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Resumen

La formulacion de nuevas plataformas para la administracion de farmacos
constituye un eje central en el tratamiento de enfermedades emergentes, como la
pandemia ocasionada por SARS-CoV-2. Dentro de estas plataformas se encuentran
los sistemas de liberacion de farmacos y vacunas. Estos sistemas mejoran la
biodisponibilidad del agente terapéutico y la especificidad del sitio de accion. Ademas,
protegen al agente terapéutico de la degradacion y controlan la cinética de liberacion
del farmaco, lo que permite reducir las dosificaciones y, por ende, los efectos
secundarios. Y en el caso de vacunas, potencian la respuesta inmune al actuar como

adyuvantes.

El objetivo de este trabajo fue sintetizar vehiculos de entrega de antigeno o
acarreadores, basados en dos polisacaridos marinos: el quitosano obtenido del
exoesqueleto de crustaceos y el exopolisacarido (EPS) que libera la microalga

Porphyridium purpureum.

La sintesis de los vehiculos de entrega se llevé a cabo mediante gelacion idnica,
generandose entrecruzamiento entre el quitosano y el EPS mediante interacciones
electrostéticas, aprovechando el caracter positivo del quitosano y las cargas negativas
del EPS. Los resultados analizados por microscopia electronica de transmision (TEM)
mostraron morfologia esférica. Sin embargo, estos geles fueron inestables, por lo que
se adicion6 un agente entrecruzante (tripolifosfato de sodio, TPP) para mejorar la
estructura. Los geles obtenidos de esta nueva sintesis (quitosano, exopolisacarido y
tripolifosfato de sodio, Ch-EPS-TPP) tuvieron un tamafio aproximado de 100 nm y
presentaron una morfologia esférica tipo ndcleo-carcasa, que fue corroborada por
imagenes TEM y el mapeo de elementos quimicos. Los geles Ch-EPS-TPP mostraron
altos porcentajes de mucoadhesividad (> 90 %), una caracteristica crucial en el
desarrollo de vacunas mucosales. Los estudios de citotoxicidad indicaron que los

microgeles estimulan la proliferacion de esplenocitos y células HEK.

Palabras clave: Vehiculos de entrega de antigeno, EPS, nucleo-carcasa, Ch-EPS.



Abstract

The generation of new drug delivery systems is a central axis in the treatment of
emerging diseases such as the pandemic caused by the SARS-CoV-2. Among these,
drug and vaccine delivery systems allow to enhance the bioavailability of the
therapeutic agent and its specificity on the action site. Furthermore, they protect the
therapeutic agent from degradation and control the drug release kinetics, which allows
for the reduction of dosages and, consequently, side effects. In the case of vaccines,

they enhance the immune response by acting as adjuvants.

The aim of this study was to synthesize antigen delivery vehicles based on two
marine polysaccharides: chitosan obtained from crustacean exoskeletons and the
exopolysaccharide released by the microalga Porphyridium purpureum (EPS).

The synthesis of the delivery vehicles was carried out through ionic gelation,
creating cross-linking between chitosan and EPS through electrostatic interactions.
Taking advantage of the positive nature of chitosan and the negative charges of EPS.
The results analyzed by transmission electron microscopy (TEM) showed spherical
morphology. However, these gels proved to be unstable, and thus the addition of a
cross-linking agent (sodium tripolyphosphate, TPP) to enhance the structure was
assessed. The gels obtained from this new synthesis (chitosan, exopolysaccharide and
sodium tripolyphosphate, Ch-EPS-TPP) exhibited a core-shell spherical morphology,
as confirmed by TEM imaging and chemical element mapping, with an approximate
size of 100 nm. These Ch-EPS-TPP gels showed high levels of mucoadhesivity (>
90%), an important characteristic for mucosal vaccines. Furthermore, cytotoxicity
studies indicated that the microgels stimulate the proliferation of splenocytes and HEK

cells.

Keywords: Antigen delivery vehicles, EPS, core-shell, Ch-EPS.
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1. Introduccidn

El creciente aumento de enfermedades es una problemética de salud publica.
Segun la organizacion mundial de la salud (OMS), al afio mueren alrededor de 41
millones de personas relacionadas con alguna enfermedad no transmisible, lo que
representa 74% de las muertes en el mundo (Organizacion Mundial de la Salud, 2023).
Sin embargo, reducir el nUmero de muertes por enfermedades no transmisibles no es
el Unico reto a superar, cada afio se descubren nuevos patdégenos con el potencial de
causar epidemias debido a su alta virulencia y facil propagacion de humano en humano
y de manera zoonotica (animal a humano). Algunas de estas infecciones son causadas
por los virus de Ebola, Zika, Nipah, SARS, influenza H1IH1 y HIN5, Lyme, Marburg,
Hendra, Hantavirus (Ada, 2005; Rauch et al., 2018). Asi como la actual pandemia
ocasionada por el SARS-CoV-2. Por lo tanto, la investigacion y el desarrollo de nuevos
farmacos es imperativo para mitigar los padecimientos existentes, asi como para
ampliar el portafolio de herramientas terapéuticas. La investigacion en nuevas
formulaciones conlleva el desafio de desarrollar materiales inteligentes que
encapsulen al agente activo para protegerlo de la degradacion, logrando especificidad
en el sitio de accién y control en la liberacion para evitar dosificaciones constantes que
puedan causar efectos adversos. Estos materiales pueden ser administrados por vias
mucosales (oral y nasal), cerebral y pulmonar, entre otras. Algunos estudios reportan
el desarrollo de plataformas de administracion basadas en nanoparticulas,
dendrimeros, nano tubos, liposomas, particulas magnéticas, micelas, polimeros e

hidrogeles (Gunay et al., 2016). Siendo estos ultimos la base de esta investigacion.

Los hidrogeles son estructuras hidrofilicas complejas que han sido ampliamente
estudiadas en el campo de la medicina, debido a sus caracteristicas estructurales
como elasticidad y alta capacidad de retencion de agua. Son sintetizados a partir de
diversas moléculas que comprenden lipidos, proteinas, polimeros, amino acidos y
polisacéaridos (Revuri et al., 2017). Los polisacaridos son macromoléculas complejas
compuestas de monosacéaridos unidos mediante enlaces glicosidicos. Estos

biopolimeros cumplen funciones bioldgicas de reserva y estructurales. Sus grupos



funcionales son facilmente detectados por los receptores superficiales de las células
promoviendo interacciones no covalentes, favoreciendo la bioahdesion (Revuri et al.,
2017; Sun et al.,, 2021). Ademas, se ha reportado que los polisacaridos exhiben
caracteristicas particulares entre las cuales podemos mencionar actividad
antimicrobiana, anticancerigena, antiviral, hipocolesterolémica, anticoagulante,
antioxidante, hepatoprotectora, antiinflamatoria e inmunogénica, entre otras (Tomaz et
al., 2018; Riccio & Lauritano., 2020; Netanel et al., 2020).

La capacidad inmunogénica es de vital importancia en el disefio de acarreadores
como adyuvantes en vacunas. Un adyuvante es una sustancia que se adiciona a una
vacuna para potenciar la inmunogenicidad de los antigenos altamente purificados,
reduciendo asi costos y dosificacion (Li et al., 2013). Los adyuvantes tradicionales
incluyen emulsiones oleosas, sales de aluminio, complejos inmunoestimulantes,
citoquinas, macroparticulas, polisacaridos y virus o bacterias enteros o fraccionados
(Zhang et al., 2018; Csaba et al., 2009). Sin embargo, algunos adyuvantes presentan
desventajas. Las sales de aluminio no proveen inmunidad a las mucosas que son una
de las principales barreras contra los patdgenos y adicionalmente causan efectos
secundarios como dafio renal por acumulacion. Las emulsiones causan
reactogenicidad en el area de aplicacién, por tal motivo nuevas formulaciones son

estudiadas para mejorar la inmunogenicidad y reducir los efectos secundarios.

La formulacién de materiales o biomateriales basados en polisacaridos como los
hidrogeles, conlleva a la obtencién de materiales funcionales e integrales, haciendo
sinergia con las propiedades de los polisacéaridos y potenciando el efecto terapéutico.



2. Marco teoérico

Los biomateriales son definidos como sustancias que interactan con sistemas
biologicos reemplazando o restaurando alguna funcién. Ademdas, son
farmacoldgicamente inertes, biocompatibles, no téxicos y no carcinégenos. Se dividen
principalmente en 4 categorias: polimeros, ceramicos, metales y compositos. Los
compositos son materiales hibridos formados por dos compuestos con distintas
propiedades fisicoquimicas. Se encuentran en diversos tamafios (macro, micro y
nano), formas (varillas, discos, cilindros, esferas, fibras, etc.) y estructuras (hidrogeles,
particulas, micelas, dendrimeros y core-shell (ntcleo-carcasa )) (Cordeiro et al., 2015;
Zhao et al., 2014). Los biomateriales son un componente fundamental en el area
médica, desde el disefio de protesis, implementos médicos (adhesivos quirlirgicos,
suturas, vendajes absorbibles), implantes (valvulas cardiacas, implantes dentales y
auditivos), biosensores, estructuras para ingenieria de tejidos, vehiculos de liberacion
de farmacos y vacunas (Antosova et al., 2009; Tathe et al., 2010; Y. S. Zhang &
Khademhosseini., 2017). Esta Ultima aplicacion es el enfoque de este trabajo doctoral.

El desarrollo de nuevas plataformas de liberacidn de terapéuticos es una estrategia
qgue involucra el desarrollo de materiales o biomateriales novedosos con la finalidad
optimizar las vias de administracion de farmacos o vacunas. Con lo cual se logran
terapias y esquemas de medicacion efectivos que mejoren la salud de los pacientes.
Los biomateriales en el area de liberacion de farmacos, se enfocan en el desarrollo de
sistemas novedosos que transporten moléculas. Ademas de lograr buena
encapsulacién y especificidad en el sitio de accion. Aunado a un perfil de liberacion
prolongada, reduccion de efectos secundarios, y una mejor biodisponibilidad,
selectividad y en caso de vacunas, una mayor inmunogenicidad (Li & Cooper-white.,
2018; Group, 2016; Hu et al., 2019; Tsoras & Champion., 2019; Dragan & Dinu., 2019;
Alhaique et al., 2016). La modificacion y adquisicion de ciertas propiedades en los
materiales puede ser lograda mediante distintos métodos de sintesis modulando
caracteristicas como porosidad, tamafio, hidrofobicidad, hidrofilicidad vy

funcionalizacion superficial que genere materiales inteligentes capaces de responder



a distintos estimulos (fuerza ionica, presion, luz, temperatura, especies reactivas de

oxigeno, magnetismo, volumen, pH, etc.).

Las estrategias de sintesis son especificas a la estructura que se desea, tal como
la sintesis de dendrimeros (método divergente o convergente), micelas (emulsion
agua/aceite, evaporacion de solvente, dispersion sdlida, dialisis), micro/nano
particulas (litografia, electrospining, ablacion laser, deposicion quimica de vapor,
método sol-gel, método solvotermal, etc) e hidrogeles (métodos fisicos o quimicos) (
Zhao et al., 2011).

2.1. Hidrogeles

Un gel es una estructura compuesta de redes poliméricas tridimensionales
reticuladas, que se encuentran enlazadas mediante interacciones intermoleculares o
enlaces covalentes (Ottenbrite & Park, 2010). Estos materiales tienen la capacidad de
absorber grandes cantidades de disolvente sin disolverse debido a los enlaces
quimicos o fisicos en su estructura. Su hidrofilicidad se atribuye a los grupos hidroxilo
(=OH), carboxilo (~COOH), amida (—CONH?2) y sulfénico (-SOsH) presentes en este
tipo de polimeros (Wierzbicka & Wilczek., 2023). Estas estructuras presentan diversos
tamafos y segun sus dimensiones los rangos oscilan entre: >10 um (hidrogeles), 1-10
pum (microgeles) y <1 um (nanogeles). Los geles se distinguen en dos categorias con
base al estado fisico del agente gelante en la dispersion: hidrogeles y organogeles.
Los hidrogeles absorben agua, compuestos hidrosolubles o coloides dispersables,
mientras que los organogeles contienen sustancias oleosas insolubles en agua. Existe
una agrupacion adicional dependiendo de la naturaleza del solvente: xerogeles y geles
acuosos. Los primeros son geles sdlidos con bajo contenido de solvente, se producen
por evaporaciéon y puede regenerarse a gel nuevamente, ejemplo de ello es la gelatina
en polvo, la celulosa en polvo y el poliestireno (Paul et al., 2017). Los hidrogeles son
materiales suaves, insolubles en agua, moldeables y con alta tasa de hinchamiento, lo
cual constituye una caracteristica de interés en la industria farmacéutica dado que
absorben altas concentraciones de principio activo (Morelle et al., 2018; Genevro et
al., 2019).



2.2. Sintesis de hidrogeles

Los hidrogeles se sintetizan mediante reacciones quimicas (enlaces covalentes)
o fuerzas intermoleculares (London, puentes de hidrégeno, Van der Waals,
interacciones hidrofobicas, etc.), empleando diversas moléculas como bloques de
ensamblaje, en las que se incluyen polisacaridos, proteinas, acidos nucleicos, péptidos
o lipidos (Bookstaver et al., 2018; Adeosun et al., 2020; Ye et al., 2014; F. Xu et al.,
2022). A continuacioén, se describen las estrategias de sintesis de hidrogeles fisicos e

hidrogeles quimicos.
2.2.1. Hidrogeles quimicos

El entrecruzamiento quimico involucra la formacién de enlaces covalentes entre
las cadenas poliméricas mediante diversos sitios reactivos como lo son acidos
carboxilicos, aminas, amidas, urea, tioéter y ésteres por mencionar algunos (Herrmann
et al., 2021; Jayachandran et al., 2022; Revuri et al., 2017). Obteniéndose estructuras
mas estables. El proceso requiere la interaccion de los monémeros con un agente
entrecruzante, siendo el glutaraldehido el mas utilizado. Sin embargo, este agente es
toxico, por lo cual se buscan alternativas menos toxicas, como la genipina, iones de
calcio, &cido tanico, ferulico y &cido citrico, entre otros (Jayachandran et al., 2022;
Ehrmann, 2021). La obtencién de hidrogeles implica diversas estrategias de sintesis,
tales como la polimerizacibn por radicales libres, la reticulacion quimica, la
polimerizacién por irradiacion, y la reticulacion enzimatica (Ho et al., 2022; Lu et al.,
2023). Otros métodos avanzados incluyen la litografia y la ablacion laser para patrones
y estructuras especificas. En el area médica los hidrogeles quimicos son utilizados
para la liberacion controlada de farmacos, ingenieria de tejidos, implantes médicos y
protesis (Ottenbrite & Park, 2010).

