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RESUMEN

El quitosano (Q) es un polisacarido de origen natural que se obtiene a partir de la
desacetilacion parcial de la quitina y que se caracteriza por tener un carécter cationico
debido a la presencia de un grupo funcional amino en su estructura el cual le brinda, entre
otras propiedades la capacidad de poder adherirse a matrices bioldgicas en un proceso
denominado bioadhesion. Cuando este fendbmeno ocurre en epitelios cubiertos por una capa
de mucina se denomina mucoadhesion. Esta propiedad ha generado gran interés en el area
farmacéutica donde se busca utilizar este polimero como potenciador de la absorcion de
macromoléculas hidrofilicas (HFMM) como proteinas o antigenos mediante su utilizacion
como microparticulas (MP). Por otra parte se buscan distintos métodos que permitan
potenciar esta capacidad bioadhesiva, principalmente la funcionalizacién del Q, proceso
que consiste en la conjugacion del polimero con algun grupo funcional. En este proyecto se
propone la conjugacion del Q con grupos tiol (-SH) y sulfato (-SO3z), los cuales permitirian
la formacion de enlaces mas fuertes durante el proceso de mucoadhesion entre las
microparticulas de quitosano y los residuos de cisteina presentes en la capa de mucina que
recubre distintos epitelios como el intestinal. De esta forma se busca comprobar la adhesion
de las MP de Q sin funcionalizar (MPQC) y MP de Q funcionalizado con grupos tiol y
sulfato (MPQT y MPQS respectivamente) utilizando isotiocianato de fluoresceina (FITC)
como fluoréforo, el cual se une covalentemente al quitosano, permitiendo observar e
identificar la cantidad de microparticulas que se unen a monocapas celulares diferenciadas
y sin diferenciar de la linea Caco-2 la cual es similar al epitelio que compone el tracto
intestinal, y que ademas se caracteriza por presentar uniones intercelulares estrechas, tras
un proceso de diferenciacién en una matriz de pocillos Transwell los cuales tienen una capa
microporosa en su base. De acuerdo a esto, se determiné la fluorescencia de los distintos
tipos de MPQ previa administracién en los cultivos y tras un periodo de incubacion de 90
minutos se removié el sobrenadante y se midid su fluorescencia determinando la capacidad
bioadhesiva de cada tipo de microparticulas, las cuales no presentaron diferencias

estadisticamente significativas.

Palabras claves: Quitosano, Microparticulas Bioadhesion, HFMM, Funcionalizacion,

Caco-2, Transwell.



ABSTRACT

Chitosan (C) is a natural polysaccharide obtained from deacetylated chitin, known by its
cationic character due to the presence of an amine functional group in its structure. This
amine group determine some chitosan properties as his capacity of adhesion to biological
surfaces, process known as bioadhesion. If this union takes place on a mucin-covered
epithelium it is called mucoadhesion. This property generates interest and attention from
the pharmaceutical industry for its use as a controled delivery system as well as absorption
enhancer of hydrophilic macromolecules (HFMM) drugs such as proteins or antigens when
used as microparticles (MP). On the other hand, several efforts are focused on improving
this bioadhesion capacity, mainly by chemical functionalization of the polymer. In this
thesis, is proposed the chemical conjugation with tiol (-SH) and sulfate (-SOz) groups of C
chains, which would allow to form stronger bonds between chitosan microparticles (CMP)
and cysteine residues presents in the mucin layer that cover several epithelial during the
mucoadhesion process. Thus, the objective is to test the adhesion capacity of functionalized
CMP with tiol and sulfate groups (CTMP and CSMP respectively) and non-functionalized
CMP (CCMP) by marking them with Fluorescein isothiocyanate (FITC) which is
covalently bound to chitosan chains in order to evidence microparticles adhesion on
differentiated and non-differentiated Caco-2 cell line monolayers, which has been described
to be similar to the epithelium composing the intestinal tract and is also characterized by
expresing tight junctions after a differentiation process on Tranwell inserts that have a
microporous layer at their base. According to this, it was determined the fluorescence of
each type of CMP prior and after incubation period of 90 minutes, thus the supernatants
were removed and their fluorescenses were measured in order to determine the bioadhesive

capacity of the microparticles. No statiscally significant differences were registered.

Keywords: Chitosan, Microparticles Bioadhesion, HFMM, Chemical functionalization,

Caco-2, Transwell.



INTRODUCCION

El desarrollo de tecnologias y técnicas de ADN recombinante han permitido disponer de un
gran nimero de proteinas terapéuticas y antigenos basados en proteinas, consideradas como
macromoléculas hidrofilicas (HFMM). Las HFMM se administran casi exclusivamente
mediante inyecciones parenterales debido a su baja biodisponibilidad y/o baja
inmunogenicidad cuando son administradas mediante vias no-parenterales. Sin embargo, el
uso de esta via genera ciertos inconvenientes tanto para quienes las aplican como para
quienes las reciben, y ademés la obtencion de este tipo de formulaciones inyectables esta
asociado a mayores costos de produccion, junto con la necesidad de contar con personal
calificado para su administracion (Amidi et al., 2010; Van der Lubben et al., 2001). Debido
a lo anterior, en el ultimo tiempo se ha centrado la atencion en encontrar vias de
administracion alternativas no invasivas, preferentemente las rutas oral, nasal, pulmonar y
vaginal (también denominadas rutas mucosas), que destacan principalmente por poseer
areas grandes absorcion como las superficies gastrointestinal, nasal y pulmonar. Sin
embargo, la entrega de HFMM mediante estas rutas significa un desafio importante debido
a su mala absorcion, susceptibilidad aumentada a la degradacion enzimatica junto con
presentar una baja capacidad de transporte a través de barreras mucosas (Amidi et al., 2010;
Behrens et al., 2002; Bravo-Osuna et al., 2007; Van der Lubben et al., 2001).

Por otra parte, la administracion de vacunas por una via alternativa a la parenteral es objeto
de gran interés en el &mbito de la medicina, no s6lo humana sino que también veterinaria.
En esta Gltima, la generacién de vacunas que tengan la posibilidad de utilizarse por via oral
en animales productivos, implicaria una marcada reduccion en los gastos asociados al
personal calificado necesario para su administracion, junto con una reduccién en las
pérdidas econdmicas que conllevan las enfermedades que se buscan combatir. Para lograr
lo anterior, es necesario desarrollar una formulacién que: asegure la llegada del antigeno a
su sitio blanco, sea capaz de protegerlo de la degradacion enzimatica, prolongar su
permanencia en su lugar de accion y aumentar de forma reversible la permeabilidad de la
mucosa epitelial (Amidi et al., 2010; Meng-Lund et al., 2014; Thanou et al, 2001);
mejorando de esta manera la efectividad de una respuesta inmune especifica, sin producir

inmunogenicidad no deseada (Amidi et al., 2010).



Es asi como la utilizacion de MP de biopolimeros o polimeros naturales ha ganado
importancia en el campo biomédico y en la industria farmacéutica, particularmente en su
uso como adyuvantes de diversas HFMM. El uso de este tipo de MP permite la elaboracion
de formulaciones que controlen la liberacion de éstos productos, permitiendo un efecto
potenciador de larga duracion (Islam et al.,, 2012). Dentro de los distintos tipos de
materiales con los cuales se producen estas MP, destaca el grupo de los polimeros, y entre
ellos el uso de Q, que ha sido preponderante durante los Gltimos afios. EI Q corresponde a
un polisacarido cationico derivado de la quitina, que ha sido empleado tanto como
regenerador de tejido 6seo y en el tratamiento de heridas, asi como aditivo en la produccion
de alimentos. Sus usos multiples se explicarian por caracteristicas fisico-quimicas
relacionadas con su carga, grado de desacetilacion y peso molecular (PM), que resultan en
que este polisacarido sea biocompatible, biodegradable, bioadhesivo, presente capacidad

inmunopotenciadora y baja toxicidad.

La utilizacion de microparticulas de quitosano (MPQ) como potenciadores de absorcién de
Ag en vacunas orales seria favorable debido a sus propiedades bioadhesivas y su habilidad
de interactuar con las uniones intercelulares estrechas o Tight Junctions (TJ) (Islam et al.,
2012), incrementando de esta forma su absorcidn (Thanou et al, 2001). Sin embargo, esta
formulaciéon podria presentar ciertos problemas relacionados con su presentacion de
administracion y medio en el que debe actuar; ante lo cual se ha propuesto la
funcionalizacién del Q. Este proceso consiste en la conjugacion quimica de determinado(s)

grupo(s) funcional(es) del polimero y de esta forma soslayar dichos inconvenientes.

En este proyecto se busca evaluar la bioadhesion de MPQ comercial no funcionalizado y de
MPQ comercial funcionalizado con grupos tiol y sulfato, en monocapas de cultivos
celulares epiteliales diferenciados y sin diferenciar de la linea Caco-2, mediante
fluorescencia y bajo condiciones controladas que permitan evaluar la adhesién de las MP,
asi poder comprobar el efecto de la funcionalizacion y evaluar este efecto en los cultivos
celulares diferenciados. Esto podria significar un gran avance para el desarrollo de vacunas

cuya via de administracion sea alternativa a la parenteral, como las vacunas mucosas.



REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Microencapsulacion.

Es el procedimiento mediante el cual se obtienen particulas de tamafio micrométrico o
microparticulas (MP). Existen diferentes métodos de microencapsulacion, los cuales se

agrupan en tres tipos de procesos (Martin-Villena et al., 2009):
I.  Fisicos (Secado por atomizacion o Spray dryer).
Il.  Quimicos tales como la polimerizacion interfacial o inclusion molecular.

I1l.  Procesos fisicoquimicos correspondientes a la coacervacion simple y compleja,

liposomas, y gelificacién ionica.

Un gran nimero de inconvenientes se asocian al uso de métodos de entrecruzamiento
quimico, ya que pueden afectar de forma adversa la estabilidad del contenido de las MP y/o
modificar su estructura quimica; lo mismo se espera de los procesos de
coacervacion/precipitacion, aunque estos se consideran mas inocuos. En cambio, la técnica
de secado por atomizacién se considera una técnica que presenta menos efectos adversos

para la molécula a encapsular (Amidi et al., 2010).

