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Study of the effect of large volumes of chitosan on different murine
organs, to be administered daily for two weeks
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ABSTRACT: Aim: Chitosan nanoparticles have been
use on different pharmaceutical formulations, however
there is not data important that show if these structures
are toxic. In this work we studied the acute toxicity of
chitosan nanoparticles. Methods: We wused mice
BALB/c, the chitosan nanoparticles was administrated
intraperitoneal via by 15 day after these, the mice was
sacrifice by cervical dislocation and the organs were
treated for histological analysis using HE stain. Results:
The histological results showed that chitosan
nanoparticles causes damage on heart, liver, spleen,
intestine and kidney in mouse BALB/c male.
Conclusion: The exposure at chitosan nanoparticles
causes histological damage on heart, liver, spleen,
intestine and kidney.
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RESUMEN: Objetivo. Las nanoparticulas de quitosano
han sido wusadas recientemente en diversas
formulaciones farmacéuticas, este trabajo evalud la
toxicidad que pueden presentar estas estructuras.
Material y Métodos. Se utilizaron ratones de la cepa
BALB/c administrados durante 15 dias con
nanoparticulas de manera intraperitoneal posterior a lo
cual se sacrificaron, obtuvieron diversos organos y
trataron para su analisis. Resultados: Los resultados
muestran que las nanoparticulas de quitosano presentan
toxicidad en ratones machos, ya que pueden dafiar
corazon, intestino, rifidn, bazo e higado. Conclusion: La
exposicion a nanoparticulas de quitosano causé dafio
histologico sobre corazoén, higado, bazo, intestinos y
rifion.
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1. INTRODUCCION

El empleo de sistemas de transporte de farmacos con
liberacion controlada con alta especificidad y actividad en
el lugar de aplicacion, sin efectos toxicos, es un modelo
ideal que se investiga con el uso de nanoparticulas (1). Los
liposomas, dendrimeros, microcapsulas, etc., son algunas
de las nanoparticulas que se han utilizado en el transporte
de farmacos, porque pueden imitar o modificar procesos
biolégicos que ayudan a solucionar problemas de
solubilidad, biodisponibilidad, inmunocompatibilidad y
citotoxicidad de algunos medicamentos (2). Se ha
propuesto que las preparaciones de nanoparticulas a base
de polimeros naturales presentan mayor biodegradabilidad
y, en consecuencia, menor toxicidad (3). Entre los diversos
polimeros naturales biodegradables disponibles se
encuentra el quitosano (2-acetamido-2-deoxy-p-D-glucosa
y 2-amino-2-deoxy-B-D-glucosa) (4), el cual sirve como
una matriz de administracion de farmacos debido a su
naturaleza quimica y la permeabilidad en sistemas in vivo
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e in vitro (5).

Las nanoparticulas han sido ampliamente utilizadas
como transporte de moléculas pequeias, péptidos (6),
vacunas (7) y genes (8), a través de las mucosas (9), por
via topica (10), parenteral (11), entre otros usos. No
obstante, aunque el quitosano se considera generalmente
no toxico, hay reportes que indican que la perfusion con
250 mg/mL de una solucion de nanoparticulas causa
cambios morfoloégicos en las microvellosidades
intestinales de ratas, incrementando la secrecion de mucina
en las células caliciformes (12). Aun cuando la utilizacion
de quitosano como sistema de transporte de farmacos de
liberacion controlada representa una alternativa con futuro
en la industria farmacéutica, la investigacion realizada en
relacion a sus posibles efectos toxicos ha sido poca e
insuficiente, y se desconocen la mayor parte de sus
posibles efectos adversos.

Por lo anterior, el objetivo del presente estudio fue
evaluar si las nanoparticulas de quitosano presentan un

@Real Academia Nacional de Farmacia. Spain



Study of the effect of large volumes of chitosan on different murine organs, to be administered daily for two weeks

efecto toxicologico al exponer ratones de la cepa BALB/c
a estas estructuras, basandonos es un andlisis histologico
de 6rganos como son: corazén, higado, bazo, rifiones e
intestinos delgado (ID) y grueso (IG).