2.2.2. Hidrogeles fisicos

Los hidrogeles fisicos son redes tridimensionales que se forman a partir del
entrecruzamiento de biopolimeros mediante interacciones supramoleculares del tipo

puentes de hidrégeno, Van der Waals, interacciones idnicas, interacciones 1r-1 €



interacciones hidrofébicas (Ye et al., 2014). La reticulacion se lleva a cabo a través de
la formacion de enlaces con los grupos hidroxilo, carboxilato, amino, amida, carboxilo,
sulfato y copolimeros anfifilicos (Kumarasamy & Giri, 2019; Revuri et al., 2017;
Adeosun et al., 2020; Atwal et al., 2023). Estos hidrogeles pueden autoensamblarse
mediante interacciones no covalentes. Sin embargo, en algunos casos se emplean
agentes entrecruzantes para mejorar su estabilidad y resistencia estructural, como el

tripolifosfato de sodio (TPP), que actia como un agente polielectrolitico.

Las rutas de sintesis de los hidrogeles fisicos implican diversas estrategias, tales
como la gelacion idnica, el congelamiento/descongelamiento, la formacion de
complejos polielectroliticos y la cristalizacion (Ho et al., 2022; Szekalska et al., 2022;
Csaba et al., 2009; Kumarasamy & Giri, 2019). En la gelacién ionica, se utilizan iones
para formar enlaces entre las cadenas poliméricas, mientras que el congelamiento y
descongelamiento alternados inducen la formacion de cristales de hielo que actian
como puntos de entrecruzamiento fisico. La formacién de complejos polielectroliticos
se basa en la interaccidn entre polielectrolitos de cargas opuestas para formar redes,
y la cristalizacion de ciertos segmentos del polimero puede inducir la formacion de una
red tridimensional (Sun et al., 2021; Xu et al., 2022). Los hidrogeles fisicos son faciles
de sintetizar y, por sus caracteristicas, se consideran reversibles. Debido a la
naturaleza de sus interacciones, pueden emplearse en una variedad de aplicaciones
biomédicas, como la liberacion controlada de agentes terapéuticos, el desarrollo de
vendajes y apositos, la ingenieria celular y como soportes temporales en cirugias (Xu
et al., 2022; Islam & Ferro, 2016; Ottenbrit & Kinam Park, 2010).

2.3. Hidrogeles en medicina

Diversas investigaciones se han centrado en el uso de hidrogeles para el
desarrollo de aplicaciones médicas debido a sus interesantes caracteristicas
(hidrofilicidad, propiedades mecanicas flexibles, gran capacidad de retencion de agua,
biocompatibilidad, no toxicidad, permeabilidad, y en capacidad de estimulo respuesta).
Los avances en estas investigaciones han propiciado el desarrollo y la implementacion

de diversas aplicaciones en el area biomédica, tales como:



a)

b)

d)

Ingenieria de tejidos: Las propiedades mecanicas de los hidrogeles los hace
candidatos ideales para imitar tejidos blandos como nervios, tendones piel o
musculos, uséandolos como matrices o estructuras para promover la
proliferacion celular y por ende la regeneracion de tejidos (Xu et al., 2022).
Vendajes quirargicos o apositos: Los apdsitos proveen una barrera fisica contra
la entrada de agentes infecciosos posterior a dafio en la piel. Se ha reportado
que los apdsitos a base de hidrogeles promueven mejor y mas rapida
cicatrizacion respecto a los vendajes convencionales, estimulan el crecimiento
celular para la regeneracion del tejido. Ademas, algunos apdésitos de hidrogel
pueden cargar algun farmaco como en el caso de los apdésitos cargados con
metformina para pacientes diabéticos (Lu et al., 2023).

Lentes de contacto: Los hidrogeles de silicon presentan mayor porosidad, una
caracteristica fundamental en el disefio de los lentes de contacto, la porosidad
permite un mayor flujo de oxigeno, reduciendo inflamacion de la cérnea y
neovascularizacién (Haworth et al., 2021).

Biosensores: Los avances tecnoldgicos sitian a los hidrogeles como un
instrumento de gran utilidad. En el ambito médico son diversas las areas donde
hay avances notables que los involucran, el diagndstico y cuantificacion son
algunos de ellos. Los hidrogeles en este campo proveen una matriz en la cual
se inmoviliza la molécula prueba, entre las cuales hay anticuerpos, enzimas,
ADN, ARN, genes o cualquier otra molécula bioldgica (Review, 2017). Una de
sus implicaciones de mayor importancia es el diagndstico y tratamiento de
cancer. Esta enfermedad consta de distintos estadios donde se sobreexpresan
distintos marcadores como el antigeno especifico prostatico, antigeno 125, alfa
feto proteina, antigeno carcino embrionario, y antigeno 129 solo por mencionar
algunos de ellos (Igbal et al., 2022). Aqui radica la importancia de los avances
tecnoldgicos en este A&mbito, ya que la deteccién oportuna de estos marcadores
es crucial para anticipar los tratamientos y salvar vidas.

Disefio de protesis e implantes: Las propiedades mecanicas de los hidrogeles

ofrecen una opcion viable en el disefio de materiales o dispositivos con la



2.4.

capacidad de regenerar o reparar un organo o tejido. El dafio en el tejido 6seo
representa una afliccion recurrente en los centros médicos. Estas van desde
lesiones o traumatismos hasta enfermedades degenerativas como la
osteoartritis. La degeneracién del cartilago es una de las caracteristicas de la
enfermedad. Se ha investigado diversas terapias para contrarrestar los efectos
de la enfermedad. Uno de ellos implica el uso de hidrogeles como una
estructura soporte en el cual se estimule el crecimiento celular y se regenere el
tejido dafado. El Cartisem® un producto comercial a base de &cido hialurénico
y células mesenquimales de cordon umbilical, ha mejorado significativamente
la regeneracion del cartilago (Li et al., 2023; Atwal et al., 2023).

Sistemas de liberacién de farmacos: La alta capacidad de retencién de liquidos
sittan a los hidrogeles como interesantes plataformas de administracion de
farmacos y vacunas. Por ejemplo, los geles a base de gelatina-goma guar
cargados con lidocaina para aplicaciones dentales (Favatela et al., 2021).
Sistemas de liberacibn dual basado en metotrexato/CaCOs vy
aspirina/alginato/carboximetilcelulosa para la evaluacion de terapias contra
cancer colorrectal (Sheng et al.,, 2021). Asi como vacunas experimentales
contra antrax soportadas en vehiculos de quitosano/ fucoidan (Chuang et al.,
2020). El desarrollo de geles de acido poliacrilico cargados hidrocortisona y
goma de almendra, usados contra la inflamacion de colon ocasionada por
trastornos digestivos como la colitis (Singh et al., 2022). Y la sintesis de
hidrogeles de goma tragacanto encapsulando citicolina, un farmaco prescrito
para lesiones cerebrales y enfermedades neurodegenerativas (K. Devi et al.,

2023). Solo por mencionar algunos.
Hidrogeles como plataformas de liberacion de farmacos

La inflamacion del colon es una enfermedad crénica caracterizada por una

inflamacion en el revestimiento mucosal del colon o el intestino grueso. Es causada

por diversos factores como estres, enfermedad inflamatoria intestinal, trastornos

autoinmunes, o farmacos. Ademas, ocasiona alteraciones en el microbioma intestinal.



Li, et al. 2022 evaluaron la efectividad de microgeles nucleo-carcasa a base de
alginato-AEM (aminoetil-metacrilato) encapsulando anticuerpos para reducir la
respuesta inflamatoria. Los resultados indicaron que las microcdpsulas protegieron al
antigeno de la degradacion debida a las condiciones adversas del sistema digestivo,
y ademas se observé una reduccion significativa de la inflamacién en los modelos
evaluados (Li et al., 2022).

Un hidrogel termo-responsivo disefiado a partir de bloques de PLGA (poliacido
lactico-co-glicolico) y PEG (polietilenglicol) fue desarrollado para encapsular
vancomicina. El ensayo consistié en la administracion de los geles en ratas a las que
se les fue inducida una fractura y posteriormente fueron inoculadas con
Staphylococcus aureus resistente a la meticilina. El propésito de este estudio fue
evaluar el efecto de la vancomicina encapsulada para evitar la formacion de placa
bacteriana en la lesidon dsea. Los resultados indicaron que los geles lograron controlar

la infeccién reduciendo asi posteriores dafios al hueso (Li et al., 2023).

En otro estudio se desarrollé un hidrogel doblemente entrecruzado a partir de
colageno porcino y celulosa extraida de la especie marina Ciona intestinalis. Este
hidrogel fue cargado con dexametasona, un corticosteroide utilizado para reducir la
inflamacion y prevenir el rechazo en trasplantes de 6rganos o tejidos. El objetivo de
este trabajo fue evaluar el potencial del hidrogel sintetizado como implante corneal con
liberacion de farmaco, en un modelo postquirdrgico en corneas de conejo. La liberacion
de dexametasona en los estudios in vitro fue de 2 meses, mientras que el perfil de

liberacién in vivo se prolongd después de este lapso (Xeroudaki et al., 2023).

Un biomaterial poroso compuesto de colageno-hidroxiapatita fue preparado a partir
de un método hidrotermal, con el propdsito de incorporar Paclitaxel, farmaco para el
tratamiento de cancer. Se realiz6 un ensayo de citotoxicidad en dos lineas celulares
de cancer de mama MDA-MB-231 (altamente metastasica) y MCF-7 (ligeramente
metastasica). Las particulas presentaron mayor citotoxicidad en la linea celular MDA-
MB-231 que en MCF-7. Los autores concluyeron que el material podria ser un efectivo
sistema de liberacion de farmacos anticancerigenos (Watanabe et al., 2013).



La artritis reumatoide es una enfermedad autoinmune cronica caracterizada por la
inflamacion y dolor. Afecta principalmente a las articulaciones con dafio progresivo al
cartilago y al hueso. Uno de los medicamentos estandar para el tratamiento de la
artritis reumatoide es metotrexato. Este farmaco actua inhibiendo la sintesis del
dihidrofolato reductasa, afectando la division celular. Esto reduce la actividad del
sistema inmune, ayudando a controlar la inflamacién de las articulaciones. Sin
embargo, este farmaco ocasiona efectos secundarios que incluyen dafio hepatico,
anemia, trastornos gastrointestinales, dafios pulmonares, etc. Para reducir estos
efectos toxicos se requieren dosificaciones precisas que cumplan su efecto
farmacoldgico, exponiendo al minimo otros 6rganos y tejidos. El propdsito de la
investigacion fue la formulacion un sistema de liberacion controlada utilizando Pluronic
F-127 (polimero), hidroximetil celulosa y policarbonilo, el gel obtenido logré un perfil de
liberacion de 93% en 96 horas (Venkatesh et al., 2020).

2.5. Hidrogeles como acarreadores de vacunas

En un estudio se sintetizaron geles de quitosano entrecruzados con TPP
mediante gelacién i6nica, como vehiculos de entrega. Estos geles fueron
funcionalizados con ADN de hepatitis B como antigeno. Se obtuvieron estructuras
esféricas altamente estables con tamafio de 100-120 nm. Los ensayos bioldgicos
demostraron que los geles sintetizados mostraron actividad inmunoestimulatoria

(Namasivayam et al., 2020).

Una vacuna contra Trueperella pyogenes, una bacteria patdbgena que ocasiona
mastitis, neumonia y abscesos hepéticos en algunos animales domésticos, fue
desarrollada utilizando como acarreador nanoparticulas de quitosano que
encapsularon un plasmido quimérico de ADN. Los resultados mostraron particulas
esféricas estables. Un ensayo con enzimas hidroliticas de ADN (DNasa) demostré que
las particulas de quitosano protegieron al antigeno de la degradacion. Los ensayos
bioldgicos concluyeron que la vacuna desarrollada (quitosano-ADN) induce una alta
inmunidad humoral y celular, actuando sinérgicamente para proveer proteccion contra

esta infeccién (Huang et al., 2018).
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Biswas et al. sintetizaron geles de quitosano cargados con un anticuerpo
monoclonal anti-sarampion, recubriéndolos con alginato. El estudio comprendio la
evaluacion de geles de quitosano cargados con el antigeno recubiertos y no
recubiertos. Los ensayos biolégicos indicaron que en general no se encontraron
efectos citotoxicos en la linea celular evaluada (HT-29). Los ratones inmunizados con
los acarreadores recubiertos presentaron mayor respuesta humoral respecto a los
ratones inmunizados con la vacuna no recubierta con alginato, logrando ademas

seroconversion con una sola aplicacion (Biswas et al., 2015).

Investigadores evaluaron una nanovacuna a partir de nanoparticulas de quitosano
contra la septicemia hemorragica viral en Paralichthys olivaceus, una especie de pez
de Japon. Emplearon particulas virales inactivadas con formalina, las cuales
encapsularon con quitosano por el método de emulsion. La nanovacuna fue capaz de
inducir inmunidad local resultando en el incremento de altos titulos de anticuerpos. La
inmunidad adaptativa o adquirida genero memoria inmunoldgica posterior a la
exposicion del antigeno, en este caso la piel y la mucosa intestinal son los sitios donde

el antigeno fue absorbido para generar la inmunidad mucosal (Kole et al., 2019).

