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PRODUCCION DE MICROESFERAS DE QUITOSANO PARA SU
UTILIZACION COMO CARRIERS DE AGENTES BIOQUIMICOS DE
INTERES PARA LA INDUSTRIA'Y LA MEDICINA

Introduccion

% Los biopolimeros som materiales de gran interés en los campos de la
industria y la medicina debido a su disponibilidad y caracteristicas para
distintas aplicaciones, entre las cuales estan los biofilms y microcapsulas.

. El gquitcsano ([B-1,4-glucosamina) es un biopolimero policationico con
excelentes propiedades; biologicas, entre ellas su biocompatibilidad, su
bioadsortividad y su poder bacteriostatico. Esto lo ha llevado a ser objeto
de estudio para aplicaciones tanto en la industria biomédica como la
alimenticia.

Por otro lado, existe la posibilidad de utilizar un polimero sintético, como el
poliuretano. Este compuesto, es el producto de la reaccion dos
componentes principales, un poliol y un isocianato
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Chitosan

Esquema de la estructura de la quitina (a) y
del quitosano (b)
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(c) Esquema de la reaccion de formacidn
del uretano.

(d) Estructura de la molécula de 2,4-
Diisocianato de tolueno (TDI).

c) Estructura de la molécula de
Diisocianato de difenilmetano, en sus tres
formas isomeéricas.
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& En el presente trabajo se ha realizado la puesta a punto de
tecnicas que permitan la obtencion de microesferas gque sirvan
como “vehicules” para la entrega localizada y/o descarga controlada
d@l Eérmacos, ADN; enzimas, proteccion de probioticos y otras
celulas.

Se realizaron por emulsion, microesferas de quitosano al 3%
utilizando' glutaraldehido al 25% Yy paraformaldehido (PFA) al 30%
como agente entrecruzante, asi como microcapsulas de poliuretano.




LLas microesferas se decantaron y posteriormente se lavaron con éter de
petroleo. Las microcapsulas obtenidas se evaluaron por distintos metodos:

a) espectrofotometria: para determinar el rendimiento de la

micreencapsulacion.

b) microscopia confocal (CLLSM): para determinar la distribucion de carga

de una proteina reportera fluorescente dentro de las esferas, y
cuantificacion de la misma dentro de estos micro vehiculos.

c) citometria de flujo

d) microscopia electronica de transmision: para analizar

ultraestructuralmente la configuracion interna del polimero y su carga.

e) microscopia electronica de barrido: para determinar la topografia

tridimensional de las microesferas.

Ademas, se estudio la incorporacion por las microesferas de proteinas, ADN

y fragancias, visualizando su permanencia, estabilidad v liberacion.




Materiales y Vietodos

Produccion de microesferas de quitosano (PROTOCOLO 1)

Para formar las microesferas de guitosano, se procedio mediante la tecnica de emulsion agua

aceite (W/O).

Con%g/fase dispersa, se preparo una solucion de Quitosano al 3,0% (wt/vol) en acido acético al
(o)

LLuego la selucion de quitosano se filtro utilizando un filtro MNI 640w (Macherey-Nagel).

Para la fase continua, se tomo 1 litro de aceite de girasol en un matraz de 2 litros. Se le adiciono

0,5% (wi/vel) de Span 80. Utilizando una jeringa, se agregaron 40 ml de la solucion Quitosano

3,0% por goteo (5ml/min) sobre el aceite, en agitacion constante (1000 rpm) a 40 °C.

Luego, se adicion6 20 ml de Glutaraldehido 25% (vol/vol) a los 15, 30, 35 y 60 minutos

posteriores al agregado del guitosano, manteniendo la agitacion constante (1000 rpm).

Una vez finalizado el agregado del Glutaraldehido, se mantuvieron las mismas condiciones de

agitacion por 2,5 horas a 40 °C.

|Las microesferas se decantaron por 24 horas a temperatura ambiente.

Para |la recoleccion de las microesferas, primero se descarto el aceite, y luego se comenzaron a

realizar sucesivos lavados con éter de petroleo a través de un filtro de 0,8um (Gelman Sciences

Inc.) Se dejaron secar a temperatura ambiente.

Se incorpor6 Limoneno a las microesferas obtenidas con glutaraldehido, asi como diversas

moléculas; ADN plasmidico y BSA.




Materiales y Vietodos

Procedimiento para la incorporacion de Limoneno 'y ADN plasmidico en
las microesferas de quitosano y glutaraldehido:

® A 10mL de aceite de/Maiz, se |le adiciono 10mL de Limoneno (Abs,,.=
0.890) (1:1), finalmente se le agrego 10g de microesferas (diametro; 5-
10pm). Se vortexeo la mezela 20min, se sonico por 10min, centrifugando a
4000rpm por 2min. Se dejo decantar las microesferas.

. Se disolvio 1TmL (13400ng) de ADN plasmidico en 4mL de quitosano diluido
en acido acetico 3% (pH 4.5). Se procedio con el protocolo 1.

