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“OBTENCION Y CARACTERIZACION DE UN NUEVO ADYUVANTE POLIMERICO A
BASE DE MICROPARTICULAS DE QUITOSANO-CARRAGENINA PARA UNA
VACUNA PEPTIDICA CONTRA LA HORMONA LIBERADORA DE

GONADOTROFINAS (GnRH-1)”

“OBTAINMENT AND CHARACTERIZATION OF A NEW ADJUVANT POLYMER
BASED ON CHITOSAN-CARRAGEENAN MICROPARTICLES FOR A PEPTIDE

VACCINE AGAINST THE GONADOTROPIN-RELEASING HORMONE (GnRH-I)”

Yazmin Andrea Amar Marini

Laboratorio de Materiales Bio-relacionados (CIMAT) Departamento de Ciencias Biologicas Animales, Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile. Financiamiento FONDEF N° D0811085

Resumen

El uso de microparticulas de polimeros naturales ha sido descrito como una innovadora técnica de formulacién de
adyuvantes para diversas vacunas. En este estudio se prepararon microparticulas de quitosano (MPQ) y de
carragenina (MPC) como también de diferentes proporciones volumétricas (1:1; 1:3; 3:1) usando soluciones de
quitosano de 0.1 a 1% (p/v) y carragenina al 0.83% (p/v), respectivamente, las cuales se utilizaron como adyuvantes
en forma de microparticulas para una vacuna peptidica contra la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH-I).
Las microparticulas de quitosano y carragenina (MPQC) fueron obtenidas mediante una técnica combinada de
coacervacion compleja, usando agitacion mecanica y ultrasonicacion y la técnica de secado por atomizacion.
Lograndose un método optimizado de formacion de microparticulas. Se determing el porcentaje de rendimiento (R)
de las microparticulas y se caracterizaron las propiedades de tamafio, morfologia y potencial zeta. Adicionalmente,
se evaluaron los parametros de eficiencia de encapsulaciéon (EE), capacidad de carga (CC) en estudios in vitro de
encapsulacién. Asi mismo se estudio la cinética de liberacion in vitro de las proteinas de albumina sérica de bovino
(BSA) y de un andlogo de la hormona liberadora de gonadotrofinas (GnRH G/Q) en solucion de buffer fosfato de pH
7.4 a 37 °C. Las microparticulas MPQC obtenidas por la técnica de ultrasonicacion fueron elegidas para el presente
estudio. El andlisis morfolégico mediante microscopia SEM de las MP mostro diversas morfologias y tamafios, siendo
las MPQC (3:1) de forma eliptica, bordes definidos, superficie lisa, las caracteristicas mas constantes, cuyos tamafios
fluctuaron entre 4 a 7 pm. Los resultados de Z potencial confirmaron la carga neta positiva del quitosano con valores
promedios para las MPQ de +47,91 mV y de -52,86 mV para la carga negativa de carragenina. Los valores de Z
potencial de las microparticulas MPQC fueron +49,89, + 27,88 y -41,79 para las relaciones de 3:1, 1:1 y 1:3. Los
tamafios obtenidos por el analizador de tamafio de particulas fluctio entre 1495,9 nm y 13302,6 nm, siendo mayor
para las MPQC. El valor de R mayor fue de las MPQ. Los valores de EE y CC fue mayor en MP compuestas por
complejos poliidnicos cargadas con GnRH G/Q. La cinética de liberacion in vitro presentd dos picos de liberacion a
los 7 y 14 dias aprox. de estudio. En conclusién, fue posible la obtenciéon de MP en base a quitosano-carragenina con
diferentes formas, tamafos y potencial zeta. A su vez las MP compuestas por complejos poliidnicos presentaron
valores elevados de EE y CC, como también una sostenida y prolongada cinética de liberacion in vitro,
concluyéndose que esta formulacion de complejos poliidnicos podria utilizarse como una nueva opcién de adyuvante
para la vacuna peptidica contra GnRH-I.

Palabras claves

Microparticulas, quitosano, carragenina, gelificacién ionica, hormona liberadora de gonadotrofina, eficiencia de
encapsulacion, capacidad de carga.




Abstract

The use of microparticles of natural polymer has been described as an innovative technique of adjuvants formulation
for various vaccines. In this study, chitosan (MPQ) and carrageenan (MPC) microparticles were prepared as well as
different volumetric (1:1, 1:3, 3:1) ratios by using solutions of chitosan from 0.1 to 1% (w/v) and carrageenan 0.83%
(w/v), respectively. These polymers were used as microparticles adjuvants for a peptide vaccine against gonadotropin
releasing hormone (GnRH-I). The microparticles of chitosan and carrageenan (MPQC) were obtained by a
combination of ionic gelation technique, using mechanical stirring and ultrasonication, and the spray drying technique
of the solutions of microparticles achieving an optimized method for the formation of micropatrticles. We determined
the percentage yield (R) of the MPQC and it is was characterized the size, morphology and zeta potential properties.
Additionally, we evaluated the parameters of encapsulation efficiency (EE), capacity (CC) of the in vitro encapsulation
studies. We also determined the kinetics in vitro release of the proteins of bovine serum albumin (BSA) and an analog
of gonadotropin releasing hormone (GnRH G/Q) both in phosphate buffer solution pH 7.4 at 37 °C. The MPQC
microparticles obtained by ultrasonication technique were chosen for this study. Morphological analysis by SEM
microscopy of MP showed various morphologies and sizes, with the MPQC (3:1) of elliptical shape, sharp edges,
smooth surface, the most constant features, whose sizes ranged from 4-7 um. The Z potential results confirmed the
net positive charge of chitosan with values for the MPQ of +47.91 and -52.86 mV mV values for the negative charge
of carrageenan. The values of Z potential of the microparticles MPQC were 49.89, 27.88 nm and -41.79 nm for ratios
of 3:1, 1:1 and 1:3. The sizes obtained by the particle size analyzer fluctuated between 13302.6 nm and 1495.9 nm,
being higher for MPQC. The higher R value was to the MPQ. The values of EE and CC were higher for MP composed
of polyionic complexes loaded with GnRH G/Q. The in vitro kinetics release had two peaks at 7 and 14 days approx.
study. In conclusion it was possible to obtain a chitosan-carrageenan MP with different shapes, sizes and zeta
potential. Moreover, the composed of polyion complexes showed high values of CC and EE, as well as a sustained
and prolonged in vitro kinetics release, concluding that the formulation based on polyionic complexes could be used
as a new alternative of adjuvant for the vaccine against GnRH-I.