La brucelosis es una enfermedad zoonética que causa fiebre de Malta en humanos
y abortos en animales de granja. Es un problema de salud publica en paises en vias
de desarrollo. Esta se contagia a través del contacto de las mucosas con fluidos o
aerosoles infecciosos y por consumo de productos infectados. Un grupo de
investigadores iranies probaron la eficacia de nanoparticulas de quitosano como
adyuvantes y acarreadores de una proteina de la cepa virulenta Brucella abortus.
Analizaron la administracion oral e intraperitoneal de las nanoparticulas en ratones.
Los resultados mostraron que la administracion oral no obtuvo una apreciable
respuesta inmune de IgA, respecto a su comparativo intraperitoneal con una respuesta
mayor. En la forma oral se encontro a IgG2a, este indicador es importante debido a
gue estimula la actividad fagocitica. La proteccion contra Brucella se genera de manera
similar que con otros patdégenos intracelulares por medio de linfocitos T citotéxicos y

células TH1 que producen interferon-gamma (IFN-y). En este estudio se encontro IL-
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17 que genera inmunidad contra este patdgeno en ratones inmunizados de manera
oral, mientras que IFN-y y IL-12 estuvieron presentes en ambos modos de

inmunizacion, oral e intraperitoneal (Abkar et al., 2018).

Otro estudio fue llevado a cabo utilizando nanovacunas con quitosano como
vehiculo en la inmunizacién contra el virus Coxsackie. Este patdogeno forma parte de
la familia de los enterovirus que incluye también a la poliomielitis y la hepatitis A. El
virus Coxsackie causa la denominada enfermedad de boca, pies y manos que si no es
tratada puede ocasionar miocarditis aguda. En este trabajo se sintetizaron
nanoparticulas de quitosano de 80 a 100 nm con las cuales fueron inmunizados
ratones en forma intranasal. Las evidencias encontradas confirmaron que fue inducida
inmunidad humoral y celular. El quitosano incremento la activacion y acumulacion de
macrofagos y células polimorfonucleares promoviendo resistencia a las infecciones
por citoquinas. Este polisacarido policationico se enlaza a superficies negativamente
cargadas como las mucosas y permite el transporte a través del epitelio. Las particulas
menores a 10 um pueden atravesar con facilidad el tejido linfoide asociado a la nariz
(NALT). El sistema inmune de la mucosa comun conduce a la inmunidad especifica de
cualguier mucosa ya sea del tracto intestinal, respiratorio o reproductivo. En este
trabajo las células B y TH junto con las IgA especificas a antigeno interactuaron por
medio de una red de citoquinas formando una primer barrera protectora en las

superficies mucosas (Xu et al., 2004).
2.6. Plataformas de liberacion de farmacos o vacunas a base de polisacaridos

Diversos reportes cientificos describen la sintesis de hidrogeles empleando
diversos grupos de moléculas como polimeros, proteinas lipidos, carbohidratos y

polisacéridos.

Los polisacaridos son macromoléculas renovables y abundantes en todo el
planeta. Se encuentran en diversas fuentes como: animales (quitina, quitosano y
condroitina), plantas (goma guar y pectina), algas (alginato, agar y carragenina),

hongos (dextrano, goma xantana y gelana, escleroglucano) solo por mencionar los

12



mas importantes (Group, 2016). Son estructuras hidrocarbonadas compuestas de
monomeros repetitivos unidos por enlaces glucosidicos. A diferencia de otras
macromoléculas como proteinas y polinucleétidos, los polisacéridos presentan una
amplia variedad de estructuras (lineal, helicoidal, amorfa o entrecruzada), ademas
cumplen diversas funciones biolégicas como almacenamiento de azUcares y soporte
estructural. Son de importancia médica por su caracter renovable, biodegradable, no
toxico y biocompatible. Estas biomoléculas exhiben un amplio espectro de elementos
farmacoldgicos relevantes como actividad antimicrobiana, anticancerigena, antiviral,
hipocolesterolémica, inmunogénica, anticoagulante, antioxidante, hepatoprotectora, y
antiinflamatoraria, entre otras (Tomaz et al., 2018; Riccio & Lauritano, 2020; Netanel
et al., 2020). Los polisacaridos ofrecen una buena matriz para cargar farmacos y ser
empleados como acarreadores partiendo de micro y nanoestructuras. Sus grupos
hidrofilicos como amino, hidroxilo y carboxilo pueden formar enlaces covalentes con
los tejidos como membranas epiteliales y mucosas dando bioadhesion. Esta
caracteristica pudiera prolongar el tiempo de retencion e incrementar la absorcién del
farmaco en el organismo (Liu et al., 2008).

En inmunologia, estas moléculas desempefian una funcién crucial al activar
macréfagos, linfocitos T, linfocitos B y células NK. Ademas, tienen la capacidad de
inducir la secrecion de citoquinas, moléculas complemento y anticuerpos. Los
polisacaridos empleados como adyuvantes estimulan tanto la inmunidad natural como

la inmunidad especifica. Ejemplo de estos estos polisacaridos son:
2.6.1. Carragenina

Es un biopolimero lineal sulfatado obtenido de algas rojas. El interés médico en
esta molécula radica en su habilidad de generar respuestas inmunes especificas al
antigeno y efectos antitumorales. Zhang et al., 2010 evaluaron la eficacia de la
carragenina como adyuvante en la vacuna peptidica E7 contra el virus del papiloma
humano (VPH). Sus resultados indicaron que se incrementa la respuesta inmune

especifica para ese antigeno. Ademas, mejora la actividad antitumoral y terapéutica
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generada por la vacunacion peptidica contra tumores que responden a E7 (Zhang et
al., 2010).

2.6.2. Dextrano

Es un polisacarido microbiano, su variante sulfatada muestra amplias ventajas en
el area médica. Se usa como expansor de volumen plasmatico y agente antitrombético.
El sulfato de dextrano posee propiedades proinflamatorias por lo cual se ha planteado
como adyuvante en vacunas. Un ensayo realizado con un derivado de este
polisacarido denominado como DEAE (dietilaminoetilo de dextrano), aumenté la
respuesta inmunitaria a la vacuna en monos Rhesus frente a la encefalomielitis equina

venezolana (Manuscript, 2011).
2.6.3. Inulina

Es un carbohidrato derivado de plantas. En forma natural no tiene actividad, la
adquiere en su forma delta. Ha sido aplicada en la vacuna contra la hepatitis B,
influenza, VIH, peste equina africana, virus del oeste del Nilo, encefalitis japonesa,
SARS y antrax. Esto lo logra regulando la presentacién de antigeno, activando las
células B y T. Estimulando una respuesta balanceada de thl y th2, asi como
incrementando la cantidad de células B de memoria, y la secrecion de células T CD4
y CD8 (Skwarczynski, 2017; Sun et al., 2018).

2.6.4. Letinano

Es un beta glucano, polisacéarido antitumoral obtenido del hongo shitake. Es un
estimulador del sistema inmune. La version sulfatada del letinano ha sido usada como
adyuvante en la vacuna contra el virus de Newcastle, proliferando la aparicion de
linfocitos y reduciendo asi la mortalidad de los pollos infectados. En la vacuna contra
SARS promueve la respuesta antiatipica del inflamasoma (B. Sun et al., 2018),
(Manuscript, 2011).
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2.6.5. Glucanos

Son mondmeros de glucosa repetitivos unidos por medio de enlaces glucosidicos.
Provienen de plantas, bacterias y hongos. Y se le atribuyen propiedades antitumorales,
inmunoldégicas y antiinfecciosas. Su derivado sulfatado, como en el caso del dextrano
eleva los titulos de anticuerpos séricos en la vacuna contra la infeccion de Newcastle
(Li & Wang, 2015).

2.6.6. Pululano

Es un polisacérido lineal obtenido del hongo Aureobasidium pullulans. Tiene la
habilidad de adherirse y formar fibras y peliculas. Estas propiedades pueden ser
explotadas en la inmunizacion nasal donde el polisacarido se adhiere al epitelio
mucosal. Se ha descrito que el pululano interactia con los hepatocitos mediante los
receptores de asialglicoproteinas de estas células, lo que lleva a la internalizacién por
fagocitosis siendo de interés como acarreador de farmacos y adyuvante de vacunas
(Santos & Grenha, 2015).

2.6.7. Gelatina

Es un biopolimero biocompatible obtenido de la degradacién hidrolitica de la triple
hélice de colageno animal. Mediante el proceso hidrolitico se obtienen dos tipos de
gelatina: gelatina A (con punto isoeléctrico de 6 a 9) con pretratamiento acido y gelatina
B (punto isoeléctrico de 4 a 5) con pretratamiento alcalino. El pretratamiento acido le
confiere a la gelatina tipo A un mayor numero de grupos carboxilicos, una
caracteristica aprovechable en el desarrollo de estructuras para regeneracion de
tejidos (Boccafoschi et al., 2019).

2.6.8. Acido hialurénico

Es un glicosoaminoglicano lineal de cadena larga, compuesto de acido glucuronico
y N-acetil-glucosamina. Esta molécula es sintetizada de manera natural y cumple
diversas funciones entre las cuales estan soporte estructural, hidratacién de la piel y

amortiguacién de las articulaciones. El &cido hialurénico puede enlazarse a diversos
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receptores, incluyendo al CD44. Este receptor en particular se sobreexpresa en
tumores. Esta caracteristica se ha explorado en tratamientos contra el cancer,
desarrollando sistemas de liberacion basados en &acido hialurénico, mejorando asi la
especificidad y por ende la efectividad del farmaco (Kundu et al., 2020; City et al.,
2017).

2.6.9. Celulosa

Es un polisacéarido lineal compuesto por anillos de D-glucopiranosa unidos por
enlaces glicosidicos. Es el biopolimero renovable més abundante de la tierra. Esta
molécula, aunque es hidrofilica por la cantidad de grupos hidroxilo superficiales, no es
soluble completamente en agua, debido al hidrégeno inter e intra molecular en la red
polimérica. La alta cristalinidad conferida por la cantidad de hidrégeno en la estructura
provee a la celulosa resistencia mecanica y una alta disponibilidad de sitios
modificables. Estas caracteristicas han sido exploradas para el desarrollo de
materiales aplicables en ingenieria de tejidos, liberacién de farmacos y apoésitos (Devi
et al., 2022; Janmohammadi et al., 2023).

2.6.10. Alginato

Polisacarido anionico natural obtenido de las algas pardas y bacterias. Tiene una
estructura lineal compuesta de acido manurénico y acido gulurénico unidos por
enlaces 1,4 glucosidicos (Guo et al., 2018). Los residuos en su estructura presentan
grupos carboxilicos que promueven la gelacion iénica via interacciones electrostéaticas
interactuar con grupos cargados positivamente, formando complejos polielectroliticos
(Biswas et al., 2015; Kundu et al., 2020). El alginato ha sido extensivamente estudiado
en el area médica debido a su alta biocompatibilidad, biodegradabilidad y nula
toxicidad. Su rol en aplicaciones farmacéuticas se centra principalmente en ingenieria
de tejidos, plataformas de liberacion de farmacos y terapia de genes (Sun et al., 2021;
Kumarasamy & Giri, 2019; Wang et al., 2023).
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2.6.11. Quitosano

El quitosano es un biopolimero catidonico derivado del exoesqueleto de los
crustaceos, de naturaleza cationica debido a las cargas amino positivas remanentes
del proceso de desacetilacion. Presenta buenas propiedades adhesivas, buena
compatibilidad, baja toxicidad y es biodegradable. Estimula el sistema inmune celular
y humoral, ademas de inducir la respuesta inmune natural y adaptativa. Esta molécula
puede promover la liberacidn de citoquinas proinflamatorias, factor de necrosis tumoral
alfa, proteina monocita, proliferacién de grupos de diferenciacién de células CD4 y
CD8 y proteina alfa macréfago inflamatoria. Una investigacion realizada con quitosano
y lipido A monofosforilado aumentaron la respuesta inmune frente al norovirus, las
nanoparticulas de quitosano encapsularon el antigeno y mejoraron la respuesta
humoral y celular haciéndolo ideal como acarreador y adyuvante (Sun et al., 2018).
Las particulas nanométricas de este material penetran las mucosas del tejido epitelial
debido a sus dimensiones <100 nm, ademas sus propiedades adhesivas y su carga

permiten que su liberacién sea continua.

Su caracter positivo promueve la interaccién electrostatica con superficies
cargadas negativamente como el epitelio mucosal; caracteristica denominada
mucoadhesividad, ideal para el disefio de plataformas de administracion oral (Li et al.,
2013; Debnath et al., 2011; Jesus et al., 2017).

2.6.12. Polisacéaridos algales

Las algas y microalgas son un diverso y complejo grupo de especies acuaticas
fotosintéticas encontradas en diversos habitats, que van desde rios, lagos, mares y
hasta en aguas residuales. Se catalogan acorde a su tamafio como macroalgas
(organismos multicelulares) y microalgas (organismos unicelulares). Se clasifican en
tres grupos principalmente: Chlorophita (algas verdes), Phaeophyta (algas pardas) y

Rhodophyta (algas rojas).

