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Resumen

El sistema inmune de mucosas del intestino presenta propiedades Unicas:
estd expuesto a una gran variedad y cantidad de antigenos, desarrolla una
actividad inmunoldgica permanente y mantiene un microambiente fisiol6-
gicamente desviado hacia respuestas anti-inflamatorias. Es capaz de dis-
tinguir y neutralizar agentes nocivos y reconocer antigenos inocuos, gene-
rando entonces un estado de no respuesta llamado tolerancia oral. Este
fendmeno natural representa una forma fisiolégica, segura e inocua de ma-
nipular las respuestas inmunes, para el tratamiento de enfermedades au-
toinmunes, inflamatorias o alérgicas. Aquellos compuestos que presenten
la habilidad de favorecer la tolerancia permitirian optimizar el desarrollo de
nuevos protocolos de inmunointervencion. Quitosano (Q) es un polisacari-
do que abunda en la naturaleza con caracteristicas fisicoquimicas y biol6-
gicas particulares: carece de toxicidad y alergenicidad, es biocompatible y
biodegradable, presenta propiedades mucoadhesivas que favorecen el
transporte y la absorcion de proteinas a través del epitelio. Tiene actividad
adyuvante, aumentando los niveles de IgA en la mucosa. Estas caracteris-
ticas lo convierten en un candidato ideal para la inmunointervencién a ni-
vel de mucosas. En este trabajo se describe el mecanismo de accién del Q
luego de la administracion oral, demostrando por primera vez que Q contri-
buye a mantener la homeostasis intestinal y a modular a nivel local y sis-
témico las respuestas inmunes hacia un antigeno proteico. Esta caracteri-
zacion ayuda a comprender como participa un polisacarido en la fina
regulacion de las respuestas de mucosa y sugiere alternativas de manipu-
lacion que permitiran el desarrollo de terapias que requieran de microam-
bientes anti-inflamatorios.

Palabras clave: quitosano * mucosa * tolerancia oral * artritis
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Summary

The mucosal immune system exhibits distinctive traits: it is permanently exposed to an overw-
helming amount and variety of antigens; it maintains a continuous immune activity and it sus-
tains a physiological environment biased to anti-inflammatory responses. Although it mounts
efficient responses against pathogens, it reacts to innocuous antigens developing the oral tole-
rance state. Oral tolerance is a natural process that can be safely applied for the treatment of
autoimmune, inflammatory or allergic diseases. Compounds able to promote the tolerance phe-
nomenon can be used to optimize the development of alternative therapies. Chitosan (Q) is a
natural and abundant polysaccharide with singular biological and physico-chemical properties
that make it a good candidate to modulate the mucosal immunity: non toxic, biocompatible
and biodegradable, strongly mucoadhesive favoring the transepithelial absorption of proteins
and adjuvant, enhancing the levels of IgA to co-administered antigens. This work describes the
Q activity mechanism early after its oral administration, for the first time showing, Qs contri-
bution to the intestinal homeostasis and also its modulation of the immune response to a pro-
tein antigen at local and systemic level. These studies will help understand how the intestinal
regulatory activity occurs, and develop new therapeutic approaches to stimulate anti-inflam-
matory environments at mucosal level.

Key words: Chitosan * mucosal * oral tolerance * arthritis

Introduccidn

INMUNIDAD DE MUCOSAS Y TOLERANCIA ORAL:

Las superficies mucosas del organismo son la princi-
pal barrera contra la permanente carga antigénica del
medio ambiente (1)(2). A pesar de esta continua esti-
mulacién, el tejido linfoide asociado a mucosas ha desa-
rrollado la sorprendente habilidad de distinguir entre
agentes nocivos, a los que neutraliza mediante eficien-
tes mecanismos protectivos, y antigenos inocuos, contra
los que no genera respuestas (3)(4). Asi por ejemplo,
en el tejido linfoide asociado a intestino (GALT) tiene
lugar continuamente un evento natural de importancia
inmunoldgica Unica que es el desarrollo de tolerancia
contra una gran variedad y cantidad de antigenos extra-
fios. Como resultado de multiples procesos, se previene,
suprime o desvia una respuesta potencialmente perjudi-
cial hacia una no dafiina estableciéndose el estado de
tolerancia oral que resulta clave en el mantenimiento
de la homeostasis intestinal (5-11).