Dentro de los usos que se les puede dar a estas MP, destaca su utilizacion en el area
farmacéutica, principalmente en la elaboracién de formulaciones que permitan la liberacion
controlada de HFMM, asi como también facilitar el transporte junto con la absorcion de
éstas, permitiendo con ello, un efecto potenciador de larga duracion sin afectar su estructura
ni sus propiedades (Bravo-Osuna et al., 2007; Islam et al., 2012). Lo anterior es debido a
que las HFMM usualmente son poco permeables en las membranas celulares,
especialmente en aquellos epitelios que poseen una capa de mucus en su superficie, debido
a su masa molecular alta, presencia de cargas o grupos funcionales que se unan a los
atomos de hidrogeno, y poseer una superficie polar superior (Behrens et al., 2002; Bravo-
Osuna et al., 2007; Thanou et al., 2001; Van der Lubben et al., 2001), lo cual también las

hace propensas a la degradacion enzimatica.



Como se menciono, algunos epitelios pueden estar cubiertos por una capa de mucus, el cual
estd compuesto por mucina, una glicoproteina de alto peso molecular (200 kDa—200 MDa),
rica en dominios aminoacidicos portadores de grupos amino primarios y tioles. Suele estar
cargada negativamente debido a su caracter peptidico que posee cadenas laterales de
oligosacaridos los cuales suelen terminar en residuos de &cido sialico. Se ha reportado que
éste componente proteico disminuye considerablemente la difusion de HFMM junto con ser
agente causante de que estas se aglomeren dificultando ain mas su transporte en los sitios
blancos de interés (Behrens et al., 2002; Bravo-Osuna et al., 2007; Kim et al., 2015; Meng-
Lund et al., 2014).

Entre los materiales que pueden ser utilizados para formar MP destaca el Q. Se han descrito
numerosas aplicaciones para las MPQ en el area biomédica, destacando principalmente su
uso como transportadores de farmacos, y adyuvantes para vacunas (Bravo-Osuna, et al.,
2007; Islam et al., 2012; Thanou et al., 2001; Van der Lubben et al., 2001).

2. Quitosano.

El Q [a-(1-4)-2-amino-2-deoxy-B-D-glucan] es un copolimero natural de glucosamina, el
segundo biopolimero méas abundante en la naturaleza, y se obtiene mediante la
desacetilacion parcial de la quitina (polisacarido) (Amidi et al., 2010; Jiang et al., 2017). Q
estd compuesto por monoémeros de N-acetilglucosamina y D-glucosamina, unidos a traves
de enlaces glucosidicos B 1-4. Es soluble en soluciones con pH &cido (Islam et al., 2012;
Thanou et al., 2001; Smart, 2005). Es biocompatible, biodegradable, presenta baja
toxicidad, y su absorcion intrinseca es minima (Thanou et al., 2001). Ademas posee la

capacidad de adherirse a superficies mucosas (Lehr et al., 1992).



Estas propiedades estdn determinadas principalmente por su carga neta positiva, grado de
desacetilacion y PM. Ademaés, el Q puede formar MP de estructura porosa y posee alta
afinidad por proteinas (Van der Lubben et al., 2001). Finalmente, el Q actia como
potenciador de la absorcion transmucosa de HFMM, al aumentar la hidrofilicidad de las
células sin provocar alteraciones en su membrana ni en su morfologia. Esto se debe
principalmente a la presencia del grupo funcional amino (-NH2) en la estructura del Q, ya
que la interaccion de éste grupo amino en su forma protonada con las membranas celulares
resultan en una ampliacion transitoria de las uniones intercelulares estrechas (Tight
Junctions o TJ) mediante la reorganizacion de proteinas asociadas a éstas, sin disminuir la
resistencia eléctrica transepitelial, ni dafiar la membrana celular (Amidi et al., 2010;
Thanou et al., 2001). Las uniones intercelulares estrechas corresponden a la principal
barrera al movimiento pasivo de liquido, electrolitos, macromoléculas y células mediante la
via paracelular, y contribuyen al transporte transepitelial al promover la polaridad epitelial
de las células (Amidi et al., 2010; Bravo-Osuna et al., 2007; Gagnon et al., 2013; Thanou
et al, 2001; Van der Lubben et al., 2001).

Otra caracteristica fundamental del Q es que es un polimero bioadhesivo, que interacciona
fuertemente con la capa de mucus de los epitelios anteriormente mencionados mediante la
formacion de puentes de hidrogeno inter-moleculares, enlaces hidrolédgicos, hidrofilicos e
interacciones electrostaticas con el acido sialico y residuos sulfatados de la mucina, que al
estar cargados negativamente le brindan un caracter aniénico a la capa formada por
glicoproteina (Bravo-Osuna et al., 2007; Jiang et al., 2017; Kim et al., 2015; Mahmood et
al., 2017; Palazzo et al., 2017). Por lo tanto, no s6lo actia como un potenciador de la
absorcion de HFMM, sino también como un sistema bioadhesivo de entrega (Amidi et al.,
2010).

Es de ésta forma que el Q puede funcionar como un sistema carrier particulado, el cual
intensifica la interaccion de HFMM con la membrana de células epiteliales y/o mucosa,
aumenta el tiempo de residencia de las formulaciones en los sitios blanco, protege su
contenido de la degradacion enzimatica, y promueve la libre absorcion de éste (Amidi et
al., 2010).



Por otro lado, se ha descrito que la vacunacién mucosa tiende a producir una respuesta
inmune tanto sistémica como local (Islam et al., 2012). De hecho, formulaciones de MPQ
cargadas con antigeno (MPQag) no s6lo mejoran su captacion por parte del sistema de
células presentadoras de antigenos (APC por sus siglas en inglés), macrofagos y células M,
sino que también inducen una elevada respuesta de anticuerpos a nivel local o sistémico.
Ademés MPQac no solo promueven la induccion de citoquinas citotoxicas (linfocitos T
CD8+ o linfocitos T citotdxicos) respecto a inmunizaciones que consideran el uso de
antigeno libre; sino que también mejoran su eficiencia de encapsulacion y regulan su
liberacion desde las MP (Amidi et al., 2010).

3. Bioadhesion.

Se define como el estado en que dos materiales, siendo al menos uno de naturaleza
bioldgica, se mantienen unidos por un periodo de tiempo extendido, debido a fuerzas
interfaciales. Cuando esta interaccion ocurre en epitelios recubiertos con una capa de
mucina se denomina mucoadhesion (Smart, 2005). De hecho, algunos investigadores
postulan que ésta denominacion se refiere a la interaccion que ocurre exclusivamente entre

un polimero y la capa de mucus (Bravo-Osuna et al., 2007; Meng-Lund et al., 2014).

Independiente de la definicion, la importancia de este fendmeno radica en su potencial para
optimizar la liberacion local de farmacos o vacunas, lo cual brinda nuevas alternativas en la
administracion de éstos (Thanou et al., 2001; Smart, 2005). EI comportamiento de la
bioadhesion parece estar gobernado por el transporte a través de la capa de mucos y del
establecimiento de enlaces no covalentes e inespecificos entre el biopolimero y la mucina
(Bravo-Osuna et al., 2007; Mahmood et al., 2017).



Las caracteristicas necesarias para que un polimero pueda llevar a cabo este fendmeno

pueden resumirse como sigue (Lehr et al., 1992):

1. Presencia de grupos quimicos funcionales que permitan la formacion de fuertes
enlaces con hidrégeno, como los grupos hidroxilo (-OH) y carboxilo (-COOH).

2. Flexibilidad adecuada en las cadenas estructurales del polimero.

3. Una cantidad de energia superficial apta que favorezca la difusion del polimero a

través de la capa de mucina.

Como se menciond, debido a que el Q posee una naturaleza catidnica puede interactuar
electrostaticamente con la mucosa epitelial, que presenta carga negativa en un medio con
pH superior a 3, puesto que esta capa estd compuesta principalmente por glicoproteinas
hidratadas de alto PM (que a menudo poseen residuos de acido sialico en su estructura),
cuyo punto isoeléctrico (PI) se encuentra en un rango de pH de 2-3 (Bravo-Osuna et al.,
2007; Kim et al., 2015; Meng-Lund et al., 2014); también se debe considerar la presencia
del glicocalix que cubra estas células o de aquellas que carezcan de una capa de mucina
(Behrens et al., 2002).

3.1. Mecanismo de bioadhesion del quitosano.

Existen diversas teorias que explican como se produce este fendmeno, pero debido a las
caracteristicas de los componentes que participan en este sistema, es probable que ninguna
por si sola pueda describir el proceso de forma completa. Es asi como se describen cuatro
posibles escenarios, en los cuales ocurre la formacion de un enlace mucoadhesivo in vivo, y

es poco probable que el proceso sea el mismo para cada uno (Smart, 2005):

I. Contacto entre superficies con grandes cantidades de mucina y formulaciones secas o
parcialmente hidratadas.
I. Interaccion de formulaciones totalmente hidratadas con superficies cubiertas por una
gruesa capa de mucina.
I1l.  Formulaciones secas o parcialmente hidratas contactando superficies con una delgada
capa de mucus, o que ésta se presente de forma discontinua.
IV. Superficies con una delgada o discontinua capa de mucina interactuando con

formulaciones totalmente hidratadas.



Independientemente de lo anterior se describen dos etapas necesarias y universales para que
se produzca este fendmeno de adhesion (Palazzo et al., 2017):

1. Etapa de contacto. Contacto intimo entre el polimero y la membrana mucosa. En esta

etapa se facilita la deshidratacion de la mucosa junto con hidratacion del polimero
formando una red hidratada de éste, razon por la cual se denomina “Wetting” a esta
interaccion (Meng-Lund et al., 2014; Smart, 2005). El proceso varia de acuerdo al
lugar/ entorno/ medio en el cual ocurra la adhesion, de ésta forma por ejemplo, en la
mucosa gastrointestinal un pre-requisito fundamental para que se establezca la unién
es que se produzca la adsorciéon de las particulas mucoadhesivas, y a su vez éste
proceso dependera del movimiento Browniano (flujo de liquidos dentro de una
cavidad y movimientos corporales tales como la peristalsis), y de la interaccién entre
las fuerzas de atraccion/ repulsion de las particulas contra la superficie mucosa
(Smart, 2005). Es importante destacar que la interaccion electrostatica entre el Q y la
mucina en esta etapa es reversible, pero con la capacidad de iniciar rapidamente
contacto con la mucosa (epitelio intestinal) (Kim et al., 2015).