Las algas rojas, base de esta investigacion, son un diverso grupo de organismos

con alrededor de 14,000 especies, de las cuales solo 6,100 estan identificadas
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(Bhattacharya et al., 2013). Son microorganismos unicelulares de agua salada, siendo
principalmente autoétrofos. Las algas rojas poseen un patron unico de polisacaridos
sulfatados compuestos de galactanos, arabinoglucanos, fucanos y glucanos, siendo
los mé&s conocidos carragenano y aragano (Casas-Arrojo et al., 2021; Balti et al., 2018).
Su pared celular es suave, conformada por galactanos sulfatados amorfos, celulosa y
mucilago, tal es el caso de Porphyridium purpureum una microalga marina que habita

principalmente en ambientes salinos.
2.6.13. Porphyridium purpureum

Porphyridium purpureum o Porphyridium cruentum es un alga unicelular esférica
de aproximadamente 10 um de diametro que se encuentran encapsulada en una pared
celular compuesta de polisacéridos sulfatados, los cuales constituyen entre 50-70%
del peso seco del alga. Los monosacéaridos que componen la pared celular son xilosa
(38%), glucosa (24%), galactosa (22%) y acido glucurdnico (10%), aunque también se
encuentran trazas de ramosa y manosa en menor proporcion (Abdala-et al., 2010). La
composicién del mucilago ronda aproximadamente entre 6-7% de proteina 'y 10% de
ésteres sulfatados (Percival, 1979). Esta microalga ofrece una importante plataforma
para la produccién de metabolitos de interés médico y comercial, dentro de los que
destacan los pigmentos ficoeritrina y ficocianina (que le dan su color caracteristico),
filicobiliproteinas, acidos grasos poliinsaturados (acido eicosapentaenoico, EPA; acido
araquidénico AA, por sus siglas en inglés), acidos organicos, carbohidratos,

aminodcidos, péptidos, vitaminas, antibidticos y enzimas, entre otros.

Los exopolisacaridos de Porphyridium son metabolitos extracelulares sulfatados
de compleja estructura que exhiben interesantes propiedades antiinflamatorias,
hipocolesterolémicas, inmunomoduladoras, antimicrobianas, antitumorales
antiparasitarias y antivirales (Cifuentes & Herrero, 2019; Kathiresan et al., 2007). Se
ha reportado la actividad antioxidante de dichos compuestos sulfatados, siendo
capaces de proteger a las células de especies reactivas de oxigeno, asi como inducir

la actividad fagocitica y la produccién de citocinas y oxido nitrico.
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El mucilago anidnico sulfatado esta compuesto de acido glucuronico (que le otorga
cargas negativas) y azucares como xilosa, manosa y glucosa. Es liberado al medio
durante su crecimiento para cumplir varias funciones esenciales, tales como reserva
energética cuando hay escasez de sustratos en el medio, proteccion contra la
desecacion y la radiacion ultravioleta, defensa contra patdgenos y depredadores,
formacion de biopeliculas para la adhesion a superficies, asi como la interaccién con
metales y nutrientes para mejorar la captacion de recursos esenciales y la homeostasis
celular (Netanel et al., 2020; Arad & Levy-ontman, 2010; Jiao et al., 2011).

Dadas las caracteristicas del exopolisacarido de Porphyridium ya mencionadas,
otra de sus posibles aplicaciones consiste en su uso en la produccién de vehiculos de
entrega o sistemas de liberacién de farmacos y bioldgicos. En el caso de las vacunas
el uso de un sistema de entrega que potencie la respuesta inmune es fundamental
para lograr la mayor eficacia de estas vacunas. De tal manera que si un polisacéarido
es inmunoestimulante podria dar lugar a un sistema de entrega de antigenos altamente

eficaz.
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3. Justificacion

El desarrollo de sistemas de liberacion de biofarmacos es un area crucial en el
desarrollo de nuevos medicamentos. Una alternativa a los sistemas de liberacion
convencional son los hidrogeles, los cuales son materiales versatiles que permiten
disefiar sistemas con especificidad, selectividad y dosificacién controlada. La sintesis
de hidrogeles puede llevarse a cabo mediante entrecruzamiento fisico, aprovechando
interacciones intermoleculares y minimizando el uso de agentes entrecruzantes
téxicos como el glutaraldehido o glioxal, que pueden ser reemplazados por opciones
menos dafiinas como el tripolifosfato de sodio, acido citrico o genipina. Los geles
fisicos, ademas de ser faciles de sintetizar, permiten el uso de una amplia variedad de
compuestos base para su sintesis, incluyendo polimeros y biomoléculas como las
proteinas. Dentro de estos, los polisacaridos destacan por su amplio espectro de
caracteristicas de interés médico, como actividad anticancerigena, antiviral y
antibacteriana. En particular, Porphyridium purpureum es una microlaga de bajo costo
de produccion y produce un exopolisacarido cuya estructura contiene grupos
sulfatados que le confieren caracter aniénico, permitiendo interacciones electrostaticas
con estructuras catiénicas como el quitosano, el cual también es una materia prima
econOmica para la sintesis de materiales funcionales. Este biopolimero ha sido
ampliamente utilizado en el &mbito clinico para el disefio de apoésitos, sistemas de
liberacion de farmacos, implantes, prétesis y biomarcadores, debido a su

biodegradabilidad, biocompatibilidad y baja toxicidad.

Por lo tanto, el uso de hidrogeles fisicos a partir de quitosano y exopolisacaridos
de P. purpureum representa como una alternativa econémica y accesible para el
desarrollo de plataformas de liberacién de agentes terapéuticos, aprovechando las
propiedades de ambos compuestos; teniendo como etapas iniciales de desarrollo el
establecimiento de un método de sintesis eficiente y la validacion de su estabilidad y

seguridad, asi como la capacidad de carga de biomoléculas.
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4. Hipotesis

Es posible obtener microgeles fisicos basados en quitosano y en el
exopolisacérido de P. purpureum mediante interacciones electrostaticas entre los
grupos amino (catidnicos) pertenecientes al quitosano y los grupos sulfatados
encontrados en el EPS; los cuales exhiben una estabilidad, seguridad y capacidad de

carga adecuadas para servir como acarreadores de biomoléculas.
5. Objetivo general

Sintetizar y caracterizar fisicoquimica y morfolégicamente microgeles basados
en quitosano y el exopolisacéarido de P. purpureum (EPS) y evaluar su capacidad como

como plataforma de administracién de biofarmacos.
5.1. Objetivos especificos

e Llevar a cabo la produccion y purificacion del exopolisacarido de P. purpureum
a través de cultivos en suspension.

e Sintetizar microgeles basados en quitosano y el exopolisacarido de P.
purpureum, mediante gelacion i6nica y empleando TPP como agente
entrecruzante.

e Caracterizar fisicoquimicamente los microgeles obtenidos, en términos de
tamafo, estructura quimica, estabilidad al congelamiento y estabilidad térmica.

e Determinar la capacidad de carga de los geles obtenidos empleando BSA como
molécula modelo, a fin de determinar su capacidad como vehiculo de entrega
de biofarmacos.

e Evaluar la seguridad de los geles obtenidos en términos de su actividad

citotoxica en esplenocitos de ratén y células HEK.
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6. Metodologia experimental

6.1. Cultivo de la microalga Porphyridium purpureum

P. purpureum se cultivd en un reactor de vidrio de 3 L en medio ASW (medio
marino artificial) suplementado con vitaminas B1 y B12, asi como pantotenato de
calcio. Se adicion6 1% v/v in6culo y el cultivo se enriquecié con CO2. Se mantuvo en
agitacion e irradiacion constante a 240 rpm y 2000 lux respectivamente. El tiempo de
cultivo fue de 15 dias y el crecimiento se monitore6 por densidad éptica a 750 nm.

6.2. Extraccion del EPS

Las células algales se separaron por decantacién y al sobrenadante se
adicionaron dos volumenes de etanol al 96 %. Esta mezcla se mantuvo a 4 °C toda la
noche y posteriormente se centrifugd a 7500 rpm por 10 min. El pellet obtenido se lavo
con 96 % de etanol y con agua destilada, y se sometié a centrifugacion a las
condiciones antes descritas. EI EPS obtenido se liofilizé en un equipo Labconco a -50
°C y 0.2 mbar por 24 h, para su posterior caracterizacion.

6.3. Sintesis de hidrogeles Ch-EPS

Se realizaron ensayos preliminares para evaluar la capacidad de formacién de
hidrogeles a partir de quitosano y EPS mediante interacciones electrostaticas,
obteniendo particulas esféricas. Se evalud el efecto de la temperatura, tiempo de
sonicado y cantidad de EPS sobre el tamafio de particula que es un factor
determinante. A una solucion de 1 mg/ml de quitosano en acido acético con un pH de
2, se adicionaron 1, 1.4, 2, 2.6, y 3 mg de EPS, sonicandose para solubilizar por 4, 9,
15, 21y 25 min. El contenido se transfirié a un matraz de fondo redondo, calentandose
a 20, 30 y 40 °C. Se mantuvo en agitacion constante a 350 rpm por 1 h de reaccion.
Cada muestra fue centrifugada a 12,000 rpom por 1 h. Las particulas obtenidas se
lavaron dos veces con 1 % de acido acético y posteriormente con agua doblemente

filtrada, y finalmente se liofilizaron.
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6.4. Sintesis de hidrogeles nucleo-carcasa Ch-EPS-TPP

Al intentar dispersar mediante sonicacion la solucion de hidrogeles, estos se
rompieron, exhibiendo inestabilidad mecanica. De tal manera que se decidio adicionar
un agente entrecruzante que pudiera mejorar las propiedades estructurales. En este
ensayo se evaluod la concentracion de agente entrecruzante TPP y distintos valores de
pH. Se prepard una solucidon de quitosano en acido acético (1 mg/ml) y se ajusté a los
siguientes valores de pH 2, 2.37, 3.25, 4.13 y 4.5, usando una solucion 5 N de NaOH
0 3 N de HCI. A cada solucion se adicionaron 2 mg de EPS y la mezcla se someti6 a
sonicacion durante 15 min. Posteriormente, se transfirié a un matraz de fondo redondo
y se adicion0 gota a gota distintas concentraciones de TPP (3, 4.32, 7.5, 10.68, y 12
mg/ml) agitandose constantemente a 350 rpm por 1 h (como se representa en la Figura

1). El proceso de lavado de los geles es el mismo que se describié anteriormente.

2mgEPS
e S 9
‘\.‘.‘:;;.\._)
&=
Solucion de
quitosano
(pH2-4.5)

15 min Agitacion

350 rpm por
1h

12,00rpmpor 1h

Proceso de lavado

Figura 1. Representacion esquematica de la sintesis de los hidrogeles Ch-EPS
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6.5. Andlisis estadistico

El analisis del impacto de los parametros analizados (temperatura,
concentracion de expolisacarido, tiempo de sonicado, concentracion de TPP, y pH)
sobre el tamafio y morfologia de los geles se evalué mediante andlisis de varianza

(ANOVA) empleando un disefio central compuesto.

En el primer disefio se estudi6 el efecto de temperatura (20-40 °C), concentracion
de exopolisacéarido (1-3 mg) y tiempo de sonicado (5-25 min). Los valores 6ptimos para
cada parametro fueron empleados en el segundo disefio, donde se investigaron
distintos valores de pH (2-4.5) y concentraciones de TPP (3-10.68). Los resultados

sugieren el siguiente modelo.

1
;1 = BO + BlA + ﬁzB + ﬁ3C + ﬁ4AB + ﬁsAC + ﬁsBC + ﬁ7A2 + ﬁSBZ + ﬁgCZ (1)

Siendo f,, es el coeficiente de regresion linear; A, B y C corresponden a temperatura,
concentracion de EPS y tiempo de sonicacion, respectivamente. EI modelo se

transformé a inverso para reducir el error y mejorar la respuesta.
Yy = Bo + P1A + BB + B3 AB + By A + psB? (2)

Donde B, es el coeficiente de regresion lineal, A corresponde al pH y B la

concentracion de TPP.
El nivel de significancia empleado fue de o = 0.05
6.6. Metodologia de la caracterizacion de los geles Ch-EPS

6.6.1. Analisis de estructura quimica

La interaccion entre los geles fue confirmada utilizando espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier con reflectancia total atenuada (FTIR-ATR), en
un Cary 600 series FTIR Spectrometer (Agilent Technologies, Santa Clara, Ca,). Los
espectros se obtuvieron en un rango de 4000 a 400 cm con un promedio de 64

escaneos.
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6.6.2. Analisis de tamafio y morfologia

Se midid el radio hidrodinamico de los geles por dispersion de luz dinamica
(DLS), usando un equipo Zetasizer Nano (Malvern Instruments, Malvern, UK). Las
mediciones se realizaron por triplicado empleando un volumen de 900 pl. Sin embargo,
el DLS es un equipo muy sensible y los residuos de la sintesis pueden ocasionar
interferencias en las mediciones. La determinacion de la estabilidad en suspension de
las muestras, medida como potencial Z, se analiz6 por DLS utilizando el equipo
descrito previamente, empleando 800 ul de muestra. Las mediciones se realizaron por

triplicado.