2. MATERIAL Y METODOS
2.1. Preparacion de nanoparticulas

Las nanoparticulas se prepararon disolviendo el
quitosano en acido acético al 1 %, una vez preparadas se
mezclaron con tripolifosfato (TPP) en concentracion 0.3 %
hasta alcanzar una proporcion 3:1 (TTP:quitosano), para
tener una concentracion final de 0.15 % de TTP y 0.05 %
de quitosano. A esta solucion se le ajustd el pH hasta 5.2
con PBS 1X pH 7.4. Dejando en agitacion constante
durante 1 hora a temperatura ambiente, antes de su uso, las
nanoparticulas se esterilizaron por filtracion con un poro
de 0.22 pM. Para la caracterizacion de estas estructuras se
usd microscopia electronica de transmision (JEM 2010),
con la finalidad de obtener una imagen definida de las
mismas.

2.2. Exposicion de las nanoparticulas

Se utilizaron ratones machos de la raza BALB/c con
una edad de 5 semanas, los cuales fueron alimentados con
agua y alimento ad libitum manteniendo una temperatura y
humedad contralada con exposicion de 12 por 12 horas de
luz.

A los animales se les administro las nanoparticulas de
quitosano un volumen de 1mL/dia por via intraperitoneal
durante un lapso de 14 dias. Como control de
experimentacion se us6 la solucion de acido acético sin
nanoparticulas a pH de 5.2 esterilizada por filtracion.

2.3. Andlisis histologico

Después de transcurrido el tiempo de exposicion, los
animales fueron sacrificados por dislocacion cervical, se
extrajeron corazon, higado, bazo, rifiones, intestino
delgado y grueso. Los drganos obtenidos se fijaron en

formaldehido buferado al 4 %, posteriormente se
deshidrataron en un gradiente de etanol hasta alcanzar el
100 %, el cual fue substituido por Xilol para embeber en
parafina y su posterior corte al micrétomo. Los bloques de
parafina fueron cortados de manera perpendicular al axis
apical de los tejidos, en secciones de 1 cm’.

Los cortes en el microtomo se realizaron de 3-5 um de
espesor y se tifieron con hematoxilina-eosina. Finalmente
fueron montados usando resina sintética y estudiados bajo
el microscopio optico a 40X, las fotografias obtenidas se
tomaron usando una camara comercial de la marca
Canon®.

2.4. Etica

Los animales usados en este trabajo fueron manejados
de acuerdo a la guia de “Principles of Laboratory Animal
Care” (NIH publicacion #85-23, revisado en 1985) y la
“Norma Oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura,
ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA)”, titulado “Norma Oficial Mexicana,
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y
uso de los animales de laboratorio” con codigo NOM-062-
Z00-1999, el sacrificio de los animales se basé la Norma
oficial Mexicana de la Secretaria de Agricultura,
ganaderia, Desarrollo rural, Pesca y Alimentacion
(SAGARPA)”, titulado “Métodos para dar muerte a los
animales domésticos y silvestres” con codigo NOM-033-
SAG/Z0O0-2014.

3. RESULTADOS

Nuestros resultados muestran una estructura densa y
esférica de las nanoparticulas de quitosano formadas en el
procedimiento de sintesis de las mismas (Figura 1), con un
tamafio de particula de 173.9 nm, ademas es posible
apreciar que las nanoparticulas causan dafio histologico
sobre bazo, rifion, higado, intestino grueso, intestino
delgado y corazon.