(Qué factores condicionan esta capacidad dual de
la mucosa? En el tejido linfoide asociado al intestino
(GALT) se distinguen sitios inductivos, mas estructura-
dos y localizados, en donde los antigenos son procesa-
dos y presentados para iniciar la respuesta inmune, ta-
les como placas de Peyer (PP), nédulos linfoides
mesentéricos (NLM), apéndice y nédulos linfoides so-
litarios (2)(12)(13); y sitios efectores, de organizacion
mas difusa, en los cuales se localizan las células previa-
mente activadas y diferenciadas que cumplen las fun-
ciones efectoras (12) (Fig. 1). La actividad conjunta de
los sitios inductivos y efectores genera a nivel de muco-
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sa y suero una respuesta rica en inmunoglobulina A
(IgA) y una robusta inmunidad celular con funciones
citotdxicas, regulatorias y de memoria (2)(3)(13).

Las proteinas son los principales antigenos que lle-
gan al GALT y son asimiladas por accion gastrica,
pancreatica o por proteasas del ribete en cepillo, re-
sultando en una mezcla de aminoéacidos libres u oli-
gopéptidos cortos que son absorbidos por las células
epiteliales intestinales (14). Ciertos productos de pro-
teolisis, o proteinas intactas que escapan de la diges-
tién, alcanzan los sitios inductivos a través de tres vias
no excluyentes:

a) El epitelio que tiene, ademas, una activa participa-
cion en la regulacién del estado inmunoldgico de
la mucosa intestinal, ya que responde a estimulos
provenientes de distintos antigenos expresando ge-
nes para quimioquinas y citoquinas (15). Como
consecuencia, se reclutan poblaciones celulares
gue transportan antigenos a los sitios inductivos
(1)(6)(27).

b) La célula M, que forma parte de un epitelio intes-
tinal especializado que separa al tejido linfoide del
lumen. Esta via es especialmente eficiente para an-
tigenos particulados (1), ya que las células M endo-
citan macromoléculas y particulas, incluyendo mi-
croorganismos intactos, los transportan en
vesiculas a la membrana basolateral y los exocitan
al espacio intercelular. Desde alli, células presenta-
doras de antigeno migrarian a los sitios inductivos.

¢) Las células dendriticas (CD) de la lamina propia
(LP) que son capaces de intercalarse entre el epi-
telio, abrir las uniones estrechas que se encuentran
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Figura 1. Sistema inmune de mucosa.

entre células adyacentes y enviar dendritas hacia
afuera como periscopios para captar antigenos di-
rectamente desde el lumen intestinal preservando
la integridad de la barrera epitelial (18).

Los NLM son los mayores del organismo y los prime-
ros en desarrollarse embriolégicamente. Se ha deter-
minado que a pocas horas de la administracion oral de
un antigeno, éste se localiza en los NLM (19). La con-
tribucién de estos tejidos linfoides a la tolerancia oral
es indiscutida y se ha demostrado que puede inducirse
tolerancia sin PP pero no en ausencia de NLM (20).

Luego del contacto inicial con el antigeno en los si-
tios inductivos, los linfocitos T y B se activan, prolife-
ran y diferencian para migrar a distintos sitios efecto-
res como LP, o el epitelio intestinal, en el que se sitda
una poblacién Unica de linfocitos intraepiteliales. En
estos sitios del GALT se localiza el 80% de las células B
activadas del organismo, y un 80 a 90% de éstas se di-
ferencia a células plasmaticas productoras de 1gA (21).
Aqui, los linfocitos T son predominantemente células
con fenotipo de memoria e incrementada expresion
de marcadores de activacion, indicando que han teni-
do un contacto previo con el antigeno (22)(23). Las
células T CD8+ de LP presentan una potente actividad
citotdxica (24) mientras que las células T CD4+ mayo-
ritariamente cumplen funciones regulatorias mante-
niendo la tolerancia local hacia los antigenos ambienta-
les (25). En la LP se encuentra también un abundante
numero de CD y macrofagos, que ademas de participar
en la captacion y presentacion de antigenos, contribu-
yen a la homeostasis intestinal y al control de respues-
tas inflamatorias locales (26-28).

