Ensayo de mucoadhesividad
La tabla 6 muestra la cantidad de mucina adherida a las MPs, expresada en ug/ml, detectada
por el método BCA. Estos valores fueron calculados mediante la diferencia entre la
cantidad de mucina detectada en la solucién inicial (2mg/ ml) y la concentracion de mucina
libre en el sobrenadante.
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Ambos tipos de mucina presentan distintos porcentajes de &cido sidlico en su estructura:
entre 9-17% para mucina 1, y 0,5-1% para mucina 3. La mucina es una glicoproteina que
presenta un punto isoeléctrico en el rango 3 — 4.5, y el acido sialico un pKa de 2,6. Por lo
tanto, a un pH sobre 4.5 ambos presentaran carga neta negativa. Por su parte el Qo presenta
un pKa entre 6 y 7, por lo que bajo pH 6 presentara carga positiva. Por el hecho anterior se
decidié realizar los ensayos de mucoadhesividad a pH 5, para de esta forma maximizar la
interaccion electrostatica entre mucinas y MPs (He et al. 1998).

Tabla 6. Resultados del test de mucoadhesividad

Tipo de microparticula | Concentracion de | Concentracion de
de quitosano mucina 1 (pg/ml) mucina 3 (pg/ml)
MPQT 120,00 36,92

MPQS 102,31 13,07

MPQC 88,47 32,30

La interaccion de la mucina 1 con MPs de Qo fue mas importante que la interaccion entre
MPs Qo y mucina 3. A su vez MPs funcionalizadas con grupos tiol, presentaron mayor

mucoadhesividad que las MPs de Qo sin funcionalizar.
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DISCUSION

Los resultados de los picos de absorcidn mediante espectroscopia de FTIR corresponden a
los grupos (amida | y amida Il) esperados para las MPQ al igual que en otros estudios
(Parize et al., 2012). El espectro de MPQT muestra banda de absorcién a la longitud de
onda 1249 cm™, resultado que coincide con el patron FTIR descrito para el QT. El espectro
de MPQS mostrd bandas de absorcién a las longitudes de onda 1220 y 807 cm, resultado
que coincide con el espectrograma de FTIR descrito para el QS. Ademas de los patrones de
FTIR esperados en cada medicion y en especial en MPQS aparecieron nuevos picos de

absorcion.

El resultado de la determinacion de potencial Zeta al analizar el diametro no presento
mayor variacion dentro y entre formulaciones. Sin embargo, el extracto crudo es mayor que
las MPs y aun asi se consigue de todas maneras la microencapsulacion. Esto se debe a las
técnicas utilizadas (en especial por secado) para la formulacion de MPs en donde el
extracto crudo colapsaria sobre si mismo. Respecto de la variacidn de carga neta en
formulaciones 1X y 2X, esto se explica por la cantidad de antigeno incorporado ya que
COmo posee una gran carga negativa al ir aumentado en formulaciones 2X las particulas
adquieren menos carga positiva, y transformando a las particulas altamente negativas
menos negativas, acercandolas de esta manera al valor de potencial Zeta del antigeno.
Mediante SEM si bien los resultados indicaron formas esféricas y de superficies lisa a
rugosa esto se puede contrarrestar con estudios previos (KO et al., 2002) en donde MPs
formuladas por GI con TPP a pH mas bajos y de pesos moleculares mas altos consiguen
formas mas esféricas y superficies mas lisas.

En la evaluacion de antigeno mediante Dot Blot determin6 que las MPs expuestas a 90°C
exhibieron una mayor intensidad de coloracion que a las de T° ambiente, por lo tanto, se

deduce que en ellas hay una mayor concentracion de antigeno. La observacién anterior se
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explicaria por una degradacion mayor de las MPs (evidente en las de Qo comercial)
aumentando asi la liberacion del antigeno; esta degradacion indica la estabilidad y
permeabilidad de la MP formulada.

En cuanto al test de mucoadhesividad realizado, la mayor interaccion de las MPQ con
mucina 1 se explica debido al elevado porcentaje de acido sialico el cual le otorga mayor
electronegatividad, generandose una mayor interaccion electrostatica con las MPQ, las
cuales presentan carga positiva. A su vez MPQT presentaron mayor mucoadhesividad que
las sin funcionalizar, esto debido a la formacién de enlaces covalentes, puentes disulfuro,
entre la cisteina que presenta la mucina y los grupos azufrados de las MPs. En base a esto la
mayor contribucion de este estudio se puede decir que son sus ensayos de mucoadhesividad
en los que comparando con diferentes mucinas se pudo extraer las MPs funcionalizadas con

mejores resultados y que por ende tendran mayor éxito en el uso de la vacuna contra PCV2.

Si bien para efectos de esta memoria no se hicieron otras caracterizaciones que pudieran
complementar los resultados obtenidos los laboratorios involucrados Biovetec y Polyforms
trabajan en esto. En resumen, como proyecciones es esperable que se puedan realizar
futuras mediciones que permitan mejorar la capacidad de carga, el comportamiento de
liberacion de antigeno, formular MPs con quitosanos de pesos moleculares mayores, TPP a

diferentes pH, entre otros.
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CONCLUSION

Se prepard y caracterizd Qo funcionalizado con grupos tiol y sulfonato. Los productos de
ambas reacciones fueron confirmados mediante FTIR por la aparicién de nuevos picos de
absorcion a 1249 cm para grupos -SH, y 1220 cm™ para enlaces C-O-S y 807 cm™* para
grupos S=0.

Se logr6 formular tres tipos MPs de Qo cargadas con antigeno Cap de PCV2: MPs de Qo
comercial (MPQC), MPs de Qo funcionalizado con grupos tiol (MPQT), y de Qo
funcionalizado con grupos sulfonados (MPQS). Las MPQC y MPQT fueron formuladas a
través de gelificacion ionica, en cambio las MPQS mediante secado por atomizacién o
spray dryer. Mediante la técnica de FTIR se observaron bandas de absorcion caracteristicas
para los grupos sulfonados y tiolados en las MPs de QS y QT, respectivamente.

Las imagenes obtenidas por SEM confirman la formacion de MPs de Qo con formas mas o
menos esféricas, bordes definidos, superficie lisa a rugosa, y tamafios que varian entre 1y
20 um. Ademas, la técnica de potencial zeta las MPQC y MPQT presentaron carga neta
positiva (+5,81 y +19,71, respectivamente), mientras que las MPQS presentaron carga neta
negativa (-37,86). Todas las MPs de Qo presentaron valores de EE superiores a 80% tanto
para formulaciones con antigeno 1X y 2X. En cuanto a los valores de R para sintesis de Qo
funcionalizado fueron sobre el 50% mientras que para las MPs cargadas fue de alrededor de

30% solo para formulaciones 1X.
Todas las MPs de Qo poseian antigeno Cap de PCV2 al analisis por Dot Blot.Finalmente,

los ensayos con mucinas las MPQT y MPQS presentaron mejor mucoadhesividad respecto
a MPQC y entre MPQT y MPQS presentd mejor mucoadhesividad las MPQT.
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