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Resumen

En este trabajo se desarrollaron microesferas de quitosano cargadas con BSA y ADN como prototipos, con el
objetivo de estudiar el comportamiento de estos sistemas para la microencapsulacién de farmacos y bioactivos. La
metodologia empleada nos permitio obtener informacion estructural de estos micro-vehiculos, datos sobre la
distribucién de tamafios por poblacidn, sobre la resistencia a bajos valores de pH y estudiar los perfiles de descarga.

Introduccion

El quitosano, B-1-4 2-amino-2-deoxi-D-glucosa o D-
glucosamina es un polisacirido con excelentes
propiedades biologicas. La carga positiva que se
produce en medio acido como resultado de la
protonacion del grupo amino presente en cada unidad
glucosamina, le confiere solubilidad en medio acuoso y
es motivo de su actividad biocida (Larez Velasquez,
2008). Este polimero biocompatible y biodegradable
encuentra diversas aplicaciones en el area biomédica
como vehiculo para la entrega y descarga controlada de
farmacos (Agnihotri et al., 2004) (Kato et al., 2003).
Estos sistemas son utilizados para distribuir o
transportar drogas dentro del organismo, orientados a
un organo, tejido, o grupo de células, permitiendo
programar un perfil de descarga del componente
microencapsulado, mientras llevan “a salvo” el agente
terapéutico para alcanzar una concentracion efectiva en
el sitio de accion especifico. Pueden cargar varios
componentes activos, beneficiando la distribucion, la
retencion en el organismo, o incrementando la eficacia
del tratamiento mientras suprimen los mecanismos
sistémicos o celulares que pueden limitar la respuesta
terapéutica de la droga. La presencia de grupos amino
facilita la union de distintos componentes permitiendo
la funcionalizacion de los microvehiculos.

La adaptacion de esta tecnologia a la administracién de
acidos nucleicos, tiene la capacidad de superar las
barreras extracelulares que limitan la terapia génica. La
descarga controlada puede mantener concentraciones
elevadas de ADN en el microambiente celular,
incrementando asi la efectividad del tratamiento.
Aunque los vectores virales son utilizados para estos
fines, existen riesgos concernientes a la seguridad en su
empleo, ejemplos de esto son la recombinacion
aleatoria y la induccidn de una respuesta inmune,
encontrando trabas frente a las normas que rigen su
utilizacion en la industria farmacéutica. Si bien existen

otros vectores no virales como la poli-L-lisina, tales
sistemas descargan su contenido de forma concertada,
lo que resulta en periodos cortos de expresion génica y
la necesidad de repetir la administracion del farmaco
(Aral y Akbuga, 2003). Se ha reportado que plasmidos
microencapsulados en quitosano, inducen una muy alta
actividad proteica en periodos de 12 semanas post
transfeccion (Kato et al., 2003).

El objetivo de este trabajo se centrd en estudiar la
compatibilidad y el comportamiento de proteinas y
ADN con este tipo de matriz, con la meta de lograr la
insercion de estos sistemas en el sector productivo. La
metodologia y técnicas de andlisis empleadas, nos
permitieron estudiar la distribucion de tamafios por
poblacion durante la preparacién de estos sistemas,
calcular el porcentaje de liberacion y determinar la
cinética de descarga.

Materiales y Métodos
Produccion de microesferas de quitosano

En este trabajo se puso a punto la técnica de
entrecruzamiento con glutaraldehido reportada por
Thanoo, et al. (1992) (en: Dhawan et al., 2004) con
algunas modificaciones. La misma se basa en la
formacion de una emulsion agua en aceite con la
posterior adicion de un agente entrecruzante que
coagula las microgotas formadas por la fase dispersada.
En condiciones de agitacién constante a 1100 rpm, se
agregd la fase dispersa por goteo lento a una tasa de 5
mL/minuto. Luego se adiciond por goteo, glutaraldehido
25% acuoso grado técnico (Drogueria Industrial Saxonn
S.A.), en 4 aplicaciones a los 15, 30, 45 y 60 minutos.
Se mantuvo bajo las mismas condiciones de agitacion
por 2.5 horas. Una vez finalizado este proceso, se dejo
decantar por 24 horas a temperatura ambiente, Para la
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recoleccién de las microesferas se empled un sistema
de filtracion con bomba de vacio. Se utilizé un Kitasato
de vidrio y embudo Biichner de porcelana con filtro de
0.8 pm (Gelman Sciences). Se descarto el sobrenadante
y se realizaron sucesivos lavados con éter de petréleo. A
continuacion se realizaron lavados con agua bidestilada
Milli-Q para retirar restos del entrecruzante, finalizando
nuevamente con éter de petroleo. Se dejaron secar a
temperatura ambiente

Preparacicén de la fase dispersa

Se disolvid quitosano al 2.0% (peso/vol) en acido
acético al 5% acuoso (a partir de acido acético glacial
Merck) en agitacién continua durante 24 horas en un
agitador magnético Tka Werk. La solucién se filtrd con
bomba de vacio durante 24 horas utilizando un filtro
MN 640 w Macherey-Nagel.

