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INTRODUCCION

El quitosano, B-1-4 2-amino-2-deoxi-D-glucosa o D-

glucosamina es un polisacarido con excelentes
propiedades biol6gicas. La carga positiva que se
produce en medio acido como resultado de Ia
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 &rea biomédica
como vehiculo para la entrega y descarga controlada de
farmacos (Kato et al., 2003). Estos sistemas son
utilizados para distribuir o transportar drogas dentro del
organismo, orientados a un érgano, 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 unién
de distintos componentes permitiendo la
funcionalizacion de los microvehiculos.
La adaptacion de esta tecnologia a la administracion 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 induccién 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
transfeccién (Kato et al., 2003).

El objetivo de este trabajo se centr6 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 analisis empleadas, nos
permitieron estudiar la distribucion del componente
microencapsulado en el volumen completo de estos
sistemas, calcular el porcentaje de liberaciéon vy
determinar la cinética de descarga.

METODOLOGIA

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.
Se microencapsulé seroalbimina bovina (BSA)
(SIGMA), BSA-FITC (BSA-isotiocianato  de
fluoresceina) y ADN de timo de vaca (GE Healthcare)
como prototipos. Para la fabricacion de microesferas
cargadas con BSA-FITC se cambié el agente
entrecruzante por paraformaldehido al 30%, debido a la
autofluorescencia que presenta el glutaraldehido.

Los microvehiculos obtenidos se evaluaron por
distintos métodos:

a) espectrofotometria: determinacion del rendimiento de
microencapsulacion, ensayos de liberacion vy
permanencia.

b) microscopia de barrido confocal laser (CLSM): para
visualizar la distribucion de carga de una proteina
reportera fluorescente dentro de los microvehiculos

c) citometria de flujo: conteo y separacion por
poblaciones de distinto tamafio.

d) microscopia electronica de transmisién (TEM):
analisis ultraestructural de la configuracién interna del
polimero y su carga.

e) microscopia electronica de barrido (SEM) de alta
resolucidon:  observacion de las caracteristicas
topogréaficas de las microesferas en su interior y
superficie
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Fig. 1. Micrografia SEM mostrando microesferas de
quitosano cargadas con ADN.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron microesferas entre 1y 20 micras de
diametro (Fig. 1), destacando una poblacion del 45%
entre las 6 y 12 micras segun los datos aportados por la
citometria de flujo. La microscopia confocal permitié
determinar que el componente microencapsulado se
distribuye de manera homogénea en todo el volumen de
la matriz polimérica. Los ensayos de liberacion y datos
cinéticos (Fig. 2 y 3) sobre una produccion de 50.0 mg
de microesferas cargadas para cada componente,
muestran una buena eficiencia de incorporacién de los
materiales prototipo asi como la liberacién de casi la
totalidad de los mismos en un periodo analizado durante
30 dias (no se muestran datos), presentando diferentes
velocidades de descarga para el ADN vy la proteina.

ADN
0,007 :
0,006, =R * ’ .....
0,005 FEm (2= == 3
;: 0004 b e
S 0,003 %
ooz | * *
0,001
04

0 20 40 60 80 100 120 140

Tiempo {nin)

Fig. 2. Perfil de liberacién del ADN microencapsulado
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Fig. 3. Perfil de liberacion de la BSA microencapsulada

CONCLUSIONES

Se mostrd que estos sistemas son compatibles con
compuestos de interés en tratamientos médicos. El
empleo de un polimero con actividad germicida
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 conjuncién de estas
propiedades viabilizan su desarrollo y aplicacion en la
industria farmacéutica.
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