Figura 1. Fotografia por Microscopia Electronica de Transmision de nanoparticulas de quitosano.
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La Figura 2 muestra el efecto obtenido después de
exponer los diversos Organos a las nanoparticulas. La
imagen 2A, 2C, 2E y 2G corresponden al bazo, higado,
corazébn y rifiéon, respectivamente. Tratados con
nanoparticulas en estos dOrganos es posible apreciar un
dafio mayor al tratarse de 6rganos altamente irrigados. En
el caso del higado no es posible apreciar los hepatocitos
con su forma poliédrica con nicleos mas compactos al
compararlos con el control (Figura 2D), lo que podria
sugerir un posible proceso inflamatorio por la presencia de
neutréfilos. En corazéon es posible apreciar una
desorganizacion del musculo cardiaco sin que los discos
intercalantes sean visibles, ademas de la presencia de
sangre en el tejido que pude ser indicativo de un dafio
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cardiotoxico (Figura 2E). En el caso del rifidn (Figura 2H)
es posible apreciar los ttbulos contorneados distales,
observandose el abundante citoplasma en su estructura
caracteristica principal de estas estructuras, lo cual no es
posible apreciar en el tejido tratado con las nanoparticulas
(Figura 2G).

En la imagen del intestino grueso (Figura 2I) no es
posible apreciar la morfologia normal de las glandulas
caliciformes, ademas de observar la presencia de sangre, lo
cual no ocurre en el control (Imagen 2J). En el intestino
delgado tratado con nanoparticulas se puede apreciar un
incremento en la cantidad de mucina que este 6rgano
secreta (Figura 2K), lo cual no se aprecia en el tejido
control (Figura 2L).

Figura 2. Efecto histolégico por exposicion aguda a Nanoparticulas de Quitosano (NPQ) en ratones BALB/c. La Imagen A
representa el bazo tratado con NPQ, la imagen B corresponde al bazo control, la imagen C corresponde al higado tratado con NPQ, la
imagen D representa al higado control, la imagen E corresponde al corazon tratado con NPQ, la imagen F corresponde al corazén control,
la imagen G corresponde al rifion tratado con NPQ, la imagen H representa al rifion control, la imagen I corresponde al intestino grueso
(IG) tratado con NPQ, la imagen J al IG control, la imagen K al intestino delgado (ID) tratado con NPQ y la imagen L al ID control.

4. DISCUSION

Los mecanismos de toxicidad de las nanoparticulas no
han sido totalmente esclarecidos, aunque existen
argumentos que sugieren que uno de los principales
mecanismos de nanotoxicidad in vivo es la induccion de
estrés oxidativo por generacion de radicales libres e
inflamacion causados principalmente en nanoparticulas
metalicas (13).

El dafio observado en el bazo puede deberse en parte a
que este oOrgano estd altamente irrigado y es parte
importante del sistema inmune. Hay evidencia que
propone que las células del sistema inmunoldgico
participan en la distribuciéon de nanoparticulas en los
diferentes oOrganos y los macrofagos pudiesen ser los
responsables de transportar las nanoparticulas dentro del
organismo a través de diferentes barreras (14). Se ha
descrito que la distribucion de las nanoparticulas depende
de las propiedades de cada tipo de nanoparticula en
particular y, que estando dentro de la célula, éstas podrian
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concentrarse dentro del citoplasma o en organelos como
los lisosomas, por lo tanto los efectos toxicos que las
nanoparticulas pudieran producir serian en el orden de
acumulacion en los diferentes organos y sefialan el
siguiente orden de acumulacion: higado > bazo > médula >
cerebro (15), lo cual pudiera explicar el dafio observado en
los tejidos expuestos a las nanoparticulas de quitosano en
este estudio.

Las nanoparticulas de quitosano son particulas que se
han propuesto como una alternativa en el transporte de
farmacos insolubles en agua debido a su tamafio, a su
capacidad de atravesar barrera hematoencefalica e
intestinal, asi como por su alta biodisponibilidad y a que
son polimeros biodegradables; sin embargo, hasta el
momento no existe evidencia suficiente para considerar
estas estructuras como seguras en su uso farmacologico.
Nuestros resultados muestran que estas particulas en
voliimenes grandes a una exposicion subaguda son toxicas,
alterando la histologia del corazén, higado, bazo, intestino
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y rifiones.

5. CONCLUSIONES

De acuerdo con los datos obtenidos podemos decir que
las nanoparticulas de quitosano son toxicas al ser
expuestos a grandes volimenes en ratones de la cepa
BALB/c ya que causan alteraciones histologicas en
corazdn, higado, bazo, rifidn, intestino delgado e intestino
grueso.
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