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Resumen

En el presente trabajo se presenta una vision amplia de las potenciales aplicaciones que puede tener el biopolimero quitosano, y
sus derivados, en cada una de las estrategias que se desarrollan en la actualidad en la lucha contra el virus asociado a la pande-
mia de la COVID-19. En primer lugar se presenta informacion resumida acerca de las caracteristicas mas importantes de la
familia de los coronavirus y las principales enfermedades en humanos asociadas a ellos. A continuacion se exponen las princi-
pales caracteristicas (inocuidad, biocompatibilidad, biodegradabilidad, muco-adhesividad, hemostatico, espesante, permeacion
mucosal, anti-tumoral, anti-inflamatoria, etc.) que hacen del quitosano y sus derivados excelentes candidatos para estos fines.
Finalmente se muestran algunos ejemplos de los estudios realizados con estos materiales como adyuvantes en la administra-
cion de vacunas (especialmente via intranasal), agentes antivirales, en el control de la tormenta de citocinas y en la terapia pa-
siva de antigenos. Este trabajo muestra claramente la impresionante potencialidad de estos materiales en la lucha contra estos
patégenos.
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Abstract

Chitosans and the fight against the coronaviruses. This work presents a broad vision of the potential applications that chi-
tosan biopolymer, and its derivatives, may has in each of the strategies currently developed in the fight against the virus associ-
ated with the COVID-19 pandemic. Summary information about the most important characteristics of the coronavirus family
and their main associated human diseases is presented. The main characteristics (harmlessness, biocompatibility, biodegrada-
bility, muco-adhesiveness, hemostatic, thickener, mucosal permeation, anti-tumor, anti-inflammatory, etc.) that make chitosan
and its derivatives excellent candidates for these purposes are exposed. Finally, some selected examples of the studies carried
out with these materials such as adjuvants in the administration of vaccines (especially intranasal route), antiviral agents, con-
trol of cytokine storm, and passive antigen therapy, are shown. This work clearly shows the impressive potential of these mate-

rials in the fight against these pathogens.
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Introduccién

La dramética situacion derivada de la pandemia que vive la
humanidad desde hace ya algunos meses, desde enero de 2020
en algunos paises, ha permitido observar algunas caracteristi-
cas de la especie humana casi inimaginables hace solo unos
cuantos dias. En primer lugar mostro que es tan fragil como
cualquier otra especie habitante del planeta, ademas de con-
firmar que existen en ella sectores mas vulnerables, por mu-
cho que haya avanzado el mundo en la bisqueda de la igual-
dad y la proteccion de los derechos humanos. En segundo
lugar se puede mencionar que algunas de las naciones econo-
micamente mas poderosas del globo han usado descarada-
mente su poder para lograr los insumos necesarios en el tra-
tamiento de su situacion. En tercer lugar, ha mostrado de ma-
nera palpable la necesidad que tienen los paises de formar sus

propios cientificos y expertos en todas las areas del conoci-
miento humano; sin embargo, también se ha podido apreciar
gue no es suficiente con disponer de este personal de alto
nivel, es necesario que los gobernantes presten atencion a sus
recomendaciones. En ese sentido, parece increible lo que ha
ocurrido en algunos paises donde los gobernantes han impues-
to sus caprichos personales por sobre las recomendaciones de
Sus propios expertos, e incluso por sobre una inmensa canti-
dad de las personas que los han elegido, en relacion a las poli-
ticas sanitarias a seguir, con resultados catastroficos para sus
naciones.

Afortunadamente la pandemia no ha mostrado solo el lado
negativo de los seres humanos, también ha permitido recono-
cer el trabajo abnegado, y ahora se comprende que salarial-
mente subvalorado con relacién a otros oficios, de muchos
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gremios prestadores de servicios en el area de la salud, distin-
tos al de los héroes médicos, como por ejemplo el de los en-
fermeros, los técnicos especializados en servicios hospitala-
rios, asistentes de laboratorios clinicos, paramédicos, conduc-
tores de ambulancias, personal de aseo y mantenimiento, etc.,
quienes en general prestan sus servicios con un alto grado de
responsabilidad y arriesgando su vida y la de sus familiares;
un riesgo que siempre ha estado alli presente pero gue se vi-
sualiza por primera vez en toda su magnitud. Para ellos el
reconocimiento simbolico ha sido mundial, como se ha visto a
lo largo y ancho del globo. Esperemos que también ese reco-
nocimiento se haga salarialmente, con mayor justicia, y que al
menos estos héroes andnimos logren devengar cifras similares
a la de otros héroes que en tiempos de paz arriesgan menos,
como los deportistas o los militares.