Keywords
Microparticles, chitosan, carrageenan, ionic complexation, gonadotrophin releasing hormone, encapsulation
efficiency, loading capacity.




INTRODUCCION

La utilizacibn de polimeros naturales ha
adquirido importancia en mdultiples areas
como la industria cosmética, agricola,
alimentaria, farmacéutica, etc. Al mismo
tiempo, ha destacado su desarrollo e
innovadora utilizacibn en el campo
biomédico, en particular su uso como
transportadores de agentes biologicos tales
como proteinas, antibidticos, drogas y
adyuvantes en vacunas de diferentes clases
(1). Dentro de estos polimeros naturales
destaca el quitosano (Q), un polisacéarido
catibnico derivado de la desacetilacion
parcial de la quitina, el cual se ha utilizado
en diversas areas de la biomedicina, tales
como la regeneracion de tejido 6seo y
dental, curacion de heridas, transportador
de farmacos y adyuvante de vacunas, entre
otras. Sus aplicaciones se deben a sus
multiples  propiedades fisico-quimicas,
dentro de las cuales destacan la
biocompatibilidad, bioadhesividad,
flexibilidad,

biodegradabilidad y

ausencia  de toxicidad,
capacidad
inmunopotenciadora. Esta dltima se explica
principalmente por la viscosidad, peso
molecular y por la presencia de la unidad
monomeérica N-acetil-D-glucosamina en su
estructura (2). Sus propiedades como
adyuvante, se describen con variados
antigenos de naturaleza proteica, como por
ejemplo con la B galactosidasa, logrando

aumentar su inmunogenicidad  al

incorporarla por via sub cutanea, superando

la accién de adyuvantes tradicionales (3).

Por otra parte, la carragenina (C)
corresponde también a un polisacérido
natural pero de naturaleza anionica. La
carragenina es obtenida desde algas rojas
marinas, gue en conjunto a ciertos cationes
divalentes y poliiones de carga opuesta,
tiene la capacidad de formar geles y
presentar también propiedades muy
requeridas en aplicaciones biomédicas tales
como: ser biocompatible, hidrosoluble, no
presentar toxicidad y poseer excelentes
propiedades como adyuvante de vacunas.
Se describen tres tipos de carragenina
comercial de acuerdo a la presencia de
grupos sulfato en su estructura; iota, kappa,
y lambda. (4, 5, 6). La iota-carragenina (1-C)
se ha utilizado como adyuvante en vacunas
para aves, siendo administradas por las
vias intranasal, intratraqueal, intracelémica
e intrabursal; estimulando la respuesta
inmune a nivel de la mucosa y dando
mejores resultados en la inmunizacién
contra micoplasma en comparaciéon con
otros adyuvantes (7). La kappa-carragenina
(x-C) ha sido utilizada en una vacuna
peptidica contra el virus del papiloma
humano tipo 16 inoculada en ratones,
mejorando significativamente la respuesta
inmune especifica mediante la activacién de

la via receptores tipo toll 4 (TLR4) (5).



La presencia de cargas opuestas de ambos
polisacaridos permite su uso combinado
mediante la formacibn de complejos
poliibnicos, en forma de micro o
nanoparticulas. (8). La utilizacion de
microparticulas (MP) de polimeros naturales
ha sido descrita como una reciente e
innovadora técnica de formulacion de
adyuvantes para diversas vacunas, entre
las cuales destacan las vacunas peptidicas,
las que poseen una baja inmunogenicidad
por si solas. La formulacion de estos
adyuvantes a base de microparticulas
ofrece multiples ventajas y beneficios tanto
de la respuesta inmune generada por el
individuo, al ser captadas por las células del
sistema inmune, como en la cantidad y
namero de dosis empleadas. Ademas da la
posibilidad de utilizarlos por diferentes vias
de administracion y brindar proteccion al

antigeno en diversos medios. (9).

La utilizacion de MP de biopolimeros
combinados a la forma de complejos
poliidnicos en la encapsulacion de principios
activos produce un aumento de la
biodisponibilidad del agente encapsulado
dado que se retrasa la erosion de las
particulas debido a las interacciones
electrostaticas que se generan entre los
polimeros, mejorando la estabilidad del
agente al prevenir su difusion a través de la
matriz y su degradacion o hidrélisis en un
medio, por ejemplo gastrointestinal. Ademas

mejora la captacion del agente por parte de

las particulas, de acuerdo a las cargas
netas y a las interacciones electrostaticas
entre sus componentes lo cual permite la
aplicacion de éstas MP por diferentes vias
de administracion, logrando una liberacion
sostenida y controlada del principio activo
en el tiempo, permitiendo la disminucién del
namero de dosis a administrar (11). Al
mismo tiempo, las MP adquieren nuevas
propiedades fisico-quimicas especificas que

posean ambos polimeros (10).

En esta memoria de titulo se prepararon y
caracterizaron microparticulas (MP)
obtenidas desde complejos poliiGnicos
usando dos polisacaridos naturales,
carragenina y quitosano, como adyuvantes
para la formulacion de una vacuna peptidica
contra GnRH-I desarrollada en el laboratorio
Biovetec de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile, la cual tiene por finalidad suprimir

la funcion reproductiva en mamiferos.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se utilizé quitosano comercial (Aldrich-
Sigma) de peso molecular 70 KDa y grado
de desacetilacion > 75% y carragenina tipo |
(Aldrich-Sigma)

kappa carragenina, en menor cantidad

comercial (predomina

lambda carragenina). La albumina sérica de



bovino (BSA) se emple6 como proteina
modelo en los ensayos de encapsulacion y
liberacion in vitro. Por otro lado, el antigeno
GnRX G/Q fue provisto por el laboratorio
Biovetec de la Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias de la Universidad
de Chile. Todos los reactivos utilizados

fueron de alta pureza.

