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1. Resumen

Actualmente, el cdncer representa una de las principales causas de muerte a nivel mundial. Esto
ha favorecido en todo el mundo la bisqueda de métodos de diagndstico y tratamiento cada vez
mds novedosos y efectivos que permitan aumentar la calidad y esperanza de vida de los pacientes.

A partir de esta busqueda ha surgido el campo de la inmunoterapia, el cual se fundamenta en la
estimulacién de células del sistema inmune para que éstas puedan producir una respuesta que
favorezca el tratamiento de un padecimiento. Para estimular las células del sistema inmune se han
empleado diferentes estrategias, una de las cuales se apoya en el uso de biomateriales para
producir sistemas de entrega de moléculas que favorecen la respuesta inmune. Se ha observado
gue algunos de estos biomateriales pueden actuar por si mismos como adyuvantes potenciando la
respuesta.

Dentro de estos sistemas de entrega de moléculas se encuentran las microesferas, las cuales
presenta diversas ventajas en el campo de la inmunoterapia dirigida contra el cancer. A éstas
pueden afiadirse antigenos tumorales especificos que sean reconocidos por células dendriticas
para desencadenar una respuesta inmunogénica contra el tumor.

Uno de los biomateriales mas usados en la fabricacion de microesferas es el quitosan, polimero
obtenido mediante la desacetilacién de la quitina. Se ha observado que este polimero, puede ser
reconocido por macrofagos y células dendriticas (DCs), e incluso puede inducir su activacidén. De
esta forma, es posible que las DCs activadas puedan iniciar o incrementar la respuesta inmune
antitumoral, por lo que en el presente trabajo se estandarizé el procedimiento de elaboracion de
microesferas de quitosan acopladas con antigenos tumorales.

Para elaborar las microesferas acopladas con antigenos tumorales, se usé el método combinado
de emulsidn simple y reticulacién, el cual consiste en realizar una emulsion acuosa/oleosa (w/0), la
cual se mantiene en agitacion para posteriormente agregar un entrecruzante, el cual es un agente
guimico que se encarga de estabilizar el complejo polimérico mediante la formacion de enlaces
covalentes.

Para realizar la porcién acuosa de la emulsidn se diluyeron 0.2 g de quitosadn desacetilado > 75% y
0.01 g de un coctel de antigenos tumorales (obtenidos a partir de un lisado de un cultivo celular de
la linea tumoral B16f10) en 10 ml de una solucién de acido acético glacial al 2% y se mantuvo en
agitacién en agitador magnético por 24 horas. Después de agitarse por un dia se preparo la
solucién oleosa con 100 ml de aceite mineral y 1 ml de SPAN80 como tensoactivo. La solucidn
acuosa se incorporo a la fase oleosa mediante goteo por 7 minutos aproximadamente mientras se
agitaba con lka ultraturrax ® a 10,200 rpm. Finalizada la mezcla acuosa/oleosa se mantuvo en
agitacién con agitadora magnética por 3 horas. Para finalizar se realizaron lavados alternativos con
agua destilada y hexano centrifugando a 4000 rpm en ultracentrifuga.
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Para realizar las pruebas de citotoxicidad se obtuvieron células de bazo de ratones c57BL/6. De
estas células, se cultivaron aproximadamente 10 millones con medio DMEM a 37°Cy CO, al 5%, de
este modo se les colocaron microesferas previamente esterilizadas con alcohol y luz UV. Después
de 24, 48 y 72 horas se realizd una tincién con calceina y homodimero de etidio.

Para probar la adhesién de los antigenos a las microesferas, se mantuvieron en agitacién en bafio
maria por 24, 48 y 72 horas mientras se encontraban disueltas en agua destilada. Posteriormente
se realizé un corrimiento en geles de poliacrilamida.

A partir del método estandarizado que se empled para la preparacién de microesferas, se
obtuvieron particulas no citotéxicas de forma esférica con un diametro de entre 0.5 y 1.5 um. Los
antigenos se adhirieron de manera efectiva a las microesferas.

El método combinado de emulsidn simple y reticulacién, es de bajo costo en comparacidon con
otros métodos. Para estandarizar este procedimiento se modificaron diversas variables hasta
conseguir un éptimo resultado. Algunos factores a los que se tuvo que prestar especial atencion
fueron: el aumento de temperatura durante los periodos de agitacion, la velocidad de agitacion y
la etapa de eliminacién del solvente en la cual se realizaron lavados alternativos con agua
destilada y hexano. Este tipo de ensayo podra ser empleado para la fabricacidon de microesferas
gue puedan ser utilizadas en la inmunoterapia, sobre todo porque de acuerdo a las caracteristicas
analizadas, éstas no inducen citotoxicidad y tienen un tamafo adecuado para ser reconocidas por
células del sistema inmune del hospedero.
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Abstract

At the moment, cancer represents one of the main causes of death in the world, this has caused
the research worldwide for increasing novel and effective methods of diagnostic and treatment
that allow the improve of life quality in patients.

From this research has arise the field of immunotherapy, which is based in immune cell
stimulation in order to cause a response that allow the treatment of some ailment. In order to
stimulate the cells of the immune system several strategies had been tried. One of those is based
in the use of biomaterials to produce molecular delivery systems to improve the immune
response, some of these biomaterials can act for themselves like adjuvants.

Between this kind of systems we can find the microspheres, which have numerous advantages in
the field of immunotherapy against cancer. To these microspheres can be added specific antigenic
antigens which can be recognized by dendritic cells to trigger an immunogenic response against
tumor.

Microspheres can be manufactured with different materials, such as poly lactic acid (PLA), poly
lactic-co-glycolic acid (PLGA), calcium alginate, among others. However, it has to be noted that
chitosan is a non cytotoxic and biodegradable biopolymer, that can be recognized by macrophages
and dendritic cells (DCs), and even be able to cause its activation. So, according to chitosan
microspheres characteristic, they may use as vehicle and immunomodulator that may induce a
successful antitumor immune response. After all above, the main objective of this work was the
standardization of the manufacturing procedure of chitosan microspheres coupled with tumor
antigens.

In order to manufacture microspheres coupled with tumor antigens, a combined simple emulsion
and reticulation method was used. It consisted in making an emulsion water/oil (w/o0) and then
mixed with a crosslinker.

In order to manufacture the aqueous phase of the emulsion, > 75% 0.2 g of deacetylated chitosan
was diluted and 0.01 g of tumor antigens cocktail (obtained from a lysed B16-F10 cell culture)
were mixed in 10 of 2% glacial acetic acid and maintained stirring by 24 hours. Then, an oil phase
was performed with 100 ml of mineral oil and 1 ml of SPAN8O as surfactant. The aqueous phase
was incorporated to the oil phase by dropping and stirring with the Ika ultraturrax ® at 10,200 rpm
for about 7 minutes. Afterwards, the emulsion was kept in agitation with a magnetic stirrer for 3
hours.

To perform cytotoxic tests, bone marrow cells were obtained from ¢57BL/6 mice. 1 x 107 bone
Marrow cells were cultivated with microspheres previously sterilized in alcohol and UV. 24, 48 and
72 hours later, cells were staining with calcein and ethidium homodimer kit.
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In order to prove the adhesion of the antigens, microspheres coupled antigens were stirred at
36°C in distilled water for 24, 48 and 72 hours. Later the presence of the antigens was obtained
with polyacrylamide gels.

Simple emulsion and reticulation method is cheaper than other methods of microspheres
manufacturing. Many variables were taken into account to achieve an optimal standardization of
this method. Some of the main factors in this process were: achieve a stable temperature during
stirring, the stirring speed and the solvent elimination stage based in alternative wash with
distilled water and hexane. After all changes made, spherical, antigens charged and non-cytotoxic
particles from 0.5 to 1.5 p of diameter were obtained.

The microspheres manufacturing method was standardized, obtaining spherical and non-cytotoxic
particles from 0.5 to 1.5 u of diameter. Also, antigens were effectively adhered to microspheres.

[10]



2. Marco teorico

2.1 Ingenieria de tejidos

La idea de reemplazar un tejido estropeado por otro sano ha rondado el ideario médico desde el
siglo XVI (O’brien, 2011). El término “Ingenieria de Tejidos” fue acufiado hasta 1988 por la
Fundacidn Nacional para la Ciencia, por sus siglas en inglés, “NSF’s”. La NSF denominé el campo de
la ingenieria de tejidos como: “La aplicacion de principios y métodos de ingenieria y ciencias de la
vida hacia el entendimiento fundamental de las relaciones entre estructura y funcion en tejidos de
mamiferos normales y patoldgicos y el desarrollo de substitutos bioldgicos para restaurar,
mantener o mejorar la funcion de los tejidos”. A partir del desarrollo de esta area del
conocimiento han surgido diversas técnicas para el tratamiento y la sustitucion de érganos y
tejidos afectados por diversas causas.

O’brien (2011) a su vez aclara que la ingenieria de tejidos es un campo multidisciplinario,
construido a partir del trabajo de expertos en diferentes areas del conocimiento relacionadas
tanto con las ciencias de la vida como con la ingenieria. Para entender como interfiere la ingenieria
de tejidos en la labor biomédica es necesario conocer los tres pilares en que se basa la ingenieria
de tejidos: células, senales y andamios. Las células, siendo la unidad fundamental de la vida
contribuyen en gran medida a la reparacion tisular, por su parte las sefiales son moléculas
encargadas de desencadenar una respuesta en el tejido blanco, a su vez, los andamios son
estructuras elaboradas con materiales de origen natural o sintético que actian como soporte de
las sefiales y las células. Estos tres elementos a menudo son referidos como “la triada de la
ingenieria de tejidos”. Esta combinacién de elementos puede ser implantada directamente en el
sitio dafiado donde el andamio es substituido lentamente por las células propias del cuerpo o
puede cultivarse in vitro como soporte de otras células hasta formar un tejido que serad después
implantado en el sitio dafiado del paciente (O’brien, 2011).

En el drea de la ingenieria de tejidos la fabricacion de andamios tiene vital importancia ya que
estos, ademds de actuar como soporte, son los encargados de proporcionar al tejido receptor las
moléculas encargadas de activar al sistema inmune. Para Howard et al. (2008) “Los andamios
estan disefiados para influir el entorno fisico, quimico y bioldgico de una poblacion celular y sus
funciones caracteristicas son las de proveer soporte estructural y la entrega de factores de
crecimiento y/o células para formar tejidos nuevos”. De este modo para reparar tejidos dafiados
se usan andamios tridimensionales porosos que proveen soporte tanto para células, como para
factores de crecimiento y otras moléculas que contribuyen a la reparacion tisular. Chan y Leong
(2008), menciona a los andamios como elementos estructurales que unen y permiten la
comunicacion entre células y tejidos, ademds son elaborados tipicamente con biomateriales
poliméricos, los cuales mejoran su interaccion con sistemas orgdnicos.

Para elaborar un andamio funcional se deben considerar diversos factores. Para empezar, el

andamio debe contar con caracteristicas que le permitan interactuar con los componentes del

sistema vivo en el cual serd implantado sin generar respuestas que comprometan la integridad del
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organismo hospedero. Es por esto que el primer aspecto a considerar en la elaboracion de un
andamio es su biocompatibilidad, cualidad que le permite al material interactuar con un
organismo sin causar dafio. Ademas es importante que el andamio presente bioadhesién del tejido
al implante y que promueva la proliferacidn celular y migraciéon dentro de su misma estructura
(Velasco y Garzdn, 2010). Asimismo, es de vital importancia que el andamio implantado no cause
una respuesta inflamatoria que ocasione el rechazo del implante por el organismo (Badylak y
Gilbert, 2008).

Ademas de su interaccidn con sistemas bioldgicos, las propiedades mecdnicas del andamio son de
vital importancia para su disefio y utilizacién, ya que dependiendo del sitio en el cual sea
implantado se requeriran de distintas cualidades mecdnicas. En este sentido deben tener la fuerza
suficiente para permitir la manipulaciéon quirdrgica durante su implantacién. Ademas de estos
factores, la arquitectura del andamio debe permitir la penetracion celular y la difusidon de
nutrientes, asi como la salida de los productos de la degradacién. Para esto su estructura tiene que
componerse de poros interconectados, ademas los poros deben tener el tamafio adecuado para la
correcta migracion y adhesion de las células. El tamaio critico de poro depende del tipo celular
que sera utilizado (Bruzauskaité et al. 2016).

Otro aspecto importante a considerar es la biodegradabilidad, que es la capacidad que tiene el
andamio para ser reemplazado paulatinamente por las células propias del cuerpo del paciente. Los
andamios por lo tanto, deben ser biodegradables para permitir a las células la produccién de su
propia matriz extracelular. Ademads, los subproductos de esta degradacidon no deben ser téxicos y
tienen que ser capaces de salir del organismo sin causar ningun dafio a otros érganos. La
degradacion del andamio en conjunto con la formacién de tejido nuevo requiere de la
participacién del sistema inmune, es por eso que la inmunologia juega un papel fundamental en la
en las terapias regenerativas.

Los sistemas de entrega de farmacos y moléculas son un tipo de andamios disefiados a escalas
nanomeétricas y micrométricas. Estos dispositivos deben contar con diversas caracteristicas que les
permitan ser funcionales e.g. biodegradabilidad, boicompatibilidad, estructura porosa vy
propiedades mecanicas idéneas son caracteristicas consideradas durante su elaboracidn, sin
embargo, actian a escalas mucho menores de modo que sirven como soporte de moléculas de
tamafios nanométricos como citocinas o antigenos y son usadas a menudo en la estimulacién y
activacion del sistema inmunoldgico. En estos sistemas de entrega (delivery sistems), los agentes
bioactivos se encuentran envueltos dentro de una matriz polimérica, la cual los libera lentamente
en un proceso de erosion, difusion o ambos (Nair y Laurencin, 2007).

Las microesferas funcionan como andamios debido a su capacidad portadora y liberadora de
moléculas, afiadiendo la particularidad de que tienen movilidad dentro del organismo debido a su
tamafio y morfologia (Blanco et al. 2015), lo cual las hace un instrumento de gran utilidad para
estimular células del sistema inmune.

[12]



2.1.1 Biomateriales

El Instituto Nacional Americano de Salud, por sus siglas en inglés “NIH", define a los biomateriales
como “cualquier sustancia o combinacidn de sustancias, excepto farmacos, de origen sintético o
natural, que pueden ser usadas por un periodo de tiempo, para aumentar o reemplazar total o
parcialmente un tejido, drgano o funcion del cuerpo, para mantener o mejorar la calidad de vida
del individuo”. Ademas, Nair y Laurencin, 2007 sefialan que “no hay sélo un biomaterial que pueda
considerarse como biomaterial ideal, sino que la fabricacién de algin biomaterial depende de la
aplicacion médica en la que quiera ser utilizado”.