Similarmente, otro gremio cuyo trabajo callado y tesonero
deberia ser valorado en su justa dimension luego de la pande-
mia es el de los investigadores cientificos relacionados al area
de la salud. Y aunque en muchos casos hayan podido darse
situaciones de competencia entre investigadores, en general,
lo que se ha visto es que muchos laboratorios alrededor del
mundo han combinado recursos y personal de alto nivel para
tratar de encontrar a la mayor brevedad posible alguna solu-
cion para el problema. En ese sentido, merece la pena destacar
el trabajo publicado muy recientemente por 54 autores, de 8
instituciones distintas, el cual abre muchas esperanzas porque
demuestra que una vacuna experimental aplicada a macacos
les confirié inmunidad cuando son expuestos a nuevos conta-
gios".

En el presente trabajo se revisan de manera muy resumida las
posibilidades que presentan el biopolimero quitosano y algu-
nos de sus derivados en los cuatro aspectos fundamentales en
los que se ha enfocado la lucha contra los coronavirus, inclu-
yendo el actual causante de la pandemia: el tristemente céle-
bre SARS-CoV-2.

La familia de los coronavirus

Los coronavirus (CoVs) son virus pertenecientes a la familia
de los Coronaviridae, orden Nidovirales, responsables de
causar infecciones respiratorias, entéricas, hepaticas y neu-
rolégicas en humanos y animales®. En el caso de los humanos,
estos virus no se consideraban patdgenos hasta el brote del
sindrome respiratorio agudo severo (SARS por sus siglas en
ingles) en 2002-2003, ocurrido en la provincia de Guangdong,
China**. Antes de este brote en Guangdong, los coronavirus
solo eran asociados a infecciones leves, principalmente en in-
dividuos inmunocompetentes®. Actualmente, la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), define a los coronavirus como
una “amplia familia de virus que pueden causar diversas
afecciones, desde el resfriado comdn hasta enfermedades méas
graves, como ocurre con el coronavirus causante del sindro-
me respiratorio de Oriente Medio (MERS-CoV) y el que oca-

siona el sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV)™®.

Estructuralmente, los CoVs son virus con un tamafio que 0sci
la entre 80-220 nm; poseen una envoltura caracterizada por lar-

(b)
Fig. 1: (a) Micrografia en el microscopio de transmision electrénica
del SARS-CoV-2 causante de la pandemia de COVID-19 (vista
parcial de la fotografia tomada de https://www.flickr.com/photos

/niaid/49530315718/in/album-72157712914621487/); (b) llustracién
de la organizacion de las estructuras que conforman un CoV tipico
(SRAS-CoV)®, M = membrana, S = espigas, E = glicoproteinas de la
envoltura, RNA = &cido ribonuleico, una mono hebra de nucleotidos,
N = cépside. Con licencia numero 4833940432286 de la Asociacion
Americana para el Avance de la Ciencia (The American Association
for the Advancement of Science).

gas proyecciones de proteinas, similares a espigas, que sobre-
salen de ella semejando una corona cuando son vistos en el
microscopio electronico (figura 1a). En su parte interna se
encuentra el ndcleo conteniendo el genoma, conformado por
RNA monocatenario positivo (ARNmc+) no segmentado, el
cual esta protegido por la nucleocapside (figura 1b). Muchos
de los CoVs se distinguen por tener genomas muy grandes,
que pueden alcanzar hasta 32 kilobases'.

Inicialmente esta familia fue dividida en tres grupos basados
en métodos seroldgicos; sin embargo, luego de la implemen-
tacion de técnicas moleculares para su reconocimiento, su
division ha sido reorganizada en cuatro grupos: alfa-, beta-,
gamma- y delta-CoV®. Los CoVs se caracterizan por tener una
amplia diversidad de huéspedes y tropismo tisular’. En huma-
nos, los alfa- y beta-coronavirus suelen causar enfermedades
respiratorias. Algunos CoVs se han encontrado solo en ciertas
especies, lo cual no significa que tienen restriccién en sus hos-
pedadores; algunos beta-coronavirus (SARS- y MERS-CoV)
tienen la capacidad de pasar de sus reservorios zoonoticos a
los humanos, atravesando las barreras entre especies®®*. La
tabla 1 detalla los tipos de CoVs conocidos, con algunos ejem-
plos de sus enfermedades asociadas en animales y humanos.


https://www.flickr.com/photos%20/niaid/49530315718/in/album-72157712914621487/
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Tabla 1. Algunos tipos de coronavirus causantes de enfermedades en animales y humanos.

Tipo

En animales

En humanos

Alfa

Coronavirus entérico felino (FECV): descubierto al inicio de los afios
1960 se considera el agente etiolégico de infecciones entéricas persistentes
y asintométicas de felinos domésticos y salvajes™.