Preparacion de las microparticulas de
guitosano-carragenina usando GnRX
G/Q (MPQC/GnRX) y BSA (MPQC/BSA)

Las micropatrticulas de
(MPQC) se

mediante la técnica de coacervacion

guitosano-
carragenina obtuvieron
compleja, basada en la interaccion
electrostatica entre moléculas de carga
opuesta, en donde la carga positiva de los
grupos amino (-NH;") protonados del Q
interactllan con la carga negativa de los
grupos sulfatos (-SO,) de la C formando por
consiguiente

complejos poliiénicos

microparticulados  (11). Se utilizaron
diferentes tipos y velocidades de agitacion
de la suspensibn de MP, con el fin de
obtener un método adecuado y 6ptimo para
la obtenciébn de las MP. Finalmente la
suspension de MP fue sometida a secado

por atomizacion.

La preparacion de las MPQC se realiz
mediante una solucion de Q en
concentraciones desde 1 a 0,1 % (p/v),

disuelto en acido acético al 1 % (v/v). La

solucién de Q se denomind solucion A. Por
otro lado, se prepard una solucién acuosa
de C a 60°C en concentracion de 0,83%
(p/v). Esta solucion se denominé solucion B.
Se midi6 el pH de las soluciones A y B, las
cuales se fijaron a valores cercanos de pH 4
y 6, respectivamente. Luego, se disolvié la
GnRX G/Q a

concentracion de 0,1 % (p/p) en la solucion

proteina  BSA vy/o

A. La proteina GnRX G/Q al poseer un
elevado punto isoeléctrico (pl ~ 11),
presenta una carga neta positiva en un
medio con pH fisiolégico, agregandose
primero a la solucion A, de carga positiva,
con el objeto de evitar interacciones
electrostaticas de esta proteina, previo a la
formacion de las particulas MPQC, con una
solucién de carga opuesta (Solucion B).
Posteriormente, se mezclaron las
soluciones A y B con relaciones
volumétricas constantes en las siguientes
razones estequiométricas (1:1; 1:3; 3:1).
Las soluciones resultantes se sonicaron
usando 80 Watt de potencia por 5 minutos
en un instrumento Branson digital sonifier.
La solucién de MPQC cargadas con GnRX
G/Q y con BSA se centrifugd a 3.915 xg por
30 minutos. Finalmente, el sobrenadante se
separ6 y fue sometido a secado por
atomizacion en un equipo Blchi Mini Spray-
Dryer B-290.

El secado por atomizacion o Spray Dryer es
una técnica de secado y elaboracion de

preparados como polvos, granulos vy



microparticulas. En esta técnica de secado
se describen cuatro etapas: 1) atomizacion
del producto en una boquilla, 2) contacto
con aerosoles, 3) secado de las gotas de

rocio y 4) coleccion del producto sélido.

Sus principales ventajas son mantener las
propiedades  fisico-quimicas de los
productos en solucion, es de facil manejo y
reproduccion, permitir el control del tamafio
de las particulas y funcionar independiente
de la solubiidad de las sustancias a

atomizar (12).

La preparacion de las MPQC/GnRX vy
MPQC/BSA se realizé pulverizando la
solucién sobrenadante que contenia las
MPQC cargadas con el antigeno. Se
utilizaron los siguientes parametros en la
formacion de las MP: temperatura de
entrada de 130 °C, temperatura de salida
entre 80 a 90 °C, presibn de aspiracion
100%, presion de atomizacion 300 NI/h y un

diametro de boquilla 0,7 mm.

Preparacion de las microparticulas de
guitosano-GnRX G/Q (MPQ/GnRX) y de
guitosano-BSA (MPQ/BSA)

La preparacion de las MPQ se realizd
aplicando una solucion de Q en
concentracion de 1 % (p/v), disuelto en
acido acético al 1 % (v/v). Luego, se disolvié
la proteina BSA y/o GnRX G/Q al 0,1 %

(p/p). Esta soluciéon fue sometida a secado

por atomizacién utilizando los mismos

parametros mencionados anteriormente.

Preparacion de las microparticulas de
carragenina-GnRX G/Q (MPC/GnRX) y de
carragenina-BSA (MPC/BSA)

La preparacion de las MPC se realizd
aplicando una solucion de C en
concentracion de 0,83 % (p/v), disuelta en
agua destilada a 60 °C. Una vez que la
temperatura de la solucion descendioé bajo
los 38°C se agregd la proteina BSA ylo
GnRX G/Q al 0,1 % (p/p). La atomizacion
de esta solucion se realizd usando los
descritos

mismos parametros

anteriormente.

Determinacién del contenido de las
proteinas GnRX G/Q y BSA

Para la determinacion de la proteina GnRX
G/Q y de BSA cargada en las MPQC se
preparé una solucion con una cantidad
conocida de MPQC cargadas obtenidas por
secado de atomizacion en 5 ml de una
solucién de buffer fosfato salino (PBS). Esta
solucion se incub6é por 2 horas a
temperatura ambiente y se filtr6. Luego, se
centrifugd a 3.915 xg durante 30 minutos.
La cantidad de proteina incubada en las MP
fue calculada usando el valor diferencial
entre el total de proteina incorporada a la
solucion de carga y la cantidad de proteina

remanente en el sobrenadante, mediante



espectrofotometria utilizando el método del
acido bicinconinico (BCA) (Biowave DNA).
El método BCA es un metodo colorimétrico
de valoracion cuantitativa de las proteinas.
Se basa en la formacién de un complejo
coloreado entre el Cu?* y los grupos NH de
los enlaces peptidicos en medio basico.
Esta reaccion produce la reduccion del ion
cobre a Cu', el cual reacciona con el
reactivo del método BCA formando un
complejo ternario de color puarpura. La
estructura total de la proteina y el nimero
de enlaces peptidicos como también la
presencia de los aminoacidos cisteina,
cistina, triptéfano vy tirosina son los
responsables de la formacion del complejo
coloreado de BCA.