Ademas de la capacidad del biomaterial para interactuar con sistemas bioldgicos, para poder
determinar el uso de un biomaterial se deben probar sus caracteristicas fisicas, algunas de las
cuales son: médulo elastico, el cual mide la tasa de tensién que el biomaterial puede soportar
antes de sufrir fractura; compresion, la cual mide la tensién que puede soportar el biomaterial al
ser sometido a fuerzas de presién; fatiga, la cual ocurre cuando el biomaterial después de ser
sometido de manera repetida a fuerzas tensiles o de compresidn; viscoelasticidad que estd
asociada con la capacidad de deformacion del biomaterial (dos Santos et al. 2017). Ademas es
importante la interaccién del biomaterial con el agua, esto es, sus propiedades hidrofilicas e
hidrofdbicas (Vogler 2004). La caracterizacidn nano y micrométrica también es importante, porque
de esto ultimo puede depender como va a interactuar con ciertos tejidos y con células
determinadas.

Hasta ahora, los biomateriales habian sido empleados sobre todo para la diferenciacién de células
precursoras de hueso, cartilago, tejido adiposo y otros, para tratar de mimetizar el microambiente
de los tejidos, sin embargo, ahora también se ha estudiado el efecto de los materiales en los
distintos tipos de respuestas inmunoldgicas, sobre todo porque es muy probable que los
materiales empleados sean colocados en pacientes con alguna lesidn. Asi, se ha constatado que la
forma, tamafio, superficie, funcionalidad quimica, peso molecular y tipo de degradacién del
biomaterial son factores que afectan el tipo de respuesta inmune causada por éste. Por ejemplo,
se ha observado preferencia a internalizar nanoparticulas de oro con forma de bastén via
micropinocitosis por parte de macréfagos, contrario a la internalizacién de nanoesferas del mismo
material (Bartneck 2010). En otros estudios se ha comparado la activacidon del inflamasoma en
presencia de particulas con superficie lisa y rugosa (Andorko y Jewell, 2017).

2.1.1.1 Clasificacion de los biomateriales

Los biomateriales pueden clasificarse en base a su composicidon en tres grandes grupos: metales,
ceramicas y polimeros. Los implantes metalicos son los materiales mds usados en cirugia
ortopédica. Aunque proveen fuerza mecdnica y resistencia a la corrosién, pueden causar

inflamacidon croénica e irritacion. Debido a esto se han desarrollado implantes metalicos
[13]



biodegradables basados en magnesio (Mg), el cual es un mineral esencial en el metabolismo
humano, actuando como cofactor enzimatico y estabilizador de dcidos nucleicos.

Las cerdmicas son compuestos inorganicos no metalicos sélidos, formados por elementos
metdlicos y no metdlicos unidos idnica y covalentemente endurecidos mediante la accion del
calor. Son usados como empaste para rellenar imperfecciones dseas, fijaciéon de fracturas y
cubiertas prostéticas. A su vez se dividen en bioinertes (aluminio, circonio, etc.), bioactivos
(ceramicas vitreas) y bioreabsorbibles (fosfatos de calcio, etc.). Sus principales aplicaciones son
como material de injertos éseos (Godavitarne et al., 2017).

Los polimeros son macromoléculas compuestas de mondmeros unidos covalentemente. Pueden
encontrarse en forma de co-polimeros (formados por unidades monoméricas diferentes) u
homopolimeros (formados por unidades monoméricas iguales). Las cadenas poliméricas pueden
ser lineales, ramificadas, entrecruzadas, amorfas o cristalinas. El tipo de cadena se relaciona con la
fuerza y degradacion del material. El uso de polimeros tiene la ventaja de que se pueden modificar
sus propiedades mecanicas asi como su cinética de degradacién, por ello son ampliamente usados
para la aplicacion biomédica. Los polimeros pueden usarse en forma de hidrogeles, los cuales son
redes tridimensionales de polimeros con la capacidad de incorporar agua sin disolverse.

A su vez, los polimeros pueden ser de origen natural o sintético. Los polimeros naturales se
forman a partir de un proceso natural de polimerizacidn, su composicidn se divide en proteinas,
polisacaridos y glucosaminoglicanos. Este tipo de polimeros son usados para distintas aplicaciones
clinicas, tales como rellenos dérmicos, selladores de heridas, esponjas quirurgicas, etc. Como su
nombre lo dice, son obtenidos de fuentes naturales i. e. son producidos en la naturaleza, de donde
se obtienen. La agarosa por ejemplo, es un polisacarido de D-galactosa y 3, 6-anhidro L-
galactopiranosa y es obtenido de las paredes celulares de las algas rojas; el colageno es la proteina
mas abundante de los mamiferos y se encuentra en el tejido conectivo de estos; el alginato es un
copolimero de acido D-manurénico y acido L-gulurdnico y es extraido de las algas pardas; el 4cido
hialurénico es un glucosaminoglicano formado por residuos de N-acetilglucosamina y D-
glucurdnico y estad presente en altas cantidades en la matriz extrcelular del tejido conectivo,
epitelial y tejidos neurales, sin embargo, su uso requiere de entrecruzantes ya que por si mismo no
gelifica y se degrada rapidamente en oligosacaridos por la accidn de la enzima hialuronidasa; el
quitosan es obtenido de la desacetilacion de la quitina, otro polimero natural presente en el
exoesqueleto de crustaceos, artrépodos y en las paredes celulares de hongos, puede formar geles
mediante entrecruzamiento covalente con aldehidos como el glutaraldehido o por
entrecruzamiento iénico con polianiones como citrato de sodio o tripopolifosfato de sodio. Los
polimeros naturales tienen mejor capacidad para interactuar con células y presentan poca
respuesta inflamatoria. Muchos de este tipo de polimeros han sido usados en la fabricacidn de
microesferas, e. g. quitina, gelatina, alginato de sodio y albimina. La mayoria de los polisacaridos
de origen natural como la celulosa, dextrina, pectina, acido alginico, agar, agarosa y carrogenanos
son acidos, mientras que la quitina y el quitosan son polisacdridos altamente basicos (Cho et al.
2015; Dutta et al. 2004; Tamariz et al. 2013).
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Los polimeros sintéticos son biomateriales disefiados por el ser humano. Poseen diversas
cualidades fisicas que les permiten ser usados en la biomedicina, algunas de estas cualidades
implican mejor control de factores como el peso molecular, cinética de degradacién, forma, entre
otras caracteristicas (Gunatillake 2003). Han sido usados en la fabricacion de microesferas
polimeros sintéticos como polilactidos (PLA), poliglicdlidos (PGA), poli (lactido co-glicélidos)
(PLGA), polianhidridos, policianoacrilatos, poliuretanos, polifosfoésteres, polidiaxanona, etc. El
PLGA es uno de los polimeros sintéticos que ha sido mas usado para la fabricacidén de nano y
microesferas debido a que presenta biocompatibilidad y es biodegradable (Navagarma et al.
2012). A su vez, los polimeros sintéticos pueden dividirse en polimeros de degradacidn hidrolitica y
polimeros de degradacién enzimdtica. Los primeros son usados generalmente como implantes y
algunos ejemplos son: poli(a-hidroxidcidos), poliésteres, poliuretanos y poli(éster amidas)
(Godavitarne et al. 2017; Tamariz et al., 2013).

Aquellos biomateriales obtenidos de fuentes naturales pero que pasan por procesos quimicos son
denominados “biomateriales semisintéticos” (Bhat 2013). En estos, el proceso de polimerizacién
ocurre en la naturaleza, de donde son extraidos para ser posteriormente modificados
artificialmente. Mogosanu et al. 2016 menciona algunos ejemplos de polimeros semisintéticos que
han sido usados para elaborar sistemas de entrega de farmacos, tales como microparticulas y
microesferas; la amilosa conjugada con 4cido linoleico (CLA), almidén hidrofébico modificado por
entrecruzamiento con acidos grasos de cadena larga, celulosa catidnica anfifilica, acetato de
pullulan biotinilado (BPA), acido hialurénico (HA) modificado hidrofébicamente, HA entrecruzado
con 2, 2’-(etilenedioxi)-bis-(etilamina), alginato tiolado (ALG-CYS), complejos de quitosan-
tripopolifosfato, etil celulosa, acetato de celulosa, quitosan, entre otros.

2.1.1.2 Actividad bioldgica de los biomateriales

Se ha observado que los biomateriales tienen la capacidad de estimular vias del sistema inmune. El
uso de polimeros naturales ha sido muy difundido en el transporte de agentes bioactivos debido a
sus cualidades. El alginato, por ejemplo, es un polisacdrido natural ampliamente usado, el cual es
biocompatible, tiene poca toxicidad, ademds de ser biodegradable y presentar mucoadhesién. La
facilidad de este tipo de polimeros de permanecer en el organismo sin generar efectos toxicos les
ha permitido ser centro de diversos estudios para la elaboracion de microesferas y otros sistemas
de entrega basados en la elaboracién de particulas (Lehr et al. 1992).

Andorko et al. (2017) sugiere que estas respuestas son causadas por las propiedades
fisicoquimicas de los biomateriales. El tamafio, la forma, la carga superficial, el peso moleculary la
hidrofobicidad son algunas de las caracteristicas que pueden ser modificadas y que afectan la
interaccion del biomaterial con el organismo en el cual serd implantado. Los biomateriales y sus
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propiedades han sido ampliamente aprovechados en ingenieria de tejidos, en la elaboracién de
sistemas de entrega de farmacos, en inmunoterapia y en el disefio de implantes (Buckles, 1983).

Muchos biomateriales presentan caracteristicas estructurales que les permiten ser reconocidos
como DAMPs y PAMPs por parte de receptores de membrana. Particularmente el sistema inmune
responde a patrones repetitivos de cadenas poliméricas, como por ejemplo, los polisacdridos
presentes en las paredes celulares de bacterias (Andorko et al. 2017). Una vez que el andamio ha
sido implantado, éste forma parte del microambiente que favorece la respuesta de las células del
sistema inmune del organismo, por lo cual los biomateriales que lo constituyen jugardn un papel
importante en su interaccidén con el medio.

De esta manera, la interaccién de un biomaterial determinado con el medio bioldgico dependera
en gran medida de su composicién quimica y de las moléculas que hayan sido acopladas al
material para ser liberadas dentro del organismo blanco. La biodegradabilidad le permite a los
biomateriales realizar muchas de sus funciones en la biomedicina, ademas, es resultado de la
interaccion del material con su medio, e. g. en la degradaciéon hidrolitica de polimeros
biodegradables intervienen diversos grupos funcionales, tales como ésteres, ortoésteres,
carbonatos, anhidridas, amidas, ureas, etc (Engineer et al. 2011).

Nair et al. (2007) destaca la importancia que han cobrado actualmente los materiales
biodegradables (hidroliticamente y enzimaticamente degradables) dentro del campo de la
biomedicina. Estos han reemplazando paulatinamente el uso de muchos dispositivos prostéticos
permanentes basados en biomateriales bioestables. La sustitucién de biomateriales permanentes
por biodegradables ha coincidido con la eclosién de dreas como la ingenieria de tejidos, la terapia
génica y la nanobiotecnologia (Hutmacher, 2001).

El proceso de biodegradacion puede llevarse a cabo por interacciones fisicas, quimicas o bioldgicas
viz. cuando un material estd en contacto con fluidos corporales puede experimentar cambios en
sus propiedades fisicoquimicas como resultado de sus interacciones con el medio. Los tipos de
enlace que forman las cadenas poliméricas del biomaterial empleado, ejercen mucha influencia en
la velocidad de degradacién. Por ejemplo, en los polifosfacenos, la tasa de degradacién varia
dependiendo del tipo de ésteres amino acidicos usados, e. g. los polifosfacenos sustituidos con
glicina etil ester muestran degradaciéon mas rapida (Lakshmi et al. 2003).

Dentro de un organismo, la tasa de degradacion depende de las caracteristicas del polimero y del
sitio del cuerpo en el cual se encuentre. La degradaciéon quimica estd influenciada por la
composicion, estructura molecular, polidispersidad, cristalinidad, d4rea de superficie,
hidrofobicidad e hidrofilicidad. En general, este tipo de degradacion causa el deterioro de las
cadenas del polimero por escisiéon aleatoria de enlaces covalentes interfiriendo con el orden
regular de la cadena y la cristalinidad. La degradacidn puede ser de dos tipos: superficial y a granel.
En la segunda todo el material colapsa debido a que el proceso de degradacién ocurre a través de
todo su volumen. A diferencia de ésta, la degradacién superficial ocurre en polimeros

hidrofdbicos, dejando la estructura interna intacta; con estos polimeros es mas facil controlar la
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tasa de degradacién. Mientras que los materiales poliméricos pueden ser degradados dentro del
cuerpo por al menos tres mecanismos: oxidacién, hidrélisis y mediante actividad enzimatica
(Tamariz et al. 2013).

Las especies reactivas de oxigeno son moléculas obtenidas como subproducto del metabolismo
del oxigeno, las cuales tienen la capacidad de reaccionar indiscriminadamente con biomoléculas.
Se ha observado que durante la respuesta inflamatoria, las células inflamatorias son capaces de
producir altas cantidades de especies reactivas de oxigeno J. e. superodxido, (0,), peroxido de
hidrégeno (H,0,), 6xido nitrico (NO) y acido hipocloroso (HOCI). El efecto oxidativo de estas
especies puede causar rompimiento de las cadenas poliméricas y contribuir a su degradacion
(Tamariz et al. 2013).

Las reacciones hidroliticas causan la ruptura de enlaces quimicos y por lo tanto, la formacion
subsecuente de oligdmeros y finalmente mondmeros. Estas reacciones pueden llevarse a cabo
mediante enzimas llamadas hidrolasas (esterasas, proteasas, glicosidasas, fosfatasas, etc.). Las
reacciones de hidrdlisis pueden catalizadas por acidos, bases o sales (Tamariz et al. 2013).