Virus de la peritonitis infecciosa de felinos (FIPV): es una patotipo viru-
lento del FECV* causante de una infeccion sistémica severa y letal, que
produce lesiones en multiples 6rganos, con predominio en el peritoneo™.
Coronavirus caninos (CCoV): reconocido en 1971 como patégeno de pe-
rros™®, en los cuales es muy comdn y causa enteritis autolimitante, acompafia-
da por un cuadro diarreico leve"’,

Virus de la enfermedad epidémica porcina (PEDv): causa una enfermedad
entérica descrita en 1978 en Europa', caracterizada por vémito y diarrea
acuosa principalmente en lechones lactante™.,

HCoV-229E: reportado por primera vez en 1966 y ha sido
asociado al resfriado comn y a la neumonia®, aunque recien-
temente se reportd un caso de sindrome de distrés respiratorio
agudo asociado a este patdgeno como (inico causante®.
HCoV-NL63: reportado por primera vez en 20042 y fue
asociado a bronquiolitis® y neumonia® en nifios hospitaliza-
dos.

Beta

Coronavirus virus de la hepatitis del raton (MHV): descrito en 1949 por
primera vez”, es de los virus méas comunes en ratones de laboratorios®. La
infeccion se caracteriza por dafios en el higado y cerebro, llevando al desarro-
llo de la hepatitis y encefalitis desmielizante”’; también se ha reportado que
algunas cepas pueden causar SARS y neumonia®,

Coronavirus respiratorio canino (CRCoV): inicialmente identificado en el
2003, en muestras de las vias respiratorias de perros con infecciones res-
piratorias®. La infeccion se caracteriza por ser leve y autolimitante, acompa-
fiada por una tos seca y cortante®. Sin embargo, en algunos casos la enfer-
medad puede progresar a una bronconeumonta, potencialmente letal*.
Coronavirus bovino (BCoV): identificado en 1973 como agente etiolégico
de la diarrea neonatal en terneros® y disenteria invernal en vacas®. Los sig-
nos clinicos son variables, desde su ausencia completa a severos, incluyendo
fiebre, signos respiratorios y diarrea con o sin sangre*.

Coronavirus equino (ECoV), aislado inicialmente en 1999%, es asociado
con fiebre, anorexia, letargo, asi como célicos y diarrea en caballos®. Adi-
cionalmente se han documentado complicaciones vinculadas con la altera-
cién de la barrera gastrointestinal, endotoxemia y septicemia’’.

HCoV-OC43: reportado por primera vez en 1966%; ha sido
asociado al refriado com(n® y otras infecciones respiratorias
graves como neumonia, bronquitis y bronquiolitis®. Se ha
propuesto que su infeccién puede tener un rol importante en el
desarrollo de algunas enfermedades neurolégicas como la
enfermedad desmielinizante cronica y la encefalomielitis agu-
da™. Los estudios moleculares han identificado cuatro genoti-
pos (A, B, Cy D)™

HCoV-HKU: identificado por primera vez el afio 2005 en
Hong Kong® y ha sido vinculado al resfriado com(in, neumon-
fa y bronquiolitis®.

SARS-CoV: fue identificado por primera vez entre 2002-2003°
y su infeccién lleva al desarrollo de un SARS® cuya clinica
tipica es la de neumonia viral con deterioro respiratorio rapido,
acompafado de una diarrea acuosa, disfuncion hepatica, trom-
bosis arterial pulmonar, anomalias neuromusculares y, en
algunos casos, ataques epilépticos**.

MERS-CoV: aislado inicialmente en 2012 de un paciente de
60 afios™; su infeccion esta vinculada a una neumonia aguda,
acompafiada en la mayoria de los casos por insuficiencia renal
y fallas multiorgénicas™®* con un desenlace fatal.
SARS-CoV-2: reportado en diciembre de 2019%; su infeccion
lleva a la aparicién de sintomas similares a los de SARS y
MERS®. Algunos pacientes desarrollan neumonia con un am-
plio espectro de severidad y patrones de progresion®; en algu-
nos casos, hay una progresion rapida, con desarrollo de SARS,
sepsis, disfuncion orgénica multiple e incluso la muerte®™®",

Gamma

Virus de la bronquitis infecciosa (IBV): reportado en 1930 como patégeno
respiratorio aviar™; causa bronquitis en pollos afectando los rifiones y el
tracto reproductivo®®’.

Coronavirus del pavo (TCoV): aislado en 1973% ha sido asociado a la
enteritis transmisible de los pavos y al sindrome de mortalidad de polluelos
por enteritis (PEMS en inglés) en pavos y pollos™.

Coronavirus de la ballena SW1 (Whale-CoV SW1): descrito por primera
vez en el 2008%; causa disfuncién pulmonar generalizada e insuficiencia
hepética aguda terminal en ballenas belugas (Delphinapterus leucas)®.
Coronavirus del delfin nariz de botella (BdCoV) HKU22: descubierto en
2014 en muestras fecales de delfines nariz de botellas (Tursiops aduncus)®;
no causa dafio hepatico y no induce sintomas clinicos, a diferencia del Wha-
le-CoV SW1, lo que sugiere una infeccién asintomatica®.

No se han reportado enfermedades causadas por gamma-
coronavirus en humanos.