Procedimiento para la incorporacion de BSA en las microesferas de quitosano
y paraformaldehido (PFA):

& Se disolvio 50mg de BSA en 3.6mL de quitosano diluido en acido acético
3% (pH 4.5). Se procedio con el protocolo 1, sustituyendo el
glutaraldehido por PFA 30% en H,O.




Materiales y \Metodos

Produccion de microcapsulas de poliuretano e incorporacion conjunta de
limoneno’

|-a produccion de las microcapsulas de poliuretano se llevo a cabo preparando la fase organica
en un matraz, utiizando 50ml limoneno y' 15 ml de diisocianato de 4,4 -difenilmetano (MDI)
liquido.

LLa fase acuosa se preparo incorporando 4,2g de alcohol polivinilico (PVA) en 250 ml de agua
destilada.

Ambas fases se mezclaron y se agitaron a 11000 rpm durante 3 minutos.

Luego, la mezcla se transfierio a un reactor de 1000 ml donde se mantuvo en agitacion a 80 °C
durante 1 hora.

Paralelamente, se preparo una segunda fase acuosa formada por butanodiol, etanoldiamina, en
de 100 ml de agua destilada. Esta segunda fase acuosa se incorporo a la mezcla en el
reactor, y se mantuvo la agitacion (100rpm) a 80 °C durante 2 horas.

LLas microcapsulas se lavaron con una solucion de etanol 30% para remover los excesos de
reactivo, y se mantuvieron en agua.

Trabajo conjunto Depto. Bioprocesos y Biotecnologia del LATU - Instituto Politécnico de Braganca
(realizado en Braganca)




Materiales y \Metodos

Produccion de microesferas de quitosano incorporando limoneno en el mismo
proceso de formacion’

L.a formacion de las microesferas de quitosano, se llevo mediante la tecnica de emulsion
agua-aceite (W/O), pero utilizando una tecnica distinta a la descrita en el Protocolo 1.

Se utilizé como fase acuosa, una solucion de lecitina al 1%, mientras que como fase
organica se utilizé una solucion de limoneno (aceite concentrado). Paralelamente, se
preparo una solucion de quitosano al 2% en acido acetico al 10%.

Eniun vaso de bohemia, se colocaron 50 ml de la fase organica y 170 ml de la fase acuosa.
La mezcla se agito a 11000 rpm durante 30 segundos.

Se adicionaron gota a gora, 110 ml de la solucion de quitosano al 2%, manteniendo la
agitacion a baja velocidad.

Se ajusto el pH a 6.0 coniNaOH para producir la precipitacion del quitosano. Se mantuvo
durante 1 hora en agitacion 100 rpm.

Luego, se anadio gota a gota el glutaraldehido al 25% para reticular el quitosano. La mezcla
se mantuvo 2 horas en agitacion 100rpm, para luego dejar decantar las microesferas y
lavarlas.

Trabajo conjunto Depto. Bioprocesos y Biotecnologia del LATU - Instituto Politécnico de Braganca
(realizado en Braganca)




Vateriales y \Metodos

Estabilidad de microesferas y permanencia de Limoneno, BSA y ADN
plasmidico en las microesferas de quitosano con paraformaldehido
(PEA) y glutaraldehido.

Se adicion6: 0.2g de Microesferas de quitosano con glutaraldehido con 0.075¢g de
Limoneno, a SmL de H,O destilada a pH 3, 5-6 y 9.

Se adiciono 0.03g de Microesferas de quitosano con PFA que habian incorporado
BSA a5 mL de H>O destilada a pH 3, 5-6 y 9.

Se adiciono 0.006g de Microesferas de quitosano con glutaraldehido que habian
incorporado ADN plasmidico a 5 mL de H,O destilada a pH 3, 5-6 y 9.

La mezcla se vortexed y se almacené a 4°C y 37°C.

Se realizaron tubos control conteniendo 5mL de H,O destilada a pH 3, 5-6 y 9 sin las
microesferas.

Se controlo |a liberacion de Limoneno y BSA de las microesferas midiendo las
albsorlc,)cejl_ncias a 280nm para BSA, 325nm para Limoneno y a 260nm para el ADN
plasmidico.




Resultades — Microscopia optica y Confocal Laser

[ ™

Microesferas quitosano — Microesferas quitosano —PFA-
glutaraldehido-vacias conteniendo BSA-FITC

Magnificacion: x400 Magnificacion: x20




Resultades — Micrescopia Electronica de Barrido

Microesferas quitosano —
glutaraldehido-vacias

Magnificacion: x500

Microesferas quitosano—
glutaraldehido-vacias

Magnificacion: x1800
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Microesferas quitosano—
glutaraldehido-vacias

Magnificacion: x6500
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Microesferas quitosano—
glutaraldehido-vacias

Magnificacion: x20000




Microesferas quitosano—
glutaraldehido-BSA

Magnificacion: x1800

Zakl ¥1. 380 168 m

Microesferas quitosano—
glutaraldehido-ADN
plasmidico

Magnificacion: x1800

%1, 308 18mm




Microesfera quitosano—glutaraldehido-
ADN plasmidico

Magnificacion: x17000
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Microesferas quitosano—glutaraldehido-
ADN plasmidico