Por ultimo la degradacién enzimatica, como su nombre lo indica, involucra la actividad de diversas
enzimas presentes en el organismo, las cuales pueden realizar su funcién de manera inespecifica,
rompiendo enlaces de distintos polimeros como las hidrolasas o pueden realizar su funcion de
forma especifica como en el caso de los polimeros naturales e. g. en mamiferos, la degradacidn del
acido hialurénico se lleva a cabo por la hialuronidasa, la b-D-glucuronidasa y la b-N-acetil-D
hexosaminidasa; en el caso de los derivados de la quitina, la lisozima es la encargada de su
degradacion dentro del cuerpo. También las enzimas liberadas por fagocitos activados participan
en la degradacién de los biomateriales implantados; se ha observado que los macréfagos vy
neutréfilos secretan altas cantidades de mieloperoxidasas, lisozimas y metaloproteinasas en
respuesta a patdgenos; a su vez, las superficies hidrofilicas de los biomateriales interactian con
proteinas de la sangre como fibronectina, fibrina y albumina, las cuales inducen la adhesion de
neutrdéfilos estimulando la liberacion de granulos que contienen grandes cantidades de enzimas
(Reis et al. 2004). Algunos ejemplos de polimeros enzimaticamente degradables son las proteinas,
coldgena, poli aminoacidos naturales y sintéticos, poli dacido aspartico, elastina, fibrina,
polisacaridos, quitina y quitosan.

2.2 Microesferas

Existen diferentes sistemas de entrega, los cuales varian en forma y tamafio, de este modo,

pueden ser nano o micrométricos y pueden tener forma esférica, de bastdn, amorfa, etcétera. Las

microesferas son microparticulas (particulas de 1 a 1000 um) de forma esférica, sin membrana o

ninguna otra capa externa. Se componen de una matriz, la cual puede tener sustancias embebidas,

disueltas o unidas mediante enlaces covalentes (Rajput et al. 2012; Vert et al. 2012). Al ser
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combinadas con otras moléculas pueden formar sistemas de entrega. De este modo efectian
diferentes funciones como proteger a las moléculas transportadas de la degradacién, liberar de
manera controlada las moléculas acopladas o permitir la administracidn de dosis mayores a las
permitidas en los tratamientos convencionales (Kim y Pack 2006).

Las microesferas estan disefiadas para transportar agentes activos en dosis especificas y dirigirlos
a la localizacién del cuerpo donde es requerido, de forma que optimiza la eficacia mientras que
disminuye los efectos secundarios. De este modo permiten la proteccién de moléculas bioactivas,
controlan su perfilespacio-temporal de liberacidon y permiten la entrega de diferentes agentes al
mismo tiempo (Koshy y Mooney, 2016).

Las microesferas pueden transportar diferentes tipos de moléculas e. g. citocinas, farmacos o
antigenos proteicos. Ademas, pueden ser cubiertas con diferentes materiales para incrementar la
sefial con alglin material diferente o para aumentar el tiempo de liberacién, de este modo, la
composicion del sistema de entrega tiene gran repercusién en la actividad de éste, e. g. Fontana et
al. (2017) presentan diferentes tipos de estudios con microesferas, en uno de estos, se realizaron
microesferas de PLGA con los antigenos MPLA y MUC1 encapsulados, para promover la activacion
de linfocitos T contra melanoma. En este estudio micro y nanoesferas de PLGA fueron cubiertas
con una bicapa fosfolipidica a la que iban unidos los antigenos, de tal manera que se hallaban
desplegados en la superficie de la particula. Estas particulas aumentaron la produccién de
anticuerpos in vivo, ademas se liberaron altas cantidades de citocinas proinflamatorias mostrando
resultados prometedores contra melanoma. Por otra parte, Lavi et al. 2007, reporta la elaboracién
de microesferas de PLGA, polimero sintético que también ha alcanzado alta demanda en la
ingenieria de tejidos, para acoplar IL-1RA para el tratamiento de cancer pulmonar murino. A su
vez, la interaccidn que tienen los biomateriales que componen a las microesferas con el agua
juega también un papel importante; a pesar de que las microesferas pueden realizarse con
polimeros hidrofilicos e hidrofébicos, Baimark y Srisuwan (2013) han observado que la respuesta
de las células a microesferas biodegradables hidrofilicas es mejor que a microesferas
biodegradables hidrofébicas.

La liberacion controlada de moléculas bioactivas es otra de las ventajas del uso de microesferas en
diferentes dreas de la biomedicina. Esta cualidad de los sistemas de entrega tiene diversas
ventajas como proteger de la degradacion e. g. en la encapsulacion del DNA, éste se ve protegido
de la degradacidn por nucleasas, ademas le permite ser administrado por diferentes rutas. A pesar
de esto, la encapsulacién por parte de microesferas presenta diversas desventajas, principalmente
debido a la desnaturalizacion de las moléculas encapsuladas durante el proceso de preparacion
(Kim y Pack, 2006).

Las microesferas pueden tener moléculas adicionales que mejoran las propiedades biofisicas de la
molécula activa, lo cual aumenta su biodisponibilidad, e. g. Silva et al. (2013) buscaron aumentar la
solubilidad en agua de la anfotericina B, debido a que esta molécula es, por si misma, anfotérica y
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anfifilica. Para lograrlo, la mezclaron con microesferas lipidicas y surfactantes, lo cual mejord su
administracién por via oral.

Dentro del campo de la inmunoterapia, el uso de microesferas presenta la gran ventaja de que
éstas, ademas de actuar como cargadoras de otras moléculas, pueden actuar como adyuvantes
por si mismas, ejerciendo de este modo doble funcidn: la de ser acarreadoras y al mismo tiempo
moléculas activas, sin embargo, esta funcién depende principalmente del biomaterial del cual se
conforman.

2.2.1 Técnicas de elaboracion

Existen diferentes métodos para elaborar microesferas: coacervacién, secado por pulverizacion,
emulsion multiple, gelificacion idnica, emulsidn simple, etc. (Tabla 1). La eleccién del método de
preparacion esta en funcién de la naturaleza del polimero y del tipo de terapia que se quiere
aplicar. A partir de la manipulacidn de las diferentes variables involucradas en los procedimientos
para preparar microesferas, se pueden modificar sus caracteristicas, tales como el tamaino de
particula, la eficiencia de retencién del farmaco, el porcentaje de mucoadhesion y el tiempo de
liberacion de las moléculas unidas al sistema de entrega (Bansal et al. 2011; Kotadiya et al. 2009;
Rajput et al., 2012).

La elaboracién de sistemas de entrega moleculares (microesferas, liposomas, microcapsulas, etc.)
usualmente implica el uso de solventes organicos y agentes entrecruzantes. Algunos
procedimientos quimicos consisten en la formacién de complejos entre polimeros y surfactantes
(Kim et al., 2002). Generalmente el tipo de técnica depende de los compuestos utilizados y de
reacciones quimicas y procedimientos fisicos que se llevan a cabo durante el proceso. En algunos
estudios se han usado lipidos y liposomas para generar vacunas. Fontana et al. (2017) usé
listeriolisina O, molécula presente en la bacteria patdgena Listeria sp. que le permite liberarse de
los endosomas para vivir intracelularmente, para disminuir la inmunogenicidad de liposomas
usados en vacunas. La elaboracidon de sistemas de entrega son muy importantes, dado que al
cambiar los pardmetros de los métodos de obtencién de microesferas se pueden adquirir
diferentes resultados, por ejemplo, diferentes tamafios de particula. Los métodos usados mas
comunmente a escala industrial son aquellos basados en la preparaciéon de emulsiones seguida de
la extraccién del solvente. Aunque el uso de estas técnicas también puede presentar desventajas,
como la dificultad de remover por completo residuos de los componentes organicos usados o de
entrecruzantes a la solucién (Kim y Pack, 2006).

Durante la preparacion de las microesferas de quitosan intervienen muchos factores que pueden
afectar sus propiedades. Se ha observado que la temperatura también afecta la formacidon de las
particulas, Fan et al. 2012 menciona que al aumentar la temperatura durante el proceso de
formacion de 10°C a 60°C el tamafio tiende a disminuir, ademas la viscosidad de la solucién
también disminuye al aumentar la temperatura.
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Tabla 1. Técnicas usadas en la elaboracién de microesferas.

Técnica

Fundamento

Ejemplo

Referencias

Coacervacion

Se solubiliza el polimero y posteriormente se
afade sustrato para precipitar el polimero con
un recubrimiento

de
polifosfacenos usadas para entrega de

Microesferas hidrogel con
proteinas. Este procedimiento permitié la

encapsulacién de proteinas.

Sinha et al. (2004);
Adrianov et al. (1998).

Coacervacién compleja

Se diferentes materiales

recubrimiento de las microparticulas; alginato

usan para el

de sodio, carboximetilcelulosa de sodio, k-
carragenano, acido poliacrilico, etc.

Eghbal et al. (2018), hacen una revisién de
encapsulaciéon vy liberacidn de agentes en
sistemas alimenticios; a su vez, Yin et al.
(2003), prepard microesferas con anhidrido
de PDADMAC
entrecruzados con poliaminas.

estireno-alt-maleico vy

Sinha et al. (2004), Yin y
Stover (2003); Eghbal et
al. (2018).

Emulsificacidn
modificada y gelacidn
ionotrdpica

Se fundamenta en la interaccion de los grupos
funcionales con carga del quitosan con
diferentes aniones a diferentes niveles de pH.
En de

microparticulas irregulares, después deben

estos rangos pH se forman

entrecruzarse con gelatina para la formacién
de microesferas.

Mediante esta técnica de separacidon Shu
et al. (2001), prepararon microesferas de
quitosan/gelatina usando las interacciones
electrostdticas con tres tipos de aniones
(tripopolifosfato, citrato y sulfato) en lugar
de agentes entrecruzantes.

Shu et al. (2001).

Emulsificacién y

gelacidon ionotrépica

Se forman dos fases, la solucidon de quitosan
como la parte dispersa y es afadida a la fase
Se
contraiones para efectuar la gelacién. Por

continua que la contiene. agregan

ultimo las microesferas son extraidas por el

método de preferencia e. g. lavados vy

Lim et al. (1997) reportan la preparacién de
microesferas de quitosdan mediante este

método sin agentes entrecruzantes,

aprovechando al igual que el método

anterior, la interaccidon del quitosdn con

Lim et al. (1997).
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filtracion.

contraiones.

Emulsidon multiple

Se realiza la emulsion con los farmacos
insolubles en la solucién de quitosan y estos
paso de

entrecruzamiento. A partir de la emulsion se

son atrapados mediante el

puede extraer el solvente mediante diferentes

técnicas, tales como evaporacion o

centrifugacion.

Fabricacion de microesferas de PLGA,
quitosan, 4acido polilactico, entre otros
materiales.

Lee y Weitz, (2009);
Kemala et al. (2012).

Emulsién Se puede realizar con soluciones w/o, en las | Baimark y Srisuwan (2014) recopilan | Baimark y  Srisuwan
entrecruzamiento cuales la fase dispersa se compone del | ejemplos con diferentes polimeros usados | (2014); Hejazi y Amiji
polimero disuelto en agua y se afiade a la fase | como matriz e. g. fibroina de seda, | (2002).
continua compuesta por la sustancia oleosa | quitosan, almidén etc.
con un tensoactivo. También se puede realizar
del modo contrario para formar soluciones A su vez Hejazi y Amiji (2002) compararon
o/w. en método de emulsién con entrecruzante
y sin  entrecruzante para formar
microesferas que contenian tetraciclina.
Entrecruzamiento Consiste en formar redes tridimensionales a | EI-Shafy et al. (1999), reportan el uso de | EI-Shafy et al. (1999);
partir de la formacién de enlaces covalentes. | calor como agente entrecruzante. A su vez, | Baimark y  Srisuwan
Una sustancia denominada “entrecruzante” es | Baimark y Srisuwan (2014) emplearon | (2014).

la encargada de formar dichos enlaces. Esta
sustancia puede estar formando enlaces
directamente con la matriz polimérica o
puede ser desechada después de producir la
reaccién quimica entre las moléculas del

polimero. Pueden usarse entrecruzantes de

iones de Ca®* como agentes entrecruzantes
en la fabricacion de microesferas de
alginato. En sus experimentos analiza el
efecto de diferentes concentraciones de
Ca’* en la liberacion del firmaco y la
morfologia de las microesferas.
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origen  sintético como

formaldehido, etc., o agentes de origen

natural como la genipina.

glutaraldehido,

Gelacion ionica

Generalmente se usan contraiones i. e. iones
con carga contraria que neutralizan las cargas

del polimero.

Sinha et al. (2004) reporta que han sido
usados contraiones de bajo peso molecular
como pirofosfato, tripolifosfato,
tetrapolifosfato, octapolifosfato,
hexametafosfato; contraiones hidrofdbicos
como alginato, k-carragenano, poli-1-
hidroxi-1-sulfonato-propeno-2 y iones de
alto peso molecular como octil sulfato,
lauril sulfato, hexadecil sulfato, cetilstearil
sulfato, etc.

Ademas Fan et al. (2012) mencionan que el
tripopolifosfato de sodio (TTP), el cual es
un polianion de baja toxicidad que ha sido
usado en el proceso de formacién por
gelacion ionica de microesferas de
quitosan, debido a la interaccién de las
cargas positivas de los grupos amino del
guitosdn con las cargas negativas de TTP.

Sinha et al. (2004); Fan et
al. (2012).

Inversion de
humeda

fase

La solucién polimérica es mezclada con otra

solucién con contraiones,
realizar el entrecruzamiento.

para después

Sinha et al. (2004) reporta el uso de esta
técnica para la formacidn de microesferas
porosas.

Sinha et al. (2004)
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Microemulsion

El método de microemulsién se ha usado para
incrementar la solubilidad y biodisponibilidad
de diferentes farmacos, ademas de reducir su
citotoxicidad.

Silva et al. (2013), usaron este método para
incorporar anfotericina B en

microparticulas de aceite.

Silva et al. (2013).

Precipitacidén quimica

Consiste en la precipitacion del polimero, la
cual puede llevarse a cabo por la reaccion con
diferentes compuestos. Después de la
precipitaciéon pueden afiadirse entrecruzantes

para estabilizar la microesfera.

(1999)
Microesferas de

Downey et al. reportan la
preparacion de
poli(divinilbenceno) precipitadas en

acetonitrilo.

Downey et al. (1999).

Spray-drying

Mediante esta técnica, a partir de la solucién
liqguida polimérica se elabora polvo seco con
gas caliente y se afade entrecruzante. Para
realizar esta técnica se requiere de maquinas
especielizadas.

Se han preparado microesferas de quitosan

mediante este método con y sin

entrecruzantes

He et al. (1999)
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2.2.2 Aplicacion de microesferas en inmunoterapia

La idea de estimular el sistema inmune propio del paciente para contraatacar enfermedades como
el cancer fue propuesta por William B. Coley a finales del siglo XIX (McCarthy 2006). Pero fue hasta
el siglo pasado cuando se inici6 el uso de sistemas de entrega para inducir la activacidn del sistema
inmune. Asi, el desarrollo de sistemas de entrega ha sido de gran importancia para el tratamiento
de distintas enfermedades ya que la administracién repetitiva de medicamentos por largos
periodos de tiempo puede tener efectos secundarios perjudiciales en el organismo. El uso de
sistemas de entrega permite la liberacidon gradual de las moléculas activas durante periodos
prolongados de tiempo, ademds de que éstas pueden estar dirigidas a tejidos o a drganos
especificos. En las inmunoterapia contra el cancer se han aplicado diferentes enfoques e. g.
inhibidores de checkpoints, vacunas dirigidas contra tumores, entre otros (Zitvogel et al. 2008).