Delta

Deltacoronavirus porcino (PDCoV) o (CoV HKU15): enteropatégeno
identificado en 2012" (aunque la diarrea PDcOV fue reportada por primera
vez en 2014%). Se asocia con diarrea, vomitos agudos, deshidratacién y mor-
talidad en lechones neonatales™. Se demostré que PDCoV puede ser transmi-
tido de cerdos a aves, desarrollando éstas sintomas como la diarrea®.

No se han reportado enfermedades causadas por delta-
coronavirus en humanos.
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Fig. 2: Fotografia de (a) la civeta de la palma asiatica, sospechosa de haber transmitido a los humanos el virus SARS-CoV (tomada de
https://www.flickr.com/photos/86666094@N00/4536733266); (b) el pangolin, sospechoso de haber transmitido el virus del SARS-CoV-2 a

los humanos (tomada de https://www.lavanguardia.com/ciencia/20200227/473809390510/origen-coronavirus-covid-19-pangolin.html).

Se ha propuesto que la transmision de estos patégenos a los
seres humanos ha sido mediada por algunos animales, en un
proceso que se conoce como transmision zoondtica. En el
caso del MERS-CoV se cree que la transmision ocurrié de los
camellos a los seres humanos® mientras que el contagio del
SARS-CoV a los humanos se dio a través de la civeta de la
palma® (figura 1). Un nuevo coronavirus ha sido identificado
preliminarmente (codificado inicialmente como 2019-nCoV
pero recientemente cambiado a SARS-CoV-2) como el cau-
sante de la pandemia de COVID-19 que estremece actualmen-
te la humanidad, aunque no se sabe exactamente como lleg6 a
los seres humanos pero se sospechd inicialmente que paso
desde el murciélago® a través del pangolin® (figura 1b); ello
debido a que la gran mayoria de los casos iniciales estuvieron
relacionados a personas que trabajaban en el mercado de
Huanan, en la ciudad de Wuhan, capital de la provincia de
Hubei (China), donde se expenden comidas y se comerciali-
zan productos del mar asi como muchos tipos de animales
silvestres vivos'™. Sin embargo, los cientificos responsables
del estudio con el pangolin informaron posteriormente que,
aungue éste no puede ser descartado completamente, los resul-
tados no son concluyentes debido a una confusién en los ana-
lisis™". También se estima que existen otros CoV circulando en
animales gue todavia no han infectado al ser humano.

Quitosano: definiciones y propiedades importantes

El quitosano es un polisacérido muy bien conocido y estudia-
do en la actualidad debido a las numerosisimas aplicaciones
que se le han encontrado y también a sus derivados’*"®. Qui-
micamente se puede definir como un copolimero formado por
dos unidades repetitivas simples: la glucosamina (5-(1,4)-2-
amino-2-desoxi-D-glucopiranosa) y la N-acetil-glucosamina
(6-(1,4)-2-acetamido—2—desoxi—D-4-glucopiranosa).  Usual-
mente se acepta que, para tener la denominacion de quitosano,
el material debe contener dichas unidades distribuidas aleato-
riamente y en proporciones tales que el material resulte solu-
ble en medio acuoso acido, lo cual normalmente ocurre cuan-
do la proporcién de glucosamina es mayoritaria. Por lo general
estos materiales se nombran como poli(-1,4-glucosamina-co-
N-acetil-p-1,4-glucosamina) y su fuente principal de obten-
cion es la desacetilacion quimica termo-alcalina de la quitina o

5 HHa Of o
o H
HO G0 ¢=0 (1-G0)
CHs
Fig. 3: Las dos unidades repetitivas en la estructura del quitosano se
hayan aleatoriamente distribuidas a lo largo de la cadena. La fraccion
de unidades desacetiladas definen el GD mientras que las unidades
acetiladas estan representadas por la fraccién remanente (1-GD).

poli(N—acetil B-1,4-glucosamina), aungue se puede hallar
naturalmente en algunos hongos, especialmente de la especie
Mucor. La reaccion de desacetilacion usualmente conduce a
una distribucion aleatoria de las unidades acetiladas y desace-
tiladas a lo largo de la cadena, en proporciones denotadas por
un parametro conocido como el grado de desacetilacion
(GD = fraccion de unidades desacetiladas en la cadena del
biopolimero). La figura 3 permite aclarar esta definicion’’.

La presencia del grupo amina que porta cada una de las unida-
des glucosamina a lo largo de la cadena le confiere a este bio-
polimero un rasgo bastante distintivo del resto de los polisaca-
ridos mas usados y conocidos (pectina, dextrano, agarosa,
carragenano, etc.). Asi, mientras estos polisacaridos muestran
propiedades acidicas en soluciones acuosas, el quitosano,
debido a la protonacion de estos grupos aminas, manifiesta un
débil caracter basico. Similarmente, se ha propuesto que la
actividad biolégica de este biopolimero deriva del caracter
catiénico asociado a esta protonacion”.