Preparacion de la fase continua

Se mezclaron en un matraz Erlenmayer, aceite de
girasol y Span 80 al 0.5% (peso/vol) como tensoactivo.

Microencapsulacion de ADN

Se agregaron 100 pg de ADN de timo de vaca
diluidos en 100 pL de agua Milli-Q a 3.0 mL de
quitosano 2% (peso/vol) (peso molecular medio,
Aldrich Chemistry) disuelto en Acido acético glacial
5% en agua Milli-Q. Se dio vortex. Se procedié con el
protocolo descrito anteriormente.

Microencapsulacién de proteinas

Se mezclaron 0.3 mL de BSA 10% en agua Milli-Q con
3.0 mL de quitosano 2% en acido acético 5% acuoso.
Se dio vortex. Se procedi6 con el protocolo descrito
anteriormente.

Para la BSA marcada, se disolvieron 30 mg de BSA
marcada con FITC en 3.6mL de la fase dispersa. Se
procedié con el protocolo descrito anteriormente
siguiendo algunas modificaciones. Se sustituyd el
glutaraldehido por una solucién acuosa de
paraformaldehido al 30% (J.T. Baker) y se mantuvo
todo el proceso en condiciones de oscuridad.

Ensayos de liberacion

Se siguié un procedimiento basado en los ensayos de
Dini et al. 2003. Se pesaron 50 mg de microesferas
cargadas con BSA y 50 mg cargadas con ADN.

Se prepararon 2 batches por separado, resuspendiendo
las esferas cargadas con BSA y ADN en 15 mL de
buffer fosfato pH 7.4. Se agitaron vigorosamente de
forma manual y se retiraron 1.0 ml de cada batch, se
centrifugaron durante 20 segundos en una minifuga
Beckman Microfugue E. Cada sobrenadante se coloco
en cubetas de cuarzo y se midié la absorbancia de cada
muestra en un espectrofotometro Varian Cary 50 Tablet
UV-Visible Spectrophotometer a 260 nm para el
ADN y a 280 nm para la BSA. Esta primer medicion
se tomod como tiempo 0. Luego de cada medida se

devolvieron las muestras a sus batches originales, los
cuales se mantuvieron en agitacion constante a 80 rpm
en un agitador orbital Labnet Intenational, Inc.Orbit
1000. De esta forma se obtuvieron los datos del total
acumulado de sustancia liberada por las microesferas en
suspension. Este procedimiento se repiti6 cada 10
minutos para obtener datos cinéticos de liberacion a
corto plazo.

Pruebas de resistencia en medio dcido

Se sometieron microesferas con acido clorhidrico 10%
durante 40 dias.

Técnicas de evaluacion de los resultados

obtenidos

Microscopia Electronica de Barrido (MEB)

Se procesaron muestras metalizando a vacio con oro-
paladio. Se observaron en un microscopio JEOL JSM-
5900 LV a una aceleracion de voltaje de 20kV en la
Unidad de Microscopia Electronica de Barrido de la
Facultad de Ciencias — UdelaR. Las esferas tratadas en
medio 4cido y sus controles a pH neutro, se cubrieron
con oro/paladio durante 4.5 min en un ION SPUTTER
JFC-100 y se observaron en un microscopio electrénico
de barrido JEOL JSM-6390 del Colegio de
Posgraduados (COLPOS), Campus Montecillo, Estado
de México — México.

Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Se fijaron las muestras con tetroxido de osmio 1%
(EMS) en agua Milli-Q, se deshidrataron en alcoholes
de graduacion creciente y acetona. Se infiltraron las
muestras con resina epoxi de baja viscosidad
(Durcupan, Fluka) y se armaron bloques por inclusion
en plano en moldes de silicona.