Las terapias mas usadas actualmente, requieren de la administracién reiterada de altas dosis del
compuesto activo, para alcanzar concentraciones biolégicamente relevantes en el tejido blanco, lo
cual frecuentemente resulta en toxicidad sistémica. Ademads, los métodos actuales de
transferencia adoptiva celular no siempre facilitan la activacidon 6ptima de células T. Debido a esto,
el uso de vehiculos basados en biomateriales en la inmunoterapia ha cobrado gran importancia, ya
gue permite sortear las limitaciones antes mencionadas (Cheung y Mooney, 2015). Por otro lado,
Li et al. (2013) analizaron el efecto de nanoparticulas liposomales con IL-15Sa e IL-21 unidas a la
superficie de linfocitos T autdlogos especificos para melanoma que habian sido extraidos
previamente del paciente. Estas particulas potenciaron la supervivencia y la circulacion sistémica
de las células T.

Se han propuesto distintas alternativas basadas en el uso de nanoesferas, microparticulas y
andamios en la inmunoterapia (Koshy y Mooney, 2016). En relacion con las microparticulas, se han
propuesto diferentes tipos de éstas para ser usadas como sistemas de entrega en terapias contra
cancer (nanoparticulas poliméricas, liposomas, micelas, microparticulas inorganicas, etc.). El uso
de micro y nanoparticulas en vacunas antitumorales ha mostrado resultados prometedores en
estudios preclinicos (Wong et al. 2016), sin embargo, alin no se han realizado estudios clinicos
exitosos con vacunas para el tratamiento contra el cancer. Actualmente, los sistemas actualmente
mas estudiados, son aquellos basados en particulas poliméricas, en dichos sistemas, se han usado
antigenos con adyuvantes. Ademas se ha observado que la entrega de antigenos mediante nano o
microparticulas promueve la presentacién cruzada i. e. la presentacion del antigeno en el MHC | de
las células presentadoras de antigenos (APCs) (Shen et al. 2006). Esto es de gran importancia en la
terapia antitumoral ya que esta estrategia induce la activacidon y subsecuente proliferacién de
células T CD8 (citotodxicas), las cuales pueden atacar directamente a las células tumorales (Fontana
et al. 2017). De este modo, particulas de escala nano y micrométrica son dirigidas contra células
del sistema inmune en los nddulos linfaticos (LNs), tejidos mucosos y el microambiente de
tumores. Generalmente, particulas de 0.5 a 2 um son procesadas en el sitio de inyeccidn por APCs,
mientras que particulas mas pequefias (20 — 200 nm) pueden circular por si solas a los LNs, donde
son procesadas por DCs residentes. En otros casos, algunas nanoparticulas se han disefiado para
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ser administradas en los pulmones, donde son activamente procesadas por DCs, las cuales circulan
a los NLs, donde generan altas cantidades de céulas T citotéxicas (CTLs) capaces de proteger al
organismo de futuras infecciones (Li et al. 2013).

Las microesferas son vehiculos de entrega de moléculas bioactivas, son de gran utilidad en el
campo de la inmunoterapia debido a su capacidad de prolongar la activacién de las DCs y
potenciar el procesamiento de los antigenos, ademas de otras funciones. Su interaccién con el
sistema inmune depende de sus propiedades fisicoquimicas, como el tamano, superficie, carga y
forma. Estas caracteristicas fisicas también afectan el proceso de degradacion y, por lo tanto, el
tiempo de liberacién de las moléculas activas. En los sistemas de entrega formados por polimeros,
la degradacidn puede llevarse a cabo por dos mecanismos denominados “bulk degradation” o
degradacion a granel y “surface degradation” o degradacién superficial. En los sistemas de entrega
cargados con proteinas se prefiere el uso de polimeros con degradacién superficial ya que
mediante este mecanismo no hay desnaturalizacion de la proteina, ademas los polimeros de
degradacion superficial tienen generalmente cinética de degradacién de orden cero, en la cual el
farmaco es liberado a una tasa constante, lo cual es de gran importancia en la elaboracién de
sistemas de entrega ya que mejora el control de la liberacidn del agente y reduce la frecuencia de
administracién del fairmaco. Se ha observado que la degradacion del quitosan es principalmente
de tipo superficial y que la degradacion a granel en este polimero inicia ya que se ha desintegrado
la mayor parte del material (Jayarurita y Mauch, 2011; Nair y Laurencin, 2007).

También han sido empleadas las nanoparticulas en la inmunoterapia. Los tratamientos con
nanoparticulas unidas a antigenos contra cancer pulmonar han mostrado que estas particulas son
asimiladas por DCs que mas tarde activan a las células T. Del mismo modo se han unido antigenos
a particulas liposomales en conjunto con adyuvantes para activar de forma efectiva a las APCs
(Koshy et al. 2016; Li et al. 2013). Las particulas que son reconocidas por APCs son endocitadas en
endosomas y fagosomas, lo cual puede dar como resultado la rdpida degradacion del biomaterial
con la consecuente liberacidn de la carga (farmacos, citocinas, antigenos, etc.) debido al ambiente
acido de la vesicula. Esto incrementa la probabilidad de que antigenos intactos sean procesados y
presentados por los MHC. Aunado a lo anterior, algunas microesferas pueden estar disefiadas para
liberar su carga antigénica en presencia de un ambiente acido similar al microambiente de los
endosomas (Cheung y Mooney, 2015; Li et al. 2013).

2.2.3 Interaccion de las microesferas con células dendriticas

Recientemente, la terapia contra el cancer se ha enfocado en la activacién y maduracién de las
células dendriticas para poder generar respuestas especificas contra las células del tumor. La
inoculacidon de DCs autdlogas activadas con antigenos in vitro se ha usado repetidamente en
pruebas preclinicas, sin embargo, la tasa de respuesta ha sido generalmente lenta (Waeckerle-
Men y Groettrup, 2005).
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La activacion de las DCs estd asociada con la expresién de moléculas coestimulatorias de superficie
y produccidn de citocinas. Este cambio fenotipico en las DCs facilita el procesamiento de los
antigenos endocitados para su posterior unién a los MHC de la superficie celular y presentacion a
las células T. Para que las DCs sean activadas, primero deben reconocer a las particulas contra las
qgue desencadenaran la respuesta inmune. Este reconocimiento genera cambios en la superficie de
la membrana (como protrusion o invaginacion) que permiten la endocitosis de la particula (Hirota
y Terada, 2012).

Existen diferentes mecanismos mediante los cuales las particulas son endocitadas. El mecanismo
usado por la célula depende en gran medida del tamafio de la particula. La fagocitosis es un
mecanismo dependiente de energia y ocurre con particulas que miden de 0.5 a 10 um. El otro
mecanismo dependiente de energia es la pinocitosis y se puede dividir en cuatro tipos:
macropinocitosis (100 nm a 5 um), pinocitosis mediada por clatrina (~¥120 um), pinocitosis
mediada por caveolina (~¥80 nm) y pinocitosis independiente de caveolina y clatrina (¥*50 nm)
(Hirota y Terada, 2012).

Andorko y Jewell, (2017) mencionan diferentes estudios en los que se muestra que el tamafio de la
particula tiene efectos diferentes en la célula con la cual entra en contacto e. g. se ha analizado el
comportamiento de DCs al ser incubadas con particulas de oro de 3 y 12 nm, lo cual resultd en
diferentes niveles de activacion de estas células. Las particulas de 3 nm causaron niveles mas altos
de activacion y secrecion de IL-12e interferdn-y, mientras que las particulas de 12 nm indujeron la
produccién de IL-4. Ademas también se ha observado que particulas de didmetros de 20 a 50 nm
pueden pasar pasivamente a través de drganos linfaticos, mientras que particulas mas grandes son
dependientes de fagocitosis por parte de APCs que llevan la carga fagocitada a los NLs. Esto ocurre
en parte debido a que la circulacién es provocada por el gradiente de presidén que existe entre la
sangre y los vasos linfaticos, lo cual causa que la fuerza impulse las pequenas particulas dentro de
los vasos. A su vez, Waeckerle-Men y Groettrup, (2005) ha observado en células dendriticas
derivadas de monocitos la internalizacién de grandes cantidades de microesferas de PLGA sin
observar consecuencias negativas. Este hecho da indicios de la capacidad que tienen las DCs para
endocitar particulas de escala micrométrica. Del mismo modo, se ha observado que los antigenos
transportados por las microesferas de PLGA eran presentados por los MHC | y I, lo cual indujo
respuesta especifica antitumoral mediante CTLs.

2.3 Microesferas de quitosan
2.3.1 Quitosan

La quitina es el segundo polisacdrido mas abundante de la naturaleza, después de la celulosa. Esta
presente en exoesqueletos de crustdceos y artropodos, ademas de la pared celular de algunos
hongos (Tharanathan y Kittur, 2003). No es toxico, es biodegradable y biocompatible. Se ha
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observado que la forma mas desacetilada presenta la tasa mas baja de degradacién (Nair y
Laurencin, 2007). De ésta se obtiene el quitosan, el cual “es un polisacdrido con una estructura
similar a la celulosa formado por cadenas de monosacaridos D-glucosamina B(1—4) con una
cantidad de grupos n acetilglucosamina determinada por su grado de desacetilacion” (Nair y
Laurencin, 2007). El grado de desacetilacién indica el porcentaje molar de unidades monoméricas
gue tienen grupos amino. Los grupos amino que contiene en su estructura le confieren carga
positiva y le otorgan muchas de sus cualidades que son de gran utilidad en inmunoterapia, la
mucoadhesién es una de estas cualidades. El quitosan, en soluciones acidas diluidas se comporta
como polielectrolito catiénico (Dos Santos et al. 2009; Hirano 1988).

El procesamiento del exoesqueleto de crustaceos para aislar quitina comienza con la
desproteinizaciéon, a continuacion debe ser desmineraliazdo, decolorado y, por ultimo, es
desacetilado hasta obtener el grado deseado de desacetilacién del quitosan. La desacetilacidon de
la quitina se genera colocando el polimero en una base mientras se aumenta la temperatura.
Dependiendo el grado de desacetilacion, el quitosan puede contener de 5% a 8% de nitrogeno
(Dutta et al. 2004; Yuan et al. 2011). La degradacion de estos polimeros da origen a los oligdmeros
gue activan a los macréfagos. In vitro se ha observado que el quitosan puede ser degradado por
diferentes enzimas, tales como la quitinasa, lisozima y papaina, mientras que in vivo la
degradacion la produce principalmente la lisozima (Ren et al. 2005).

Gracias a sus propiedades, actualmente se estudia el quitosan para ser usado como material de
soporte en andamios para piel, hueso y cartilago (Nair y Laurencin 2007). Huang et al. (2004) sin
embargo mencionan que el quitosan también puede ser degradado in vivo por enzimas como la
lisozima y la quitinasa y ser transformado en oligdmeros y, después en N-glucosamina.

Las propiedades que el quitosan presenta (Tabla 2), se deben a su carga positiva derivada de los
grupos amino que lo componen. En condiciones acidas, la protonacién de los grupos amino causa
la repulsion electrostatica entre las moléculas de quitosan. Se ha observado que el uso de iones de
TPP neutraliza los grupos amino protonados, lo que disminuye el valor del potencial z. Mediante la
manipulacion de la cantidad de TPP se puede modificar el tamafo de las particulas de quitosan
(Fan et al. 2012).

De todos los polimeros biodegradables hasta ahora utilizados, el quitosan es el Unico en presentar
caracter catiénico, lo cual le otorga cualidades de gran utilidad en la biomedicina v,
particularmente, en la produccién de sistemas de entrega de fdrmacos y otras moléculas. Debido a
estas cualidades, este polimero es la mejor opcién cuando se trata de liberar de manera
controlada farmacos anidnicos (e. g. naproxeno), sin embargo, también puede usarse para atrapar
farmacos catidnicos mediante el uso de excipientes anidnicos poliméricos. Ademas, su carga
altamente positiva, le permite interactuar con la carga negativa de la membrana mucosa, por lo
cual actia como mucoadhesivo (Nair y Laurencin 2007).
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Debido a su biocompatibilidad, el quitosdan es un material atil para la preparaciéon de

microparticulas de uso terapéutico, como lo demuestra su uso en diferentes modelos para

tratamientos médicos (Rodrigues et al. 2012).

Tabla 2. Caracteristicas del quitosan

Caracteristica Ejemplos Resultado Referencia
Liberacion controlada | Complejo de Formacion de | Sun et al. (2010).
de farmacos Enoxaparina/quitosan complejos estables vy

mejora en la

administraciéon del

farmaco
Propiedades Administracion de Mejora de la | LueRen et al.
mucoadhesivas Buserelina con quitosan | biodisponibilidad oral (1996).

y otros polimeros
mucoadhesivos

Gelificacion

Gelificacién in situ de un
de
formado con quitosan y

sistema entrega

acido poliacrilico

de
sistema de entrega que

Obtencién un
gelificaba al pasar de un
pH de 6.0 (estado
liquido) a 7.4 (gel)

Gupta et al. (2010).

Mejoramiento de Formacidn de complejos | Protege al DNA de la | Malmo et al.
transfeccion de quitosan con DNA degradacion con | (2011).

DNAsas, mejorando su

biodisponibilidad
Aumento de Pruebas con diferentes | Se mostré que a mayor | Schipper et al.
permeabilidad celular | grados de grado de desacetilacion | (1996).

desacetilacion del
guitosan en células
epiteliales

con quitosan de alto
peso molecular
incrementa la

permeabilidad epitelial

Tabla elaborada a partir de la informacién obtenida de Bernkop-Schniirch y Dinnhaupt (2012).
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El quitosan es poco soluble en agua y en disolventes organicos pero es soluble en soluciones
acidas, las cuales pueden transformar las unidades de n-glucosamina del quitosan en formas
solubles de R-NH3", sin embargo puede formar geles en soluciones alcalinas o polianidnicas.
Comercialmente, el quitosan es presentado en forma de polvo, su peso molecular varia de 3800 a
2, 000, 000 y se encuentra en grados de desacetilacion que van del 66% al 99% (Sinha et al. 2004).