De los ensayos in vitro de determinacion de
proteinas se calcularon los parametros de
capacidad de carga (CC), eficiencia de
encapsulacion (EE) y el rendimiento (R)

utilizando las siguientes relaciones (10):

Cantidad de principio activo encapsulado

CC (%) =
) Peso final de microparticulas

®100

Cantidad de principio activo encapsulado

EE (%) =
06) Total de principio activo

®100

R (%) = Peso final de la microparticulas
Peso del polimero+ peso principio activo

Andlisis de la morfologia y tamafio de las

microparticulas

La forma y tamafio de todas las MP se
determiné usando microscopia electronica
de barrido (SEM) en un instrumento Tesla
BS 343A. La observacion al SEM se realiz6
montando las muestras con las MP en una
cinta adhesiva doble faz sobre un soporte
metalico el cual fue recubierto con oro (EMS
- 550) y observadas al SEM a 15 Kv. Se
observaron tanto las MP obtenidas en
suspension previo al proceso de secado y a

las sometidas al secado por atomizacion.

Andlisis del tamafio y potencial Zeta de

las microparticulas

El tamafo y el potencial zeta de las MP
fueron evaluadas usando un analizador de
tamafio de particulas (90PIlus/BI-MAS) y un
instrumento de medicién de potencial zeta
(ZetaPlus; Brokehaven Instruments). El
ZetaPlus es un equipo que mide Ila
movilidad electroforética de particulas
cargadas, dispersadas en un liquido a
través de la conexion de un electrodo al
contenedor de la muestra, al cual se aplica
una corriente determinada creando con esto
un campo eléctrico que atraviesa una celda
gue contiene la muestra. Las particulas
dispersadas con carga superficial migran en
el campo eléctrico y su movimiento y
direccion estan dados de acuerdo a su

potencial zeta. El analizador de tamafio de



particulas emplea la técnica

espectroscépica de correlacién fotdénica
(PCS) de luz dispersada, la cual esta
basada en la correlacién de fluctuaciones
de promedios de intensidad de laser
dispersado. Permitiendo entregar valores de
diametro efectivo y polidispersidad de las
particulas en solucién. El diametro efectivo
representa el tamafio promedio de las
particulas en la muestra y la polidispersidad
es una medida no uniforme de la intensidad
de laser dispersado que existe en esta

distribucién de tamafios de particulas.

Estudios de liberacion in vitro de las
proteinas GnRX G/Q y BSA

Para el estudio de liberacion in vitro de la
proteina GnRX G/Q y BSA, se prepar6 una
solucion que contenia 30 mg de MP incubadas
en 2 ml de la solucién de PBS a pH 7,4 en un
bafio de agua termorregulado a 37 °C con
movimientos constantes a 135 rpm por 20
dias. A diferentes tiempos conocidos las MP
en suspension fueron centrifugadas a 3400 xg
por 20 minutos. Luego de la centrifugacion el
contenido de la proteina en el sobrenadante
se determind segun el método BCA mediante
espectrofotometria (Biowave Dna). Estas MP
fueron sumergidas en el bafo termorregulado
nuevamente hasta la préoxima toma de
muestra. El volumen total de esta solucion se
mantuvo constante mediante la adicion de un
volumen equivalente de la solucion de PBS al

sistema. La determinacion de la cantidad

acumulativa de la proteina GhnRX G/Q y BSA
liberada desde las MP se realiz6 utilizando
una curva de calibracion estandar de la
determinada concentracion
promedio de la proteina GnRX G/Q y BSA

unidades de

proteina. La
liberada se expresé en

concentracion de pg/ml.

En esta Memoria de Titulo no se realiz6 un
analisis estadistico para evaluar la variacion
existente entre muestras de una misma
formulacién de MPQ, MPC y MPQC (1:1;
1.3; 3:1), en ausencia y presencia de las
proteinas GNRX G/Q y BSA. Sin embargo,
es importante destacar que en cada
formulacion existe una alta variabilidad en
cuanto a las diferentes propiedades de
todas las MP formadas. Por otro lado, se
considera que la razén estequiométrica 3:1
representa un exceso de un componente en
la formulacién y que ademas se utilizaron
altos volumenes de biopolimeros durante la
formulaciéon de las MP. Adicionalmente, un
factor limitante en el andlisis estadistico de
estas formulaciones es que el antigeno
peptidico GnRX G/Q no se encuentra
comercialmente disponible y es extraido
gradualmente y en pequefias cantidades en
el laboratorio Biovetec, limitando su
disponibildad. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, las mediciones analizadas
fueron realizadas en triplicado sélo para las

formulaciones descritas (13).



RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion y caracterizacion de las

microparticulas

Se

carragenina (MPQC) mediante la técnica

logr6 formular MP de quitosano-

de coacervacion compleja utilizando
diferentes tipos y velocidad de agitacién de
la suspension de MP. Para desarrollar este
procedimiento se prepararon MPQC en
relacion 3:1 ya que segun se reporta se
obtienen MP con formas, tamafos vy
nameros regulares (14). Las metodologias
de agitacion se efectuaron mediante
agitacion mecéanica en un homogeneizador
mecanico (Heidolph R2R 2051 Control),
vortex y agitacion de la suspension por

ultrasonido o sonicacion.