Ademas de esta dinamica organizacion del GALT en
estructuras con funciones claramente delimitadas, mu-
chos otros factores contribuyen a la capacidad de dis-
criminar entre respuestas a patégenos y tolerancia, y la
manipulacién de éstos es clave en el desarrollo de nue-
vas estrategias de inmunointervencién en la mucosa
(3)(7)(29). La induccion de tolerancia oral depende
de distintos factores: de la naturaleza del antigeno, re-
sultando muy favorable con antigenos proteicos, lo que
refleja la base fisioldgica del fendmeno (30); la dosis y
frecuencia de incorporacién del antigeno (31-33); la ci-
nética de captacion, ya que el tiempo de permanencia
del antigeno relevante en contacto con el sistema inmu-
ne es clave en la induccion de tolerancia (6)(34); la ba-
se genética y edad del huésped, ya que existe distinta
susceptibilidad dependiendo de la edad y de la madu-
rez del sistema inmune. Esto se correlaciona con el he-
cho de que las alergias alimentarias se dan en mayor
medida en nifios en la primera infancia (35)(36) y el
microambiente intestinal que en condiciones fisiol6gi-
cas es particularmente rico en citoquinas anti-inflamato-
rias como IL-10 y TGF-B esenciales para la diferencia-
cion a células regulatorias y la produccion de IgA (37).
La liberacion de factores inflamatorios como IL-18, IL-
12 e IL-1 que acompania a los procesos infecciosos blo-
guea la induccidn de tolerancia (36)(37).

Recientemente se ha demostrado que ademas de las
propiedades intrinsecas del antigeno o de la inmuno-
competencia del huésped, otros elementos estrictamen-
te aportados por el medio ambiente son esenciales en la
induccion de la tolerancia y por lo tanto en la homeos-
tasis intestinal. La flora comensal contribuye a la toleran-
cia a través de la liberacion de factores inmunomodula-
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dores, como componentes bacterianos de naturaleza po-
lisacaridica que participan en la maduracion del sistema
inmune de mucosas (38), o que, como el polisacarido
PSA del Bacteroides fragilis, regulan el balance de citoqui-
nas inflamatorias/anti-inflamatorias (39). Los recepto-
res de la inmunidad innata como los receptores tipo
TOLL (TLR) expresados en epitelio y células inmunes,
reconocen una multiplicidad de ligandos presentes en
el lumen (40) y en condiciones fisioldgicas esta sefiali-
zacion protege a la barrera intestinal y confiere toleran-
cia a la flora comensal (41). Alteraciones en las sefiales
via TLR favorecen respuestas inflamatorias exacerbadas
que llevarian a procesos patologicos a nivel intestinal
como la enfermedad de Bowel (40).

Los mecanismos de tolerancia no son mutuamente
excluyentes y coexisten (2)(5-8)(34)(42): puede estar
mediada por Delecion de células T, que ocurre luego de
la administracion de altas dosis del antigeno, y lleva a la
eliminacién clonal de células T CD4+ por apoptosis
(43). Cuando los antigenos se presentan a los linfocitos
T en ausencia de sefiales coestimulatorias (44) se pro-
duce la Anergia de células T. Las células anérgicas pue-
den retener otras funciones como la produccién de ci-
toquinas, incluyendo IL-4 e IL-10 (8)(45) y podrian asu
vez actuar como células regulatorias (46)(47). Con ba-
jas dosis del antigeno se induce la llamada Supresién ac-
tiva que esta mediada por células regulatorias que supri-
men la actividad de células T especificas para el
antigeno relevante. Este mecanismo también puede
operar de manera hystander con efectos no especificos,
suprimiendo otras células presentes en el entorno inde-
pendientemente de su especificidad (42). Las células
regulatorias que son centrales en el estado de tolerancia
oral pueden tener distintas caracteristicas fenotipicas y
funcionales, y en el GALT se han descripto las células
regulatorias naturales CD4+CD25+ de origen timico, y
las células regulatorias Th3 y TR1, inducidas luego del
contacto con antigenos exodgenos (7)(8)(48-50).