Algunos estudios muestran que el tamafio de las microesferas de quitosan obtenidas mediante el
uso de alguna técnica de elaboracion determinada depende del peso molecular (Mw) y del grado
de desacetilacion que tenga el polimero, por lo cual, deben tomarse en consideracién dichos
factores en la elaboracidn de nano o microesferas con este material (Taranejoo et al. 2009; Gupta
y Jabrail, 2008). Huang et al. 2004, muestran que al cambiar el Mw de 213 a 17 kDa, el tamafio de
las particulas disminuye de 188 a 122 nm, sin embargo, al usar quitosan de 10 kDa, ocurre el
proceso contrario y la particula aumenta a 265 nm. Sin embargo, algunos autores han obtenido
resultados diferentes al acoplar quitosan con diferentes farmacos: Berthold et al. 1996 encontré
que el Mw del quitosdn afectaba la adsorcion de algunos farmacos pero no influia en el tamafo de
particula, la apariencia o el potencial z. En la elaboracién de sistemas de entrega, ya sea de
farmacos, genes, agentes virales, etc., se han usado preferentemente nano y microparticulas de
quitosan de bajo peso molecular (LMw), debido a que en comparacidon con las de alto peso
molecular (HMw), muestran mejor solubilidad, biocompatibilidad, bioactividad, biodegradabilidad
y menor toxicidad (Fan et al. 2012).

Por otro lado, se ha observado que concentraciones bajas de quitosan presentan poca eficiencia
de encapsulacién de farmacos, sin embargo, en grandes cantidades, se forman soluciones muy
viscosas. Ademas, la superficie de las microesferas también puede verse afectada por diferentes
factores, e. g. Miglani (2002) observé que al aumentar la carga con nifedipina, la superficie de las
microesferas se observa menos lisa. Shiraishi et al. (1993) y Polk et al. (1994) han probado la
liberacion de farmacos con microesferas de quitosan con diferente peso molecular. Otros factores
que afectan la degradacién vy liberacién de moléculas activas en los sistemas de entrega son: la
concentracién del quitosan, la cantidad de farmaco y la cantidad de entrecruzante. Uno de los
entrecruzantes mas usados en las microesferas de este polimero es el glutaraldehido (Berthold et
al. 1996; Sinha et al. 2003).

Berthold et al. (1996b) elaboraron microesferas de quitosan con farmacos dirigidos al tratamiento
de colitis ulcerosa. He et al. (2016) estudié el uso de microesferas de quitosan para encapsular
norisoboldina (NOR), farmaco usado en el tratamiento contra la artritis reumatoide, ya que en
modelos de ratones se observd previamente que al administrar NOR via intravenosa, las
concentraciones en plasma declinaban vertiginosamente
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2.3.2 Estructura quimica del quitosan

El quitosan es un polimero lineal de a(1->4)-2-amino-2-deoxy-B-D-glucopiranosa. Este polimero
presenta solubilidad limitada en pH neutro, lo cual permite formar sistemas de entrega de
moléculas, sin embargo, esto también obstaculiza su aplicacién en condiciones fisioldgicas. El
quitosan puede ser conjugado facilmente con materiales orgdnicos como DNA, proteinas, etc.
(Koev et al. 2006). Este polimero mejora la disolucion de farmacos poco solubles y tiene la
capacidad de formar geles al entrar en contacto con contraiones de bajo peso molecular como
polifosfatos y sulfatos. El quitosan se comporta como base débil en agua y solventes orgdnicos,
mientras que en soluciones acidas tiende a diluirse en unidades de glucosamina de forma R-NH3+
Gracias a sus cualidades se han formado sistemas de entrega con quitosan de administracién oral,
ocular, nasal, parenteral, bucal, etc. (Bernkop-Schniirch y Dinnhaupt, 2012; Dutta et al. 2004;
Sinha et al. 2004; Tamariz et al. 2013).

El quitosan es un polimero lineal, con grupos amino e hidroxilo reactivos que le dan la capacidad
de actuar como quelante de iones metalicos de transicion, ademas es un polielectrolito débil con
pK de alrededor de 6.5. El grado de protonacién del quitosan depende principalmente del pH de la
solucidn (Fan et al. 2012). Shu y Zhu (2002) observaron que al disminuir la acidez de la solucién del
quitosan de 4.7 a 8, disminuye drdsticamente el grado de protonacién del quitosan de 100% a 0%.

El peso molecular del quitosan depende de la fuente de origen (hongos, cangrejos, camarones,
etc.) y puede disminuir durante el proceso de desacetilacion (Yuan et al. 2011). Muchas de sus
propiedades, como se ha mencionado, proceden de los grupos amino de su estructura. Gracias a la
carga positiva que le confieren puede reaccionar con polimeros de carga negativa y también
actuar como quelante de iones metalicos. Ademas, posee propiedades mucoadhesivas gracias a la
interaccion electrostatica de sus moléculas positivamente cargadas con el mucus y las moléculas
negativamente cargadas de los residuos de dacido sidlico presentes en superficies mucosas. Esta
bioadhesion es ventajosa en la aplicacidn de diversas terapias e. g. se ha observado que disminuye
la pérdida de farmacos administrados por via nasal (Berthold et al. 1996; Sinha et al. 2003).
Ademas, el quitosan, gracias a su cualidad policatidnica, es mucoadhesivo y puede interactuar con
un gran numero de biomoléculas (Berthold et al. 1996).

2.3.5 Aplicacion en inmunoterapia

Se ha estudiado el efecto tanto del quitosan como de la quitina en el sistema inmune (Komi et al.
2018; Jan et al. 2012; Zaharoff et al. 2007). Se ha constatado que ambos estimulan macréfagos,
ademds de tener propiedades quimioatrayentes en neutréfilos. Por otro lado, dada su
biocompatibilidad, mucoadhesién y a su capacidad de promover respuestas Thl dependientes de
linfocitos T citotdxicos, ademas que permite prolongar el tiempo de retencidon de antigenos en
sitios mucosos (Li et al. 2013). Gracias a lo anterior se ha usado mediante administracidon nasal
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contra Bordetella pertussis en ratones. en combinacion con diferentes antigenos (lllum et al.
2001). También tiene la habilidad de inducir permeabilidad vascular, lo cual induce la migracién de
leucocitos al tejido conjuntivo circundante (Carroll et al. 2016; Xia et al.2015).

La capacidad de encapsulacidn del quitosan ha permitido su uso en diversos modelos de sistema
de entrega de farmacos. Por ejemplo, se ha usado en conjunto con un mineral denominado
paligorskita para preparar microesferas cargadas con diclofenaco sddico (Wu et al. 2014). En este
composito la polaridad negativa del quitosan derivada de sus grupos amino, le permite reaccionar
con las cargas negativas de las arcillas de paligorskita tratada con surfactantes. La capacidad de
generar sistemas de entrega de este tipo de farmacos es una contribucién que genera grandes
expectativas para el tratamiento de enfermedades cancerosas (Babu y Ramesh, 2017).

2.4 Antigenos tumorales empleados en inmunoterapia

Las células tumorales poseen diversos antigenos con capacidad inmunogénica (Tabla 3), estas
moléculas pueden ser utilizadas en inmunoterapia (Pifién 2015). Existen diferentes tipos de
antigenos como se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Tipos de antigenos tumorales

Tipo de antigeno Sitio de expresion/origen Ejemplos
Antigenos de Células tumorales, melanocitos y Gp100, tirosinasa y melan-
diferenciacién células de melanoma. A/MART-1
Antigenos Células tumorales (melanoma, MAGE, NY-ESO-1
cancer/testis linfomas, etc.) y células del conducto

seminifero.
Antigenos Células tumorales y células HER-2/neu, Melan A/MART 1
sobreexpresados somaticas como melanocitos.
Antigenos originados | Originados por mutaciones en genes | Genes de la via p53 y RB
por mutaciones de supervivencia, proliferacién y

muerte celular
Antigenos virales Insertados por EPV y HPV

Informacién obtenida de la tesis de doctorado de Pifién 2015.
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De forma general, los antigenos tumorales pueden categorizarse en dos grupos: antigenos
definidos o neoantigenos, los cuales son proteinas especificas que pueden ser usadas para
tratamiento contra antigenos tumorales especificos y antigenos no definidos, de los cuales no se
conoce con exactitud cuales estan presentes, por ejemplo los usados en lisados tumorales. Las
vacunas basadas en antigenos no definidos se componen de lisados celulares, células intactas,
RNA y proteinas de choque térmico. De este modo se obtiene mayor cantidad de posibles
objetivos para generar una respuesta inmunogénica contra el tumor. Sin embargo, cuando se usan
antigenos definidos se puede correlacionar la respuesta inmune con el antigeno usado, lo cual
provee recursos para estudiar y mejorar la inmunogenicidad de la vacuna (Srinivasan y Wolchok,
2004).

El uso e identificacion de antigenos tumorales ha sido de gran importancia en la inmunoterapia ya
qgue permite evaluar respuestas especificas contra antigenos presentes en tumores malignos y
generar un tratamiento. Debido a esto se han buscado antigenos asociados a tumores (TAA)
universales i. e., que puedan expresarse en casi todos los tumores y no se presenten en tejidos
normales y cuya expresién continua es necesaria en el proceso oncogénico. Gordan y
Vonderheide, (2002) mencionan cuatro ejemplos de candidatos a TAAs universales: la
transcriptasa inversa de la telomerasa, (hTERT), la survivina inhibidora de apoptosis, la MDM?2
(interactia con p53) y la 1B1, isoforma del citocromo P450. Algunos péptidos derivados de estos
antigenos se expresan en la superficie celular tumoral. La identificacion de TAAs universales
permite sortear el problema de generar una respuesta inmune contra antigenos que pueden
expresarse tanto en tumores como en circunstancias normales, e.g. Melan-A/Mart-1 o MAGE-1, lo
cual puede causar la evasion del tumor a la respuesta inmune (Gordany Vonderheide, 2002).

Tedricamente los tumores extirpados contienen todos los tipos de antigenos, incluidos
neoantigenos, resultado de mutaciones, por lo que pueden ser usado como fuente efectiva de
antigenos, por ejemplo, en lisados tumorales, ofreciendo mayor posibilidad de combatir la
inmunoseleccién tumoral. Esto representa una gran ventaja debido a que la mayoria de los
neoantigenos generados de novo son paciente-especificos (Gammon et al. 2016).

Por otro lado, el uso de antigenos de diferenciacién para tratamiento de inmunoterapia es
prometedor para tumores de tipos celulares no vitales como melanocitos y epitelio prostatico,
pero menos ventajoso para otros tipos tumorales como cancer de pulmén y renal. Para poder ser
usados en inmunoterapia, los antigenos deben tener nula o casi nula expresiéon en tejidos
normales, de modo que se prevenga una respuesta autoinmune. Recientemente han emergido
nuevas categorias de moléculas que sirven como objetivo de terapias contra el cancer basadas en
vacunas. Estas incluyen antigenos mutados (p53, k-Ras, CDK4), proteinas sobreexpresadas (HER2),
antigenos virales (VPH) y antigenos de diferenciacidn (CD20 en linfoma de células B, gp100, MART-
1, MELAN A) (Ferrucci et al. 2012).
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Los antigenos tumorales se han usado para inducir una respuesta especifica contra el tumor, asi se
han usado DCs programadas para iniciar una respuesta citotdxica capaz de generar una respuesta
terapéutica contra el melanoma murino B16-F10, promoviendo la respuesta antitumoral. También
se ha tratado de emplear estrategias comunmente usadas en la ingenieria de tejidos para inducir
distintas respuestas inmunolégicas, En inmunterapia se han usado diversos antigenos, sin
embargo, la respuesta inmune generada por los péptidos y proteinas en su forma soluble es
pobre, debido al limitado reconocimiento por parte de las APCs y a las condiciones fisioldgicas
adversas, como la presencia de enzimas de degradacidén, la interaccidn no especifica con otras
moléculas e interferencia en la matriz celular con el proceso de presentacion antigénica. Sin
embargo, el uso de vehiculos nano y micrométricos basados en biomateriales permiten sortear
estos inconvenientes. Esto protege a los antigenos de la degradacién y potencia la presentacién a
las células T, ademas de controlar la velocidad y tiempo de liberacidén (Zhang et al. 2017). Estudios
preclinicos han mostrado que complejos peptidicos de proteinas de choque térmico derivadas de
tumores (HSPPC), son capaces de generar inmunidad, por lo cual también son sido utilizadas en
vacunas (Ferrucci et al. 2012). Otra alternativa empleada fue el uso de criogeles inyectables con
inmunoestimulantes como CpGs y GM-CSF, en conjunto con antigenos de melanoma (Bencherif et
al. 2015; Koshy et al. 2016).

2.4.1 Antigenos tumorales de melanoma

Los lisados tumorales de melanoma se han empleado en inmunoterapia por si solos o en sistemas
de entrega de antigenos, sin embargo, los primeros han resultado inestables, con activacion de
macréfagos pobre y presentacion cruzada ineficiente. La estrategia de administrarlos en sistemas
de entrega ha brindado mejores resultados, por lo cual, la encapsulacién de antigenos en
biomateriales se ha propuesto como estrategia prometedora para promover la inmunogenicidad
durante la vacuna (Reddy et al. 2006).

Son multiples los antigenos encontrados en el melanoma, pero los que se han empleado mas para
generar inmunizacion especifica han sido MAGE-3, MART-1, tirosinasa, gp100, NY-ESO-1 y MAGE-
1. Este Gltimo fue el primer producto génico de melanoma clonado reconocido como blanco de
células T (Hodi, 2006). Todos ellos se han caracterizado por inducir respuestas inmunolégicas
dependientes de linfocitos T CD4+ y CD8+, e incluso se han observado reacciones de
autoinmunidad in vivo (Ferrucci et al. 2012). Mientras que los lisados tumorales son usados para
tratamientos mds completos, en los que el espectro de antigenos presentados es muy amplio y el
tratamiento es mas efectivo, el empleo de antigenos solos permite analizar de manera especifica
las caracteristicas individuales de sdlo esa molécula y su comportamiento en sistemas bioldgicos.

Por otro lado, se han empleado estrategias usadas en Ingenieria de Tejidos para combatir al
melanoma, por ejemplo, Shi et al. (2017) empled nanoparticulas de quitosan acopladas con
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antigenos tumorales obtenidos del lisado de células de la linea B16 cultivadas. Las particulas (Man-
CTS-TCL-NPs) ademas, estaban cubiertas con manosa para promover el reconocimiento de las DCs
derivadas de médula dsea (BMDC). En este estudio se observd que las BMDCs maduraron al estar
en contacto con las Man-CTS-TCL-NPs in vitro. También al ser inyectadas por via subcutanea
activaron DCs dentro de los nddulos linfaticos y promovieron la produccién de IFN-y e IL-4. Asi,
mostraron efectos terapéuticos en ratones con melanoma.