2. Etapa de consolidacién. Se producen interacciones fisico-quimicas que fortalecen y

consolidan la unién entre el polimero y las moléculas de mucina. Es debido a la
humedad, el gradiente quimico potencial y cambio en las propiedades fisicas de la
capa de mucus que las cadenas libres de ésta difunden y se entrelazan con las MPQ,
formando complejos Q/mucina denominados enlaces mucoadhesivos, los cuales son
de naturaleza heterogénea, ya que se producen mediante fuerzas de Van der Waals,
puentes de hidrogeno y principalmente por interacciones electrostaticas (Bravo-
Osuna et al., 2007; Kim et al., 2015; Meng-Lund et al., 2014; Smart, 2005). El
cambio en las propiedades fisicas de la capa mucina se puede explicar mediante dos
teorias: una basada en el “Efecto de Inter-penetracion Macromolecular”, en la cual las
moléculas mucoadhesivas se unen e interpenetran mediante interacciones secundarias
a las glicoproteinas del mucus; y la otra corresponde a la “Teoria de Deshidratacion”,
la cual se aplica cuando una formulacion seca o parcialmente hidratada entra en
contacto con la capa de mucus, desencadenando el paso de agua desde la cubierta de
mucina hacia la matriz de Q permitiendo la consolidacion del enlace mucoadhesivo
de forma rapida (Smart, 2005).
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Estas etapas dependen principalmente de la naturaleza fisica de la formulacién y de la
superficie en la cual ocurra (Meng-Lund et al., 2014; Smart, 2005).

Comunmente, el fallo en la adhesion ocurre en el punto mas débil de la unién formada,
dicho punto dependera a su vez de la fuerza de interaccion de las particulas (Mahmood et
al., 2017) por otro lado en los puntos mas fuertes, los componentes claves son la capa de
mucus Y el estado de hidratacion del sistema. Cualquiera sea el caso, eventualmente todas
las formulaciones serdn desplazadas por la renovacion celular y de la capa de mucina
(Smart, 2005).

3.2. Factores que afectan la bioadhesion del quitosano.

Como se menciono, este fendmeno de bioadhesion depende principalmente de la naturaleza
fisica de la formulacion que se entregue, asi como de las caracteristicas del medio en que se
lleve a cabo la adhesién (Meng-Lund et al., 2014). Es asi como podemos agrupar los
factores en dos grandes grupos: aquellos que guarden relacion directa con el Q y en la
formulacién de sus MPs, y por otro lado, aquellos factores externos que estan relacionados

con el medio en que ocurre el fenémeno de adhesion.
3.2.1. Factores relacionados con el quitosano y su microencapsulacion.

La fuerza y duracion de la adhesion del Q dependen principalmente de su capacidad de
hidratacién, el PM (éptimo de 10 kDa hasta 4.000 kDa), flexibilidad y largo de las cadenas
del polimero (Bravo-Osuna et al., 2007). De ésta forma la proporcion, grado de hidratacion
y el entrelazamiento, junto con las interacciones electrostaticas contribuyen a que ocurra el
fendmeno (Meng-Lund et al., 2014).

Ademas, se debe considerar la hidrofobicidad de la particula. Las HFMM presentes en su
superficie, asi como también la morfologia, concentracion y el grado de funcionalizacion
del polimero al momento de administrarla (Bravo-Osuna et al., 2007; Van der Lubben et
al., 2001; Jiang et al., 2017). Si bien el didametro hidrodindmico tiene un efecto en la
bioadhesion de MPQ, su importancia se traduce en la capacidad de difusion de las MP a

través de la capa de mucina en epitelios mucosos (Palazzo et al., 2017).
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La carga positiva del Q explicaria su facilidad para asociarse a membranas celulares
(Meng-Lund et al., 2014; Van der Lubben et al., 2001), debido a la formacion de puentes
de hidrégeno, y enlaces ionicos entre los residuos de acido sialico de la mucina y los grupos

amino, ubicados a lo largo de la cadena del polimero (Bravo-Osuna et al., 2007).

El Q exhibiria un umbral de fuerza en la mucoadhesion dependiente del largo de la cadena,
de esta forma, cadenas muy largas del polisacarido podrian perjudicar su difusion y
penetracion en la capa de mucus, y por tanto entorpeceria el proceso de unién (Meng-Lund
et al., 2014). Sin embargo, hay que considerar que una mayor longitud de la cadena de Q
puede favorecer la mucoadhesién (Bravo-Osuna et al., 2007). También es importante
considerar la morfologia de la particula al momento de administrarla, ya que podria
favorecer su gelificacion y/o aglomeramiento, y por consiguiente interferir con el
mecanismo de adhesion (Van der Lubben et al., 2001), al igual que las concentraciones en
que se administre el Q, pues puede variar su accionar en distintos medios (Thanou et al.,
2001).

3.2.2. Factores relacionados con el medio.

Entre los factores del medio que pueden afectar la bioadhesion se pueden mencionar: la
presencia de enzimas y/o microorganismos que puedan degradar la MPQ, el estado de
hidratacién del medio, y la temperatura (T°) en que se lleve a cabo este fendmeno, los

cuales podrian resultar en una disminucion en la fuerza, intensidad o duracion de la unién.

El pH del medio es otro factor de gran importancia, ya que limita la accion del Q, al afectar
su solubilidad y por ende su capacidad de hidratarse (Mahmood et al., 2017); por esta razén
la bioadhesién junto con sus capacidades transportadoras s6lo ocurren en sitios donde los
valores de pH sean cercanos a los de su pKa de alrededor de 6,2 (Thanou et al., 2001),
también se debe considerar que en este rango de pH las cadenas de mucina en el epitelio
intestinal se encuentran cargadas negativamente favoreciendo la interaccién con el Q
(Palazzo et al., 2017). Ademas, la actividad del Q sélo ocurre en su forma protonada, ya
que a pH neutro dificilmente lleva carga, tiene una solubilidad baja y por tanto es

esencialmente inactivo (Amidi et al., 2010).
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Por otra parte, hay que tener presente el tiempo de contacto y la presencia de iones
metalicos que puedan interactuar con las MP, ya que pueden afectar la intensidad de la

fuerza con la que se consolida la adhesion (Smart, 2005).

4. Funcionalizacion de quitosano.

Con el fin de superar los inconvenientes producidos por los factores ya mencionado sobre
las MPQ, principalmente aquellos relacionados al pH en que se produce el efecto deseado,
tanto como sistema bioadhesivo o como de potenciador de la absorcion de HFMM en el
tracto gastrointestinal (Thanou et al., 2001), es que se ha propuesto la funcionalizacién de
éste polisacarido. Este método consiste basicamente en la conjugacion quimica de un grupo
funcional determinado, promoviendo sinérgicamente las propiedades mucoadhesivas del
polimero (Kim et al., 2015; Thanou et al., 2001), y al mismo tiempo mejorando su
permeabilidad, estabilidad y permitiendo un mayor control sobre la liberacion de las

macromoléculas microencapsuladas (Islam et al., 2012).

Una de estas formas de funcionalizacion es mediante la tiolacion de Q (QT), la cual se
logra mediante la modificacion de sus grupos amino primarios (Amidi et al., 2010) que se
conjugan con un grupo tiol (-SH). Este se considera un método altamente efectivo para
mejorar las propiedades mucoadhesivas del Q, ya que de esta forma puede formar puentes
disulfuro inter e intramoleculares con los residuos de cisteina en la capa de mucus que
reviste al epitelio intestinal a pH fisioldgico; ademéas de mejorar la permeabilidad mucosa
mediante un mecanismo de regeneracién de glutation (GSH); finalmente posee la capacidad
de unir cationes bivalentes los cuales son cofactores de varias proteasas (Amidi et al., 2010;
Bravo-Osuna et al., 2007; Kim et al., 2015; Mahmood et al., 2017; Palazzo et al., 2017).

Otra forma de funcionalizacion es mediante la sulfonacion de Q (QS) con un grupo
funcional sulfato (-SOs), a través de la cual se espera que el Q modificado exhiba
propiedades similares a QT en cuanto a su capacidad mucoadhesiva: aparte de presentar
propiedades anticoagulantes, antimicrobianas y antioxidantes (Zhang et al., 2010), junto
con poseer una capacidad mimética al receptor celular heparan sulfato (HS) que se

desempefia en el mecanismo de invasion de distintas infecciones (Bucarey, 2017).
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Basado en la informacion anterior, se espera que las MPQ funcionalizadas con grupos Tiol
y Sulfato (MPQT y MPQS respectivamente) se comporten como “transportadores”
apropiados para realizar una entrega prolongada de HFMM en los sitios “mucosos” blanco
(Amidi et al., 2010).

5. Epitelio intestinal: sitio blanco e interaccién con MPQ

A lo largo del tracto intestinal mamifero no sélo se encuentran células epiteliales que
componen la mucosa del lumen de los 6rganos que conforman este tracto (enterocitos), sino
gue también existen numerosas células diferenciadas y especializadas, tales como las
celulas caliciformes, las células M, entre otras. Las células caliciformes son las
responsables de producir la capa de mucina que recubre el lumen intestinal, mientras que
las células M se localizan en las placas de Peyer y su rol esté relacionado con la inmunidad
de las mucosas, favoreciendo la presentacion y reconocimiento de antigenos, o sustancias

extrafias por parte de las células del sistema inmune (Zaldivar, 2002).

De esta forma, vacunas mucosas gastrointestinales tienen como principal sitio blanco las
células M que se encuentran en las placas de Peyer. Sin embargo, la baja probabilidad de
que el antigeno llegue y sea captado de forma integra por estas células han conducido a la
utilizacion de MP en busqueda de soslayar estos inconvenientes, y mas aln, no generen una

respuesta adversa al individuo, ni alteren las propiedades del antigeno.