Magnificacion: x800




Microesferas quitosano—
paraformaldehido (PFA) -BSA

Magnificacion: x1200

j
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Microesfera quitosano—glutaraldehido-
vacia

Magnificacion: x10000




Microcapsulas de Poliuretano - Microscopia optica
(Portugal)

Microcapsulas de poliuretano —
conteniendo limoneno

Magnificacion: x400




Microesieras de Quitesano - Microscopia optica
(Portugal)

Microesferas de quitosano — Microesferas de quitosano —
conteniendo limoneno conteniendo limoneno

Magnificacion: x100 Magnificacion: x400




Estudies de Permanencia y: Estabilidad

- Permanencia de BSA en microesferas de quitosano con PFA a
diferentes PH
Tabla 1: absorbancia a 280nm del

sobrenadante de microesferas PFA-BSA- pH
3.1:a37°C. 2: a 4°C
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Gréfico 1: absorbancia a 280nm del sobrenadante de
microesferas PFA-BSA- pH 3. 1: a 37°C. 2: a 4°C




- Permanencia de BSA en microesferas de quitesano con PFA a
diferentes PH

Tabla 2: absorbancia a 280nm del sobrenadante
de microesferas PFA-BSA-pH 5-6. 1: 2 4°C. 2: a
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Grafico 2: absorbancia a 280nm del sobrenadante de
microesferas PFA-BSA- pH 5-6. 1: a 4°C. 2: a 37°C.




- Permanencia de BSA en microesferas de quitosano con PFA a
diferentes, PH

Tabla 3: absorbancia a 280nm del sobrenadante
de microesferas PFA-BSA-pH 9.1:a4°C. 2: a
37°C.

[ pHSiac [pHo; svec
— dia | Abs 280 Abs. 280

o.,.003935 o oaoo>

-

O,.0023

=
= (| (|
=

|
t

]
SmOOKar

hd

[

e i

g Do
|

Grafico 3: absorbancia a 280nm del sobrenadante de
microesferas PFA-BSA- pH 9. 1: a 4°C. 2: a 37°C.




- Permanencia de Linmenene en microesieras de guitosano con

glutaraldehido a diferentes PH

Grafico 4: absorbancia a 325nm del sobrenadante
de microesferas Glutaraldehido —Limoneno - pH
3.1:a 37°C. 2: a 4°C.
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Grafico 4: absorbancia a 325nm del sobrenadante de
microesferas Glutaraldehido —Limoneno - pH 3. 1: a 37°C. 2: a
4°C.




- Permanencia de Limeneno en microesieras de quitosano con

glutaraldehido a diferentes PH

Tabla 5: absorbancia a 325nm del sobrenadante
de microesferas de glutaraldehido-Limoneno - pH
5-6.1:a 37°C. 2: a 4°C.
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Grafico 5: absorbancia a 325nm del sobrenadante de
microesferas de glutaraldehido-Limoneno - pH 5-6. 1:
a 37°C. 2: a 4°C.




- Permanencia de Limeneno en microesieras de quitosano con
glutaraldehide a diferentes PiH

Tabla 6: absorbancia a 325nm del sobrenadante
de microesferas glutaraldehido- Limoneno- pH 9.
1:a 37°C. 2: a 4°C.
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Grafico 6: absorbancia a 325nm del sobrenadante de
microesferas glutaraldehido- Limoneno- pH 9. 1: a
37°C. 2: a 4°C.
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Discusion y conclusiones

9

lLas miceesferas presentes a pH 31y 5-6:muestran mayor estabilidad gue las
microesferas con BSA a pHi basico (pH! 9).

*. Se observa un mayor aumento de absorbancia a 4°C. para las muestras a pH

9 gue para las muestras almacenadas a pH' 3, viendose eni esta Ultima un
mayor aumento de la absorbancia a 37°C que a 4°C.

*. Se observa una disminucion progresiva de la absorbancia apH 3y 9, a

temperatura 4 y 37°C , siendo menor la a pH 5-6 para la muestra que se
almaceno a 37°C.

*. LLa muestra que (presentaba micoesferas con Limoneno a pH 5-6 y que fue

almacenada a 4°C presentd una mayor estabilidad y la absorbancia se
mantuvo constante.

* Actualmente se estan realizando las medidas de absorbancia a 260nm de las

microesferas preparadas con glutaraldehido - ADN plasmidico, a diferentes
pH; 3, 7'y 9, para el posterior analisis de permanencia en las microesferas.



Discusion y conclusiones

«: De los resultados obtenidos en estos primeros ensayos podemos
concluir que Se obtuvieron microesferas de quitosano Y
microcapsulas de poliuretano de entre 2 y 20 micras, promediando
las 12 micras.

Los resultados obtenidos muestras que hubo una buena

Incorporacion de los materiales biologicos testeados por parte de
las microesferas.

En lo que respecta a la liberaciones heterogénea, depende del
material microencapsulado.

El uso de biopolimeros para estos fines parece ser muy adecuado
por sus propiedades y su biocompatibilidad, lo cual le da
Importancia para su uso en humanos. En futuros trabajos se tomara
un tipo de asociacion microesfera—bioactivo, y se estudiara en
profundidad su comportamiento.