La inmunidad de mucosas puede ser modulada
por distintos elementos exdgenos que favorecen el
desarrollo de respuestas, como ocurre con vacunas
orales o en la induccién de la tolerancia oral. La ad-
ministracion de IL-4/1L-10 o lipopolisacaridos junto a
un antigeno o la incorporacion del mismo usando
multiples sistemas de transportes, como liposomas o
4cido poli-lactico-glicolico pueden incrementar la to-
lerancia oral (37)(51)(52). Por otro lado, adyuvantes
de mucosa como la toxina colérica favorecen respues-
tas de tipo inflamatorias bloqueando el desarrollo de
tolerancia (53).

EL POLISACARIDO QUITOSANO

Un candidato interesante para la inmunomodula-
cion de las respuestas de mucosas es el polisacarido
Quitosano (Q). Deriva de la quitina, el biopolimero
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mas abundante en la naturaleza después de la celulosa,
y forma parte del exoesqueleto de crustaceos e insectos
(54) y de la pared celular de algunos microorganis-
mos como levaduras y hongos (55). Por deacetilacion
alcalina de quitina se obtienen polimeros de N-acetil-
D-glucosamina de distintos pesos moleculares y dife-
rente grado de deacetilacion lo que le confiere propie-
dades particulares. Debido a que carece de toxicidad y
alergenicidad posee numerosas aplicaciones en farma-
cia, medicina y veterinaria (56-58).

Este polimero es ampliamente utilizado en investi-
gacion bioquimica como sistema de transporte de dro-
gas, péptidos, proteinas, vacunas y ADN debido a sus
propiedades mucoadhesivas naturales (59-61). A nivel
de mucosa, Q interactia con el epitelio intestinal in-
crementando el transporte paracelular y aumentando
la captacion de antigenos del lumen (55)(62-64). El
mayor ingreso de antigenos favorece el contacto con
el sistema inmune lo que aumenta la respuesta inmu-
ne local y sistémica: antigenos co-administrados o en-
capsulados con Q inducen mayores niveles de anti-
cuerpos aunque el mecanismo involucrado no ha sido
descripto (65-68). Este polisacarido también se ha uti-
lizado como fibra dietaria produciendo cambios en la
flora intestinal y en el microambiente de la mucosa
(69)(70). Como componente de la pared de hongos y
parasitos, Q puede actuar como ligando de los recep-
tores de la inmunidad innata aportando sefiales que
participen de la homeostasis intestinal o a través de la
activacion de macréfagos de la inmunidad innata (71)
lo que explicaria su accion adyuvante (72)(73). A pe-
sar de todas estas propiedades que lo convierten en un
candidato natural para la inmunomodulacién de las
respuestas de mucosas, el mecanismo de la actividad
de Q es poco conocido y resulta relevante conocer co6-
mo un polisacarido abundante en la naturaleza puede
participar en la homeostasis intestinal. En este trabajo
se estudio la actividad biol6gica del Q sobre el sistema
inmune intestinal utilizando distintas estrategias.

Actividad local y sistémica de Q en tejidos linfoides
luego de la administracion oral

Los procesos inmunes que tienen lugar en los tejidos
mucosos son distintos a los mecanismos convencionales
de la inmunidad innata y especifica (1). Como ya se
menciond, las superficies mucosas estdn continuamen-
te expuestas al medio externo y a una gran diversidad
de antigenos de la flora comensal, alimentos y patége-
nos (2)(3)(7). A pesar de ello, en estos tejidos ocurre el
desvio de las respuestas inmunes hacia respuestas regu-
latorias o anti-inflamatorias (1) (9). Se ha observado que
en forma temprana, Q contacta con células del epitelio
intestinal estimulando un incremento en quimioquinas
y citoquinas, las cuales determinan el reclutamiento de
células presentadoras de antigeno principalmente célu-



las dendriticas CD11b/c+y CD103+ a los sitios inducti-
vos, como PP y NLM (74). Estas células captarian el po-
lisacarido a través del receptor de manosay sufririan una
activacion no inflamatoria. En efecto, en estas condicio-
nes experimentales, se pudo observar que Q es un po-
tente inductor de la via de activacion alternativa de ma-
crofagos, caracterizada por la expresion de la enzima
arginasa (75), y de la produccion de citoquinas anti-in-
flamatorias que regulan y limitan los procesos inflama-
torios durante la injuria y las infecciones (76)(77).