Por otro lado, es importante tener presente que las células epiteliales se encuentran
fuertemente selladas mediante TJ, las cuales permiten que estos epitelios sean
practicamente impermeables a numerosas macromoléculas. A lo anterior se suma el hecho
que la capa de mucina funciona como una barrera extra para la recepcion de
macromoléculas (Amidi et al., 2010). Bajo esta premisa, se ha adoptado la utilizacion de
“potenciadores de penetracion” en distintas formulaciones, los cuales pueden abrir de forma
transitoria las TJ, facilitando el transporte de las macromoléculas deseadas a través de éstos
epitelios. Por lo tanto, al utilizar MPQ es factible potenciar la accion y rango de HFMM
terapéuticas y vacunales; se promueve la captacion del antigeno a lo largo de todo el

intestino, induciendo una respuesta inmune sistematica y local, mediante una entrega
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eficiente de éste al tejido linfoide asociado a mucosas o por el sistema APC (Amidi et al.,
2010; Bravo-Osuna et al., 2007; Gagnon et al., 2013; Islam et al., 2012; Thanou et al,
2001; Van der Lubben et al., 2001), gracias a la capacidad mucoadhesiva que posee éeste

polimero.

Para comprobar la interaccién y mucoadhesividad de las MPQ in vitro varios autores han
propuesto y trabajado diversos modelos con distintas lineas celulares, y entre éstos aquellos
que emplean las lineas celulares Caco-2 y HT-29 son los mas reconocidos. Estas lineas
celulares corresponden a células de intestino humano, aisladas desde adenocarcinomas
colodnicos; son utilizadas ampliamente en estudios mecanisticos y de adhesion/invasion in
vitro, asi como también en estudios de toxicologia y absorcion de drogas (Gagnon et al.,
2013; Natoli et al., 2012). Ambas lineas poseen la particularidad de poder ser sometidas a
un proceso de diferenciacion sencillo, proceso mediante el cual adquieren polaridad y son

capaces de presentar ciertas caracteristicas propias de los enterocitos.

Es asi como la linea Caco-2 forma monocapas polarizadas y se diferencia de manera muy
similar a enterocitos en cultivo, no siendo necesario suplementarlas con factores de
diferenciacion, ademas son capaces de establecer TJs al cabo del proceso (Behrens et al.,
2002; Gagnon et al., 2013; Natoli et al., 2012). Por su parte, la linea HT-29 presenta un
cultivo mas heterogéneo, conteniendo una mayor proporcién de células secretoras de mucus
y células de absorcion columnares (aunque esencialmente indiferenciadas en ambos casos),
por lo que son bastante semejantes a un modelo de epitelio intestinal (Gagnon et al., 2013;
Natoli et al., 2012).
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HIPOTESIS

La funcionalizacion de MPQ con grupos tiol y sulfato mejora la bioadhesion del polimero
en monocapas de cultivos celulares epiteliales de la linea Caco-2, con respecto a MPQ no

funcionalizado.

OBJETIVO GENERAL

Comparar la bioadhesién de MPQ funcionalizado y no funcionalizado en monocapas de

células Caco-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer una técnica de cultivo para monocapas diferenciadas y sin diferenciar de la

linea celular epitelial Caco-2.

2. Evaluar la bioadhesién de MPQ comercial no funcionalizado (MPQC) y funcionalizado
(MPQT y MPQS) en monocapas celulares diferenciadas y sin diferenciar.

3. Determinar y cuantificar la cantidad de MP adheridas a la monocapa celular mediante

microscopia de fluorescencia y fluorimetria.
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo experimental se llevd a cabo en el Centro Biotecnoldgico Veterinario
(BIOVETEC) del Departamento de Ciencias Biologicas Animales y en el laboratorio de
Virologia del Departamento de Medicina Preventiva, ambos de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile. El trabajo fue financiado por el
proyecto FONDEF 1T13120021.

1. Cultivos celulares

La linea celular Caco-2 utilizada fue facilitada por el Dr. Alejandro Hidalgo del Laboratorio
de Microbiologia de la Universidad Andrés Bello, Campus Republica (UNAB).

Se utilizé6 un medio de cultivo compuesto por Dubelcco’s Modified Eagle’s Medium
(DMEM) con 4,5 g/L de glucosa, L-glutamina y piruvato de sodio, suplementado con suero
fetal bovino (SFB) al 10%, y solucion antibidtico-antimicético correspondiente a 10.000
U.l./mL de penicilina, 10.000 pg/mL de estreptomicina y 25 pug/mL de anfoteracina B al
1%.

Las células fueron cultivadas, en primera instancia, en frascos de cultivo celular T25 (25
cm?) y se mantuvieron en una incubadora a 37° C con un 5% de concentracion de CO>. Los
cambios de medio se realizaron cada dos dias o cuando se estimd conveniente; una vez
alcanzado un 70% - 80% de confluencia de la capa celular se realiz6 su tripsinizacion y

posterior pasaje. El proceso de tripsinizacion consistio:

1. Remocion del medio de cultivo desde los frascos de cultivo previo enjuague con
este.

2. Adicion de Tripsina con EDTA (0,25% de Tripsina con 2,21 mM de EDTA 1x) por
cada frasco.

3. Incubacion por cinco minutos bajo las condiciones de cultivo anteriormente
descritas.

4. Adicién medio de cultivo a un volumen equivalente al de Tripsina con EDTA

utilizados, para de esta forma inactivar el efecto digestor la enzima.
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5. Trasvasije de la suspension de cada frasco a un tubo de centrifuga de 15 mL.

6. Centrifugacion por 5 min a 1500 RCF, de esta forma las células sedimentan al
fondo del tubo, permitiendo la eliminacion del sobrenadante constituido por la
mezcla de medio completo y Tripsina con EDTA.

7. El pellet se resuspende en medio de cultivo y desde esta nueva suspension se extrae
una alicuota para realizar un nuevo cultivo o para realizar la congelacion de las

células para su conservacion.

Es importante mencionar que el total de estas acciones fueron realizadas en una campana de
bioseguridad para evitar la contaminacion de los cultivos. Las condiciones de incubacion se
mantuvieron durante todo el proceso experimental; ademas se mantuvo constantemente a lo

largo de la realizacion del estudio un stock de 2 frascos de cultivo.

La conservacién de la linea celular se mantuvo mediante la congelacion de las alicuotas
obtenidas en el séptimo paso del protocolo anterior. Para este proceso se utilizaron viales de
congelacion de 1-2 mL, con un medio de congelacion preparado especialmente para la
conservacion de ésta linea celular, compuesto por SFB al 50%, dimetilsulfoxido (DMSO)
al 10% y DMEM. La criopreservacion se realizé de forma directa en un congelador a -80°
C.

1.1. Diferenciacion de monocapa

Una vez establecido y normalizado el protocolo de cultivo anteriormente descrito
(proliferacion constante) se procedio a la realizacion de la diferenciacién de las células. De
ésta forma al realizar un proceso de tripsinizacion normal, habiendo descartado el
sobrenadante de Tripsina con EDTA tras la centrifugacion, el pellet de células
sedimentadas se reconstituy6 con medio de cultivo, de ésta suspension se extrajeron 20 pL
que se mezclaron con 10 pL de Azul de Tripan para realizar un conteo de las celulas junto

con evaluar la viabilidad de éstas.
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El azul de Tripan es un colorante derivado de la toluidina que posee la capacidad de tenir a
tejidos y células muertas, se emplea para evaluar la viabilidad de células por exclusion de
captacion, ya que no puede penetrar y tedir células vivas cuyas membranas celulares se
encuentren integras; no es necesario para realizar conteos simples de células pero si es

imprescindible para diferenciar entre las células muertas de las vivas (Anon, 2011).

Las células con azul de Tripan se colocaron en un hemocitometro de Neubauer y se
procedié a contar el nimero de células vivas, resultado que luego se escalé al volumen

original desde donde se extrajo la alicuota para saber la cantidad de células en 1 mL.

Luego de conocer la densidad celular, se procedié a realizar el cultivo en pocillos
Transwell® (Corning®) transparentes de tereftalato de polietileno (PET) que poseen poros
de 0,4 um para lograr la diferenciacion de las monocapas, es decir, adquieran polaridad
(Gagnon et al., 2013; Natoli et al., 2012).

El proceso de cultivo en estos pocillos se realizd siguiendo el protocolo sugerido por el

fabricante. Este consisti6 en:

1. Periodo de equilibrio inicial, el cual consiste en dejar la bandeja multipocillos
incubando con medio de cultivo por una hora (esto para favorecer la adhesion de las
celulas a los insertos).

2. Posteriormente se reemplazé el medio utilizado para el periodo de equilibrio con un
medio de cultivo fresco, partiendo por la cdmara inferior o externa con un total de
2,6 mL

3. Luego se colocé el inserto Transwell y se afiadieron las células en una suspension
de 1,5 mL de medio de cultivo hasta alcanzar densidad de 1,5 x 10° - 2 x 10°
células/cm? en cada uno de los pocillos.

4. Incubacidn bajo las condiciones descritas anteriormente.
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Se mantuvieron asi por 17-21 dias bajo observacion constante hasta lograr su polarizacion
de acuerdo a lo postulado por distintos investigadores. Los cambios de medio se realizaron
cada dos dias durante la primera semana, y dia por medio durante los dias restantes hasta

completar el periodo de maduracion.

2. Funcionalizacion de quitosano.

Las MPQ funcionalizadas con grupos tiol y sulfato fueron sintetizadas y provistas por el
laboratorio Polyforms en el marco de cooperacion de este proyecto FONDEF. Es en este
laboratorio donde se sintetizaron por primera vez MPQS en FAVET para la tesis “Estudio
de recubrimiento de una matriz porosa a base de polipropileno funcionalizado con
quitosano e hidroxiapatita y su posible uso como implante 6seo” a cargo del Dr. Andrénico
Neira-Carrillo. Como base se utilizd quitosano comercial (QC) no funcionalizado de bajo

peso molecular (Sigma-Aldrich).
2.1. Obtencion de quitosano sulfatado (QS)

En este caso 1 gramo de QC fue disuelto en 40 mL de &cido sulfurico (H.SO4) a 4° C, y se
mantuvo en agitacion por dos horas. Luego utilizando 250 mL de éter etilico frio se hizo
precipitar la solucion de Q con acido sulfurico. Posteriormente se realizo la filtracion de
esta nueva mezcla y el producto no filtrado se agregd en 100 mL de agua nanopura a 4° C,
inmediatamente después se ajusto el pH a 7,6 utilizando NaOH en solucién acuosa, después
se sometid a didlisis por 3 dias contra agua nanopura utilizando membranas de celulosa. El
producto obtenido fue sometido a evaporacion con presion en un equipo evaporado rotativo
(Heidolph Laborotta 4001 Efficent) hasta obtener 10 ml de QS.

