Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 20(5), Septiembre de 2019

Pesquera et al. Liberacion controlada

SINTESIS Y CARACTERIZACION DE MICROCAPSULAS DE ACIDO
POLI-(LACTICO-CO-GLICOLICO). EVALUACION DE SUS
PROPIEDADES COMO POTENCIAL AGENTE DE LIBERACION
CONTROLADA, EN LA QUIMIOTERAPIA CONTRA LA LEISHMANIASIS
CUTANEA

Luis Pesquera'?, Xenén Serrano—Martin??3, Jorge Nuifiez?, Carlos Chinea'*

1) Laboratorio de Polimeros, Escuela de Quimica, Universidad Central de Venezuela (UCV). Caracas, Venezuela.
Correo electronico: carlos.chinea@ciens.ucv.ve

2) Laboratorio de Biologia y Quimioterapia de Parasitos Tropicales (ByQPAT), Instituto de Estudios Avanzados
(IDEA). Caracas, Venezuela.Correo electronico: xenonserrano@gmail.com

3) Centro de Quimica Organica, Facultad de Ciencias, Universidad Central de Venezuela (UCV). Caracas, Venezuela.

Recibido: Julto 2019 Aceptado. Agosto 2079

RESUMEN

La leishmaniasis cutanea es una enfermedad parasitaria tropical caracterizada por el surgimiento
de lesiones dérmicas como foco de la infeccion, reconocida como un problema de salud publica en varios
paises. En este trabajo se realiz6 el estudio del efecto de la composicion de mondémeros en un polimero
lactida—co—glicolida, en la cinética de liberacion de ciclopirox olamina (Cx) y el estudio de la
citotoxicidad de Cx en macrofagos. La sintesis del poli(lactida—co—glicolida) (PLGA), se realizo por
reaccion de apertura de anillo (ROP). Las microcapsulas fueron preparadas utilizando el método de doble
emulsion—evaporacion, donde se obtuvieron particulas con una superficie lisa y morfologia esférica. Las
capsulas del PLGA 95:5 comenzaron a degradarse a partir de los 12 dias, mientras que a los 40 dias;
ambos dispositivos sufren coalescencias y descomposiciones extensiva. Finalmente, la evaluacion
biologica mostro una notable afectacion de la viabilidad parasitaria, a concentraciones inferiores a 20 uM
de Cx. Logramos demostrar que Cx afecta levemente la viabilidad de macrofagos BMDM a
concentraciones por encima de 20 pM, lo que se traduce en una evidente toxicidad selectiva hacia el
parasito. Los resultados, resultan alentadores en la busqueda de nuevas estrategias para el potencial
tratamiento de pacientes con Leishmaniasis Cutanea.

Palabras claves: polimeros biocompatibles, PLGA, Leishmaniasis, liberacion prolongada.

ABSTRACT

Cutaneous leishmaniasis is a tropical parasitic disease characterized by the appearance of dermal
lesions as the focus of infection, recognized as a public health problem in several countries. In this work,
the study of the effect of monomer composition in a lactide—co—glycolide polymer, in the kinetics of
ciclopirox olamine (Cx) release and the study of Cx cytotoxicity in macrophages was carried out. The
synthesis of poly (lactic acid—co—glycolide) (PLGA) was performed by ring opening reaction (ROP). The
microcapsules were prepared using the double emulsion—evaporation method, where particles with a
smooth surface and spherical morphology were obtained. The PLGA 95:5 capsules began to degrade after
12 days, while at 40 days; both devices suffer extensive coalescence and decomposition. Finally,
biological evaluation showed a significant affectation of the parasitic viability, at concentrations lower
than 20 pM of Cx. We were able to demonstrate that Cx slightly affects the viability of BMDM
macrophages at concentrations above 20 uM, which translates into an evident selective toxicity towards
the parasite. The results are encouraging in search for new strategies for the potential treatment of patients
with Cutaneous Leishmaniasis.

Keywords: biocompatible polymers, PLGA, Leishmaniasis, sustained liberation.

INTRODUCCION
La leishmaniasis es una enfermedad endémica de zonas tropicales que surge como

consecuencia de infecciones causadas por varias especies de parasitos protozoarios del género
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Leishmania spp. De acuerdo a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la leishmaniasis figura
entre las seis parasitosis con los mayores indices de mortalidad y morbilidad en el planeta [1].En el
caso particular de Venezuela, alrededor del 98% de los casos presenta sintomas de la variable
cutanea de la enfermedad (forma con mayor indice de morbilidad, pero con mucho menores indices
de mortalidad que la variable visceral), y de esos casos, el 80% es causado por una unica especie de
parasito: Leishmania braziliensis [2].