2.5 Células dendriticas

Las células dendriticas (DCs) son un tipo de células presentadoras de antigenos (APCs) i. e. son
capaces de internalizar antigenos para presentar después péptidos derivados de estos a células T.
Cumplen funciones tanto en el sistema inmune innato como en el adaptativo y presentan diversos
receptores en su superficie para poder reconocer y endocitar microbios y productos microbianos.
Los antigenos endocitados son procesados y expuestos en los complejos mayores de
histocompatibilidad (MHC | y Il) para después ser presentados a las células T. Las dos principales
subpoblaciones de células dendriticas son las mieloides (mDCs) y las plasmacitoides (pDCs)
(Andersson et al. 2008).

Las DCs inmaduras pueden encontrarse en cualquier lugar del organismo y poseen gran capacidad
endocitica, pero son poco efectivos al activar linfocitos T. Si el estimulo antigénico esta
acompanado de moléculas proinflamatorias, las DCs expresarda su fenotipo de maduracién y
después migrara a los nédulos linfaticos, donde activard a las células T para proliferar y desarrollar
una respuesta antitumoral (Koshy et al. 2016). Para el reconocimiento de patdgenos, estas células,
asi como los macrofagos, tienen receptores de membrana Ilamados Receptores de
Reconocimiento de Patdgenos (PRRs), los cuales les permiten reconocer patrones moleculares
asociados a dafio (DAMPs) y patrones moleculares asociados a patégenos (PAMPs). Las DCs
inmaduras tienen diferentes mecanismos por los cuales internalizan agentes externos. Los
antigenos solubles y particulas pequenas son capturados por macropinocitosis, endocitosis
mediada por receptores y pinocitosis (Andersson et al. 2008). La familia de receptores
denominada “Toll like receptors” o TLRs, es el grupo de receptores de reconocimiento de patrones
mejor estudiado en mamiferos, estos aumentan la eficiencia de la endocitosis. Los receptores
adicionales expresados por DCs incluyen a FcyRIl (CD32), FcyRI (CD64), FceRl y los receptores
complementarios tipo 3 (CD11b). El reconocimiento de moléculas mediante estos receptores inicia
diferentes vias de sefializacion que inducen que las DCs maduren y comiencen la sintesis de
citocinas, moléculas escenciales para que se lleve a cabo una respuesta inmunoldgica (Andorko et
al. 2017). Ya en los d6rganos linfoides secundarios, las DCs maduras poseen poca capacidad
endocitica, pero expresan en su superficie moléculas de MHC Il y moléculas
accesorias/coestimulatorias de superficie incluyendo (ICAM)-1/CD54, ICAM-3/CD50, antigenos
funcionales de leucocitos (LFA)-3/CD58, B7-1/CD80 y B7-2/CD86 lo cual estimula la interaccion y
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estimulacién con linfocitos (Stockwin et al. 2000), que les permiten madurar y activar a los
linfocitos T. Las DCs pueden realizar presentacion cruzada (“cross priming”) de antigenos en la
MHC I. En esencia, esto permite a la DC presentar nuevos péptidos a los linfocitos T CD8+
(Andersson et al. 2008). Las DCs activan a los linfocitos T mediante tres sefiales que actuan en
conjunto: 1) A partir de la unién del complejo MHC de la APC con el receptor de células T (TCR); 2)
Mediante la unién de moléculas coestimulatorias (CD80, CD86, etc.) a receptores (e.g. CD28) de
las células Ty 3) A partir de citocinas (Fontana et al. 2017).

Debido a su morfologia, las DCs tienen una gran area de superficie, lo que les permite estar en
contacto con un gran numero de elementos y células circundantes. Se ha observado que una
sola DC madura es suficiente para estimular de 100 a 3000 células T.

En relacién con el efecto de diversos biomateriales en las DCs, se ha observado que DCs incubadas
en capas delgadas de biomateriales basados en polimeros naturales (alginato, agarosa, quitosan y
acido hialurénico) o en polimeros sintéticos (acido polilactoco co-glicélico o PLGA, etc.) expresan
de manera diferencial distintos marcadores de activacion (CD40, MHC I, CD80, CD86, etc.), los
cuales son necesarios para la activacion de células T y B. Ademas, el uso de andamios de PLGA en
ratones para liberar factor estimulante de colonias de macréfagos y granulocitos (GM-CSF), ha
mostrado ser util en la estimulacién de DCs (Koshy et al. 2016).

2.5.1 Efecto en células dendriticas

Saleh y Shojaosadati (2016) menciona tres categorias de vacunas contra el cancer dirigidas a DCs:
1) Extraccién de DCs del paciente y posterior modificacion ex vivo de las mismas (ya sea mediante
la activacidn con antigenos tumorales y estimulos de maduracién o por modificacion genétia, con
la finalidad de que expresen el fenotipo inductor de la respuesta antitumoral), para ser de nuevo
reinyectadas al paciente. 2) Uso de vectores virales portadores de los antigenos de interés. 3)
Entrega de antigenos para la activacién de DCs mediante el uso de sistemas de entrega basados en
nano o microparticulas. Algunos boimateriales tienen propiedades intrinsecas que inducen la
maduracién de DCs (Babensee et al. 2005).

Gracias a su funcién y a su rol clave en la regulacién de la tolerancia y la inmunidad, las DCs son
blanco frecuente de estudios en inmunoterapia. En el cuerpo humano pueden encontrarse
diferentes subpoblaciones de DCs. Se ha observado que particulas de 20 nm de poliestireno eran
capturadas con mayor frecuencia por DCs intra nasales y sélo las particulas mas pequefias
causaban proliferacion de células T inducida por la presentacidn de antigenos. En el mismo estudio
se sugiere que el tamafio de particula es fundamental en la captura de éstas por parte de las DCs
(Seydoux et al. 2014). Ademas, en algunos estudios se ha observado que la endocitosis celular de
nanoparticulas de quitosan disminuye al mismo tiempo que decrece el peso molecular y el grado
de desacetilacion (Salatin et al. 2017). Huang et al. (2004) muestran que la endocitosis disminuye
26% al cambiar el Mw de 213, 000 a 10, 000, asi mismo, disminuye 41% cuando el grado de
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desacetilacion cae de 88% a 46%. Ademads, se observé que la presentacién del quitosan en
nanoparticulas facilita su endocitosis, a diferencia de las moléculas solubles. En el mismo estudio
se probd la citotoxicidad tanto de moléculas de quitosdan como de nanoparticulas del mismo
polimero en una linea celular de carcinoma pulmonar (A549) y se observd que la citotoxicidad se
atenuaba al disminuir el grado de desacetilacion y el Mw del quitosan.

También se ha estudiado el mecanismo de reconocimiento de quitosan en DCs. Para que se lleve a
cabo la endocitosis, primero debe ser reconocida la molécula de quitosan por receptores de las
DCs. A partir del reconocimiento de la moléculas del quitosan se desencadenan reacciones
intracelulares en las DCs que provocan su activacién y maduracion, con la sobreexpresion de
moléculas coestimulatorias como CD80 y CD86. Esta activaciéon también induce la produccion de
interferones tipo | y promueve la respuesta Thl a partir de la via cGAS-STING. Esta via es
dependiente de especies reactivas de oxigeno mitocondriales y de la presencia de DNA en
citoplasma. Al estudiar esta via se advirtié que el quitosan estimula la liberacidn intracelular de
DNA. El estimulador de genes de interferdn (STING) actua en respuesta al DNA citosdlico y activa
factores de transcripcion como el factor nuclear Kappa B (NF-kB) y el factor regulatorio de
interferén 3 (IRF-3) a través de la quinasa IkB y la quinasa TBK1. La enzima c-di-GMP-AMP sintasa
(cGAS) se une al DNA para catalizar la sintesis de c-di-GMP-AMP (cGAMP), la cual después se une a
STING para activarlo. Los interferones de tipo | promueven la activacion y maduracién de DCs,
promoviendo su migracion y presentacion antigénica a CD4’, asi como presentacién cruzada
(Carroll et al. 2016).

Aunado a lo anterior, el quitosdan en combinacién con antigenos, estimula la expresion del
complejo mayor de histocompatibilidad (MHC 1) ademas de estimular la produccidon de moléculas
coestimulatorias (CD80, CD86, CD40), asi como la secrecion de IL-6, IL-12, MIP-1 y TNF-a. Esta
combinaciéon de moléculas desencadena la respuesta de células CD8" con su subsecuente
proliferacién (Xia et al. 2015). Ademas, el quitosdn usado en conjunto con IL-12 generd la
respuesta antigeno-especifica de células T CD8", caracterizada por la produccién de INF-y, lo cual
puede causar respuestas Thl. Esto indica que el quitosan puede actuar como adyuvante, lo cual es
de gran utilidad en la generacién de vacunas antitumorales (Lin et al. 2014).

3. Planteamiento del problema

El uso de biomateriales en la inmunoterapia ha impulsado el desarrollo de nuevas técnicas que
permiten mejorar el tratamiento contra el cancer. Entre ellas se encuentra la elaboracidn de
sistemas de entrega de antigenos, lo cual incluye la fabricacidn de microesferas. Debido a que la
generacion de resistencia mediante el proceso de inmunoedicion es un problema latente en la
activacion de APCs hacia un solo antigeno, en este trabajo se ha usado un coctel de antigenos de
melanoma, para asi producir una respuesta inmune mas amplia. De este modo, la pregunta
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fundamental de este estudio es: ¢la elaboracion de microesferas de quitosan acopladas con
antigenos tumorales mediante la técnica combinada de emulsidn simple con reticulacién sera
capaz de formar un complejo y liberar antigenos de manera paulatina y prolongada in vitro idéneo
en la activacidn de DCs para su uso en terapia antitumoral?

- . [ 4
4. Justificacion
Los tratamientos usados contra el cancer hasta el momento presentan diversas deficiencias y en
algunos casos resultan en dafios colaterales al organismo debido a su mecanismo de accién. En el
caso de la inmunoterapia se han usado diversas estrategias que no han dado resultados del todo
eficaces para ser admitidas como tratamiento viable contra el cdncer en humanos.

La elaboracién de un vehiculo micrométrico de antigenos permite que estos puedan estar
protegidos durante su administracion en el organismo y por lo tanto evita que sean degradados en
poco tiempo.

Las propiedades fisicas y quimicas del quitosan permiten la correcta adhesion de los antigenos a
las microesferas, ademas es biodegradable, lo que permite que las moléculas transportadas sean
liberadas paulatinamente. La ventaja de usar quitosan estriba en su capacidad de actuar como
coadjuvante. Se ha observado que el quitosan induce la activacidon de APCs y en conjunto con los
antigenos tumorales es probable que induzca el desarrollo de una respuesta antitumoral
especifica.

5. Objetivo general

Elaborar microesferas de quitosan acopladas con antigenos tumorales.

6. Objetivos particulares

Analizar mediante microscopia electrénica de barrido la morfologia y el tamafio de las
microesferas de quitosan acopladas a antigenos tumorales.

Evaluar la citotoxicidad de las microesferas de quitosan acopladas con antigenos naturales.

Identificar la presencia de antigenos tumorales en la microesfera mediante geles de poliacrilamida
SDS (SDS-PAGE).
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7. Hipotesis
Si es posible elaborar un protocolo para la fabricacién de microesferas de quitosan acopladas a
antigenos tumorales, estas microesferas podran ser utilizadas en inmunoterapia.

8. Materiales y métodos
8.1 Elaboracion de microesferas

8.1.1 Materiales

Quitosan de cangrejo desacetilado > 75% (quitina desacetilada poly(D-glucosamina)) de alta
viscosidad se adquirié en Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Glutaraldehido 25.19% w/w se obtuvo
de Electron Microscopy Sciences, Philadelphia, USA. Aceite mineral de Mw variable (205 y 500
g/mol), punto de ebullicién de 260°C a 360°C, el cual se obtuvo en Farmacia Paris, México.
Albumina fraccién V, se obtuvo en Electron Microscopy Sciences. SPAN 80 se obtuvo en Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA. Acido acético glacial 17.48 M suministrado por Merck, Hexano 86.18
g/mol.

Linea celular: El lisado tumoral se obtuvo del cultivo de células tumorales de melanoma murino de
la linea B16-F10 con haplotipo H-2Kb fue adquirida en The American Type Culture Collection, USA.
Las células se cultivaron con RPMI suplementado con estreptomicina (100mg/ml, Sigma), L-
glutamina (2mM Sigma), mercaptoetanol (50mM) y 10% de suero bovino fetal (Biowest, USA).

8.1.2 Método

La elaboracion de las microesferas de quitosan se realizd mediante el método combinado de
emulsion simple (w/o) y reticulaciéon. Durante el proceso de preparacion de microesferas se
afiadid un lisado tumoral obtenido de la linea celular B16-F10.

8.1.2.1 Obtencion de lisado tumoral

Cultivo celular

Se cultivaron células de la linea B16-F10 con haplotipo H-2kb en cajas de Petri de 100 mm
hasta alcanzar la confluencia, es decir, las células cubrian casi toda la superficie de la base
de la caja, (aproximadamente 2 semanas para cada caja); posteriormente se afiadid
solucién de tripsina (0.05%) y EDTA (0.02%) a cada caja para despegar las células y se
centrifugaron a 1700 rpm por 3 minutos. A partir del boton obtenido realizar el conteo
celular por cdmara de neubauer.
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De las células obtenidas, se resuspendieron aproximadamente 5 x 10’ millones de células
en 2.5 ml de solucién salina (NaCl a 0.9%, pH de 7.4)

Lisado y cuantificacion de proteinas

El lisado celular se realizd mediante ciclos de congelacién-descongelacién similar al
procedimiento realizado por Alaniz et al. (2014). Para esto, las células se colocaron en un
tubo Falcon y posteriormente se congelaron a -70°C por cinco minutos, enseguida se
colocaron por cinco minutos en incubadora a 37°C. El ciclo se repitié cinco veces. Por
Ultimo, antes de realizar el conteo de proteinas, se centrifugd la muestra a 15,000 rpm. La
cuantificacidn de proteinas se realizé mediante el método de Lowry.