Generalmente el quitosano comercial se encuentra en forma
de hojuelas o como un polvillo de color entre blanco y beige,
cuya temperatura de transicion vitrea depende del peso mole-
cular, GD (usualmente entre 0,50-0,95) y del contenido de
humedad en la muestra analizada. Por otro lado, es soluble en
acidos organicos de cadena corta como el férmico, el lactico,
el citrico, el tartarico, el acético, etc., siendo una solucién
acuosa al 1 % de &cido acético el solvente mas cominmente
reportado; en todos los casos, se debe garantizar que las solu-
ciones acidas usadas para su disolucion tengan valores de pH
< 6. También es soluble en frio en soluciones diluidas (~1%)
de &cidos minerales como el acido clorhidrico, el perclérico, el
nitrico, el fosforico, pero resulta insoluble en &cido sulfurico


https://www.flickr.com/photos/86666094@N00/4536733266
https://www.lavanguardia.com/ciencia/20200227/473809390510/origen-coronavirus-covid-19-pangolin.html
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diluido, aunque puede disolver parcialmente con calentamien-
to”,

El quitosano posee una serie de propiedades que le han permi-
tido ser considerado para una amplia gama de aplicaciones, en
multiples campos. Asi, por ejemplo, puede usarse como agen-
te espesante en alimentos debido a que forma soluciones acuo-
sas muy viscosas, es muco-adhesivo, forma complejos polie-
lectrolitos, posee excelentes propiedades filmogénicas, actla
como agente quelante para muchos metales, posee el potencial
para unirse a células microbianas y de mamiferos y, debido a
su efecto regenerativo, es un excelente material para la prepa-
racion de andamiajes en ingenieria de tejidos asi como para la
formacién de hueso. Algunas de sus aplicaciones, que ya son
aprovechadas a nivel comercial, su uso agricola como estimu-
lante del crecimiento e inductor de mecanismos de defensa en
plantas, proteccion de semillas, proteccion post-cosecha de
frutos, etc.; y su uso en el area médica como vendajes y ap6si-
tos para el tratamiento de hemorragias corporales u odontol4-
gicas. Adicionalmente, en la tabla 2 se muestran algunas de las
propiedades que han sido estudiadas para estos biomateriales y
que resultan muy dtiles en el area de liberacion inteligente de
sustancias bioactivas.

Estrategias para combatir las enfermedades causada por
coronavirus usando quitosano y sus derivados

Aungue la Academia Militar China de Ciencias Médicas
anunci6 en marzo de 2020 haber recibido permiso para iniciar
pruebas clinicas tempranas®, luego de indicar que han prepa-
rado con éxito una vacuna para el COVID-19, las investiga-
ciones para encontrar tratamientos eficaces para vencer o

contener la pandemia se siguen desarrollando frenéticamente
en muchos centros de investigacion de diversos paises. Las
cuatro principales estrategias que se desarrollan para abatir la
enfermedad son: la preparacion y ensayo de vacunas, el uso de
antivirales, el control de la tormenta de citocinas y la terapia
pasiva de anticuerpos. En esta seccion se presentan resumi-
damente algunas de las posibles aplicaciones del quitosano
gue se han venido investigando con anterioridad a la pande-
mia pero que estan muy relacionadas a estas estrategias.

Uso del quitosano en sistemas de vacunacion

El quitosano, y algunos de sus derivados, han sido ensayados
como adyuvantes para la administracion experimental de va-
cunas en animales® y humanos®. Una de las rutas de adminis-
tracién de vacunas en la cual estos materiales parecieran poder
brindar mejores prestaciones es a través de las mucosas, en
cualquiera de sus distintas ubicaciones: oral, nasal, vaginal,
rectal, etc. En tal sentido, se debe tomar en consideracién que
muchos de ellos poseen propiedades muco-adhesivas, asu-
miéndose que éstas surgen de la interaccion electrostatica
entre sus cargas cationicas y las cargas negativas de las muci-
nas, con lo cual lograrian que el antigeno tenga tiempos de
residencias mayores en la superficie de las mucosas, generan-
do mayores posibilidades para su entrada a través de las célu-
las epiteliales especializadas®® (conocidas como células M)
Adicionalmente, resulta sumamente interesante que ésta, y
otras importantes propiedades de los quitosanos, se pueden
controlar mediante la variacion de pardmetros fisicoquimicos
especificos de estas moléculas, como por ejemplo la masa
molar, el grado de desacetilacion, el porcentaje de sustitucion

Tabla 2. Propiedades bioldgicas importantes del quitosano y algunos de sus derivados.