2.2. Obtencion de quitosano tiolado (QT)

Para la funcionalizacion con grupo tiol se disolvio 1 gramo de QC en 100 mL de una
solucion de acido aceético al 1%. Luego se agrego 2 mL de una solucién acuosa de 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDAC) y se mantuvo en agitacion. Posteriormente se
agreg6 1 gramo de acido tioglicolico (C2H403) y el pH se ajusto a 5 utilizando una solucion

de NaOH 1M. Esta mezcla se incubd durante 4 horas en oscuridad, bajo agitacion y
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temperatura ambiente. Pasado este tiempo se procedié a dializar la solucion utilizando
membranas de celulosa a 4° C por 4 dias bajo oscuridad y contra las siguientes soluciones:
Hal 5 mM durante el primer dia, Hal 5 mM + NaCl 1% (segundo y tercer dia) y HCI 5 mM

durante el Gltimo dia.
2.3. Formulacion de microparticulas (MP)

Para la obtencién de MPQC, MPQT y MPQS se utiliz6 la técnica de secado por
atomizacion utilizando un equipo Buchi Mini Spray Dryer B-290. Este método de
microencapsulacion corresponde a una de las técnicas mas usadas para su formulacion, al
ser un proceso eficiente, simple, puede ser facilmente escalado, presenta pocos efectos
adversos (hacia el contendido a encapsular), genera MP con buena estabilidad, permite una
buena eficiencia de encapsulacion, permite que éstas logren entrega prolongada de su
contenido, y se puede controlar de mejor forma el tamafio de las particulas resultantes
(Amidi et al., 2010; Islam et al., 2012; Jiang et al., 2017). Sin embargo, se debe tener
cuidado con el uso de agentes antiaglomerantes, y manejar meticulosamente el diametro de
apertura de la boquilla del equipo, velocidad del flujo de atomizacion, y la T° del aire para
la presion (P°) de entrada, parametros que afectan el tamafio de las MP resultantes,
morfologia, contenido de humedad, densidad y polimorfismo (Jiang et al., 2017); por otra
parte el tamafio de las MP también depende del PM del polimero (Islam et al., 2012).

Los pardmetros de formulacion utilizados fueron los siguientes:

e T°deentrada: 140°C

e T°de salida: 80-90° C

e P°de aspiracion: 100%

e P°de atomizacion: 300 Ni/h

e Diametro de boquilla: 0,7 mm
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3. Medicién tamafio y Z potencia de MPQ

Las MP fueron examinadas una vez formuladas y previo a los ensayos de bioadhesividad,
para determinar su tamafio y valor de su potencial Z en un analizador Zeta Plus 90Plus/BI-
MAS (Brookhaven Instruments Corp.), que permite la obtencién de ambos pardmetros.

Para cada tipo de MPQ se tom0 una alicuota de 50 pL y se disolvié en KCI 1 mM bifiltrado
cuidando de que quede bien dispersa y no queden aglomerados. Al momento de realizar la
medicion del potencial Z hay que limpiar el electrodo del equipo con agua desionizada
filtrada antes de analizar cada muestra, y al momento de introducirlo en la cubeta de

medicidn se debe tener cuidado de no generar burbujas

4. Marcaje de microparticulas con fluoréforo

Para comprobar la adhesion de las MPQ a las monocapas celulares, se realiz6 el marcaje de
las MP con isotiocianato de fluoresceina (FITC), donde su grupo isotiocianato reacciona de

manera covalente con el grupo amino primario del Q (Ge et al., 2009).

De esta forma se modificé un protocolo de marcaje en el que 5 mg de las MPQ se
disolvieron en una solucién de 1 mL de &cido acético 0,1 M y 1 mL de metanol, la cual se
puso en un agitador magnético y luego se agrego lenta y paulatinamente 0,5 mL de FITC
previamente disuelto en metanol, esta nueva solucién de MPQ + FITC se dejo en agitacion
por tres horas, cuidando de que no fuese expuesta a la luz. Terminada esta etapa se procedio
a agregar NaOH 0,5 M para aumentar el pH de la mezcla y asi hacer precipitar las MPQ
conjugadas con FITC (MPQ-/f). Finalmente este precipitado se centrifugd a 10.000 RCF, se
extrajo el sobrenadante y las MPQ-f fueron lavadas con agua destilada autoclavada (Ge et
al., 2009; Huang et al., 2002; Huang et al., 2004; Jia et al., 2009).
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Para la realizacion de estos experimentos se reemplazé el medio en el cual ocurre la
conjugacion del grupo amino primario del Q con el grupo isotiocianato del FITC por buffer
PBS, y las centrifugaciones se realizaron a 10.000 RCF y los lavados se realizaron con agua
desionizada. Junto con esto se realizaron curvas de calibracion para cada tipo de MPQX-f
(MPQC-f, MPQS-fy MPQT-f) para determinar de forma cuantitativa la cantidad de
MPQ que se adhieran a las monocapas celulares.

5. Ensayos de bioadhesion

Previo al ensayo se realizd un analisis fluorimétrico de las MPQX funcionalizadas y no
funcionalizadas marcadas con FITC. Luego tras un lavado con buffer fosfato salino de las
monocapas se afiadieron las MPQX-f en dosis de 500 pL para cada inserto Transwell y
pocillo, luego se dejaron incubando por 90 min a 37° C sin luz (Jia et al., 2009; Jiang et al.,
2017). Transcurrido este periodo se extrajo el sobrenadante de cada pocillo para medir su
fluorescencia y posteriormente se procedié a la visualizacion de los cultivos en un

microscopio de fluorescencia.

Los resultados obtenidos de la fluorimetria de la MPQX-f pre y post incubacion se
compararon en orden de obtener un delta de fluorescencia (delta FSU) e interpolar estos
datos con lo observado bajo el microscopio para establecer una relacion objetiva entre

ambos parametros.
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RESULTADOS
1. Cultivos celulares y diferenciacion de monocapa

Las células de la linea Caco-2 presentan una morfologia caracteristica que permite
distinguirlas facilmente al observarlas bajo el microscopio. En comparacion a otras lineas
celulares utilizadas para propdésitos similares (como la linea HT-29), la linea celular
utilizada en esta tesis presenta células de gran tamafio, cuya forma puede ser circular a
octagonal, con un citoplasma bastante amplio y transltcido, junto con un nucleo redondo

grande que tiende a estar centrado (Figura 1).

Se evidencidé que esta linea celular presenta un crecimiento lento tras su descongelacion,
alcanzando monocapas estables en un tiempo variable de catorce dias a veinticinco dias;
variacion atribuida al nivel de confluencia en que las monocapas fueron tratadas para ser
criopreservadas. Una vez alcanzada la estabilidad de los cultivos, los cambios de medio o
procesos de tripsinizacion/congelacién se llevaron a cabo cada un dia y medio o dos dias

evitando mantener cultivos por tiempos superiores a un mes.

En una primera instancia la monocapa celular presenté un comportamiento estable a partir
del quinto pasaje, los cuales se realizaron al momento en que los cultivos presentaron una

confluencia del 70% - 80%, junto con la crioperservacion de células.

Los experimentos se llevaron a cabo a partir del frasco de cultivo que presentd la mayor
taza de crecimiento. En esta segunda etapa, el proceso de diferenciacion se realizé tras el
segundo pasaje cuando los porcentajes de confluencia se encontraron en el rango

mencionado con anterioridad.
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Figura 1. Microscopia dptica de cultivos celulares de la linea Caco-2 observados durante los dias 7 (A) y 11 (B) de
incubacion en un mismo periodo de cultivo a magnificacion 40x. Se puede apreciar claramente el cambio de tamafio de las
células en el transcurso de la incubacion y como su forma se mantiene estable, con bordes bien delimitados en ambas

fotografias.
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Se realiz6 un conteo de las células, utilizando el método de exclusion por azul de Tripan,
donde se registraron 4,8 x 10° células para un frasco T25. De esta forma se realizé un
cultivo en los insertos Transwell® con 200.000 células/ mL. Estos se dejaron incubando por
un 21 dias segun lo reportado en la literatura (Gagnon et al., 2013; Yamashita et al., 2000)

y bajo observacion constante teniendo en consideracion el desprendimiento celular

observado a partir del dia 17 en experiencias previas.

Figura 2. Microscopia éptica de cultivos celulares de las lineas Caco-2 (A) y HT-29 (B) a magnificacion de 40x.. En la
fotografia se puede apreciar un mayor tamafio celular, con un forma octagonal y mayor cantidad de citoplasma en
comparacion a las células de la fotografia B cuyo tamafio es menor, y forma méas ahusada.

2. MPQ funcionalizadas

El Q funcionalizado se tratdé mediante el proceso de secado por atomizacidén para su
formulacién como MP, obteniéndose tres lotes correspondientes a las MP de Q comercial
no funcionalizado (MPQC), MP de quitosano tiolado (MPQT) y MP de quitosano
sulfonado (MPQS). Las MPQ resultantes correspondieron a un polvo inoloro y cuyo color
vario de blanco (MPQC) a un tono mas amarillento (MPQS Y MPQT) (Figura 3), cambio
que se puede atribuir por la presencia de grupos azufre en la estructura del Q

funcionalizado.
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Figura 3. Imagen optica de distintos lotes de MPQC, MPQT y MPQS respectivamente, obtenidos tras el proceso de
microencapsulacion por secado por atomizacion. La coloracion observada se debe a que las MP fueron cargadas con

antigenos (datos no mostrados).

De cada uno de estos lotes se extrajeron alicuotas para su caracterizacion morfoldgica y
fisicoquimica, y posteriormente realizar el marcaje con FITC.