La formacién, morfologia y tamafio de las
MP sometidas a los diferentes métodos de
agitacion se observa en la figura 1. Al
someter soluciones de Q y C en relacién 3:1
a agitacion mecanica con 500, 1250 y 2000
r.p.m. se observé la formacién de un menor
namero y tamafios de MP, los cuales
fluctuaron entre valores de nanOmetros
hasta ~ 5 um y con formas irregulares.
Ademas, se observd una solucion de
polimeros dispersa, no particulada. Al
someter esta solucion a agitacion baja con
vortex hubo formacién de MP de tamafios
variables desde 0,5 a 2 um, con formas
los cuales

cuadrangular a esférica,

10

mostraron una superficie lisa y bordes no

definidos. Por otro lado, cuando las
soluciones de Q y C fueron sometidas a
sonicacion con valor de potencia de 80 watt
formaron un mayor ndmero de MP de
tamafios homogéneos desde 2 a 5 um
aproximadamente, con formas esféricas a
eliptica y con una superficie lisa y bordes
definidos. Es importante mencionar que
cuando las soluciones de Q y de C no son

agitadas no hubo formacion de MP.

Fig.

1. SEM de microparticulas de quitosano-

carragenina. A) Agitacion mecéanica 500 r.p.m.; B)

Agitacion mecanica 1250 r.p.m.; C) Agitacion

mecénicas 2000 r.p.m.; D) Vortex; E) Sonicacion 80
Watt; F) Sin agitacion.



Como se describe, al mezclar ciertos
compuestos de cargas opuestas como es el
caso del Q y C hay formacion espontanea
de complejos poliibnicos (11,15). Para que
estos compuestos formen MP mediante la
técnica de coacervacibn compleja es
necesario someter la mezcla de polimeros a
una determinada velocidad de agitacion,
con el objeto de favorecer la interaccion
electroestatica entre ellos y permitir la
formacion de particulas de tamafios
micrométricos. La metodologia que resulto
mas adecuada en cuanto a la generacion de
MP de formas y tamafios regulares, fue la
técnica de sonicacion. Esto puede
explicarse debido a un valor de energia que
transmiten las ondas ultrasonicas a la
solucion las cuales favorecen la interaccion
entre las moléculas de carga opuesta,
permitiendo una mayor formacién de MP y

la dispersion uniforme de éstas.

Analisis de la morfologia y tamafio de las

microparticulas

Las MP fueron preparadas mediante la
técnica de coacervacion compleja utilizando
la sonicacién como método de agitacion. A
su vez se emplearon diferentes relaciones
estequiométricas 1:1, 1:3 y 3:1 de los
polimeros Q y C, respectivamente. La
morfologia y tamafio de las diferentes MP
atomizadas y en suspension se analizaron
mediante microscopia electrénica como se

ilustra en la figura 2.
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Fig. 2. SEM de microparticulas de quitosano-
carragenina. A) MPQC 1:1 en solucién; B) MPQC 1:1
atomizadas; C) MPQC 1:3 en solucion; D) MPQC 1:3
atomizadas; E) MPQC 3:1 en solucion; F) MPQC 3:1

atomizadas.

Las MP de Q y C observadas en la figura 2
A, B para las preparaciones tanto en
solucién como atomizadas, presentaron una
forma irregular con una superficie lisa y
bordes no definidos y sus tamafios
fluctuaron entre 8 a 15 um. Ademas, fue
posible  observar material  polimérico
disperso sin formar particulas. Las MP de Q
y C obtenidas con una relaciéon 1:3 en
solucién (Figura 2C) presentaron una forma

esférica, bordes no definidos y tamafios



fluctuantes entre 1 a 3 um. En la figura 2D
las MP de Q y C presentaron forma
esférica, algunas con el centro colapsado
con bordes definidos y tamarfios entre 2 a 6
pm. Por otro lado, las MP de Q y C
obtenidas con la relacion de 3:1 en
suspension (Figura 2E) presentaron forma
eliptica, bordes definidos y superficie lisa
con tamarfios entre 4 a 7 pm. Cuando esta
solucibn fue sometida a secado por
atomizacion se obtuvo MP con forma
esférica, bordes definidos, superficie lisa y

los tamafios fluctuaron entre 2 a 5 pm.

Si bien en todas las formulaciones hubo
formacion de MP, no todas presentaron
Las MP
obtenidas con un mayor contenido de Q

formas y tamafios similares.

respecto al polimero de C (Figuras 2E y 2F)
obtenidas tanto en solucibn como después
del

caracteristicas favorables respecto a sus

secado por atomizacidbn maostraron
morfologias y tamafios. Se cree que esto es
debido a que el numero de grupos sulfatos
presente en las C kappa y lamba es elevado
y permitiia una mayor eficiencia de
interaccion con los grupos amino (-NHs")
disponibles en el Q. Por lo tanto, resultaria
mas  apropiado  incorporar  mayores
proporciones de Q respecto de C en la
mezcla de ambos biopolimeros, ya que esto
favoreceria una adecuada interaccion entre
ambos, logrando una mayor formaciéon de
MPQC formas bordes

con regulares,
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definidos, superficies lisas y tamafos

pequefios(14).

En la figura 3 (A, B) se muestran MP

formadas solo por Q y so6lo por C.

Fig. 3. SEM de microparticulas de quitosano y

carragenina. A: MPQ atomizadas; B: MPC

atomizadas.

En la figura 3A se observan las MP de Q
atomizadas, las cuales presentaron una
forma esférica con una superficie rugosa y
bordes definidos, sus tamafios fluctuaron
entre 1 a 10 pym. La figura. 3B se muestra
las MP de C las que presentaron forma
esférica y bordes definidos, con tamafios
que fluctuaron entre 2 a 20 pm. Las MPC
presentaron tamafos en general mayores a

las MPQ y con superficies mas lisa.

Analisis del tamafio y potencial zeta de

las microparticulas

El tamafio y potencial zeta de las MP
atomizadas de Q y C como también de sus
respectivas relaciones se muestra en la
tabla 1.