Propiedad Aplicaciones

Inocuidad, biocompatibilidad y
biodegradabilidad

El quitosano ha sido aprobado desde el afio 2009 por la Administracion de Alimentos y Medicinas de Estados Unidos
(FDA por sus siglas en inglés) como un material generalmente seguro (GRAS, su acrénimo en inglés) para uso en
alimentacion®. Aunque solo existen en el mercado farmacéutico unos pocos productos que incluyan el quitosano
como un excipiente, estas propiedades ya han sido demostradas en numerosos trabajos®, convirtiéndolo en un candi-
dato seguro para su uso en este rol cuando se cuidan aspectos relativos a su pureza, especialmente cuando se usan
crustaceos y otros productos del mar para su obtencion.

Viscosificante

Mejorar el tiempo de residencia pre-corneal en formulaciones oftalmicas®.

Hemostatica

Existen varios productos comerciales que aprovechan esta propiedad, como por ejemplo los apésitos tipo hidrogel
(nombre comercial Chitogel) para uso post-operatorio en cirugfa de senos nasales®” asi como los apésitos y vendajes
(nombre comercial HemCon)® usados para contener sangrados copioso luego de extracciones dentales y heridas en
batalla, respectivamente.

Biocida

Numerosos son los trabajos en los cuales se demuestra la actividad fungicida y bactericida del quitosano®; sin em-
bargo, los trabajos relacionados al control de patdgenos en humanos son menos abundantes, aunque muchos de ellos
lucen prometedores, tanto para hongos™ y levaduras® como para bacterias®.

Muco-adhesividad y permeacion
mucosal

Se han realizado diversas investigaciones para estudiar el quitosano, y algunos de sus derivados, como adyuvante o
co-adyuvante en la administracion de antigenos via mucosal, a través de sus diferentes ubicaciones: oral®, nasal®,
vaginal®®, sub-cutdnea®, etc.

Antit-umoral

Existe fuerte evidencia que el quitosano activa las células asesinas naturales del organismo (NK cells, en inglés),
tanto para la produccion de interferén y como en su citotoxicidad®.

Inmuno-potenciadora

El quitosano promueve la maduracion de las células dendriticas al inducir interferdn tipo | (IFN-I) y mejora las res-
puestas antigeno-especificas del auxiliar T1 (Thi, en inglés) de una manera dependiente del receptor de IFN-I%.

Anti-inflamatoria

Yoon y col. mostraron en 2007 que el quitosano puede tener efectos anti-inflamatorios importantes en procesos
inducidos por lipopolisacaridos® estos efectos podrian ser mediados por induccién de la expresion de inhibidores de
citocinas, como por ejemplo el factor tumoral de necrosis (TNF-a en inglés) y la isoleucina 6.
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y el tipo de sustituyente (en el caso de quitosanos modifica-
dos), el solvente, etc. El control fino de estas variables durante
la preparacion de los sistemas de transporte/liberacion genera
una gran potencialidad para su empleo tanto en vacunas basa-

das en partes estructurales del patgeno™® como en patdgenos
inactivados'®. En la tabla 3 se muestran unos pocos ejemplos
de vacunas experimentales donde se ha ensayado el quitosano
0 alguno de sus derivados.

Tabla 3. Algunos sistemas de vacunacién ensayados contra virus relacionados con el quitosano.

Antigeno Sistema de administracion

Resultados obtenidos

ADN-plésmido que codifica epito-
pes de la proteina M2 de virus sin-

clinal respiratorio (RSV en inglés).  nasalmente en un estudio con ratones

Se prepararon complejos del ADN-plasmido
ADN con quitosano se administraron intra-

El complejo administrado fue capaz de inducir una respuesta protectora

de linfocitos T citotéxicos (CTL en inglés) similar a la obtenida después

de administracién intradérmica del ADN plasmido solo'%.

Vacuna comercial trivalente con
virus de la influenza inactivados.

con humanos adultos saludables.

Se mezclaron los componentes de la vacuna
trivalente con glutamato de quitosano acuoso (al
0,5%) y la solucion resultante se administro
intra-nasalmente, mediante espray, en un estudio

La vacuna fue bien tolerada por los pacientes aunque hubo sintomas de
rinorrea de corta duracion. La media geométrica del titulo de anticuer-
pos HI inducidos por la vacuna cumple los requisitos del Comité de
Medicamentos de Uso Humano. La suero-conversion y los niveles
protectores de anticuerpos obtenidos no fueron estadisticamente diferen-
tes de aquellos obtenidos con la vacunas salinas via intramuscular®.

Virus inactivado A/H5N2 de pato
(adaptado a ratones).

do en ratones.

Se inyectaron intramuscularmente 0,2 ml de una
prepararon conteniendo 3 pg de hema-glutinina
viral y 0,5% de quitosano, en un estudio realiza-

El uso el quitosano como adyuvante realz6 la inmunogenicidad y la
efectividad protectora del virus inactivado. Se propone que la proteccion
contra las variantes del virus de la influenza podria ser mejor cuando se

usa quitosano como adyuvante en las vacunas'®,

Proteina 2 de la matriz del virus de La sM2 se administro tres veces, intranasalmen- Se obtuvo una completa proteccion contra el virus homdlogo asi como
la influenza A aviar sin transmem- te, a ratones, en combinacién con quitosano un 90y 30% de proteccion contra los virus heterdlogos HIN1 y H5N5,

brana (sM2) (recombinante).

como adyuvante (en intervalos de tres semanas).

respectivamente’®.