8.1.2.2 Preparacion de la soluciéon acuosa

En primer lugar, se elaboraron microesferas con 0.01 g de albumina fraccion V diluida en 10 ml de
agua destilada por 15 minutos. Posteriormente se afiadieron 0.2 g de quitosdn en polvo a la
solucidon y se dejé reposar por aproximadamente una hora para permitir la hidratacién del
polimero. Después de la hidratacién, la mezcla se puso en agitacidon en agitadora magnética por
una hora y después se afiadieron 200 pl de acido acético glacial sin detener la agitacidon por
aproximadamente 24 horas.

En el caso de la preparacién de las microesferas con antigenos tumorales (sin albumina) se
afiadieron 0.01 g de antigenos tumorales de melanoma B16-F10 a la solucién acuosa en agitacién
(después de las 24 horas de agitacion), y se completd otro ciclo de agitacion de 30 minutos. Se
obtuvieron 10 ml de solucién acuosa (quitosan + albumina) 6 (quitosan + antigenos).

8.1.2.3 Emulsién w/o

Se mezclaron 100 ml de aceite mineral con 1 ml de SPAN 80. Posteriormente, la solucion se agité
por 10 minutos, a continuacién, se anadié por goteo 3.3 ml de la solucién acuosa para formar la
emulsion. Durante la incorporacidn de la solucién acuosa al aceite mineral con SPAN 80, la mezcla
continud en agitaciéon a 10200 rpm en un ultraturrax. Después de haberse anadido los 3.3 ml de
sol. acuosa, la mezcla se mantuvo en agitacién a 12, 200 rpm durante 1 minuto y luego en
agitadora magnética durante 30 minutos.

8.1.2.4 Reticulacion

La técnica de reticulacion consiste en afadir un entrecruzante capaz de formar redes
tridimensionales entre las moléculas del polimero y la molécula bioactiva que va a transportar.
Para esto, se afiadieron 10 ml de glutaraldehido por técnica de goteo a la solucion de quitosan
durante aproximadamente 5 minutos al mismo tiempo que se encontraba en agitacidn constante.
Después se agitd la mezcla por 3 horas en agitadora magnética.
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8.1.2.5 Lavados y extraccion del solvente

Después de realizar la reticulacion, se llevaron a cabo lavados consecutivos con hexano y agua
destilada para eliminar los residuos de glutaraldehido, aceite y el solvente de la solucién acuosa y
poder separar la mayor cantidad de microesferas. Los lavados se realizaron de la siguiente
manera:

Después de que se termind de agitar la emulsion, ésta se distribuyd en tubos falcon de 50 ml y se
centrifugd a 4000 rpm y -4°C durante 10 minutos, posteriormente se decantd el sobrenadante y
las microesferas se lavaron con hexano y agua destilada, la solucién se centrifugd nuevamente a
4000 rpm, -4°C por 10 minutos. Se siguieron realizando lavados consecutivos de hexano y agua (se
realizaron dos lavados de agua destilada por cada lavado de hexano) hasta eliminar todo el aceite.
A continuacién, se resuspendié la muestra en agua destilada y se colocé en un tubo eppendorf de
2 ml. Se realizaron 3 lavados mas de 30 minutos con agua destilada, cada uno en microcentrifuga y
por ultimo, se almacené la muestra a 4°C.

8.1.2.6 Observacion de microesferas en microscopio foténico

Ya que se prepararon las microesferas y se resuspendieron en agua destilada, se tomd con
micropipeta de 20 ul una muestra de agua con microesferas y se observd en microscopio foténico
para corroborar su presencia.

8.2 Prueba de vida y muerte con esplenocitos

8.2.1 Materiales

Ratones: Para realizar las pruebas de citotoxicidad se obtuvieron esplenocitos de bazo de ratones
adultos macho derivados de la cepa c57BL/6, los cuales se mantuvieron en condiciones de
temperatura controladas, con disponibilidad de agua y alimento ad libitum y ciclos de luz y
oscuridad controlados en el bioterio del Departamento de Biologia Celular y Tisular de la Facultad
de Medicina de la UNAM.

Microesferas: Microesferas de quitosan elaboradas con el método combinado de emulsion simple
y reticulacidn.

Calceina y homodimero de etidio para tincion.

8.2.2 Método

Para probar el posible efecto citotdoxico de las microesferas, se colocaron en incubacién con células
de bazo (Tabla 4). El bazo fue extraido de ratones C57BL/6 y se colocd enseguida en un tubo falcon
con PBS. Después se lavd con PBS en tres ocasiones. Ya lavado, se colocd en una caja Petri con
RPMI y se perfundié usando una jeringa. Se retird el medio resultante y se conté la cantidad de
células obtenidas. Se colocaron 250, 000 células/ml de bazo en 7 pozos de una placa de 24 pozos.
A cada pozo se afiadieron diferentes concentraciones de microesferas como se muestra en la tabla

[40]



4. Las microesferas fueron previamente esterilizadas colocandolas por 25 minutos en luz UV.
Posteriormente se tomaron 500 ul de medio con células de cada pozo a las 24 horas y a las 48
horas después del tratamiento y se realizé la tincidn con una solucién de calceina y homodimero
de etidio que contenia 0.5 ul de calceina y 2 pl de homodimero de etidio por ml. A los controles
positivos para muerte (pozos M) se les afiadid 500 pl de alcohol al 70% mientras que a los
controles positivos sdlo se les afiadid solucion balanceada de Hanks (HBSS). Después se analizaron
las muestras con ayuda del un microscopio de fluorescencia Nlkon Eclipse 80/, se tomaron 132
fotos a 20x en diferentes campos de cada tratamiento y se realizd un conteo con el programa
Image J. Por ultimo se graficaron los datos obtenidos y se analizaron mediante una prueba de t de
student.

M= Células muertas

V= Células vivas

N1= Células + 0.01236 g de microesferas
N2= Células + 0.00618 g de microesferas

N3= Células + 0.00206 g de microesferas

Tabla 4. Representacion de los tratamientos con microesferas y grupos control. Se representa en los
recuadros de la tabla 4 los pozos con los tratamientos (N1, N2 y N3) y los pozos control (M y V) de una placa
de 24 pozos. De cada uno de los pozos se tomaron 500 pl de medio a las de incubacién para realizar la
prueba de citotoxicidad.

8.3 Analisis morfologico de las microesferas

La morfologia de las microesferas fue analizada mediante Microscopia Electronica de Barrido
(MEB). Para realizar la observacion se colocd una gota de la solucion de agua destilada con
microesferas en una rejilla de cobre, en la cual se dejé evaporar a temperatura ambiente.
Posteriormente la rejilla de cobre se colocd sobre un portamuestra de aluminio y se metalizé con
oro en una ionizadora Denton Vacuum Desk Il. Las observaciones y registro fotografico se llevaron
a cabo en un microscopio electrénico de barrido JEOL JSM-5310-LV.

La gota de solucién con microesferas se dejé secar a temperatura ambiente y posteriormente fue
transportada la muestra al microscopio de barrido del Departamento de Microscopia Electrénica
de Barrido de la Facultad de Ciencias de la UNAM.

8.4 Citometria de flujo para conteo de microesferas

Con el propésito de calcular la cantidad obtenida de microesferas de un lote de 3.3 ml de solucién
de quitosan (ver método de preparacion de microesferas), se midieron con ayuda de un citdmetro
de flujo FACScalibur del Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo del Instituto de
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Investigaciones Biomédicas de la UNAM. Para llevar a cabo la medicién y obtener el tamafio de las
microesferas de quitosdn, la muestra se compard con un grupo modelo de microesferas BD
Cytometer setup and Tracking Beads de vidrio de Beckton and Dickinson con nimero de catalogo
641319, amablemente proporcionadas por el Laboratorio Nacional de Citometria de Flujo, del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM.

8.5 Prueba de liberacion de proteinas

Las microesferas acopladas a antigenos obtenidas mediante el método combinado de emulsidn
simple (w/o) y reticulacién. Se colocaron 0.0206 g de microesferas en bafio maria, en agitacién
constante, resuspendidas en 500 pl de PBS durante cinco dias. Posteriormente se tomaron
muestras de 100 pl primero a la hora después de haber colocado las microesferas en PBS y luego
cada 24 horas durante los siguientes cuatro dias y se almacenaron a -20°C para después ser
caracterizadas mediante electroforesis con gel de poliacrilamida y cuantificar la cantidad de
antigenos liberados. Las muestras se tomaron en el orden que se indica en la tabla 5.

No. De muestra Intervalo de tiempo entre cada Tiempo desde el inicio de la
toma prueba hasta cada toma
1 1 hr. 1 hr.
2 24 hrs. 25 hrs
3 24 hrs. 49 hrs.
4 24 hrs. 73 hrs.
5 97 hrs.

Tabla 5. Prueba de liberacidn de antigenos acoplados a microesferas de quitosan. De la muestra
inicial de 500 ul se tomaron 5 muestras durante 4 dias (la primera toma fue después de 1 hora de
haber colocado las microesferas en agitacion). En la columna central se muestra el tiempo que
debia pasar entre cada toma y en la columna de la derecha se muestra el tiempo total que habian
permanecido las microesferas en agitacién antes de ser almacenadas.
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9. Resultados

9.1 Microesferas de quitosan observadas con microscopio fotonico.
Una vez que se terminaron de elaborar las microesferas con el método mencionado
anteriormente, se observaron en microscopio éptico. Se observaron microesferas de diferente

tamafio y forma redondeada (Figura 1).

Figura 1. Microesferas de quitosan acopladas a antigenos observadas en microscopio optico. En
la imagen A se muestra las microesferas con aumento de 20x mientras que en la imagen B se
muestran con aumento de 40x. Las fotos fueron tomadas justo después de su elaboracién con el
método de emulsidon simple y reticulacién. Las flechas sefialan algunas de las microesferas visibles;
las microesferas mds grandes miden aproximadamente 10 um de didametro mientras que las mas
chicas que se alcanzan a apreceiar tienen aproximadamente 1 um.

9.2 Microesferas de quitosan observadas mediante microscopia

electronica de barrido (SEM) y conteo por citometria de flujo.

Para determinar y analizar la morfologia y la superficie de las microesferas, se observaron con
microscopio electrénico de barrido. Se constatd que las microesferas tienen una forma esférica y
superficie lisa, ademas se observaron microesferas de diferentes tamafos, predominando
microesferas de didmetros menores a 1 um. Para determinar la cantidad de microesferas
producidas en un lote con 3.3 ml de solucién de quitosan (i. e. con = 0.06 g de quitosan) y el
tamanfio promedio de éstas, se analizaron con un citémetro de flujo. Para comparar el tamafo de
las microesferas se usaron como referencia dos muestras de microesferas de vidrio con un tamafio
promedio de 2 um (48% de la muestra), 2.5mm (4.5%) , 3 um (3.07% de la muestra), mientras que

el 2.78% de las microesferas tenia un tamafio de mas de 3 um (Figura 2-E y F).
[43]



X5000  1gm > X10,000 1am

1pm IF-7800F 4/16/2018
SEM WD 3.6mm 11:17:01

Conteo de microesferas por
citometria de flujo

100 Grupo
de 2 um
4 /
. Microesferas de
80 albdmina
[l Microesferas de vidrio
60 - para calibracion
40
g;ug im Conteodemicroesferas
20 [ 11385
37380
0 -

E 2 3 4 5

Tamafio (um)

[44]



Conteodemicroesferas

[ 11385
W 37380

Tamafio pm

Figura 2. Microesferas de quitosan elaboradas con el método combinado de emulsién simple
(w/o) y reticulaciéon observadas con microscopio electrénico de barrido (SEM) y conteo de
microesferas con citometria de flujo: (A) microesfera sola de aproximadamente 10 um de
didmetro. (B) se puede apreciar un gran numero de microesferas menores a 1 um de diametro.
Con flechas se sefialan algunas de las microesferas. (C) microesferas de aproximadamente 1 um de
didmetro con mediciones de su tamafio indicadas por flechas. (D) microesferas de vidrio que son
usadas como referencia para realizar el conteo de microesferas por citometria de flujo, se sefialan
algunos ejemplos con flechas. (E) grafica obtenida por el conteo por citometria de flujo donde se
indica con flechas los dos grupos de microesferas de vidrio usados como referencia de 2 y 3 um.
Con el color rosa se indican las microesferas de quitosan elaboradas por el método combinado de
emulsion simple y reticulacion. (F) grafico de puntos que indica la distribucion de los diferentes
grupos de microesferas.

9.3 Esterilizacion de microesferas

Para poder emplear las microesferas en ensayos in vitro, fue necesario esterilizarlas para eliminar
patdgenos. Las microesferas se esterilizaron mediante exposicion a rayos UV durante 25 minutos,
posteriormente para asegurar su esterilidad, las microesferas se colocaron en medio completo
DMEM a 38°Cy 5% de CO2 durante 24 y 48 horas. Se constaté que las microesferas no contenian
patdgenos y que podian ser empleadas en ensayos in vitro al ser observadas después de 24 horas
(Figura 3-A) y 48 horas (Figura 3-B) y no encontrar presencia de bacterias u hongos.
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Figura 3. Microesferas de quitosdn acopladas con antigenos tumorales esterilizadas en medio
DMEM. (A) imagen tomada 24 horas después de haber sido esterilizadas con luz UV y (B) imagen
tomada 48 horas después de haber sido esterilizadas con luz UV.

9.4 Prueba de citotoxicidad

Para comprobar que las microesferas no inducen muerte celular, se realizaron cocultivos con
diferentes concentraciones de microesferas con esplenocitos murinos durante 48 horas. Se pudo
observar que la mayoria de las células de bazo eran positivas a calceina en todos los cultivos, lo
cual demostré que las células mostraron actividad metabdlica y por lo tanto eran viables (Figura
4). También se muestra el control positivo de células muertas para corroborar la efectividad de la
técnica (Figura 4-E).

Posteriormente se realizé el andlisis de la citotoxicidad, los grupos se compararon entre si,
primero con una prueba ANOVA vy luego con la prueba de comparacién miultiple de Tukey. Se
observd una diferencia significativa entre el grupo con la mayor cantidad de microesferas (0.01236
gramos) y los demas grupos (Figura 4-F). No obstante la viabilidad celular se mantuvo alta. No se
observaron diferencias significativas en la comparacién entre los otros tratamientos y el control de
células vivas.
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Figura 4. Esplenocitos murinos incubados con microesferas de quitosan y tefidos con calceina y
homodimero de etidio. (A) Esplenocitos incubados con 0.01236 g de microesferas de quitosan,
20x. (B) Esplenocitos incubados con 0.00618 g de microesferas de quitosan. (C) Esplenocitos
incubados con 0.00206 g de microesferas de quitosan. (D) Control negativo para muerte de
esplenocitos. (E) Control positivo para muerte de esplenocitos incubados con alcohol al 70%. (F)
Porcentaje de esplenocitos vivos incubados con 0.00206 g, 0.00618 g y 0.01236 g de microesferas
de quitosan durante 48 horas. Los asteriscos sefialan diferencia estadisticamente significativa con

respecto a los otros tres grupos. **** p< 0.0001 ANOVA, Tukey.
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Figura 5. Gel de poliacrilamida con muestras de microesferas acopladas a antigenos. De izquierda
a derecha se observan las columnas de las cinco muestras de 100 ul de pbs con microesferas, las
cuales se mantuvieron en agitacién por 1 hora, 25 horas, 49 horas, 73 horas y 97 horas
respectivamente.