Tabla 1. Tamafio y potencial zeta de MPQ, MPC y
MPQC atomizadas.

Formulacién Tamarfio Potencial
Zeta
(nm) (mV)
MPQ 2829,1 +125,6 47,9 +2.7
MPC 1495,9 +597,2 -52,9+2,3
MPQC 1:1 10403,9 +1078,6 | 27,9 +1,6
MPQC 1:3 5513,0 +200,9 -41,8 £0,7
MPQC 3:1 13302,6 +1480,2 | 49,9 3,1

La tabla 1 mostré que las MPQC obtenidas
desde soluciones de mezclas de Q-C son
mas grandes que las MP compuestas por
los polimeros individuales. Esto se explica
debido a la interaccibn que existe entre
ambos compuestos poliméricos, formando
redes tridimensionales de mayor tamafo
gue los compuestos por separado (16). Asi,
las MPQC con una mayor relacion de Q
(MPQC 3:1) presentaron el mayor tamafio
con un diametro promedio de ~13,302 pm;
luego las MPQC con una relacién de 1:1 un
diametro promedio de ~10,403 um, y las
MPQC con un mayor contenido de C

(MPQC 1:3) presentaron valores de
diametro promedio de ~5,513 pm. Los
tamanos de las MP preparadas usando los
polimeros individuales presentaron valores
muy por debajo de sus mezclas, siendo las
MPC las més pequefas ~1,495 um seguida

de las MPQ con valores de ~ 2,829 pym.

Las mediciones obtenidas por Z potencia

variaron con el andlisis morfoldgico
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realizado por SEM segun las particulas

analizadas, ya que el campo Vvisual

observado en las muestras de MP no

necesariamente representa el tamafo

promedio de todas las MP.

Si bien podria esperarse que MP con mayor
proporcion de C presentaran mayores
tamafios debido a su mayor peso molecular
(200 Kda) respecto de Q (70 Kda) (14),
esto no resultd de esta manera, lo que
podria explicarse porque la carga neta que
presenta el complejo es altamente positiva,
provocando repulsién entre las cadenas
poliméricas, llevando a que el tamafio
macromolecular del polimero sea mayor.
Otro factor a considerar es la
polidispersidad de los pesos moleculares
que presentan los polimeros, los valores
fueron elevados para  todas las
formulaciones presentando valores entre
0,2 a 0,4. La polidispersidad representa la
variacion estadistica promedio en peso de
los largos de cadenas en un polimero,
variando de acuerdo al medio en que se
encuentren y a la presencia de otros

compuestos.

Por otro lado, la tabla 1 muestra los valores
de la carga superficial catibnica (+47,9) y
anibnica (-52,9) de las MP obtenidas con Q
y C, Asi,
superficial de las MPQC que contienen

respectivamente. la carga

mayor proporcion (3:1) de Q presentaron un

valor positivo +49,9 levemente superior con



respecto del valor de las MPQ debido a la
presencia de grupos amino en las cadenas
de Q. Por su parte las MPQC obtenidas
desde una relacién volumétrica 1:1 también
presentaron una carga neta positiva en
promedio de +27,88. Cuando el contenido
de C es mucho mayor que Q el valor de
potencial zeta de las MPQC fue de -41,8
debido a la presencia de grupos sulfatos.
Este valor negativo de las MPQC menor
gue las MPC se debe a que son formadas
exclusivamente por cargas negativas en
ausencia de grupos aminos del Q. Este
mismo mecanismo es aplicable al valor
positivo de potencial de las MPQ respecto
de las MPQC.

los

Determinacion  de parametros

cuantitativos in-vitro.

Para determinar el contenido de proteinas
en las MPQC mediante espectrofotometria
se incubaron y centrifugaron como se
describié anteriormente. Los parametros de
eficiencia de encapsulacion (EE), capacidad
de carga (CC) y rendimiento de produccion

(R) se muestran en la tabla 2.
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Tabla 2. Valores de eficiencia de encapsulacion (EE),
capacidad de carga (CC) y rendimiento de produccion
(R) de microparticulas de quitosano y carragenina y
de quitosano-carragenina.

Formulacion EE CcC R
(%) | (%) | (%)
MPQ-BSA 16,6 2,5 66,9
MPQ-GNnRX G/Q | 72,2 | 10,8 | 87,6
MPC-BSA 45,5 8,3 31,0
MPC-GnRX G/Q 83,3 12,5 | 31,8
MPQC 1:1-BSA 55,4 | 15,6 | 56,2
MPQC 1:1- 22,4 4.0 41,3
GnRX G/Q
MPQC 1:3-BSA 48,7 15,8 | 26,1
MPQC 1:3- 73,0 | 90,0 | 23,6
GnNRX G/Q
MPQC 3:1-BSA 49,5 12,3 | 42,1
MPQC 3:1- 90,0 | 53,0 | 344
GnRX G/Q

La EE difiere segun el tipo de MP y de la
proteina utilizada. Los valores obtenidos
variaron entre un 16,6% a un 90% como se
observan en la figura 4. En general MP
cargadas con BSA presentaron menor EE
gue MP cargadas con GnRX G/Q. Esto se
explica debido al menor peso molecular que
presenta la proteina GnRX G/Q respecto a
la BSA, asi un mayor nimero de moléculas
de GnRXG/Q se encuentran disponibles
interactuar con

para los polimeros que

conforman las particulas.