Las CD que han captado el Q presentan el tipico fe-
notipo inmaduro de las células residentes aunque incre-
mentan los niveles de antigenos del complejo mayor de
histocompatibilidad tipo Il pero sin cambios en la ex-
presion de moléculas coestimulatorias como las CD80 y
CD86 (74). La llegada de Q a la mucosa intestinal indu-
ce mayoritariamente el incremento de citoquinas inmu-
noreguladoras/supresoras como IL-4, IL-10 y TGF-(,
disminuyendo los niveles de otras citoquinas inflamato-
rias (74). Estos eventos que condicionan el microam-
biente se acomparian de la activacion transitoria de cé-
lulas T que aumentan la produccion de IL-10, una de
las sefiales regulatorias més potentes de las respuestas
de mucosas. Por lo tanto, este polisacarido consistente-
mente incrementa los fendmenos naturales que ocu-
rren a nivel de la mucosa, potenciando un microam-
biente con caracteristicas tolerogénicas.

Actividad local y sistémica del Q co-administrado
con antigenos proteicos

En la induccion de la tolerancia oral, los eventos tem-
pranos son cruciales (6), ya que dentro de las 24 h de ad-
ministrado, el antigeno atraviesa el epitelio intestinal, es
procesado por células presentadoras e inicia la anergia 'y
la delecién de las células especificas (78). Se ha observa-
do que Q reduce la digestion por enzimas digestivas de
proteinas muy utilizadas en protocolos de tolerancia
oral como colégeno tipo Il (CII). Esta proteccion seria
ventajosa en la induccion de tolerancia oral a antigenos
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de interés ya que favoreceria la presentacion del antige-
no conservado al sistema inmune luego del paso por el
tracto digestivo (79). Durante el contacto inicial con el
sistema inmune, luego de 16 horas de la co-administra-
cion de Qy Cll se observo que células de PP emigran po-
siblemente hacia NLM, el sitio méas importante en la in-
duccién de tolerancia oral (20). En paralelo, a nivel
sistémico se observa un incremento en la poblacion de
células T CD3+ a nivel de bazo (79). Estas células que lle-
gan presentan un fenotipo activado y producen niveles
reducidos de IL-2 en respuesta a estimulacion antigéni-
ca, rasgos caracteristicos del estado de anergia que suele
preceder a la diferenciacién en una célula regulatoria.
Ademas, la administracion de CII:Q incrementa la ex-
presion y liberacion de citoquinas inmunosupresoras co-
mo IL-4, IL-10 y TGF- en el momento en que el antige-
no esta siendo presentado a los linfocitos. Este efecto se
incrementa notablemente si se condiciona previamente
la mucosa con la administracion repetida del polisacari-
do durante varios dias. En estas condiciones se evidencia
un aumento de poblaciones celulares con caracteristicas
de regulatorias como linfocitos T CD3+IL-10+ y linfoci-
tos T CD4+ CD25+ CTLA4+, a nivel local y sistémico. En
base a estos hallazgos se concluy6é que Q modula el con-
tacto inicial del antigeno con la mucosa intestinal, pro-
mueve la migracion de células a nivel sistémico, regula
el microambiente de la mucosa intestinal y favorece res-
puestas inmunosupresoras ricas en citoquinas anti-infla-
matorias. Estas citoquinas estimulan el aumento y dife-
renciacion de células con caracteristicas regulatorias a
nivel local y sistémico (Fig. 2).

Efecto de la co-administracion de CllI:
Q en lainduccién de tolerancia oral en un modelo
de artritis inducida por ClI

La tolerancia oral antigeno-especifica puede ser
efectiva en enfermedades autoinmunes atin cuando se
desconozca el autoantigeno involucrado debido a la su-
presién bystander mediada por citoquinas supresoras
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(7)(8) y este mecanismo ha sido demostrado en varios
modelos experimentales de enfermedades autoinmu-
nes (80-83). Debido a las propiedades tolerogénicas de
Q per se y a los efectos observados tempranamente lue-
go de la co-administracion con Cll, se intentd modular
el curso de artritis inducida por Cll en animales de ex-
perimentacion mediante la ingesta de CII:Q. El trata-
miento produjo cambios sistémicos propios de los esta-
dos de tolerancia, con una significativa disminucién de
las manifestaciones clinicas y de los niveles de 1gG2a
anti Cll, un anticuerpo fijador de complemento que
suele considerarse un marcador de la severidad de la
enfermedad. Estas mejorias podrian estar mediadas en
parte, por la mayor proporciéon de células CD3+IL-10*
que se encuentran en nédulos linfaticos sistémicos y
bazo de animales tratados con CII:Q.