Para confirmar el tamafio y conocer la morfologia de los geles, las muestras fueron
analizadas por microscopia electronica de transmision (TEM) equipado con un sistema
EDS (energy dispersive system). Las imagenes se obtuvieron en un equipo Jeol 2010

HR Transmission Electron Microscope (Jeol, Tokyo, Japan) operado a 200 KV.
6.6.3. Analisis termogravimeétrico

El andlisis térmico se realizO en un 550 TGA Instruments (PerkinElmer,
Waltham, Ma). Las muestras se calentaron a 550 °C con una rampa de temperatura

de 10 °C/min con atmosfera de N2 y un flujo de 60 ml/min.
6.6.4. Ensayo de mucoadhesividad

La capacidad de adhesion de un material al epitelio mucosal es denominado
mucoadhesividad y es un elemento clave en formulaciones farmacéuticas. Para
determinar la capacidad de mucoadhesion de los materiales sintetizados, se preparé
una solucion de mucina a 5 y 10 mg/ml en solucion amortiguadora de acetato a pH
6.4. Se mezclaron 0.7 mg de muestra con 0.7 ml de cada solucion de mucinay 0.7 ml
de solucién amortiguadora de acetato, incubandose a 37 °C. Se tomo una alicuota
cada hora, centrifugandose a 12,000 rpm por 30 s. Las mediciones se llevaron a cabo
por espectroscopia UV-VIS a 260 nm en un equipo Cary 60 UV-VIS Spectrophotometer
(Agilent Technologies, Santa Clara, Ca).
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6.6.5. Capacidad de carga

Se prepard una solucion de 1 mg/ml de BSA en PBS 1x con un pH de 7.4. Se
mezclaron 4 ml de la solucion descrita con 0.9 mg de geles y se incubaron a 4 °C. La
mezcla se mantuvo en agitacion constante a 150 rpm por 10 dias. Se tomaron alicuotas
en intervalos de 24 h, y se centrifugaron a 12,000 rpm por 30 min. El sobrenadante se
analizé acorde al método cuantificacion de proteinas de Lowry. El porcentaje se

adsorcion se calcul6 acorde a la siguiente formula:

BSA inicial-BSA en el sobrenadante

Capacidad de carga = * 100

BSA inicial

6.6.6. Ensayo de estabilidad

Se realizaron dos tipos de ensayos. En el primero se determind la estabilidad al
congelamiento, en el que las muestras de los geles sintetizados se suspendieron en
agua destilada y se almacenaron a -20 °C por 5 meses. Posteriormente se
descongelaron y se analizaron por TEM para determinar alteraciones morfoldgicas. El
segundo ensayo comprendié la comparacién de distintos valores de pH y su efecto en
la estructura de los geles. Se prepararon tres soluciones a pH 3.65, 6.25y 10.16. Se
mezclaron 10 ml de cada solucion con 0.8 mg de muestra y se mantuvieron a
temperatura ambiente. EI muestreo se realizé cada hora, analizando el cambio de

tamafio por DLS.
6.6.7. Evaluacion de citotoxicidad en células HEK

El ensayo de citotoxicidad de los geles se realizé en células HEK-293T (Human
Embrionic Kidney), las cuales se cultivaron en medio DMEM a 37 °Cy 5 % de COz. En
una placa de 96 pozos se pusieron en contacto 1x10° células con 500 pl de distintas
concentraciones de geles (10, 100, 300, 600 y 900 pg/ml) y se incubaron a 37 °C con
atmosfera de 5 % COz por 72 h. Posteriormente, se adicionaron 100 pl de resazurina

y se incubaron por 4 h a las condiciones antes descritas. Las mediciones analizadas
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por fluorescencia en un dispositivo FlexStation Il Molecular (Molecular Devices, San

José, Ca), empleando como controles positivos al PBS y negativo al H20:2.
6.6.8. Evaluacion de citotoxicidad en esplenocitos de raton

En este ensayo se emplearon esplenocitos obtenidos de ratones BALB/c. Se
removié asépticamente el bazo y se macer6 en 4 ml de medio RPMI incompleto. Las
células fueron ajustadas a un volumen de 8 ml y centrifugadas a 1500 rpm por 5 min.
El pellet resultante se resuspendié en una solucién amortiguadora de lisis y se incubd
a 37 °C por 5 min. La suspension celular se centrifugé a las condiciones mencionadas
y se sometid a un proceso de lavado con medio RPMI incompleto. El pellet se
resuspedio en RPMI incompleto suplementado con FBS, las células se ajustaron a
2x10° células/ml. En una placa de 96 pozos, se adicionaron 1x10° células/ml y se
pusieron en contacto con las siguientes concentraciones de geles 10, 100, 300, 600 y
900 pg/ml en PBS. Los controles fueron PBS, Concavalina A (control positivo) y 10%
de DMSO (control negativo). Los cultivos se incubaron por 72 h con 5 % de COa.
Posteriormente se adicionaron 100 pl de resazurina, incubandose por 4 h a las
condiciones descritas anteriormente. Las muestras se analizaron por fluorescencia

usando un equipo FlexStation Il Molecular (Molecular Devices, San José, Ca).

27



7. Resultados y discusion

7.1. Caracterizacion quimica del EPS por espectroscopia infrarrojo

)
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Figura 2. Espectro infrarrojo de la biomasa de a) P. purpureum y b) EPS

En la Figura 2 se muestra el espectro comparativo de biomasa y de
exopolisacérido de P. purpureum. La biomasa microalgal (Figura 2a) presenta una
banda intensa a 3266 cm™! asignada a la vibracién O-H. Las bandas caracteristicas a
proteinas fueron encontradas a 2956 y 2913 cmt asociadas a vibraciones asimétricas
del enlace C-H en CHs y CH2, respectivamente, correspondientes a proteinas
saturadas (Fuentes-grinewald et al., 2015). Asi mismo, en la region de 1633 y 1535
cm?® se identificaron vibraciones relacionadas a amida | (C=0) y amida Il (NH) (Zaib et
al., 2016). Dos sefiales de menor intensidad encontradas en 1421 y 1227 cm™ son
atribuidas a vibraciones asimétricas de S=0O y vibraciones simétricas en S=0,
respectivamente, provenientes de grupos SOs, indicando la presencia de grupos

sulfatados residuales del EPS (Parra-Riofrio et al., 2021; Nan et al., 2021).
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En la region de la huella digital se observan vibraciones a 1029 cm
relacionadas a C-O en grupos C—O-C provenientes de enlaces glicosidicos entre los
polisacéridos. La banda ubicada a 568 cm™ es atribuida a estrechamientos y
deformaciones de los anillos ciclicos (Fuentes-grinewald et al., 2015; Zaib et al.,
2016).

El espectro del EPS (Figura 2b) mostré una sefial pronunciada entre 3000-3600
cm™ asignada a vibraciones de O-H debida posiblemente a agua contenida en la
estructura (Parra-Riofrio et al., 2021). El caracter aniénico del EPS esta determinado
por el &cido glucurénico, encontrado en el espectro en la region de 1619 y 1544 cm™
con vibraciones asimétricas del ion carboxilato (COO) (Casas-Arrojo et al., 2021). Las
bandas encontradas a 1405 y 1293 cm™ corresponden a estiramientos O-H y
vibraciones asimétricas en S=0, respectivamente (Parra-Riofrio et al., 2021). A 1079
cm? se observa el estiramiento de C-O-C para C-O atribuida a los enlaces
glicosidicos entre los polisacaridos (Casas-Arrojo et al., 2021). Mientras que en la
region de la huella digital encontramos dos bandas asociadas a estiramientos y
deformaciones en el anillo pirano (649 y 595 cm™) (Netanel et al., 2020; Nan et al.,
2021; Gargouch et al., 2021).

7.2. Efecto los parametros de sintesis en el tamafio de los geles Ch-EPS

En la Tabla 1 encontramos la matriz experimental del primer disefio de
experimentos. Los tamafios mas pequefios medidos por DLS corresponden a los
puntos centrales evaluados en el rango de 30° C, 2 mg de exopolisacarido y un tiempo
de sonicacion de 15 min (muestras A1 y A9). Con valores de 1188 a 1126 nm. La
muestra D8 también presenta un menor tamafio (1220 nm) sin embargo, presenta un
valor de PDI alto (0.73) sugiriendo que la variacion de tamafios encontrados en la

muestra no es completamente uniforme.
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Tabla 1. Matriz experimental de la sintesis de los geles Ch-EPS

Al 20 2 15 1226 + 12 0.48
A2 24 1.4 21 1737 +£10 0.29
A3 24 2.6 21 2146 £ 14 0.5
A4 24 2.59 9 1815+ 20 0.59
A5 24 1.4 9 1702 + 12 0.6
A6 30 2 5 1757 +£10 0.65
A7 30 3 15 2689 +11 1

A8 30 2 15 1200 + 10 0.73
A9 30 2 15 1188 + 15 0.41
Al10 30 2 25 2318 + 20 0.85
All 30 1 15 1448 + 17 0.78
Al2 36 1.4 21 2417 + 16 0.29
Al3 36 2.6 9 2807 +19 0.5
Al4 36 2.6 21 2146 + 12 0.59
Al5 36 1.4 9 2696 + 9 0.6
Al6 40 2 15 1729+ 8 0.65

La Figura 3 resume los resultados del andlisis estadistico (ANOVA) de la
primera estrategia experimental. El valor p para B, fue <0.05, indicando que el disefo
es estadisticamente significativo. Para este analisis el coeficiente de determinacion
(R?) fue de 86 %, indicando un ajuste sustancial. La temperatura de reaccion y la
concentracion del EPS, asi como el termino cuadratico del tiempo de sonicado son
factores que afectan el tamafio de los hidrogeles sintetizados (Figura 3a). En la grafica
de superficie de respuesta (Figura 3b) se observa que las condiciones Optimas para
un menor tamafo de particula se encuentran a 30 °C, 2 mg de EPS y 15 min de
sonicaciéon. Se confirmd la formacion de particulas esféricas con un tamafio
aproximado de 100 nm mediante microscopia TEM (Figura 3c). El entrecruzamiento
de estas particulas se debe a interacciones electrostaticas de caracter ionico entre el
guitosano y el EPS. Sin embargo, este tipo de interacciones son inestables. Esto se

comprobé al sonicar las particulas para dispersarlas, estas se rompieron con facilidad.
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De tal manera que se decidi6 adicionar al proceso un agente entrecruzante que mejore

la estabilidad de los geles.

. P value o
Source Coefficient Significance Ackal Fackr

Prob>F /\ C:Soricatontime = 1500 {8
~—

Model 8.459E-04 0.0481 Yes s il ey

Temperature -7.120E-05 0.0345 Yes

Exopolysaccharides  -4.721E-05 0.1209 Not
conc

Sonication time -1.288E-05 0.6396 Not

AB 2.299E-05 0.5260 Not

AC 3.117E-05 0.3966 Not

BC -7.784E-07 0.9826 Not

A2 -6.994E-05 0.0697 Not

B? -1.285E-04 0.0067 Yes

c -1.395E-04 00046 Yes

R? 0.86 et
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Figura 3. a) Andlisis de varianza (ANOVA) de los factores (temperatura, concentracion de
EPS y tiempo de sonicado) sobre el tamafio de particula b) grafica de superficie de
respuesta ¢) imagen TEM de Ch-EPS. Variables en el modelo A: temperatura de reaccion, B:
cantidad de exopolisacéarido y C: tiempo de sonicado

7.3. Sintesis de geles nucleo-carcasa Ch-EPS-TPP

Los resultados de la segunda estrategia indicaron que el pH y el TPP
promovieron la formacion de geles en un rango de tamafio de 400 a 1000 nm acorde
a la medicién por DLS. Las muestras que presentaron el menor tamafios de particula
fueron los puntos centrales (D1 y D4), asi como D8. Las muestras elegidas para la
caracterizacion fueron D4 (pH 3.25y 7.5 mg/ml de TPP) y D8 (pH 4.13 y 4.32 mg/ml
de TPP), con tamafios de particula de 496 y 401 nm, respectivamente. Los valores de
PDI de ambas muestras fueron de 0.54 y 0.448, asegurando que la distribuciéon de

tamafos es lo méas uniforme posible.

El pH es un factor clave en la sintesis de hidrogeles. A valores de pH bajos
existe una alta concentracion de H* en el medio que conduce a la protonacion de los
grupos funcionales del quitosano, el EPS y el TPP. La excesiva protonacion genera
una carga positiva significativa en las superficies de las moléculas, generando
repulsion electrostatica entre las particulas en demérito de la eficiencia del
entrecruzamiento (Moeini et al., 2018; Noureen et al., 2023; Pati et al.,, 2011). La

repulsion estérica ocasiona que las particulas formadas tengan mayor tamafio como
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se observa en las muestras D3, D5 y D10 (Tabla 2. Matriz experimental de la sintesis de
los geles Ch-EPS-TPP a 30° C, 2 mg de EPS, 15 min de sonicacién). Las altas
concentraciones de TPP resultan en un mayor entrecruzamiento, aumentando la
repulsion entre las cargas y por ende el tamafio de particula (Pati et al., 2011; Tabrizi
et al., 2018; Biswas et al., 2015).

Tabla 2. Matriz experimental de la sintesis de los geles Ch-EPS-TPP a 30° C, 2 mg de EPS,
15 min de sonicacion

1 Tamafo DLS Indice de
Codigo pH TPP (mg/ml) (nm) polidispersidad

D1 3.25 7.5 500 + 15 0.688
D2 4.13 10.68 1416 + 12 0.477
D3 2.37 4.32 904 + 12 0.5
D4 3.25 7.5 496 + 8 0.54
D5 2.37 10.68 844 + 10 0.713
D6 3.25 3 498 + 15 0.471
D7 3.25 12 1500 + 20 0.933
D8 4.13 4.32 401 £ 10 0.448
D9 45 7.5 1000 + 12 0.699
D10 2 7.5 952 + 10 0.807

7.4. Andlisis estadistico para los geles Ch-EPS-TPP

El ANOVA de la segunda estrategia indico que los factores evaluados afectan
significativamente el tamafio de los geles. Aunque el pH no fue un parametro que
mostro significancia estadistica de forma individual, las interacciones con el TPP si
fueron representativas (Figura 4a). El TPP es un agente entrecruzante ampliamente
utilizado en la sintesis de geles fisicos. En este trabajo se observo que al aumentar la
cantidad del entrecruzante aumenta el tamafio de los geles. La explicacion a este
comportamiento podria atribuirse a que hay mayor cantidad de grupos funcionales
disponibles pertenecientes al TPP que promueven un mayor entrecruzamiento,

generando particulas mas densas. El modelo, el TPP, las interacciones lineales y
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cuadraticas fueron estadisticamente significativos con un a < 0.05 y el coeficiente de

determinacion (R?) mostré un ajuste considerable del 96 % (Olvera-sosa et al., 2020).