Al mismo tiempo, las MP cargadas con BSA

formadas por polimeros Unicos presentaron



una menor EE que MP formadas por la
mezcla de polimeros. Esto se puede
explicar porque la asociacién entre estos
polimeros genera una interaccion
electrostatica dando lugar a la formacion de
complejos poliibnicos, los que poseen
ventajas en la encapsulacion del agente,
por sobre las MP individuales (4). Las
MPQC en relacién 1:1 capturaron la mayor
cantidad de BSA con una EE de 55,4%
seguidas por MPQC 3:1 con un 49,5%. Esto
puede atribuirse a la interaccion
electrostatica que se establece entre la BSA
gue posee carga superficial negativa y estas
MP que poseen carga neta positiva (10).
Razon por la cual, MPQC 1:3 con carga
neta negativa igual que la BSA presentaron
una EE de 48,7% y similares al porcentaje
de las MPC de 45,5%, esto explicado por
una disminuida capacidad de interaccion
entre ambos debido a la repulsiobn que
generan moléculas de cargas similares.
Finalmente MPQ presentaron el menor
porcentaje de EE de 16,6% para la proteina
de BSA, esto puede deberse a la carga
positiva de Q al pH de solucién de BSA de
4.5, el cual tiene un punto isoeléctrico pl de

4,7.

Todo lo descrito no ocurre con MP cargadas
con la proteina GnRXG/Q, contradiciendo lo
gue plantean autores por ejemplo Briones y
Sato (2010)

incremento en la EE de la glucosa oxidasa

guienes observaron un

en todas las particulas compuestas por
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diferentes mezclas de polimeros de C y Q
en comparacion con MP compuestas por

estos polimeros individuales (16).

Por otro lado, las MPQC en relacion 3:1
presentd la mayor EE de 90% respecto del
72% de las MPQ para la proteina GnRX
G/Q a pesar de la carga neta positiva de
ambas MP. Sin embrago, la presencia de
cadenas negativas de la carragenina en el
complejo poliibnico favorece la interaccion
con esta proteina. Esta interaccion inicial se
ve favorecida en la proteina BSA debido al
de GnRX G/Q

respecto de BSA. Sin embargo, se cree que

menor peso molecular
existe un compromiso al mismo tiempo con
la presencia de cadenas negativas de la C,
la cual podria desestabilizar el complejo
poliibnico explicando la menor EE de las
MPQ respecto de las MPQC desde 72% a
un 22% soélo en la relacion 1:1. Asi, cuando
la presencia de cadenas de carga negativa
no es suficiente como en la relaciéon de 1:1
las MPQC presentaron un valor de EE de
22,4%, siendo incluso menor que la EE de
ambas MP obtenidas por ambos polimeros
individuales para GnRX G/Q. Los valores
de EE de la proteina GnRX G/Q con las
MPC y MPQC 1:3 fueron de 83,3% y 73%,
respectivamente. Luego, la presencia de
cadenas con carga neta negativas de -52,86
en las MPC y de -41,79 en las MPQC
obtenidas desde mezclas de polimeros
favorecio la interaccion con la GnRX G/Q de

carga neta positiva.



Eficiencia de encapsulacion (%)

E1a E1b E2a E2b E3a E3b E4a E4b E5a E5b
Microparticulas (MP)

Fig. 4. Eficiencia de
microparticulas de quitosano (MPQ) y carragenina
(MPC) y de MP de quitosano-carragenina (MPQC)
con BSA y GnRX G/Q. Ela: MPQ-BSA, Elb: MPQ-
GnRX G/Q, E2a: MPC-BSA, E2b: MPC-GnRX G/Q,
E3a: MPQCL1:1-BSA, E3b: MPQC1:1-GnRX G/Q, E4a:
MPQC1:3-BSA, E4b: MPQC1:3-GnRX G/Q, Eba:

MPQC3:1-BSA, E5b: MPQC3:1-GnRX G/Q.

encapsulacion de las

Con respecto a la capacidad de carga (CC)
o0 cantidad de agente encapsulado en las
MP, de

mostradas en la tabla 2, se observaron

diferentes ambas proteinas
valores que fluctuaron entre los 2-15 % para
BSA y de 4-90% para GnRX G/Q. La figura
5 muestra los valores de CC de MPQ, MPC
y de MPQC con las proteinas BSA y GnRX
G/Q. En general las MP cargadas con BSA
presentaron menores porcentajes de CC
que las cargadas con GnRXG/Q, pudiendo
ser explicado por el menor peso molecular
de GnRXG/Q respecto a BSA. Ademas,
independiente de la carga neta de las MP,
las cargadas con BSA a base de complejos
poliidnicos presentaron una mayor CC que
las formadas por polimeros individuales,

debido a las ventajas que poseen respecto
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a estos Ultimos (4). Por su parte las MP
cargadas con GnRXG/Q en relacion 1:3 y
3:1 presentaron los valores de CC mas
elevados, seguidas de MPQ, MPQC 1:1 y
MPC.
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Cla C1b C2a C2b C3a C3b Cd4a C4b C5a C5b
Microparticulas (MP)

Fig. 5. Capacidad de carga de microparticulas de las
quitosano (MPQ) y carragenina (MPC) y de MP de
quitosano-carragenina (MPQC) con BSA y GnRX
G/Q. Cla: MPQ-BSA, Clb: MPQ-GnRX G/Q, C2a:
MPC-BSA, C2b: MPC-GnRX G/Q, C3a: MPQC1:1-
BSA, C3b: MPQC1:1-GnRX G/Q, Cda: MPQC1:3-
BSA, C4b: MPQC1:3-GnRX G/Q, C5a: MPQC3:1-
BSA, C5b: MPQC3:1-GnRX G/Q.

El rendimiento (R) de produccion de las MP
refleja el porcentaje de MP obtenidas
respecto a la cantidad total de material

empleado (principio activo + polimero).

Como se observa en la figura 6, los pares

de MP compuestas por las mismas
concentraciones de polimeros y diferentes
proteinas presentaron diferentes valores de

R, a pesar de que se utlizé la misma



cantidad total de polimeros e iguales
procedimientos. Esto puede explicarse
debido a la variabilidad presente en la
preparacion de las MP de cada compuesto,
como la ejecucion de la atomizacion, el
polvo resultado luego de la atomizacion, las
condiciones de los instrumentos, etc. En
general las MP de Q presentaron el mayor
valor de R con valores para MPQ-BSA de
66,9% y para MPQ-GnRX G/Q de un
87,6%, respectivamente. Estos valores de R
podrian explicarse debido la concentracion
en la que se uso el Q (1%), mayor respecto
del polimero de C (0,83%).