Los parasitos del género Leishmania spp presentan dos morfotipos bien establecidos a lo largo
de su ciclo de vida, observables segtin el hospedador en el que el parésito se encuentre (el ciclo de
vida de éste es digénico, pues se alterna entre dos hospedadores, uno vertebrado y otro
invertebrado). El primer morfotipo es conocido como promastigote, forma flagelada del parasito
cuyo desarrollo se efectua en el sistema digestivo del hospedador invertebrado (en el ciclo de vida
del parasito, estos hospedadores participan como vectores). El segundo morfotipo se denomina
amastigote, y se genera como consecuencia de una transformacion que sufre la forma promastigote
al ser fagocitada por los macrofagos (un tipo de célula perteneciente al sistema inmunologico) del
hospedador vertebrado [2].

La disponibilidad actual de farmacos para el tratamiento es baja y la mayoria de ellos se
administra por via parenteral, la especificidad de accion terapéutica y toxicidad aumenta la
posibilidad de efectos adversos, asi como el surgimiento de fendmenos de resistencia por parte de
los parasitos causantes de la enfermedad [2].

El disefio y produccion de microcapsulas de liberacion controlada contenedoras del farmaco a
administrar, la cual pueda ser dosificada de manera focalizada. En funcién a esto, los polimeros

bio—compatibles parecen ser una opcién plausible en cuanto a material de fabricacion.
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Figura 1. Concentracion de la droga sangre a través del tiempo de liberacion.

Los polimeros bio—compatibles y biodegradables, los cuales, no generan respuestas

inmunolégicas en el paciente [3] y el hecho de que sus productos de degradacion puedan ser
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metabolizados por vias fisioldgicas normales del organismo [4], representan una alternativa para
suplantar lo métodos de administracion convencionales. El objetivo de cualquier sistema de
liberacion controlada de farmacos dosificar la sustancia en un lugar y tiempo especificos, bajo un
patron de liberacion; a diferencia de los métodos clasicos de administracion de medicamentos
(pildoras, inyecciones), que comprenden liberaciones en forma de “picos”, los cuales alcanzan

concentraciones por encima de la dosis requerida (véase la Figura 1 [3]).

El co—polimero acido poli(lactico—co—glicodlico) (PLGA), permite variar la liberacion del
farmaco encapsulado desde semanas hasta meses [4], dependiendo de factores como su peso
molecular, cristalinidad, tacticidad, proporciones de monomeros. El método de sintesis mas
frecuentemente empleado para su obtencion es la polimerizacidon por apertura de anillo (ROP, por
sus siglas en inglés, Figura 2) de dimeros ciclicos de acido lactico y acido glicolico, denominados

lactida y glicolida respectivamente, de acuerdo a la siguiente reaccion general [5].

HC, 0O 0 0

o~ ‘[LKOH‘A .
O 0+Q 0—= HO 0
OHCH3 o>/'J CHj no )

Figura 2. Reaccion general de la lactida y la glicolida por apertura de anillo.

El PLGA comienza a ser sintetizado a partir de inicios de la década de 1970, con la patente
registrada por Boswell y Scribneren en 1973 [6] donde, por primera vez, se realizan preparaciones
con diversos sistemas droga/polimero.

El objetivo de este trabajo es realizar la sintesis del PLGA en dos relaciones masicas
diferentes, la encapsulacion de Cx [7] en la matriz polimérica, evaluacion de las caracteristicas
fisicas (distribucidon de tamafio, morfologia, tiempo de descomposicion de la matriz polimérica) y el
comportamiento de las capsulas como agente de liberacion (cinética de liberacion del farmaco en
medio fisioldgico). Ademas, pretendemos estudiar la accion “in vitro”, del farmaco liberado sobre
promastigotes de Leishmania braziliensis y sobre macroéfagos BMDM obtenidos de ratones de

experimentacion.

PARTE EXPERIMENTAL
Sintesis del PLGA via ROP. En ampollas de vidrio previamente secadas y en atmosfera
inerte, se afiadieron 10 g de los mondémeros, 99:1 a 95:5 de proporciones de D,L lactida y glicolida,

respectivamente. Luego, se agregaron 5 mL de una suspension de cloruro de estafio (II) dihidratado
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en dietiléter, y otros 5 mL de una solucion de 1-dodecanol en dietiléter. Todas las especies
mencionadas fueron mezcladas mediante agitacion magnética por una hora, para luego evaporar el
solvente a través de vacio. Finalmente, las ampollas fueron selladas y se sumergieron en bafio
térmico a 160°C durante 8 horas [8—10].

Finalizadas las 8 horas de sintesis, los reactores se almacenaron en el congelador para detener
la reaccion. El producto fue disuelto en una minima cantidad de cloroformo, precipitandose
seguidamente en metanol. El polimero final fue filtrado por gravedad, secado al vacio y almacenado
en atmosfera inerte y ambiente refrigerado.