La gréfica de superficie de respuesta indicé que las condiciones Optimas a las
cuales se logré obtener el menor tamafo de particula fueron 7.5 mg/ml de TPP y un
pH de 3.25 (Figura 4b).

a) . P value o b)
Source Coefficient Significance
Prob=F
P o
Model 498 0.0047 Yes o S5 o":s”’é"s ‘
B \%“%‘o‘w R 5%
pH 17.11 0.6726 Not  [E S S
e sl
TPP 296.51 0.0014 Yes °
N
AB 268.75 0.0072 Yes ‘”
A2 214.94 0.0124 Yes
B2 226.44 0.0104 Yes L
. 591 2a .
R2 0.96 B: TPP 432 237 A pH

Figura 4. a) Andlisis de varianza (ANOVA) de la sintesis de los geles Ch-EPS-TPP b) gréfica
de superficie de respuesta. Variables en el modelo A: pH y B: Concentracion de TPP

7.5. Caracterizacion quimica de los geles Ch-EPS-TPP

El espectro de los geles sintetizados y de los precursores es mostrado en la
Figura 5. El quitosano exhibe bandas caracteristicas en la regién de 3372 y 3274 cm-
Latribuidas a vibraciones O-H y N-H, respectivamente (Moeini et al., 2018; Tomaz et
al., 2018; Pati et al., 2011 ). A 2856 cm se encontré una banda correspondiente a
vibraciones asimétricas C-H asociada a polisacaridos (Queiroz et al., 2015). Las
bandas tipicas de las proteinas son encontradas a 1662 (amida | (C=0)) y 1554 cm™
(amida Il (N-H)) (Costa-Junior et al., 2009; Tomaz et al., 2018; Moeini et al., 2018). En
la region de la huella dactilar se aprecia una sefial pronunciada localizada a 1056 cm-
Lasignada a vibraciones en el enlace C-O-C (Antosova et al., 2009; Tathe et al., 2010;

Zhang & Khademhosseini, 2017). En el caso del TPP, las vibraciones caracteristicas
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corresponden a vibraciones asimétricas de P=0O y POz, asi como vibraciones
simétricas en POz, vibraciones asimétricas para POs y simétricas en POs. Ademas de
vibraciones asimétricas en P-O-P y vibraciones simétricas para P-O-P situadas en
1216, 1139, 1095 y 881 cm, respectivamente (Rodrigues et al., 2012; Loutfy et al.,
2016; Tomaz et al., 2018).

Los geles analizados por FTIR corresponden a las muestras que presentaron el
menor tamafio de particula (D4 y D8). La muestra D8 indica una banda notable
alrededor de los 3400 cm™, la cual sugiere la posible formacién de enlaces
intermoleculares de hidrégeno entre los grupos P=0O del TPP y los grupos O-H del
EPS. Esta hipétesis podria corroborarse comparando el espectro de TPP en la regidn
de 1100 a 1300 cm™ con el espectro de D8. En esta regién, se observa desplazamiento
y una dréastica disminucion en la intensidad de la banda del P=0O del TPP, sugiriendo
que la formaciéon de puentes de hidrégeno debilitaria la banda por la formacion de
interacciones fisicas. La literatura describe la formacién de puentes de hidrégeno como
cambios de posicion, intensidad y forma de las bandas detectadas por espectroscopia
infrarroja (Farmabhini et al., 2006; Susi, 1972). En el caso de los desplazamientos, estos
conllevan la disminucion de vibraciones de estiramiento y aumento en las vibraciones
de flexiébn. Se observa un desplazamiento de las bandas de los grupos amida del
quitosano (1390 a 1400 cm™?) y sulfatados del EPS (1421 a 1400 cm™) sugiriendo la
formacion de interacciones electrostaticas (Derkach et al., 2022). En la muestra D4 a
3300 cm? se observa un pico ensanchado atribuible a distintas vibraciones de
estiramiento de grupos O-H y N-H. El desplazamiento a frecuencias mas bajas indica
la formacién de puentes de hidrégeno debido a que los enlaces involucrados en
puentes de hidrogeno se debilitan y alargan, reduciendo la frecuencia de vibracion
(Athokpam et al., 2017; Peter J Larkin, 2011). El grupo C=0 (acido glucurdnico)
presenta un desplazamiento de 1650 a 1660 cm2, asi como en el caso de los grupos
sulfatados de 1100 a 1090 cm™. Los desplazamientos en estas bandas indicarian

formacion de enlaces fisicos atribuibles a interacciones electrostaticas, al igual que las
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bandas P=0 y P-O-P que mostraron una drastica reduccion en la intensidad de la sefal
(Ashrafi et al., 2019).

En resumen, los cambios de frecuencia encontrados en los geles D4 y D8 pueden
ser originados por las interacciones fisicas entre los polisacaridos (quitosano y EPS) y

el polianion (TPP) debidas a interacciones intermoleculares.
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Figura 5. Espectro FTIR de quitosano, EPS, TPP, D4y D8

7.6. Mecanismo de formacion de los geles Ch-EPS-TPP

La sintesis de los geles comprende dos procesos. El primer paso consistié en
la solubilizacion del EPS. El proceso de cavitacién ayudo a fraccionar la estructura del
polisacarido, promoviendo la solubilizacion y la interaccion con el quitosano. La
gelacion involucré el entrecruzamiento de las especies ionicas encontradas en los

polisacaridos; los grupos aminos (NHs*) de caracter positivo provenientes del
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quitosano y los aniones del EPS, grupos sulfato (O-SO3) y carboxilato (COz2).

Obteniéndose geles esféricos entrecruzados por interacciones intermoleculares.

El segundo paso consistié en la adicion de un agente entrecruzante; los geles
fisicos obtenidos en el primer paso son débiles debido a la naturaleza de su
entrecruzamiento. Debido a esto se decidié adicionar una gente entrecruzante para
mejorar la estabilidad estructural. EI TPP se adicion6 gota a gota a la soluciéon de
quitosano y EPS posterior a la sonicacién. EI mecanismo de formacion de las
particulas nucleo-carcasa podria atribuirse a la formacion de puentes de hidrogeno
entre los grupos O-H del EPS y NH3s del quitosano (remanentes superficiales de los
geles Ch-EPS) y los grupos P=0O del TPP (Figura 6).

Estas conclusiones pueden apoyarse con espectroscopia infrarroja y el mapeo de
elementos quimicos realizado a los geles (Figura 5 y Figura 6, respectivamente). Los
espectros obtenidos mostraron corrimientos en las bandas asociadas a grupos amino,
hidroxilo, fosfato y sulfato, indicando entrecruzamiento asociado la formacion de
interacciones ionicas y puentes de hidrogeno. En el caso del mapeo el cual se discutira
con mayor detalle posteriormente, se puede observar que la distribucion de los
elementos es consistente con el mecanismo propuesto. El carbono esta presente en
la carcasa y el nucleo, siendo el componente mayoritario de la particula. El oxigeno al
igual que el carbén esta diseminado en toda la estructura. Pero se aprecia
mayoritariamente en la carcasa, siendo asociado al TPP. En el caso del azufre se
observan pocos puntos en el nicleo, siendo su mayor concentracion detectada en la
carcasa. Indicando que el entrecruzamiento del nucleo es llevado a cabo por los
carboxilatos y los grupos amino en mayor proporcion que los sulfatos. Los cuales
acorde al andlisis, quedarian en la superficie de los geles. Por otro lado, el fosforo se
encuentra concentrado en la carcasa, enlazandose mediante interacciones

intermoleculares con los grupos amino y sulfato remanentes en la superficie del nucleo.

Diversas investigaciones han reportado la obtencion de estructuras nucleo-carcasa
como sistemas de liberacion de farmacos o vehiculos de entrega de antigeno. La

sintesis se basa en estrategias supramoleculares o la formacion de enlaces
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covalentes. Chen y su equipo desarrollaron geles a base de proteina de soya y
polisacéaridos solubles de soya, sugiriendo interacciones hidrofébicas y electrostaticas.
Los geles obtenidos tuvieron un rango tamafio de 100 a 500 nm y presentaron una
eficiencia de carga de curcumina superior al 90% (Chen et al.,, 2016). El
aprovechamiento de interacciones fisicas para el disefio de estructuras tipo nucleo-
carcasa ha sido documentada por diversos autores. Zhang et al., 2022 describen en
su trabajo la generacion de particulas de gliadina y polisacaridos de tremella unidos
mediante puentes de hidrogeno formados entre los grupos amida y carbonilo de la
gliadina y los grupos hidroxilo pertenecientes a los polisacaridos de la tremella ( Zhang
et al., 2022).

Por otra parte, la obtencién de geles ndcleo-carcasa a través de interacciones
covalentes fue descrita por Auriemma et al., 2020, quienes desarrollaron geles de
pectina (nucleo) y alginato de zinc (carcasa) para la encapsulacion de betametasona
de administracion oral (Auriemma et al., 2020). Particulas de la misma naturaleza
fueron reportadas por Guo y su equipo de investigacién. Se sintetizaron geles de
gelatina/alginato basadas en interacciones hibridas, covalentes y no covalentes. El
mecanismo de formacion del nucleo de gelatina con glutaraldehido se explica por la
reaccion de los grupos aldehido con los grupos amino libres (-NH2) de lisina o
hidroxilisina mediante una adicién nuclecfilica. Esta reaccién se favorece en pH neutro
a ligeramente alcalino. Primero, los grupos amino se adicionan nucleofilicamente a los
grupos carbonilo del aldehido, formando un intermedio inestable Illamado
carbinolamina (Arris et al., 2010). Luego, la protonacion del grupo -OH y la pérdida de
una molécula de agua generan las bases de Schiff conjugadas. La formacion de la
carcasa conlleva interacciones electrostaticas entre los grupos carboxilo
desprotonados (-COQO") del alginato y los grupos amino protonados (-NH3*) de la
gelatina (Guo et al., 2018).
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Figura 6. Mecanismo de formacion de los geles nicleo carcasa. La gelacion iénica se logré
mediante el entrecruzamiento de las especies encontradas (NHs*, O-SO3-y CO>") través de
fuerzas intermoleculares

7.7. Tamafio y morfologia

Las imagenes TEM de las muestras D4 y D6 indican particulas esféricas y

particulas tipo nucleo-carcasa bien definidas. Los tamafios se encuentran entre los 100
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nm para ambos casos. Los resultados sugirieren que el nicleo estd compuesto por
quitosano y EPS entrecruzados mediante interacciones electrostaticas del tipo idnicas,
mientras que la carcasa se conforma principalmente por TPP interaccionando con
grupos superficiales encontrados en el nucleo (grupos amino e hidroxilo provenientes
del quitosano y EPS, respectivamente) a través de puentes de hidrogeno e
interacciones idnicas (como se describié en el mecanismo de formacion de los geles).
La literatura reporta la formacion de estructuras nucleo-carcasa formadas mediante
interacciones electrostaticas como nano-vehiculos con un tamafio de 40 nm. Para la
entrega de doxorrubicina, se observO que estas particulas penetran a mayor

profundidad la densa matriz extracelular de los tumores sélidos (L. Chen et al., 2015).

La medicion de los tamafios de particula por DLS registré un rango de 401 a 496
nm, para D8 y D4, respectivamente. Estos tamafios presentan una diferencia
significativamente alta respecto a la medicion por TEM, donde los rangos oscilaron
entre los 100 nm para ambas muestras. Estas diferencias son atribuibles a los residuos
remanentes del proceso de sintesis (Figura 7) o a la aglomeracion de las
microparticulas. El tamafio de particula se relaciona directamente con la aplicacion
clinica del material. Se ha reportado que tamafos del orden micrométrico (> 0.5 um)
generan una respuesta inmune mediada por fagocitosis promoviendo una respuesta
inmunitaria humoral. Las particulas entre 200 y 300 nm inciden directamente en la
respuesta inmune, siendo facilmente capturadas por las células dendriticas, mientras
qgue particulas mas chicas (20-200 nm) son trasportadas por endocitosis generando
una respuesta inmune celular (Hellfritzsch & Scherliel3, 2019). En el caso de
administracion de farmacos, se ha encontrado que particulas con tamafios alrededor
de 1-100 nm pueden infiltrarse facilmente en tumores densos, mejorando las terapias

contra el cancer (Aieneravaie et al., 2020).

El potencial Z es una propiedad fisica que relaciona la movilidad de particulas en
suspension en presencia de un campo eléctrico (Angel-Olarte et al., 2019; Jagdale &
Karekar, 2020). Por tanto, es un indicador que predice la estabilidad de particulas

basandose en las interacciones electrostaticas que ocurren en la superficie de las
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mismas, determinando su tendencia a la aglomeracion o dispersion. La literatura
reporta que los sistemas con valores entre -30 y +30 mV estabilizan la suspension

mediante repulsion electrostética (Chatterjee et al., 2019; Huynh et al., 2009).

La determinacién del potencial Z para D4 arrojé un valor de £27 mV, indicando
estabilidad media asociada a la repulsion de las cargas superficiales (Chatterjee et al.,
2019; Loutfy et al., 2016). El signo positivo indica que las cargas superficiales estan
regidas por los grupos cationicos del quitosano. Estas cargas positivas generan

repulsion entre los geles, evitando asi la aglomeracion.

Figura 7. Imagenes TEM de las muestras D4 (Condiciones de sintesis pH 3.25y 7.5 mg/ml
de TPP) y D8 (condiciones de sintesis pH 4.13 and 4.32 mg/ml de TPP). Derecha particulas
nucleo carcasa, izquierda aglomerado de particulas nucleo-carcasa y particulas solidas

7.8. Mapeo de elementos quimicos
En la Figura 8 se observamos el patron de distribucion de los elementos analizados
(C, S, Oy P) en la muestra D4, analizados mediante espectroscopia de rayos X por

energia dispersiva (EDS). El mapeo de elementos indicé que el azufre (color amarillo)
esta diseminado en toda la particula, concentrandose principalmente en la carcasa De
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acuerdo con el mecanismo, durante la primera etapa de la sintesis, los grupos
carboxilato del EPS interactian idnicamente con los grupos amino del quitosano,
formando el nucleo solido de la particula. La menor participacion de los grupos
sulfatados en esta etapa inicial sugiere que estos grupos se orientan hacia la
superficie, donde contribuyen a la formacion de la carcasa externa. Los grupos
sulfatados y amino remanentes en la superficie interactian para estabilizar la carcasa.
El fosforo (color blanco), procedente del tripolifosfato de sodio (TPP), se observa
mayoritariamente en la carcasa de la particula nacleo-carcasa. Esta distribucién indica
que el TPP est4 participando activamente en el entrecruzamiento de los grupos
funcionales superficiales. Especificamente, los grupos fosfato del TPP forman enlaces
ibnicos con los grupos amino del quitosano, estabilizando la estructura de la carcasa
mediante interacciones electrostéticas. Ademas, los grupos hidroxilo y amino en la
superficie, procedentes del EPS y del quitosano, respectivamente, contribuyen al
entrecruzamiento adicional mediante puentes de hidrogeno. El oxigeno (color rosa), al
igual que el azufre, se encuentra distribuido en toda la particula, con una mayor
concentracion en la carcasa. Esto es consistente con la presencia de grupos hidroxilo

del EPS y del quitosano, que participan en la formacion de puentes de hidrégeno.