3. Marcaje con FITC

Para el marcaje de las MPQ con FITC se realiz6 una curva de calibracién con soluciones de
concentracion conocida estandar para cada tipo de MPQ-f que se fueron diluyendo de
manera seriada hasta una concentracion final de 125 pg/mL para cada tipo de MPQ-f.
Estas soluciones fueron preparadas mediante dilucion de la solucién metandlica del
reactivo que se utilizo para el marcaje de las MPQ, y PBS. Posteriormente, las soluciones
se analizaron en un fluorimetro GloMax®-Multi Jr (Promega) utilizando el Kit 6ptico de
lectura Azul, resultados ordenados en la Tabla 1. Los resultados obtenidos se ordenaron y
graficaron permitiendo la visualizacion de las curvas de calibracion correspondientes, asi
como permitir calcular las pendiente e interceptos correspondientes para cada tipo de MPQ
(Grafico 1).
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pg/mL MPQC-f (FSU) MPQT-f (FSU) MPQS-f (FSU)
Blanco 0 2.681 2.660 2.700
D5 125 5.244 5.561 6.978
D4 250 7.854 7.922 11.522
D3 500 13.969 13.856 22.930
D2 750 21.180 20.755 37.457
D1 1.000 30.042 29.297 55.154

Tabla 1. Diluciones seriadas de los distintos tipos de MPQ-f en (ug/mL) junto a sus respectivas mediciones de
fluorescencia (FSU). Se aprecia una mayor eficiencia de marcaje en MPQS-f, ya que a una misma concentracion para los

tres tipos de MPQ-f, son los que presentan mayores indices de FSU.

Una vez recuperadas las MPQ-f, posterior la etapa de marcaje, se realizaron lavados de
éstas para evitar la presencia de FITC libre, el cual puede interferir en las mediciones de
fluorescencia. Al comienzo de estos experimentos solo se realizaron lavados con una

solucion de acetona: agua en proporcion 3:1 (v/v), y finalmente con PBS.

60 OOO' . MPQS'f
50 000+ -+ MPQC-f
40 000- « MPQT-f

FSU

30 0004
20 000+

10 000+ °
0%z

0 200 400 600 800 1000

pg/mL

Gréfico 1. Curvas de calibracion para MPQC-f (azul), MPQT-f (anaranjado), y MPQS-f (verde). En el eje de las
ordenadas se encuentran los valores de FSU registrados en la Tabla 1 correspondientes a las concentraciones de MPQ-f
dispuestas en las abscisas. Se aprecia una pendiente mas pronunciada para MPQS-f con respecto a MPQC-f y MPQT-f

cuyas pendientes se solapan en este grafico; estas diferencias se pueden atribuir a la diferencia de carga para cada MPQ.
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La realizacion de las curvas de calibracion correspondientes no solo permitieron
estandarizar una técnica de marcaje util para los tres tipos de MPQ formulados, sino que
entrega una herramienta que permite medir efectivamente la concentracion (ug/mL) de MP
que se adhieran a las monocapas celulares utilizando las ecuaciones de la recta
correspondientes a cada MPQ-f (Tabla 2).

MPQC-f MPQT-f MPQS-f
Pendiente 27,09+ 1,329 26,33 +1,188 52,06 + 3,255
Intercepto 1.643 + 746,3 1.774 + 667,1 12,56 + 1.827
Ecuacion de larecta | Y=27,09*X+1.643 | Y=26,33*X+1.774 | Y=52,06*X + 12,56

Tabla 2. Pendiente, intercepto y ecuacion de la recta para cada tipo de MPQ obtenidos tras la realizacion de las curvas de
calibracion del marcaje con fluoréforo.
Una vez terminados los lavados, y previo a los ensayos se tomaron alicuotas de cada tipo de
MPQ-f para analizarlo con microscopia de fluorescencia y asi corroborar de manera
cualitativa lo registrado en el fluorimetro como se muestra en la figura 4, donde se aprecia
la forma esférica de las MPQ-f, ademas de su capacidad de agregacion, la cual se atribuye
en este caso al pH del medio en el cual se llevo a cabo la conjugacion del FITC con el Q, es
por esto que las particulas se sometieron a una breve sonicacion, para romper estos

agregados, individualizando las MP.

4. Caracterizacién de MPQ

Una vez obtenidos los distintos lotes de MPQ se realizé una caracterizacion para cada tipo
de éstas en base a su tamafio y valor de potencial Z. Las muestras de cada tipo de particulas
se analizaron 10 veces, de esta forma el resultado utilizado corresponde a el promedio de

cada una de estas mediciones, junto con su respectiva desviacion estandar.
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Z-potencial (mV)

Tamanfio (nm)

Polidispersidad

MPQC 33,66 + 0,69 5435,6 + 558,2 0,407 + 0,010
MPQS - 14,62 £ 0,62 1285,5 + 33,7 0,349 + 0,010
MPQT 27,09 + 0,42 6109,3 + 691,5 0,416 + 0,014

Tabla 6. Caracterizacion de MPQX de acuerdo a sus valores de potencial Z, tamafio y polidispersidad.

Es importante destacar que el tamafio promedio de las MP formuladas con Q
funcionalizado y no funcionalizado fue inferior a 10 um como se sefiala en la tabla 6. Se
busca que el tamafio de las MP con fines para liberacion de antigenos en el tracto
gastrointestinal no supere el rango del 10 um, ya que se ha descrito que éste es un tamafio
apropiado para su captacion por células M (sitio blanco principal para las vacunas
mucosas). Tamafios menores a este rango favorecen el transporte hacia el centro de las
placas de Peyer, bazo y linfonodos, en los cuales se produce gran cantidad de IgM e IgG
especificas (Islam et al., 2012; Van der Lubben et al., 2001).

Luego del marcaje con FITC, realiz6 una nueva caracterizacion de las MPQ-f, en esta
nueva ocasion no se presentaros cambios significativos en el tamafio de las particulas pero
si se registraron variaciones con respecto al potencial Z de las MPQ (Tabla 7). Se puede
apreciar una gran variacion en el simbolo del potencial Z para las MPQC marcadas con
FITC con respecto a las MP sin marcar, quedando con un potencial de carga negativo, a
diferencia de las MPQT-f y MPQS-f que mantuvieron su potencial positivo y negativo
respectivamente. Cabe destacar que las MPQS no se vieron afectadas por el proceso de

marcaje de acuerdo a estos resultados.

Z-potencial (mV)

MPQC-f -4,29 £ 0,47
MPQS-f -15,78 2,51
MPQT-f 13,41 + 2,56

Tabla 7. Valores de potencial Z correspondientes a las microparticulas tras el marcaje con FITC. Los valores negativos
obtenidos se atribuyen a la conjugacion del isotiocianato del fluoréforo con el grupo amino disponible de las

microparticulas.
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Figura 4. Microscopia dptica de fluorescencia de MPQC-f (A.1y A.2), MPQT-f (B.1y B.2) y MPQS-f (C.1y C.2)

obtenidas en aumento 40x. En la columna de la derecha se pueden apreciar de mejor manera las microparticulas tras haber

sido sometidas a sonicacion posterior a su formulacion.
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5. Ensayo de bioadhesion

Previo a los ensayos de bioadhesion se midié la fluorescencia de cada lote de MP junto con
el medio de cultivo a utilizar en las pruebas. De esta manera se obtuvieron los valores de
fluorescencia pre-incubacion, y dada las curvas de calibracion elaboradas con anterioridad

también se obtuvo la cantidad promedio de MP que se emplearan en cada placa e inserto de

cultivo.
MUESTRA FSU CANTIDAD (ug)
Medio de Cultivo 3.680,85 -
MPQC-f 7.580,10 219,16
MPQS-f 8.966,69 172
MPQT-f 7.820,66 229,65

Tabla 8 Valores de fluorescencia para 500 pL de Medio de cultivo MPQC-f, MPQS-f y MPQT-f junto con su respectiva

cantidad en pg previo a su utilizacion en los ensayos de bioadhesion.

La monocapas celulares diferenciadas se mantuvieron en los insertos Transwell®, mientras
que las monocapas sin diferenciar se trabajaron en una placa multi-pocillos cuyas
dimensiones se aproximaban a la de pocillos Transwell®. Los ensayos se coordinaron para
ser realizados al termino de la etapa de diferenciacion. Es asi como en el dia 21 se procede
con las pruebas de adhesidn siguiendo un protocolo adaptado de Behrens et al., 2002 Lin et
al., 2008 y Jia et al., 2009 donde las MPQX-f fueron resuspendidas en el medio de cultivo
para luego ser inoculadas a las monocapas celulares y comprobar la cantidad de éstas que
se mantuvieron unidas durante 90 minutos. Se realizaron pruebas en duplicado para cada

tipo de MPQ, en cada una de las placas (Transwell y tradicional).

Una de las consideraciones a tener en cuenta es el pH del medio con particulas
fluorescentes, puesto que debido a la técnica de conjugacion con FITC puede producir
variaciones de pH que pueden alterar la integridad de las monocapas, por lo cual se tuvo
precaucion en el viraje de color del medio de cultivo junto con la utilizacion de PBS en vez

de una solucidén de acetona:agua como sugieren los autores mencionados.
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Terminado el periodo de incubacién se retiré el medio de cultivo y se procedio a analizar
ambas placas en un microscopio de fluorescencia. En primera instancia se aprecio
fluorescencia, pero con una menor intensidad que la observada previo a los ensayos, debido

a esto no se pudo realizar un registro fotografico de la adhesion.

El medio de cultivo retirado fue analizado en el fluorimetro, obteniendo la fluorescencia
correspondiente al sobrenadante de cada pocillo. De esta forma se realizaron tres lecturas
para cada pocillo para posteriormente trabajar con el promedio de éstas, asi se registraron 4
lecturas finales para cada tipo de MPQ-f (duplicado para cada placa). Con estos resultados
se obtuvo la diferencia de fluorescencia pre y post incubacion utilizando una férmula para

el diferencial de fluorescencia (AFSU).