ADN-plasmido codificando protei- Se prepararon nanoparticulas de quitosano bioti- La aplicacion de este sistema de administracion inteligente resultd en la
nas del nicleo cépside (pVAXN) nilado funcionalizadas con proteinas de fusién obtencién de altas respuestas sistémicas y mucosales'®, mostrando un

of SARS-CoV
administradas nasalmente en ratones

(bfFp) y se cargaron con pVAXN para luego ser comportamiento superior al de sistemas similares, los cuales usualmente

necesitan dosis mas elevadas de la proteina 0 mayor nimero de inmuni-
zaciones'®”

Poliovirus inactivado (PVI)

Se depositaron 10 capas alternativas de PVI y Aunque los resultados mostraron que el sistema presentd caracteristicas

trimetil-quitosano sobre micro-agujas sensibles de estabilidad de la forma activa del antigeno, se pudo demostrar que
al pH. Se us6 un arreglo de 24 micro-agujas para este sistema induce una respuesta alta de anticuerpos especificos al

108

aplicar la inmunizacion en la oreja durante 1 antigeno™.
minuto (2 veces, la segunda luego de tres sema-

nas).

Virus porcino de influenza A
H1N2 inactivado

Se prepararon nanoparticulas por gelacion io- Los cerdos vacunados con las nanoparticulas cargadas con antigeno
notrépica de quitosano y tripolifosfato de sodio inactivado exhibieron respuestas mayores para anticuerpos 1gG en suero

conteniendo el virus inactivado; las nanovacunas e IgA en las mucosas nasales, fluidos de lavados broncoalveolar y
fueron aplicadas intranasalmente en aerosol dos lisados pulmonares que fueron reactivos contra homdlogos (H1INZ2),

veces en cerdos de crianza.

heterologos (HIN1) y hetero-subtipicos (H3N2) cepas de virus de
influenza A™®.

Actividad antiviral del quitosano

La actividad antiviral del quitosano ha sido conocida desde
hace algunas décadas™®, habiéndose reportado numerosos
estudios sobre la induccion de resistencia a infecciones virales
en plantas™' y también acerca de la inhibicion de infecciones
virales en células animales™?. En el caso de las plantas, desde
el comienzo de estos estudios se ha propuesto que el quitosa-
no puede actuar mediante diversos mecanismos, bien sean que
éstos logren su cometido indirectamente, como en el caso de
la activacion de genes relacionados con mecanismos generales
de defensa en las plantas, o directamente, como por ejemplo
por el bloqueo de la replicacion del ARN del virus o la inhibi-

cion de proteinas especificas™.

En el caso de los coronavirus que han causado enfermedades
graves en los seres humanos, como por ejemplo los MERS-
CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2, muy recientemente se ha

propuesto que varios derivados del quitosano, denominados
genéricamente como cloruros de N-[(2-hidroxi-3-trimetil-
ammonio)-propil]-quitosano (HTCC, figura 2), con diferentes
grados de sustitucién, podrian ser usados como antivirales
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Fig. 4: Estructura del cloruro de N-[(2-hidroxi-3-trimetilamonio)-

propil]-quitosano.
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altamente efectivos y selectivos en la inhibicién de distintos
coronavirus asociados a enfermedades respiratorias agudas,
incluyendo la COVID-19"*. Uno de estos compuestos habia
sido reportado previamente como un adyuvante seguro y efec-
tivo para vacunas formuladas con polipéptidos recombinantes
del virus de la hepatitis E que se aplicaron en ratones™™. El
mecanismo de accion propuesto para el HTCC-63 durante la
inhibicion del SARS-CoV, derivado basicamente de los estu-
dios de microscopia confocal, se ha asociado al blogueo de los
receptores de entrada del virus, los cuales exhiben la proteina
dipeptidil peptidasa (DPP4); se especula que tal interaccion
puede ocurrir debido a la naturaleza concatemérica de la su-
perficie del virus y al hecho de que el polimero posee una
apropiada distribucion de carga, pudiendo interaccionar de
mejor manera con multiples sitios de la superficie. La longitud
de 50143 moléculas del HTCC-63 se ha estimado en unos 700
nm-—.

Quitosano en el control de la tormenta de citocinas

Se ha demostrado que algunos quitosanos, preferencialmente
de naturaleza oligomérica, poseen propiedades inhibitorias en
relacion a la produccion de diversas citocinas estimuladas por
lipopolisacaridos (LPP), tales como el factor de necrosis tu-
moral alfa (TNF-a por sus siglas en inglés) y la interleucina-6
(IL-6)®*. Este comportamiento es parecido al que se ha

observado para el medicamento antimalarico cloroquina™’.