En resumen, el mapeo elemental proporciona una confirmacion visual del
mecanismo de formacion propuesto para los geles Ch-EPS-TPP. La distribucion
especifica de los elementos S, P y O respalda la idea de que las interacciones ionicas
y los puentes de hidrégeno juegan roles cruciales en la estabilizacion de la estructura
ndcleo-carcasa, con los grupos funcionales orientandose de manera que maximicen

estas interacciones en la carcasa superficial.
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Figura 8. Mapeo de elementos quimicos de la muestra D4 mediante la técnica de EDS
correspondientes a carbon (verde), azufre (amarillo), oxigeno (rosa) y fosforo (blanco).

7.9. Andlisis térmico

Se analiz6 la estabilidad térmica de los geles Ch-EPS, Ch-EPS-TPP y de los
precursores (EPS, TPP y quitosano). El andlisis termogravimétrico (TGA) indic6 que la
primera etapa de degradaciéon ocurre de 30 a 130 °C para todas las muestras
analizadas. La pérdida de masa en este rango de temperatura estd asociada a la
evaporacion de agua contenida en las muestras. En el caso del quitosano, a 289 °C
ocurre un pico de degradacion atribuido a despolimerizacién y rompimiento de enlaces
glicosidicos. ElI TPP y el EPS mostraron mayor estabilidad térmica al perderun 5y 10
% de masa. En el caso del EPS, se asocia a la pérdida de agua adsorbida fisicamente

a los grupos carboxilatos (Cerchezan et al., 2022).

El gel Ch-EPS present6 dos etapas de degradacion: la primera a 205 °C vy la
segunda a 249 °C. Estas etapas se pueden relacionar con la despolimerizacién de los
polisacaridos componentes. En contraste, el gel Ch-EPS-TPP mostr6 una mayor

estabilidad térmica, con un solo pico de degradacion observado a 257 °C, ocho grados
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mas alto que el Ch-EPS. Este aumento en la estabilidad térmica puede atribuirse a la
formacion de puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas entre los grupos

amino, carboxilato y sulfato del nacleo, y los grupos del TPP en la carcasa.

La mayor estabilidad térmica del gel Ch-EPS-TPP sugiere que la adicion de TPP
fortalece la estructura del gel, lo que coincide con el mecanismo de formacion
propuesto para las particulas (Figura 9). Estos hallazgos son consistentes con estudios
previos que han demostrado que la incorporacién de agentes entrecruzantes como el

TPP puede mejorar significativamente las propiedades térmicas de los sistemas

poliméricos.
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Figura 9. Analisis termogravimétrico (TGA) de las muestras quitosano (CS), EPS, TPP, Ch-
EPS y Ch-EPS-TPP

7.10. Ensayo de mucoadhesividad

El epitelio mucosal es el tejido que recubre las superficies internas de 6rganos
y cavidades del cuerpo que estdn en contacto con el exterior, como el tracto
gastrointestinal, el tracto respiratorio, el tracto genitourinario y algunas partes del oido
y la cavidad nasal. La funcidon esencial del epitelio es la proteccion, actuando como
barrera fisica contra agentes externos como patogenos, toxinas o algun agente

extrafio. El epitelio esta recubierto por moco, una capa viscosa que tiene la capacidad
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de interaccionar con particulas con cargas opuestas, aumentando el tiempo de
residencia en el epitelio. Esta caracteristica de denomina mucoadhesion y es de vital
importancia en el desarrollo de vehiculos de entrega de antigenos (Boddupalli et al.,
2010; Boegh & Nielsen, 2015; Andrews et al., 2009).

La adhesion es un proceso entre la unidon de dos superficies. La terminologia
varia segun el contexto del que se trate. En sistemas biolégicos es denominada
bioadhesion, y si se lleva a cabo en las mucosas es llamada mucoadhesion (Andrews
et al., 2009). La mucoadhesividad o mucoadhesién es un parametro clave en el
desarrollo de materiales con aplicaciones en vias mucosales (orales o nasales) y
representa la capacidad de un material de adherirse al epitelio mucosal mediante
interacciones intermoleculares. La mucosa nasal estd compuesta por glicoproteinas
(mucinas), oligosacaridos, agua, ademas de residuos sulfatados de ésteres y grupos
carboxilicos provenientes del acido sialico que le confieren caracter negativo (Boegh
& Nielsen, 2015). El mecanismo de mucoadhesion sugiere interaccion entre cargas
eléctricas opuestas entre el epitelio mucosal, cargado negativamente y materiales
como vehiculos de entrega de antigeno o sistemas de liberacion de farmacos cargados

positivamente (Carvalho et al., 2010; Revuri et al., 2017; Andrews et al., 2009).

En el desarrollo de vacunas, los materiales adhesivos prolongan el tiempo de
contacto con epitelio mucosal, lo que promueve que las células inmunoldgicas
circundantes fagociten el material y comience el proceso de presentacion de antigeno.
En el caso de liberacibn de farmacos, la mucoadhesividad puede mejorar la
biodisponibilidad del farmaco y el tiempo de residencia. Sinh et al., 2023 reportd que
hidrogeles a base de moringa presentaron una capacidad de adhesion de 109 mN, la
cual se adjudica a los enlaces que se forman entre los grupos -COOH y -OH del gel
con los grupos funcionales de las glicoproteinas encontradas en la mucosa del epitelio
intestinal (Singh et al., 2023).

Boni et al.,, 2021 disefaron distintos compositos a base de goma gelana,
almidon y pectina entrecruzados con iones de aluminio y calcio para explorar la

modulacion de la mucoadhesividad en las distintas formulaciones. Los resultaron que
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los geles sintetizados exhibieron porcentajes de adsorcion de mucina 84 a 97 % (Boni
et al., 2021). Otros materiales como las microcapsulas de quitosano mostraron
porcentajes méas bajos de adsorcion de mucina (70 %) al ser evaluados como sistema
de liberacion oral de ciclosporina (Jaafari, 2008).

En este trabajo se evaluo el porcentaje de mucoadhesividad en las muestras con
menor tamafio de particula. Los resultaron indicaron que D4 y D8 presentaron una
capacidad de adsorcion de mucina superior al 85 % para ambas concentraciones de
mucina. En el caso de 1 mg/ml, D8 mostré un porcentaje mayor (93.5 %) respecto a
D4 (92.8 %). Un comportamiento opuesto fue observado en la concentracion de 0.5
mg/ml (Figura 10), en donde D4 mostr6 una capacidad ligeramente mayor de adsorcién
de mucina (93.1 %) respecto a D8 (92 %). En conclusién, los geles Ch-EPS-TPP
mostraron caracteristicas mucoadhesivas para ser empleados en vias de

administracion mucosales.

La capacidad de adhesion de los geles Ch-EPS-TPP se puede correlacionar con
la determinacién del potencial zeta. El valor obtenido de este ensayo fue de 27 mV, lo
qgue indica, como se menciond anteriormente, que existe una estabilidad media
asociada a la repulsion generada posiblemente por los grupos NHs* en la carcasa. La
naturaleza de estas cargas genera interacciones electrostaticas con las especies

aniénicas encontradas en la mucina, promoviendo la mucoadhesion.
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Figura 10. Gréfica del ensayo de mucoadhesividad en las muestras D4 y D8 para
concentraciones de a) 0.5 mg/mly b) 1 mg/ml

7.11. Capacidad de carga en una proteina modelo

El proceso de adsorcién de la BSA en los geles implica un mecanismo de
interaccion entre cargas eléctricas opuestas. El punto isoeléctrico proporciona
informacion sobre la carga neta superficial de una molécula, indicando el pH al cual
una proteina tiene una carga neta cero (Salg et al., 2012; Bukackova et al., 2018; Li et

al., 2016). En el caso de la BSA, al pH del experimento (7.4) presenta una carga
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negativa (ver grafica en él anexo), que se asocia a los aminoacidos aniénicos como el

acido aspartico y el acido glutamico (Kubiak-Ossowska et al., 2017).

Los resultados de la evaluacién de la capacidad de carga de BSA en la muestra
D4 indicaron un porcentaje maximo de adsorcion del 54 % después de 144 horas
(Figura 11). Comparativamente, en otros sistemas, las particulas de quitosano
recubierto de alginato han mostrado una adsorcion del 70 % de proteina (Li et al.,
2008), mientras que los hidrogeles a base de quitosano han reportado hasta un 90 %
de adsorcion de BSA (Yadav & Yadav, 2021). Esta diferencia puede atribuirse a las

variaciones en las composiciones y estructuras de los geles utilizados en cada estudio.

El pH de la solucion amortiguadora (7.4) asegura que la BSA esté cargada
negativamente, facilitando su interaccion electrostatica con los grupos superficiales
positivos del gel D4, compuesto de quitosano-EPS-TPP. La carga negativa de la BSA
se debe principalmente a la desprotonacion de sus grupos carboxilo, mientras que los
grupos amino protonados del quitosano en el gel D4 proporcionan las cargas positivas
done surge interaccion electrostatica. La adsorcidn observada en este estudio es
relativamente baja en comparacién con algunos estudios previos. Este fenbmeno
podria explicarse por la mayor estabilidad y menor disponibilidad de sitios activos en
la estructura nucleo-carcasa de los geles, comparado con otros sistemas de liberacion
de farmacos. La literatura indica que los sistemas de liberacion de farmacos con
estructuras nucleo-carcasa, como los reportados por Chen et al. (2015) muestran una
capacidad de penetracion y liberacion controlada, lo cual puede ser crucial para
aplicaciones especificas, como la administracion de doxorrubicina en tumores sélidos
(Chen et al., 2015).

En resumen, la adsorcion de BSA en los geles D4 demuestra la importancia de
la interaccion electrostatica en la eficacia de los sistemas de liberacion de farmacos y
subraya la necesidad de optimizar las condiciones experimentales y la composicién
del material para maximizar la capacidad de carga y la estabilidad de los geles en

diferentes aplicaciones médicas.
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Los resultados de la evaluacién de capacidad de carga de BSA en la muestra
D4 indicaron que se logré un porcentaje maximo de adsorcion de 54 % después de
144 h La BSA como proteina modelo ha sido estudiada en otros sistemas, como las
particulas de quitosano recubierto de alginato adsorbiendo un 70 % de proteina otro
ensayo reporta 90 % de adsorcién de BSA en hidrogeles a base de quitosano La BSA
se encuentra cargada negativamente a un pH de 7.4 (valor pH de la solucién
amortiguadora), enlazandose electrostaticamente con los grupos superficiales

positivos de la muestra D4.
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Figura 11. Capacidad de carga de BSA en D4, modelo de primer orden

7.12. Ensayo de estabilidad al frio

En el disefio de vacunas, la evaluacion de la estabilidad térmica a bajas
temperaturas es un parametro importante. Por ejemplo, la vacuna contra COVID 19
disefiadas por Pfizer, la vacuna MMRII® (rubeola, sarampién y paperas), ERVEBO®
(vacuna contra el Ebola) y la vacuna Moderna contra COVID 19 requieren
temperaturas de almacenamiento especialmente criticas como -50° ,-80 ,-20 y -50°C,
respectivamente (Kumru et al., 2014; Max, 2021 ), (C. for D. and C. and Prevention,
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2021; C. for D. and C. Prevention, 2023). Algunos componentes vacunales como ADN,
ARN, péptidos y proteinas son sensibles e inestables y requieren condiciones
especificas. En este estudio se evaluo la estabilidad de los geles bajo condiciones de
congelamiento a -20°C por 5 meses. Las muestras fueron analizadas por imagenes
TEM para observar la morfologia de los geles una vez descongelados. En la Figura
12 se observan las distintas regiones de la rejilla para la muestra D4 y D8. En la
muestra D4 se observa que el nlcleo se contrajo (Figura 12b), posiblemente asociado
a un proceso hidrolitico entre los polisacaridos debido al agua absorbida durante el
hinchamiento. Al comenzar el proceso de descongelamiento, el agua se descongela
causando la hidrélisis y colapsa la estructura causando aglomeracion de los
polisacaridos del nucleo (Harnkarnsujarit et al., 2016). Otro estudio llevado a cabo por
Qu et al. (2000) sugiere repulsion electrostatica entre los grupos amino de hidrogeles
a base de quitosano. En medios &cidos, la repulsion ocasiona expansion en la cadena
tridimensional, absorbiendo mas agua que promueve el proceso hidrolitico (Albertsson
et al., 2000). En el proceso de hinchamiento el agua absorbida en la estructura forma
cristales de hielo durante el congelamiento. Esos cristales se expanden dejando
huecos al descongelarse, formando poros en el nacleo como se observa en la Figura
12c. Este proceso de formacion de poros ha sido descrito por diversos autores
(Genevro et al., 2019; Kang et al., 1999; Yuan et al., 2009).