Por otro lado, las MPQC en relacién 1:1 y
3:1, las cuales presentan una mayor
proporcion de Q en su composicion
mostraron  valores mas altos en
comparacion con MPC y MPQC 1:3, que

presentaron los valores mas bajos de R.
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Ria R1b R2a R2b R3a R3b R4a R4b R5a R5b
Microparticulas (MP)

Fig. 6. Porcentajes de rendimiento (R) en la
produccién de las microparticulas de quitosano (MPQ)

y carragenina (MPC) y de las MP de quitosano-
carragenina (MPQC) con BSA y GnRX G/Q. Rla:
MPQ-BSA, R1lb: MPQ-GnRX G/Q, R2a: MPC-BSA,
R2b: MPC-GnRX G/Q, R3a: MPQC1:1-BSA, R3b:
MPQC1:1-GnRX G/Q, R4a: MPQC1:3-BSA, R4b:
MPQC1:3-GnRX G/Q, Rb5a: MPQC3:1-BSA, R5b:
MPQC3:1-GnRX G/Q.

Estudio de liberacion in-vitro

Los resultados obtenidos en el estudio de
liberacion in vitro de las proteinas BSA y
GnRX G/Q se muestran en las figuras 7y 8,
respectivamente. Como se observa en
ambas figuras, al tiempo cero existe una
pequefia cantidad de proteina adherida a la
superficie de las MP, explicandose por la
interaccion  electrostatica entre  estos
compuestos, la cual es debilitada en el
tiempo pudiendo ser incluso removida de la

superficie de las MP en un medio i6nico(14).

Si bien las curvas de liberacion son
independientes ya que todas las MP
presentaron diferentes valores de CC, con
distintas cantidades de proteina incorporada
en su matriz, en general la cinética de
liberacion de proteinas desde las diferentes
MP presentaron un comportamiento similar,
un primer pico de liberacién del agente
encapsulado ocurre al séptimo dia del
estudio y un segundo pico, de menor

amplitud, tiene lugar al dia catorce.

Las MP con potencial zeta positivo que

fueron cargadas con la proteina BSA



presentaron las curvas de liberacion mas
altas tanto en el primer como en el segundo
pico. Esto puede ser explicado porque estas
MP presentan mayor proporcion de Q, el
cual al encontrarse en un medio alcalino
(7,4) pierde la carga de sus grupos aminos,
a diferencia de los grupos sulfatos de la C
gue contindan ionizados manteniendo en
general la carga negativa. Este proceso
las MP

y la proteina, facilitando la difusion proteica

debilita la unién electrostatica entre

desde la matriz de las MP al medio. Asi, las
MP con potencial zeta negativo liberaron

menores cantidades de BSA al sistema (16)

Por otro lado las MP cargadas con GnRX

G/Q Q vy C
presentaron las curvas con mayor amplitud

compuestas s6lo por
en ambos picos. Esto se puede atribuir a la
de MP,

compuestas por una sola capa. Esto facilita

conformacion  simple las

la difusibn de la proteina al medio y
favorece la degradacion de la matriz de las
MP (10, 17). Ademas se observo que desde
el dia 14 del estudio hasta el dia 20, se
presenté una disminucién en la liberaciéon
de la proteina desde estas MP, siendo
superadas por las MPQC en relacion 1:3,
1:1 y finalmente por MPQC 3:1 para MP
compuestas por Q, y por MPQC 1:3 vy 1:1
para MP compuestas por C. Lo anterior se
puede atribuir a que las MP compuestas por
complejos poliidnicos retardan la liberacion
del debido a |las

principio  activo
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interacciones entre ambos componentes de

las MP (16).
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Fig. 7. Cinética de liberacion de BSA desde las
microparticulas de quitosano (MPQ) y carragenina
(MPC) y de MP de quitosano-carragenina (MPQC),
enPBS apH7,4a37°C.
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Fig. 8. Cinética de liberacién de GhnRX G/Q desde las
microparticulas de quitosano (MPQ) y carragenina
(MPC) y de MP de quitosano-carragenina (MPQC),
enPBSapH7,4a37°C




CONCLUSION

En este estudio se logré formular diferentes
tipos de MP compuestas por Q y C
coacervacion

mediante la técnica de

compleja y secado por atomizacion.

Los valores obtenidos en cuanto a tamafio,
caracteristicas morfolégicas y potencial zeta
variaron de acuerdo al tipo de MP y sus

componentes.

Las proteinas BSA y GnRX G/Q utilizadas
en este estudio se encapsularon de manera
eficiente a las MP, dependiendo de la carga
neta, composicién y relaciones de los
componentes de las MP. En general las MP
compuestas por complejos poliiGnicos
presentaron valores elevados, confirmando

lo esperado en este estudio.

El ensayo de liberacién in vitro demostrd
que las MP presentaron una liberacion
sostenida para ambas proteinas durante los
20 dias del estudio, mostrando dos picos de
liberacion a la primera y segunda semana,

siendo el primer pico de mayor amplitud.

En general el desarrollo de MP de Qy C
es adecuado para ser utilizado en la
liberacion controlada y sostenida de ambas
proteinas. Si bien no se observé un patron
continuo en los resultados para poder
seleccionar que tipo de MP es la mas

adecuada para estos fines, se puede
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afirmar que en la mayor parte del estudio
los resultados demostraron que las MP
compuestas por mezclas de polimeros
superaron a las MP compuestas por

polimeros simples.

Estos resultados demuestran que las MPQC
son una nueva opcién de adyuvante de la
vacuna peptidica contra la hormona
liberadora de gonadotrofinas. Finalmente,
creemos que este protocolo deberia
ademas considerar las variables de pH,
temperatura, fuerza iénica, para una mejor
comprension de la mayor interaccion de las

MPQC con alguna proteina en particular.
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