Por otra parte, el quitosano también ha sido ensayado como
coadyuvante en la administracion de inhibidores naturales de
la produccion de citocinas estimuladas por LPP, como por
ejemplo la curcumina. Asi, por ejemplo, la aplicacion de na-
nocristales de curcumina recubiertos con quitosano tuvo mejo-
res prestaciones gque la curcumina sola para la reduccion de la
secrecion de TNF-a y NO en lineas celulares J774 de macr6-
fagos™®; en este caso se propone que este tipo de sistemas
actlia dualmente: i) por efectos anti-endotoxina para la neutra-
lizacion de los LPP generados por el quitosano vy ii) efectos
anti-inflamatorios y antioxidantes aportados por la curcumina.

Terapia pasiva de anticuerpos (TPA) y quitosano

Una TPA que pueda reconocer regiones epitopicas en una
particula entrante del virus puede disminuir la replicacién de
éste previniendo de esta manera la severidad de la infec-
cion™™. Los anticuerpos necesarios para esta terapia podrian
ser aislados de la sangre de pacientes recuperados o pueden
ser obtenidos en los laboratorios apropiados. La experiencia
previa en el tratamiento de otras infecciones virales similares,
como el SARS y el MERS, indica que la administracion tem-
prana de plasma procedente de pacientes convalecientes, o
inmunoglobulina hiper-inmune, procedente de pacientes que
exhiben valores significativos de anticuerpos, puede llegar a
reducir la carga viral y la mortalidad de la enfermedad'®.

Durante la revisién bibliogréfica realizada no se encontraron
trabajos relacionados al uso de quitosano en TPA para casos
asociados a coronavirus. Sin embargo, esta via terapéutica no
se puede descartar en estos casos debido a que se han encon-

trado algunos estudios de TPA usando quitosano, con resulta-
dos favorables, para enfermedades asociadas a otro tipo de
patégenos, como se desprende de los resultados publicados
muy recientemente por Eslam y col.”. En dicho trabajo se
cargaron nanoparticulas de quitosano con proteinas de la
membrana exterior de Acinetobacter baumannii, las cuales se
administraron intra-nasalmente a ratones, generando una res-
puesta inmune mucosal y sistémica, incluyendo un aumento
de los anticuerpos; la inmunizacién pasiva con suero obtenido
de estos ratones generd una mayor supervivencia en compara-
cion con la inmunizacion con suero de ratones inmunizados
por via subcutanea. Una exploracién similar pudiera plantear-
se para proteinas estructurales de los coronavirus.

Consideraciones relevantes

Se puede intuir que los coronavirus seguiran siendo patdgenos
letales a los seres humanos durante mucho tiempo, indepen-
dientemente de que se logren establecer medidas sanitarias y
terapéuticas para controlar los ya conocidos. Peor adn, se
estima que existen muchos de estos coronavirus patogenos
gue aun no han realizado el salto hacia los seres humanos, un
hecho altamente preocupante porque no hay forma de saber
actualmente acerca de su letalidad, aunque por lo observado a
la fecha con el SARS-CoV-2 no hay buenas expectativas. Por
si fuera poco, la posibilidad de que estos patdgenos puedan
experimentar mutaciones que los hagan méas patogénicos y
nocivos esta siempre presente.

Por ello, las investigaciones relacionadas con el control de
estos patdgenos seguird siendo por mucho tiempo un area
activa de investigacion. En tal sentido, el quitosano y sus deri-
vados lucen con muy buenas perspectivas para ser ensayados
a corto plazo en aplicaciones relacionadas a varias de las estra-
tegias planteadas en la lucha contra este flagelo. Especifica-
mente, algunos de los derivados conocidos como cloruros de
N - [(2 —hidroxi -3 -trimetilamonio) - propil]-quitosano pare-
cen candidatos ideales debido a que se ha comprobado su
capacidad para bloquear los receptores de entrada de estos
virus (DDP4 en el caso del SARS-CoV-2). Igualmente esti-
mulantes son los resultados de los estudios con ratas que se
han hecho usando micro-esferas de estos materiales como
transportadores seguros de farmacos a los pulmones'?, asi
como la efectividad de la inmunizacién de animales via intra-
nasal usando diversos antigenos. De esta manera, quedan
abiertas las puertas para el disefio de vacunas inteligentes
basadas fundamentalmente en estos materiales, como por
ejemplo micro-esferas de quitosano para administracion intra-
nasal, cargadas con proteina recombinante de la espiga del
coronavirus, acompafiada también por HHTC como antiviral.
Irbnicamente, la pandemia causada por el SARS-CoV-2 tam-
bién ha llevado a la disminucion de la produccion de algunas

plantas productoras de quitosano™,
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