A diferencia de D4 donde el shell (carcasa) fue mas estable, en D8 el nicleo mostrd
mayor resistencia. En conclusién, los parametros de sintesis son un factor crucial de
este ensayo. D4 tuvo aproximadamente el doble de la concentracion de TPP que D8,
favoreciendo la estabilidad estructural de la carcasa.
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Figura 12. Imagenes TEM del ensayo de estabilidad al frio en las muestras D4 y D8,
llevadas a cabo a -20°C por 5 meses

7.13. Evaluacion del efecto del pH en la estabilidad en los microgeles

El pH es un factor crucial en el disefio de materiales para aplicaciones
biomédicas, especificamente en la administracion oral de medicamentos. El sistema
digestivo humano presenta una variedad de pH que los materiales deben soportar. En
el esbfago, el pH es aproximadamente 6, mientras que en el estbmago el pH puede
variar entre 1 y 3 debido a la presencia de &cido clorhidrico. ElI duodeno, que es la
primera parte del intestino delgado, presenta un pH que varia de 4 a 7, volviéndose
gradualmente mas alcalino a medida que los alimentos y los medicamentos se mueven

hacia el intestino delgado y el colon.

El pH es un factor clave que afecta la estructura del material que constituye los
sistemas de liberacion. Por ejemplo, un estudio sobre geles de alginato/quitosano
demostré que el pH influye en la estructura y la capacidad de liberacion de farmacos.
El quitosano, un polimero con grupos amino, es sensible a los cambios de pH, lo que
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afecta su solubilidad y su capacidad para formar redes gelificadas. En condiciones
acidas, los grupos amino del quitosano se protonan, lo que aumenta su solubilidad y
favorece la formacion de geles mas densos y compactos. Sin embargo, en condiciones
alcalinas, los grupos amino del quitosano se desprotonan, reduciendo su solubilidad y
la integridad del gel (Gierszewska et al., 2018). Este ejemplo subraya la importancia
de considerar el pH en el disefio de geles para la administracion de farmacos, ya que
las condiciones del entorno pueden afectar significativamente la eficacia del sistema

de liberacion.

El experimento consistié en simular las condiciones de pH de distintos 6rganos del
sistema digestivo, esdfago (pH 6), estbmago (pH 1-3) y duodeno (pH 4-7). Los pH
evaluados fueron 3, 6 y 10. El efecto del pH sobre la morfologia de los geles fue
evaluado mediante la variacion del tamafio de particula respecto al tiempo. Al finalizar
el experimento las muestras de los 3 pH evaluados se analizaron por microscopia TEM

para determinar el efecto en la morfologia de los geles.

Los resultados indicaron que los geles fueron sensibles a los pH evaluados. Se
registr6 un aumento del tamafio de particula medido por DLS, encontrandose a 1440
min el valor mas alto (Figura 13b). El aumento de tamafio se relaciona directamente
con la degradacion de los geles, siendo confirmado por TEM (Figura 13a),
observandose la disociacion de la carcasa. La inestabilidad de las particulas puede
describirse a partir de las cargas. A pH bajos proliferan los protones en el medio
enlazandose a los grupos P=0 del TPP, debilitando la interaccién con el nucleo. A pH
altos, predominan los grupos hidroxilos protonando al TPP, causando degradacion

estructural.

En conclusion, el tiempo de contacto determina fortaleza de la estructura, ya que
hasta aproximadamente 180 min no se observa un aumento drastico en el tamafio de
particula. Sin embargo, el tiempo que tarda en desplazarse un farmaco en el sistema
digestivo varia de 1 a 6 h, dependiendo de varios factores, por lo tanto, el vehiculo o
acarreador debe permanecer inerte o estable para evitar la degradacion del principio

activo en ese lapso de tiempo
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Figura 13. a) Imagenes TEM y b) gréfica del efecto del pH sobre la muestra D4

7.14. Ensayo biolégico de los microgeles

El ensayo de viabilidad conducido en células HEK 293-T, no mostré indicios
de citotoxicidad en el rango de concentraciones de microgeles evaluadas (Figura 14),
comparativamente el control con H202 indicé un decremento en la viabilidad celular a
10% (p < 0.05). Resultados equivalentes fueron reportados en la linea celular L929 y
en células dendriticas JAW Il (Chuang et al., 2020).

Estudios similares reportan la evaluacion de actividad antioxidante y
antiinflamatoria de los exopolisacaridos de Porphyridium cruentum. El ensayo fue
llevado a cabo empleando dos lineas celulares: queratinocitos humanos
inmortalizados (HaCaT) y fibroblastos murinos inmortalizados (Balb/c-3T3). Ambas
lineas células presentaron un porcentaje de viabilidad celular superior al 90% en todas
las concentraciones evaluadas. Los autores proponen una relacién directa entre la
actividad antioxidante y la viabilidad celular observada, ya que la actividad antioxidante
del EPS inhibe la formacion de especies reactivas de oxigeno que afectan los procesos
metabdlicos, evitando asi el dafio celular (Liberti et al., 2023).

Se ha investigado la actividad antioxidante y el efecto citotoxico de los

exopolisacéaridos de Porphyridium aerugineum en células humanas tumorales (MCF-7
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y HelLa) y células sanas (BJ, fibroblastos de piel humana normal). Se observé una
reduccion en la viabilidad celular de la linea MCF-7, la cual fue dependiente de la
concentracion de exopolisacéarido; mientras que en el caso de HeLa y BJ no se observo
citotoxicidad. Este comportamiento podria deberse a la expresion diferencial de
receptores de exopolisacaridos en dichas lineas celulares (lvanova et al., 2024).
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Figura 14. Evaluacion de la citotoxicidad de la muestra D4 en la linea celular HEK-293T. Las
células fueron sembradas a una densidad de 1x10° células y fueron tratadas en un rango de
concentracion de gel de 10-900 pg/ml, H202 o PBS e incubadas por 72 h. La viabilidad celular
fue evaluada por el método de la resazurina. La viabilidad celular fue calculada como %
respecto al control (PBS). El ensayo fue realizado por triplicado. Los asteriscos denotan
diferencias estadisticas (P<0.05) respecto al tratamiento con PBS.

El analisis en esplenocitos de ratdn denota que la viabilidad celular decrece
ligeramente conforme aumenta la concentracion de hidrogeles (Figura 15), las células

expuestas a 300 ug/ml redujeron su viabilidad a cerca de un 20 % (P < 0.05).

En resumen, con base en el ensayo de citotoxicidad en ambos tipos de células, se

concluy6 gue los geles en general estimulan en crecimiento celular.
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Figura 15. Evaluacion citotoxica de la muestra D4 en esplenocitos de raton. Las células fueron
sembradas a una densidad de 1x10° células y fueron tratadas en un rango de concentracion
de gel de 10-900 ug/ml, H.O2 o PBS e incubadas por 72 h. La viabilidad celular fue evaluada
por el método de la resazurina. La viabilidad celular fue calculada como % respecto al control
(PBS). El ensayo fue realizado por triplicado. Los asteriscos denotan diferencias estadisticas
(P < 0.05) respecto al tratamiento con PBS.

Los EPS de Porphyririum  tienen  propiedades  antiinflamatorias,
hipocolesterolémicas, inmunomoduladoras, antimicrobianas, antitumorales
antiparasitarias y antivirales (Cifuentes & Herrero, 2019; Kathiresan et al., 2007) que
pueden ser aprovechadas para el disefio de plataformas de administracion o vehiculos
de entrega de antigeno. La adicion de quitosano al sistema para el disefio de
compositos puede potenciar éstas caracteristicas haciendo sinergia con su capacidad
de adhesién, biocompatibilidad y propiedades antimicrobianas y antivirales, por
mencionar algunas (Abkar et al., 2018; Loutfy et al., 2016; Lin et al., 2014; Carroll et
al., 2016).

Diversos reportes bibliograficos se centran en el estudio de las propiedades
inmunogénicas y antitumorales de los exopolisacaridos de Porphyridium. Los
exopolisacaridos con distintos pesos moleculares poseen caracteristicas diversas.
Gargouch et al., 2021 analizaron el potencial antibacterial y antitumoral de 3 distintas
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fracciones del polisacarido. Las fracciones con menor peso molecular redujeron la
viabilidad celular en 51% en carcinoma murino cerebral, observandose el mismo
patron en el caso de la actividad antibacteriana en las 4 cepas evaluadas. Los autores
concluyeron que las fracciones de menor peso molecular estan relacionadas
directamente con la actividad antibacteriana y anticancerigena, asociandose con un
mayor contenido de acido uronico y grupos sulfatados (Gargouch et al., 2021). Esto es
consistente por lo reportado por Sun et al., 2012, quienes describieron el efecto de 6
exopolisacéridos, de pesos moleculares variables y degradados por microondas, en la
reduccion de células tumorales S180 implantado en ratones Kumming. Se observé que
las muestras con menores pesos moleculares estimularon la produccién de linfocitos
y macréfagos. Los autores sugieren que el efecto antitumoral no fue promovido por
mecanismos citotdxicos si no por la cascada inmunitaria que se activdé (Sun et al.,
2012).
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8. Conclusiones

La estrategia de sintesis basada en interacciones intermoleculares entre el EPS
de P. purpuremy el quitosano, empleando a la vez TPP como un agente entrecruzante
no toxico, permite el ensamble exitoso de geles novedosos nucleo-carcasa (Ch-EPS-
TPP).

Los geles Ch-EPS-TPP representan una alternativa sustentable con el medio
ambiente, en contraste con materiales en los que la ruta de sintesis implica el uso de
solventes toxicos (glutaraldehido, glioxal y carbodiimidas) que requieren un

tratamiento especial de los residuos.

Los geles Ch-EPS-TPP son monodispersos y exhiben un tamafio promedio de
100 nm, por lo que son aplicables en el desarrollo de sistemas de entrega de
biofarmacos, dado que este rango de tamafio permite un acceso eficiente a los tejidos

de mamiferos.

Los geles Ch-EPS-TPP son seguros, en términos de no presentar actividad
citotoxica en células de mamifero en cultivo, en cambio se observa proliferacion

celular.

Dado que los geles Ch-EPS-TPP son mucoahdesivos, con un indice mayor al
90%, dicho materiales son candidatos para el desarrollo de sistemas de entrega de

biofarmacos por las vias mucosales.

Los geles Ch-EPS-TPP tienen una capacidad de adsorciébn de proteinas
complejas mayor al 50 %, asi como una estabilidad térmica alta (hasta 250°C); por lo

gue se proponen como un sistema de liberacion de biofarmacos atractivo.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Advanced materials used in the biomedicine field comprises a diverse group of organic molecules, including
Hydrogel polymers, polysaccharides, and proteins. A significant trend in this area is the design of new micro/nano gels
Exopolysaccharides whose small size, physical stability, biocompatibility, and bioactivity could lead to new applications. Herein a
g::};;h:dltm new synthesis route is described to obtain core-shell microgels based on chitosan and Porphyridium exopoly-

saccharides (EPS) crosslinked with sodium tripolyphosphate (TPP). First, the synthesis of EPS-chitosan gels
through ionic interactions was explored, leading to the formation of unstable gels. Alternatively, the use of TTP
as crosslinker agent led to stable core-shell structures. The influence of reaction temperature, sonication time,
and exopolysaccharide concentration, pH and TPP concentration were determined as a function of particle size
and polydispersity index (PDI). The obtained EPS-chitosan gels were characterized by TEM, TGA, and FTIR;
followed by the assessment of protein load capacity, stability upon freezing, cytotoxicity, and mucoadhesivity.
Experimentation revealed that the core-shell particles size ranges 100-300 nm, have a 52 % loading capacity for
BSA and a < 90 % mucoadhesivity, and no toxic effects in mammalian cell cultures. The potential application of
the obtained microgels in the biomedical field is discussed.

1. Introduction controlled release, high cost, and poor bicavailability. Among the new

strategies explored to address such limitations are liposomes, den-

Emergent challenges in medicine require novel and constant ad-
vances in the biomaterials field. Many research efforts in this field are
found in the literature [1-6]. Biomaterials play a vital role during the
designing prostheses, implants, cardiac valves, medical supplies, tissue
regeneration strategies, biomarkers, contact lenses, scaffolds, and new
drug delivery vehicles; with polymers, ceramics, metallic particles,
composites, and carbon as the most used raw materials [7-9]. Bio-
materials in the pharmacological area are of utmost importance due to
the material's intrinsic properties and functionalities. Emerging diseases,
as well as any clinical condition, demand optimal drug delivery agents.
Vitamins, proteins, drugs, vaccines, and peptides are the most common
molecules entrapped in hydrogels, particles, micelles, and liposomes to
increase stability, bioavailability, and, ultimately, the target biologic
effect. However, some carriers still have notable disadvantages related
to the unspecificity of delivering the cargo to the desired site, no well-

drimers, virosomes, carbon nanotubes, and hydrogels [10-12].

Hydrogels are an exceptional class of materials formed by a complex
tridimensional matrix of flexible and hydrophilic architecture that can
encapsulate biomolecules by swelling [13,14]. The compounds used for
the synthesis of hydrogels typically comprise proteins, polymers, syn-
thetic sources, and polysaccharides; which are prone to crosslink by
either physical or chemical methods. Polysaccharides are polymeric
structures formed by repetitive units of monosaccharides and are
recognized for their stability, biodegradability, and also for their anti-
microbial, anti-inflammatory, and immunostimulatory properties
[2,15]. Moreover, these types of biomolecules can be obtained from low-
cost biomass. All these characteristics are an incentive for choosing
polysaccharides as raw materials for hydrogel synthesis. Relevant ex-
amples of polysaccharidesinclude pullulan, chitosan, alginate, cellulose,
hyaluronic acid, carrageenan, and xanthan gum.

* Corresponding authors at: Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Auténoma de San Luis Potosi, Av. Dr. Manuel Nava 6, SLP 78210, Mexico.
E-mail addresses: palestinogabriela@uaslp.mx (G. Palestino), rosales.s@uaslp.mx (S. Rosales-Mendoza).

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2023.125655

Received 7 March 2023; Received in revised form 15 June 2023; Accepted 30 June 2023

Available online 1 July 2023
0141-8130/© 2023 Elsevier B.V. All rights reserved.



82