10. Discusion

En la presente investigacidn se elaboraron microesferas de quitosan capaces de ser usadas en
inmunoterapia. Estas fueron acopladas con antigenos derivados de melanoma, con la finalidad de
que, en trabajos posteriores, pueda ser usado este sistema de entrega para generar una respuesta
antitumoral eficiente.

En un sistema de entrega es importante tomar en consideracién diferentes caracteristicas de la
particula que sera usada como medio de transporte e. g. tamano, la forma y el material del que se
compone, asi como el tipo de molécula que sera transportada. También es relevante recalcar la
forma esférica de las microesferas, asi como el tamafio de la particula, pues tienen importancia en
el tipo de administracion de la vacuna antitumoral i. e. el tamafio del didametro de las particulas
administradas en vasos sanguineos también afecta su velocidad de transporte y la forma tiene
influencia en su adhesidn a las paredes de los vasos. Por ello la capacidad de la microesfera para
circular a través de vasos y canales afectard en qué lugar serd internalizada y procesada por las
DCs (Champion et al. 2007). Para evaluar el tamafio y la morfologia de la microesfera es
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indispensable la observacion mediante una técnica adecuada de microscopia; en el presente
estudio se usé la microscopia electrénica de barrido (SEM) porque permite con gran precisién la
evaluacion del tamano de particulas de escalas micro y nanométricas ademas de la observacion de
la morfologia de su superficie. Ya se ha mencionado que el tamafio de la microesfera es relevante
para el tipo de tratamiento que se quiere realizar. En este trabajo se obtuvieron diferentes
tamafios de microesferas, pero principalmente se puede observar una poblacién de 2 um, la cual
fue cuantificada mediante citometria de flujo y otra menor a 1 um, la cual se observé mediante
MEB. Ambas poblaciones pueden ser de gran utilidad en distintos tratamientos antitumorales, ya
qgue la primera permite la activacién directa de las DCs en el sitio de inyeccién, mientras que las
mas pequefias tienen la capacidad de migrar a ganglios linfaticos donde activaran las DCs
presentes en estos tejidos (Manolova et al. 2008), i. e. las microesferas de 10 a 100 nm presentan
mejor los antigenos a las APCs dentro de los ganglios linfaticos cuando son inyectadas via
subcutdnea debido posiblemente al tamafio de los capilares linfaticos por los cuales deben pasar
las particulas para entrar al ganglio, en el cual ocurre la presentacién y procesamiento de los
antigenos con las DCs, ademas de la posterior presentacion a las células T naive (Koshy et al.
2016).

Ademas, la degradacion y la difusiéon del farmaco a través de la particula son dos factores que
pueden ser controlados por la morfologia y el tamafio de ésta (Nodoushan 2015). A pesar de que
en esta investigacién no se midié la difusién de los antigenos a través de las microesferas, el poder
controlar estas variables puede ser de gran utilidad para estudios posteriores y para tratamientos.
El tamafio de la microesfera también es importante debido a que afecta la velocidad del
transporte y su interaccidon con el medio /. e. particulas mds grandes tienen menos superficie de
area disponible, lo cual disminuye la degradacidn de los productos de la particula (Champion et al.
2007).

Otro parametro importante en el desempefio de las microesferas es el material del cual estd
compuesto. La biocompatibilidad del material le permite interactuar con un sistema bioldgico sin
interferir en su homeostasis, lo cual ha asegurado ampliamente el uso de biomateriales en el
ambito de la biomedicina. La elecciéon del biomaterial que se usard en el tratamiento de una
terapia antitumoral tiene relevancia pues el comportamiento del biomaterial en un organismo
depende en gran medida de su estructura quimica. En la prueba de vida y muerte de estudio se
observé que las microesferas de quitosan no causaban dafio con dos diferentes dosis, sin
embargo, las células expuestas con la dosis mayor presentaron menor viabilidad, lo que podria
deberse a los residuos de glutaraldehido presente en las microesferas o a un error en el ensayo,
para lo cual podrian realizarse mas pruebas en investigaciones posteriores.

A pesar de que hay un gran nimero de biomateriales que presentan cualidades para formar
sistemas de entrega de farmacos, ninguno presenta todas las cualidades en conjunto observadas
en el quitosan. Hay diversos materiales de origen natural como glucosaminoglicanos, proteinas o
pseudoaminoacidos (Nair et al. 2007); otros tienen altas tasas de degradaciéon como algunos
polifosfacenos o presentan buena biocompatibilidad como en el caso de los polifosfoesteres que
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ademas tienen degradacion hidrolitica y enzimatica. Sin embargo, el quitosan es un biomaterial
muy completo presentando todas estas cualidades, ademas, al presentar cinética de degradacion
de orden cero (Kariminia et al. 2016), mantiene la estimulacion constante de las células
presentadoras de antigenos del sistema inmune ya que la liberaciéon de la molécula activa es
constante; de este modo el sistema inmune puede ser estimulado para generar una respuesta
especifica por mas tiempo. En esta investigacién se observd que la liberacidon de antigenos se
mantuvo constante por al menos cinco dias, los cual se ve reflejado en la prueba de liberacidon
(Figura 5). A su vez Jayasurita et al. 2011 observé que la degradacidon de microparticulas de
quitosan en PBS es inicialmente de tipo superficial, lo cual podria permitir a los antigenos
mantenerse dentro de la matriz de quitosdn por mas tiempo, permitiendo que llegue mayor
cantidad de proteinas acopladas a la matriz al interior de las APCs. Aunque en esta investigacién
no se realizaron pruebas que indicaran el tipo de degradacién, se observé liberacién antigénica
por tiempo prolongado.

En algunos casos se han elaborado hibridos de quitosan con otros materiales para potenciar
algunas de las funciones de los sistemas de transporte elaborados con estos materiales, e.g. Wu et
al. 2014 prepard microesferas de quitosan hibridizadas con un mineral denominado paligorskita, el
cual, a su vez habia sido modificado con hexadecil betaina para aumentar su compatibilidad con Ia
matriz de quitosan. Mediante los estudios realizados con estos materiales se observd que las
propiedades del composito variaban en funcidon de la cantidad del mineral usado, mostrando
mayor eficiencia de encapsulacion con 20% de paligorskita modificada, de este modo, en
comparacién con las microesferas formadas sdlo de quitosan se observé mayor capacidad de
hinchamiento, mostrando mayor eficiencia de encapsulacién y liberacién mds baja y continua del
farmaco. Asi, el quitosdn demuestra ser un material con gran versatilidad para mostrar nuevas
cualidades e inclusive puede ser usado en conjunto con otros materiales para obtener
caracteristicas idéneas en el modelo usado. Es decir, aunque el quitosan por si mismo muestra
cualidades para acoplarse con moléculas biolégicas, en algunos casos, se pueden aumentar estas
cualidades para unirse a moléculas con las que no tiene tanta afinidad, como en el caso de
farmacos cationicos.

La eleccidon del quitosan como principal componente de las microesferas portadoras de antigenos
es de gran importancia ya que se ha observado que este compuesto induce la activacion de
macréfagos (Mori et al. 2005), lo cual permite que por si mismo el quitosan actie como vehiculo
de los antigenos para generar una respuesta especifica y como adyuvante. Como ya se menciong,
el quitosan actua no sélo en macréfagos, sino que también activa DCs a partir de la via cGAS-STING
(Carroll et al. 2016), potenciando la respuesta Thl antigeno-especifica. A pesar de que en esta
investigacion no se realizaron pruebas que demostraran la activacion de macréfagos en presencia
de quitosan, las microesferas elaboradas posibilitan la realizacion de futuros ensayos.

En relacién al método de elaboracion de las microesferas, se debieron tomar en cuenta diferentes
variables como la velocidad de agitacion o de goteo para obtener microesferas con las
caracteristicas que se observaron previamente (superficie lisa, esfericidad, etc.), sin embargo,
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hubo algunas variables de dificil control, tales como la temperatura de la mezcla, la cual se veia
afectada por la agitacion, la temperatura de la agitadora magnética o la misma temperatura del
ambiente, la cantidad exacta de solucién, la cual se veia afectada por la evaporacién de la soluciéon
durante los procesos largos de agitacion, entre otras. A pesar de estas dificultades, se registraron
los valores de estas variables para mantenerlas lo mas semejantes posibles (Tabla 6).

T¢ inicial 29 °C 23.5°C 25.5°C
T° final 45°C 37°C 43°C
Quitosan 3.4 ml 3.3 ml 3.3 ml
Tiempo Q 4.10 min 4.39 min 2.53 min
Tiempo G 3.13 min 4.56 min 4.33 min

Tabla 6. Valores registrados de variables de dificil control. Se muestran variables que se registraban en
cada experimento que no se podian controlar por completo. “T° inicial” es la temperatura de la mezcla del
aceite mineral con el SPAN 80 antes de que se comenzara a agitar. “T° final” es la temperatura de la
emulsidon de quitosan cuando se terminaba de agitar en el ultraturrax a 12, 200 rpm. “Quitosan” indica la
cantidad de quitosan usada por lote que no siempre era de exactamente 3.3 ml. “Tiempo Q” es el tiempo
que tardaba en completarse el goteo de la solucidn acuosa de quitosan en la solucion oleosa; idealmente el
“Tiempo Q" debia ser de 3 minutos. “Tiempo G” es el tiempo que tardaba en completarse el goteo del
glutaraldehido que idealmente debia ser de 5 minutos.

Algunos estudios muestran que la velocidad de agitacidon también afecta el tamafio de particula, ya
que éste disminuye al aumentar la velocidad. Sin embargo, al seguir aumentando la velocidad de
agitacién se llega al punto critico en el cual se forman agregados de particulas, observandose
como si fueran particulas mas grandes, esto probablemente es causado por la fuerza mecanica
que destruye las fuerzas de repulsidn entre las particulas (Fan et al. 2012).

Mediante la técnica de emulsidn simple y reticulacién se obtuvieron microesferas de quitosan
menores a 1 um de didmetro (Figura 2-B, E y F) y, aunque en menor cantidad, también se
observaron microesferas de aproximadamente 10 um de didmetro (Figura 2-A). La capacidad de la
técnica de emulsidn y reticulacion para obtener microesferas de tamaifo homogéneo i.e.
microesferas de alrededor de 1 um, la convierte en una herramienta de gran utilidad en la
fabricacion de este tipo de particulas, ya que fortalece su capacidad de ser endocitadas por APCs y
pasar por vasos y capilares para la entrega de antigenos. A su vez, la forma de la particula depende
de la técnica que se use. La técnica de emulsidn simple y reticulacion es ideal para la fabricaciéon
de microesferas, ya que es relativamente barata, simple, mantiene la integridad del biomaterial,
asi como de las moléculas transportadas ya que no requiere de la aplicacidon de temperaturas muy
altas y permite la formacidén de particulas esféricas. Debido a esto, la estandarizacién de esta
técnica es de gran importancia para su uso en investigacion. Ademas, el proceso de esterilizacion
es indispensable en la preparacidon de microesferas, ya que, al tener como finalidad la activacidn
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de una respuesta especifica, la presencia de patdgenos ajenos al tratamiento puede obstaculizar el
tipo de respuesta inmune especifica contra el tumor. En algunos estudios se ha observado que la
irradiacidén y a microesferas de quitosan aumenta su tasa de liberacién de fdrmacos y disminuye su
capacidad de hinchamiento (Abuhanoglu y Ozer 2014), lo cual podria ser otro factor que
considerar en estudios posteriores en los que se analice la funcidn de las microesferas después de
pasar por diferentes métodos de esterilidad. Asi mismo es importante descartar que las
microesferas puedan generar citotoxicidad, por lo cual se realizd la prueba de vida y muerte con
calceina y homodimero de etidio. Este tipo de prueba estd basada en el uso de colorantes
fluorescentes no téxicos, los cuales permiten la identificacidn de células vivas y muertas ya que la
calceina es retenida en células vivas y produce fluorescencia verde, mientras que el homodimero
de etidio entra a las células con membranas dafiadas y puede adherirse al DNA, mostrando
fluorescencia roja (Chee et al. 2014). En el presente trabajo, la prueba de vida y muerte se realizo
en células de bazo murinas, ya que este érgano contiene un gran nimero de células del sistema
inmune como linfocitos, macréfagos y DCs, las cuales son blanco de las microesferas para
desarrollar una respuesta antitumoral. Asi mismo, se observd que las microesferas no causaron
citotoxicidad, lo cual sugiere que es factible el uso de este tipo de particulas en inmunoterapia.

11. Conclusiones

- Mediante la técnica de emulsion y reticulacién pueden producirse microesferas de quitosan de
forma esférica con superficie lisa, asi mismo, se pueden acoplar a las microesferas biomoléculas,
tales como proteinas tumorales.

- Mediante la misma técnica se pueden obtener microesferas un rango que comprende didmetros
de microesferas de aproximadamente 200 nm a aproximadamente 10 um.

- Se pueden acoplar antigenos obtenidos de un lisado tumoral a microesferas de quitosan,
observandose liberacién de dichos antigenos por un periodo de al menos cinco dias al estar
suspendidas en PBS en agitacidn constante.

- Las microesferas obtenidas probaron no ser citotdxicas al ser cultivadas en esplenocitos en
concentraciones menores a 0.00618 g.

12. Apéndice

APC: Célula Presentadora de Antigenos

BMDC: Células Dendriticas Derivadas de Médula Osea
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CTL: Linfocito T Citotoxico

DAMP: Patrones Moleculares Asociados a Dafio
DC: Célula dendritica

HMw: Peso molecular alto

IL: Interleucina

LN: Ganglio linfatico

MHC: Complejo Principal de Histocompatibilidad
Mw: Peso molecular

NIH: Instituto Nacional Americano de Salud

NSF: Fundacidn Nacional para la Ciencia

PAMP: Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
PLA: Acido poli-lactico

PLGA: Acido poli-lactico co-glicélico

PRR: Receptores de Reconocimiento de Patégenos
TAA: Antigenos Asociados a Tumores

TCR: Receptor de Células T

TPP: Tripolifosfato
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