Cultivo FSU post-incubacién AFSU
7.124,24 455,86
Transwell
7.241,84 338,26
MPQC-f
6.827,82 725,29
Estandar
6.895,45 718,47
7.342,15 478,51
Transwell
7.440,36 380,30
MPQT-f
7.167,47 653,19
Estandar
7.102,01 718,66
8.466,22 500,47
Transwell
8.548,37 418,32
MPQS-f
8.253,18 713,51
Estandar
8.231,12 735,57

Tabla 9. Fluorescencia post incubacion de los distintos tipos de MPQ-f junto son sus respectivos valores de AFSU para
cada tipo de cultivos: diferenciados (Transwell) y sin diferenciar (Estandar). En color rojo se muestran los menores

valores de AFSU registrados para cada tipo de MPQ-f, y en color azul los méaximos.
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AFSU = ( FSUpre-incubacion — FSUpost-incubacién)

Donde FSUpre-inc cOrresponde a la Fluorescencia pre-incubacion, que se obtiene a partir de
la fluorescencia de cada tipo de MPQ-f previa su administracion en cultivos. Y FSUpost-inc
corresponde a la Fluorescencia post-incubacion, obtenida a partir del sobrenadante extraido
posterior al proceso de incubacién, desde cada pocillo con MPQ-f enfrentadas a los
distintos tipos de monocapas celulares. Esta formula permite analizar y comparar
facilmente la adhesion de los distintos tipos de MP en los pocillos con monocapas celulares
diferenciadas y sin diferenciar, ya que permite identificar sin problemas la ocurrencia de
esta puesto que un AFSU igual a cero (AFSU=0) equivale a una no ocurrencia de este
fendmeno. Ademas un mayor valor de AFSU obtenido equivaldria a un mayor nimero de
MPQ-f adheridas a las monocapas, permitiendo una comparaciéon estandar del rendimiento
bioadhesivo de estas MP como se ve reflejado en la tabla 9, donde se aprecia que las

MPQS-f presentaron un mayor rendimiento en cuanto a su capacidad bioadhesiva.

Estos resultados se condicen con la presencia de fluorescencia en las placas de cultivo
observadas bajo microscopio de fluorescencia como ya se menciond, y probablemente la
poca fluorescencia encontrada se pudo deber a la cantidad de MPQ-f adheridas a la
monocapa (aunque la intensidad de la emision no guarde relacion directa con este
fendmeno). Junto con esto también se pueden definir un porcentaje de bioadhesion maximo

para obtener la adhesion maxima esperada.
Maxima adhesion esperada (100% Bioadhesion) = FSUwpox - FSUmc

Donde la diferencia entre los valores de FSU para cada tipo de MP (FSUwpg) se resta a la
fluorescencia intrinseca del Medio de Cultivo (FSUwmc) en el cual se llevaron a cabo las
adhesiones correspondientes. De esta forma se pueden ordenar los indices de adhesién
obtenidos en este ensayo con los valores minimos, maximos y esperados en ambos tipos de
cultivos de la linea Caco-2. Se aprecia claramente que los valores minimos se registraron en
los cultivos diferenciados a diferencia de lo que se planteaba al inicio del estudio, también
se refuerza el hecho de la mayor adhesién registrada por MPQS-f en ambos tipos de cultivo
(Tabla 10).
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Adhesion Esperada Adhesion Max. Adhesion Min.
(AFSU) Registrada (AFSU) | Registrada (AFSU)
MPQC-f 3.899,25 725,29 338,26
MPQT-f 4.139,81 718,66 380,30
MPQS-f 5.285,84 735,57 418,32

Tabla 10. . indice de adhesion méxima esperada estimada, adhesion méxima registrada y adhesion minima registradas
para los tres tipos de MP (MPQC-f, MPQT-f y MPQS-f) en ambos tipos de cultivos de la linea Caco-2. Se aprecia que
los valores mas altos corresponden a los obtenidos con MPQS-f con una mayor adhesion esperada (verde), mayor

adherencia registrada (azul) y menor valor de adhesion obtenido (rojo).

De acuerdo a estos resultados la mayor cantidad de adhesidn se registrd en los cultivos
cuyas monocapas se encontraban sin diferenciar (cultivos estdndar) y cuyos valores de
fluorescencia fueron: 752,28 FSU, 735,57 FSU, 718,66 FSU, para MPQC, MPQS y MPQT
respectivamente. Asi mismo se evidencié que las MPQC fueron las que mostraron mayores
indices de bioadhesion en ambas matrices, seguidas por MPQT y finalmente MPQS (Tablas
9 y 10). En cambio los menores registros corresponden a los valores de fluorescencia de

MPQS 418,32 FSU, seguido por MPQC 338,26 FSU y finalmente MPQT 380,30 FSU;
estos resultados se aprecian en el grafico 2.
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Grafico 2. Valores de AFSU para los tres tipos de MP en ambos tipos de cultivo: diferenciados (Dif) y sin diferenciar
(Indif). Se aprecian mayores indices de unién en cultivos indiferenciados, donde la diferencia de adhesion entre los
distintos tipos de MPQ-f es minima.
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Estos valores se muestran como porcentajes en la tabla 11, considerando como un 100% de

adhesion a los valores del AFSU esperado.

% Adhesion Méax. | % Adhesion Min.
MPQC-f 19,30 8,42
MPQT-f 17,36 9,19
MPQS-f 13,91 7,9

Tabla 11. Porcentajes de bioadhesion para cada tipo de MPQ obtenidos a partir de la fluorescencia pre-incubacion, AFSU
post-incubacion correspondientes a las adhesiones esperadas, y las adhesiones maximas y minimas registradas.
En esta ocasion se aprecia un inversion en los maximos y minimos de los resultados, con
respecto al rendimiento de las MPQ-f en cuanto a su eficiencia de adhesion. Sin embargo
se debe considerar que estos resultados se obtuvieron a partir de los resultados de los
AFSU, que es un valor que de forma indirecta demuestra la adhesion de las particulas en las
monocapas. Por ende, estos porcentajes se deben interpretar bajo esta luz y teniendo
presente que estos porcentajes no permiten establecer comparaciones claras entre los tipos
de MPQ-f, ya que no se realiz0 un control de adhesion estandar que permitiese comparar
los tres tipos de MP utilizadas, y es la razon por la que no se realiz6 la comparacién

cuantitativa de la bioadhesion con estos porcentajes.
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15.01 % MPQC-f cultivo estandar
12.5+

MPQT-f cultivo diferenciado
10.04

7.5+
5.04
2.5+
0.0-

MPQT-f cultivo estandar
MPQS-f cultivo diferenciado

% Adhesion

MPQS-f cultivo estandar

Grafico 3. Porcentajes de bioadhesién para cada tipo de MPQ-f obtenidos a partir de los diferenciales de fluorescencia

Estimados y los diferenciales de fluorescencia registrados en el ensayo.
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DISCUSION

En éste estudio se busca evaluar la capacidad bioadhesiva de MPQ funcionalizado con
grupos tiol y sulfato, comparandola con MP del polimero sin funcionalizar; ya que éste es
un requerimiento fundamental al momento de formular vacunas mucosas. Las vacunas
mucosas han generado gran interés en el Ultimo tiempo en el a&mbito médico y
farmacologico (Jiang et al., 2017; Mahmood et al., 2017; Palazzo et al., 2017), ya que
ofrecen ciertas ventajas practicas respecto a vacunas de administracion parenteral como,
por ejemplo, menores costos de produccion, menor dificultad al momento de administrar, y
principalmente, generan un respuesta inmune tanto local como sistémica (Amidi et al.,
2010; Van der Lubben et al., 2001).

La utilizacion de Q y su variante funcionalizada con grupos tiol para la formulacion de MP
que actien como vehiculos de antigenos vacunales estd bien documentada (Islam et al.,
2012), sin embargo este es el primer acercamiento en el uso de éste polimero
funcionalizado con grupos sulfato para este fin. De esta forma se espera mejorar las
capacidades mucoadhesivas del Q, al establecer enlaces di-sulfuro entre estas MP y las
glicoproteinas que se encuentran en la capa de mucus de los tejidos, que son el sitio blanco
de la vacuna (Amidi et al., 2010; Bravo-Osuna et al., 2007; Kim et al., 2015; Mahmood et
al., 2017; Palazzo et al., 2017). Por lo tanto, la utilizacion de la linea celular Caco-2, que
tiene la capacidad de expresarse fenotipicamente como enterocitos tras un proceso de
diferenciacion, genera un gran interés en este tipo de estudio, ya que permite comprobar de
una manera mas representativa la facultad de adhesion de las distintas MP, ademés esta
linea se caracteriza por expresar uniones intercelulares de tipo estrechas (TJ) luego de la

diferenciacion (Islam et al., 2012).

Es asi como las células se cultivan en insertos Transwell® durante 21 dias tiempo durante el
cual se espera que la monocapa de células adquiera polaridad (Gagnon et al., 2013;
Yamashita et al., 2000), gracias al gradiente de concentracion que se establece entre las
camaras exterior e interior de los insertos debido a la presencia de una membrana con poros
de 0,4 um que se encuentra en su base. Transcurrido este tiempo, las monocapas estan listas

para realizar el ensayo final de adhesion.
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Un punto importante a considerar es la estabilidad de las monocapas durante este proceso,
puesto que durante la realizacion de esta tesis se evidenciaron cultivos en los cuales hubo
un desprendimiento progresivo de las células desde la membrana porosa a partir del décimo
dia. Lo anterior podria deberse a un prolongado tiempo en que las células se mantuvieron
en cultivo, o bien a la rapidez en que establecieron una confluencia total de la monocapa.
Es por esto que resulta fundamental un seguimiento constante y exhaustivo de los cultivos
durante el periodo de incubacién en los insertos, asegurando asi que el proceso de
diferenciacion se lleve acabo sin disrupciones al establecer la monocapa. Un punto
importante a destacar es que este desprendimiento parece ocurrir en un periodo importante
durante de la diferenciacion del cultivo celular, ya que es a partir del dia 9 cuando se
comienzan a expresar las uniones intercelulares estrechas como lo reporta Natoli et al.
(2012), quienes realizaron un seguimiento exhaustivo del proceso de diferenciacion
utilizando anticuerpos especificos contra proteinas de la zonula occludens (ZO) de estas
uniones (Lin et al., 2008; Sonaje et al., 2013), dado que la presencia de las TJ marca una
adecuada diferenciacion de estos cultivos. Bajo ésta perspectiva resulta interesante plantear
un seguimiento cualitativo similar al mencionado como parte crucial de un protocolo de
diferenciacion para la linea celular Caco-2, donde se puede evidenciar la presencia de las
uniones intercelulares estrechas antes de los 21 dias estimados (Lin et al., 2008; Natoli et
al., 2013; Sevin et al., 2013; Sonaje et al., 2012).