Conclusiones

El sistema inmune de mucosas es Unico: tiene una
exposicion continua a una gran variedad y cantidad
de antigenos, desarrolla una elevada actividad inmu-
noldgica y mantiene una fina regulacién que repercu-
te tanto a nivel local como sistémico. Estas propieda-
des particulares se desarrollaron bajo una gran
presién evolutiva. Si bien se han descripto sefiales que
desencadenan respuestas inflamatorias en la mucosa
intestinal, las sefiales naturales que podrian contri-
buir a la homeostasis no han sido caracterizadas com-
pletamente (84). Los resultados obtenidos en este tra-
bajo de investigacion podrian contribuir a definir estas
sefiales. La ingesta de Q contribuye eficientemente a
mantener la homeostasis intestinal, y a modular las
respuestas inmunes hacia un antigeno relevante. A pe-
sar de que los compuestos quitinosos no son produci-
dos por mamiferos, en macré6fagos se expresan quitina-
sas con capacidad para degradarlos, cuya funcion
fisiologica no se ha determinado aun (85). Las quitina-
sas de células del GALT podrian ser relevantes en la ge-
neracion de sefiales que contribuyen al mantenimien-
to de un microambiente fuertemente desviado a
citoquinas anti-inflamatorias. Asi por ejemplo, en pro-
cesos alérgicos de tipo asmaticos, en los que el sistema
inmune de mucosas esta desregulado, se observa un in-
cremento significativo de quitinasas en pacientes y
modelos experimentales (86). Organismos menos de-
sarrollados como el Vibrio cholerae, utilizan la asociacion
a compuestos quitinosos como mecanismo para resistir
la degradacién en el medio acido estomacal, adquirir
la resistencia a ciertos antibidticos y regular las respues-
tas inflamatorias generadas en su contra, permitiéndo-
le la colonizacién del epitelio intestinal (87)(88).

Una gran cantidad de estudios se ha centrado en la
induccion de tolerancia oral luego del hallazgo de
que la administracion de autoantigenos previno o su-
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primié la actividad patogénica en modelos animales
de artritis y esclerosis multiple (80)(89-91). El trata-
miento de estas enfermedades es dificultoso debido a
que la etiologia es generalmente desconocida y los
tratamientos actuales producen un control parcial de
la enfermedad, no previenen la destruccion tisular y
presentan efectos colaterales no deseados, lo cual li-
mita su uso en el tiempo (92-94). Ademas, la toleran-
cia oral también ha mostrado efectos beneficiosos en
varias patologias no-autoinmunes de naturaleza infla-
matoria o alérgica (5)(7)(8).

Los resultados favorables obtenidos en modelos ex-
perimentales estimularon la implementacion de la to-
lerancia oral como alternativa, aunque los ensayos cli-
nicos han mostrado resultados variados (95-98). Si
bien la tolerancia oral representa un estado fisiologi-
co de regulacion de las respuestas inmunes, y consti-
tuiria una terapia segura, inocua y de bajo costo para
enfermedades autoinmunes, sus alcances no han sido
siempre satisfactorios. Las diferencias obtenidas po-
drian atribuirse a varios factores, como una escasa lle-
gada de antigeno, el uso de medicacion durante el
tratamiento y las particularidades del sistema inmune
de mucosas de roedores y de los humanos (9)(93). Es
por ello que el estudio de nuevos compuestos como
moduladores de la tolerancia podria contribuir a la
optimizacion de esta estrategia de inmunoterapia.

La caracterizacion de los eventos moleculares que
ocurren en la mucosa luego del contacto con un polisa-
carido de amplia distribucién, ayudara a definir las se-
fiales que desde el lumen participan en la maduracion,
diferenciacién y mantenimiento del sistema inmune de
mucosas. Comprender cdmo se lleva a cabo esta com-
pleja regulacion permitira el desarrollo de posibles tera-
pias que requieran de microambientes desviados hacia
perfiles de respuesta anti-inflamatoria/regulatoria.
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