Se secciond ultrafino en un ultramicrétomo marca RMC
MT-X, se montaron los cortes en grillas de cobre con
film de soporte de formvar y se contrasto con acetato de
uranilo y citrato de plomo. Se observd y capturaron
imagenes en un microscopio JEOL JEM-1010 a una
aceleracion de voltaje de BOkV, con camara digital
acoplada HAMAMATSU DIGITAL CAMERA CCD
4742-95 y software de control AMT ADVANTAGE.

Citometria del Flujo

Se resuspendieron esferas en agua Milli-Q sometiendo
estas a vortex y sonicador. Se centrifugd, se obtuvo el
sobrenadante y se llevo al citometro FACSVantage —
BD del Servicio de Clasificacion Celular y Citometria
de Flujo (SECIF) del Instituto de Investigaciones
Biologicas Clemente Estable (IIBCE). Para la
clasificacion de tamafio por poblaciones, se utilizaron
esferas estandar de 6 y 12pm.
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Resultados y discusion

Fig. 1. Micrografia SEM mostrando microesferas de quitosano
cargadas con ADN.

Se obtuvieron microesferas entre ly 20 micras de
didametro (Fig. 1), destacando una poblacién del 45%
entre las 6 y 12 micras segin los datos aportados por la
citometria de flujo (Fig. 2). Los ensayos de liberacion y
datos cinéticos (Fig. 4 y 5) sobre una produccion de
50.0 mg de microesferas cargadas para cada
componente, muestran una buena eficiencia de
incorporacion de los materiales prototipo asi como la
liberacion de casi la totalidad de los mismos en el lapso
de tiempo ensayado.

- GP1 X2.001
a
mQ
=3
T 27
F.?'a &
& 3
20. YT TRy .
10 10 10 10 10
SsC
Region Statistics
File: GP1/X2.001 Log Data Units: Linear Values
Sample ID: GP1 X2 Patient ID: GP1 X2

Panel:

Gate: No Gate

Total Events: 2000

Y Parameter: FL1 (Log)

Tube:

Acquisition Date: 6-Jan-4
Gated Events: 2000

X Parameter: FSC (Linear)

Region Events XMean Y Mean Y GeoMean Px,Py

R1 885 308.56 2127.97 970.86 1,3
R2 355 304.77 639.42 622.64 2,3

Fig. 2. Se muestran las medidas de citometria de flujo. donde
cada punto de la grafica corresponde a un evento, es decir, el
pasaje de una particula o “cluster” de ellas frente al detector.
La region R1 presenta el total de eventos y la region R2
delimita una nube con alta densidad de eventos.
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Fig, 3. Perfil de liberacion de la BSA microencapsulada

Fig. 4. Perfil de liberacion del ADN microencapsulado
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La Microscopia Electronica de Transmision no nos
aportd datos relevantes sobre estructura interna y
distribucion de carga para estos carriers.

El tratamiento en medio acido mostrd la gran resistencia
que presentan estos carriers a pH bajos, no presentando
mayores diferencias estructurales entre las esferas
incubadas en dcido clorhidrico y las incubadas en agua
destilada a pH neutro (Fig. 8).

10kV ~ X1,200 10pm

Micrografia |

10kV ~ X1,200

10pm
Micrografia 2

Fig. 5 La micrografia | muestra las esferas tratadas con HCI
10% durante 40 dias; 2 muestra las esferas control incubadas
en agua destilada a pH neutro.

Conclusiones

Se mostré que estos sistemas son compatibles con
compuestos de interés en tratamientos médicos
(hormonas, biofarrmacos, etc.). La resistencia que
presentan estos carriers a bajos valores de pH, permite
mantener a salvo el componente microencapsulado

durante su transito por el tracto digestivo. El empleo de
un polimero con actividad biocida incrementa la
proteccion de los bioactivos. Las caracteristicas de
retencion de estas matrices, permiten obtener
nuevamente en forma libre todo el agente
microencapsulado, posibilitando asi la programacion de
dosis de accion terapéutica. La conjuncion de estas
propiedades viabilizan su desarrollo y aplicacion en la
industria farmacéutica.

Si bien este tipo de encapsulaciéon biocompatible
permite obtener una liberacion gradual del bioactivo en
un organismo vivo, fue nuestro objetivo controlarlo en
tiempos no muy prolongados, con el fin de estudiar el
comportamiento del sistema prototipo. En futuros
trabajos, basados en estos resultados, se ensayard la
liberacidén de bioactivos especificos en sus sitios de
accion.
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