En cuanto a las MPQ formuladas, se puede apreciar que su tamafio promedio es menor a 10
um, que corresponde al tamafio maximo esperado al momento de microencapsular con los
parametros utilizados con la técnica de secado por atomizacion , ya que se ha reportado que
tamanos inferiores a 10 pm resultan ideales para este tipo de formulaciones ya que
favorecen el transporte y absorcion a células, tejidos y 6rganos especializados en producir
una respuesta inmune (Amidi et al., 2001), como es el caso de las células M en el sistema
digestivo. Ademas, es posible observar que la cantidad de carga promedio, expresado como
simbolo de potencial Z, de las MPQ sin funcionalizar es positivo (33,66 + 0,69), lo cual es
consistente con el hecho de que Q es un polication. MPQS presentaron simbolo potencial Z
negativo (-14,62 + 0,62), y las MPQT positivo (27,09 £ 0,42). La variacion en simbolo de
potencial Z de las MPQS con respecto a MPQC podria estar relacionado al proceso de

funcionalizacion del Q, ya que la conjugacién y reemplazo del grupo quimico funcional
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ocurriria principalmente en el lugar de su grupo amino, responsable de brindarle un caracter
cationico al polimero; junto con la carga y naturaleza de los grupos sulfato. También es
posible cuantificar la cantidad de grupos amino (-NH>), sulfato (-SOz3) y tiol (-SH) en Q de
partida y funcionalizados mediante espectroscopia NMR, lo cual podria aportar mayor

informacion para esclarecer la interacciones de estas moléculas con la mucina.

Por otro lado para la realizacion de los ensayos de bioadhesion, junto con la preparacion de
los cultivos celulares diferenciados, resulta sumamente importante el marcaje de las MPQ
con algun agente que permita la apreciacion del fenémeno de adhesién, y més aln permita
generar una cuantificacion de éste para poder realizar estimaciones y comparaciones
correspondientes. Es por esto que se utilizé FITC, molécula que se conjuga con el Q,
produciendo una reaccion de conjugacion con el grupo amino de este polimero (Ge et al.,
2009; Huang et al., 2002; Huang et al., 2004; Jia et al., 2009).

El marcaje con FITC fue realizado en base a los protocolos propuestos por Huang et al.
(2004), quienes han reportado la obtencion de MPQ-f. La diferencia principal entre el
protocolo utilizado por Huang et al. (2004) y el utilizado en este trabajo radica en que en
esta tesis el marcaje fue realizado posterior al proceso de microencapsulacion, ademas de la
utilizacion de un medio buffer (PBS) para la conjugacion esperada; tras finalizado el
proceso se tomaron fotografias bajo microscopia de fluorescencia con alicuotas de cada
lote, una alicuota obtenida inmediatamente terminado el marcaje, y otra tras un proceso de
sonicacién de los lotes para evitar aglomeraciones en las MP, que se deben a la utilizacion

del medio buffer ya mencionado (Fig. 4).

Como se muestra en las fotografias de la figura 4, se logr6é una adecuada conjugacién entre
ambos reactivos, obteniendo MP-f para cada tipo de Q: MPQC-f, MPQT-f y MPQS-f. Si
bien en primeras instancias se aprecid una pequefia diferencia en la intensidad de
fluorescencia entre MPQC-f y MPQT-f (datos no mostrados), ésta se mejoro en procesos

de marcaje posteriores.

Posterior al marcaje con FITC se realizé una caracterizacion de éstas particulas bajo los
mismos pardmetros previamente utilizados para verificar el efecto de este proceso sobre las
MP. Los cambios se registraron a nivel del potencial Z de las MPQ-f, los cuales se pueden

explicar principalmente por el tipo de reaccion que se produce entre el Q y FITC, en la cual
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el conjugado FITC-g-quitosano tendrd un caracter mas anidnico respecto al quitosano
indicando que la funcionalizacion de las moléculas de Q no se lleva a cabo en todos los

grupo amino de la cadena del polimero (Ge et al., 2009).

La presencia de grupos aminos integros en la estructura de Q permiten su marcaje con
tinciones fluorescentes como el FITC. Sin embargo, no se puede afirmar que la reaccion de
conjugacion con el fluoréforo sea total, es decir, que se produzca en todos los grupos amino
disponibles, considerando que el protocolo utilizado en este estudio utiliza MP ya
formuladas, por lo que en este caso el polisacarido no estaba totalmente expuesto
fisicamente. Finalmente, la variacion producida por el FITC puede repercutir durante la
etapa de contacto del mecanismo que gobierna el proceso de mucoadhesion, sin embargo
no debiese afectar la etapa final de consolidacion, por lo tanto no se espera una variacion
similar al comportamiento previsto para las MPQS, donde se espera una dindmica diferente
tanto durante la etapa de contacto inicial asi como en la etapa de consolidacién, donde
incluso se prevé la formacion de enlaces mucoadhesivos de distinta composicién con

respecto a MPQ sin funcionalizar.

Este cambio durante la etapa de contacto inicial en el mecanismo de bioadhesion se debe
principalmente al tipo de reaccion que conduce a la produccion de MPQ-f, ya que esta
nueva molécula tendrd un caracter mas anioénico en comparacion al polimero por si solo o

funcionalizado.

Resulta interesante sefialar el marcaje de MPQS con FITC, ya que se aprecia una mayor
fluorescencia en estas MP en comparacion el resto. Si bien no se puede establecer
completamente el caracter de esta union en particular, este fendbmeno podria estar
relacionado con la polaridad de ambos compuestos junto con el pH del medio en el cual
ocurre este proceso, asi el mayor rendimiento evidenciado puede atribuirse a una mayor
reactividad de ambas moléculas durante la conjugacion de éstas (Jian et al., 2017; Palazzo
etal., 2017).

También es importante destacar, que posterior al proceso de marcaje con FITC y previo a
los ensayos de bioadhesién en los cultivos celulares, se evidencié como el proceso de

funcionalizacion mejora la solubilidad del Q (datos nos mostrados).
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En cuanto al ensayo final de bioadhesion, se propone realizarlo en un medio cuyo pH sea
igual o cercano a un valor neutro, similar al que se encontrarian las MPQ en su sitio blanco
(sistema intestinal) al ser utilizadas en una vacuna mucosa. De esta forma se logra
ejemplificar las importancias y beneficios del proceso de funcionalizacion donde no sélo se
busca mejorar las capacidades bioadhesivas del polimero sino que también soslayar los
inconvenientes que se han descrito para la variante sin funcionalizar, principalmente su
poca eficiencia al actuar en medios donde ocurran cambios dramaticos de pH que provocan
que las MP se aglomeren, afecten el estado protonado del polimero, e interfiera con el
efecto potenciador de transporte que ejerce este polisacérido, condiciones a las cuales
estaran expuestas al ser utilizadas en este tipo de vacunas las cuales repercuten finalmente
en la dinamica del mecanismo de bioadhesion (Bravo-Osuna et al., 2007; Jiang et al., 2017;
Kim et al., 2015; Men-Lund et al., 2014; Palazzo et al., 2017).

De los resultados obtenidos llama la atencion que los mayores porcentajes de adhesion se
hayan producido en la monocapa de los cultivos sin diferenciar, siendo que se esperaba que
una mayor union en los cultivos diferenciados. Esta diferencia se puede atribuir a la
distribucion de proteinas y glicanos en la membrana celular tras el proceso de
diferenciacion, ya que al adquirir polaridad estos componentes se ordenan de tal manera
pudiendo afectar su disponibilidad para establecer contacto con las microparticulas, al
contrario de lo que ocurriria en un cultivo no diferenciado. Por otro lado, seria interesante
plantear esta diferencia de adhesion como una herramienta de seguimiento al proceso de
diferenciacion, de forma analoga a los marcadores de las uniones intercelulares estrechas;
sin embargo se debe tener presente que aun se desconoce el efecto del FITC en los
mecanismos de adhesion y si existe una diferencia significativa entre los protocolos de
marcaje encontrados en la bibliografia y el utilizado en esta tesis.
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Finalmente cabe recalcar que los experimentos expuestos se realizaron en mas de una
ocasion en post de estandarizar los protocolos para realizar la comparacion de la
bioadhesion in vitro de las MPQ. No obstante el tamafio de las muestras utilizados no
permitieron establecer diferencias estadisticamente significativas para la bioadhesion de
cada tipo de MPQ, sin embargo, los resultados obtenidos junto con su interpretacion
permiten apreciar el comportamiento bioadhesivo de cada tipo MPC utilizadas,
evidenciando que MPQC cuales un mejor rendimiento bioadhesivo en ambos tipos de

matriz.

De esta manera se tiene un contexto claro que puede marcar una pauta al momento de
repetir 0 generar nuevos estudios necesarios para determinar completamente estas
diferencias. Ademas se deben tener presente otros factores, como la presencia y porcentaje
de mucina y de glicocalix en las células intestinales, los cuales cumplen un rol fundamental

en la actividad de vacunas mucosas (Amidi et al., 2010; Kesimer et al., 2013).
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CONCLUSIONES

Es posible marcar MPQ funcionalizado con grupos sulfato (MPQS), tiol (MPQT) y

las MPQ comercial sin funcionalizar con FITC.

Se produce adhesion de los distintitos tipos MPQ-f en la linea celular tipo Caco-2
en cultivos con y sin diferenciar, donde se registr6 un mayor rendimiento en las

monocapas sin diferenciar.

No hay diferencia estadisticamente significativa en cuanto a las propiedades
bioadhesivas de las distintas MP, sin embargo debido a la relacion directa entre la
fluorescencia y la capacidad de adhesion de las MPQ se podria prever su eficiencia

en futuros estudios.
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