Elaboracion de las microcapsulas. Las microcépsulas fueron preparadas usando el método
de doble emulsion (w/o/w) con evaporacion de solvente. La primera emulsion w/o, se prepard a
partir una solucion al 0,05% en masa de polimero en 10 mL de cloroformo y una fase acuosa, donde
se disolvieron 7,4 mg de farmaco Cx en 1,6 mL de solucidon acuosa de agar al 1,8% en masa a 60°C.
Las dos soluciones fueron mezcladas, gota a gota, en un bafio de agitacion con ultrasonido. Para
preparar la segunda emulsion w/o/w, se agreg6 la primera emulsion en 200 mL de una solucién
acuosa de polivinil alcohol (PVOH) al 2% en agitacion a una velocidad de 800 rpm y mantenida a
15°C durante 30 minutos. Al transcurrir este tiempo, se redujo la velocidad de agitacion a 500 rpm,
se elimind el bafio frio y se continu6 el proceso de agitacion por un lapso adicional de 5 horas. La
suspension obtenida fue centrifugada, y las microcépsulas fueron lavadas con agua destilada,
secadas al vacio, pesadas y almacenadas en atmosfera inerte y ambiente refrigerado [8—10].

Evaluacion del tiempo de descomposicion de las microcapsulas en condiciones
fisiologicas emuladas. Aproximadamente 5 mg de microcapsulas, preparadas sin farmaco en su
interior, fueron colocadas en tubos de ensayo que contenian, 1 mL de buffer de fosfato (PBS, pH =
7). Los tubos fueron parcialmente sumergidos en un bafio de agua a una temperatura constante de
37°C por un periodo de tiempo que permitiera conseguir la degradacion total del material. Para
evaluar el estado morfologico de las microcapsulas, se tomaron alicuotas de suspension de
microcapsulas cada cierto tiempo, y las mismas fueron observadas al microscopio optico.

Determinacion de la cantidad de farmaco encapsulado. Se prepararon soluciones madre de
cada de copolimero disolviendo 1 mg de microcapsulas con farmaco en 10 mL de cloroformo. A
partir de cada solucion madre, se prepararon soluciones mas diluidas para hacer determinaciones
cuantitativas de concentracion del farmaco contenido en las capsulas mediante espectrometria UV—
Visible (longitud de onda de trabajo: 306 nm). Las concentraciones fueron determinadas utilizando
una curva de calibracion de concentracion del farmaco en cloroformo.

Cinética de liberacion del farmaco desde las capsulas. En una placa microtituladora de 24
pozos, se dispusieron 2 mL de solucion de buffer de fosfato en dos pozos diferenciados. En cada

uno de estos pozos, se coloca entre 0,6-0,7 mg de capsulas de polimero con farmaco en su interior.
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La placa se dejo reposar en un equipo con agitacion y control de temperatura (28—-30°C) durante 30
dias, tomandose alicuotas de 200 pL y sometiéndolas a medidas espectrofotométricas UV—Visible a
306 nm y devolviendo tales alicuotas a su placa original. A partir de una curva de calibracion
previamente construida, la concentracion del farmaco liberado para cada lapso de tiempo pudo
obtenerse. Al seleccionar el dispositivo que presenté mejor desempefio, su cinética de liberacion en
medio LIT (medio de cultivo de los parasitos de Leishmania braziliensis) también fue determinada
del mismo modo ya descrito.

Viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis en presencia de microcapsulas
con ciclopirox olamina. Se dispusieron, en varias fiolas, 10 mL de medio LIT con una
concentracion de 1-10° parasitos por mililitro, y a cada triplicado de fiolas se le agregd, bajo
condiciones de estricta esterilidad, lo siguiente: 1) Primer triplicado: 0,5 mg de microcapsulas por
fiola. 2) Segundo triplicado: capsulas vacias. 3) Tercer triplicado: solucion de Cx no encapsulada a
una concentracion 150 puM. 4) Cuarto triplicado: parasitos sin capsulas ni farmaco. Las fiolas se
mantuvieron en agitacion permanente y a temperatura de 29°C, tomandose alicuotas de todas las
condiciones cada 24 horas para efectuar conteos directos de proliferacion parasitaria en camara de
Neubauer por un total de 11 dias. A partir de los conteos directos, se emple6 la siguiente ecuacioén

para determinar la poblacion parasitaria.

# total de parasitos

Parésitos/mL = - factor de dilucién - 10*

# de cuadrante

(1)

Estudio de la citotoxicidad del ciclopirox olamina en macréfagos. Macrofagos derivados
de médula 6sea de raton (macréfagos BMDM) fueron depositados sobre placas cubreobjetos (80 puL
de medio de cultivo DMEM con 8-10° macréfagos por placa), las cuales, a su vez, fueron dispuestas
dentro de placas microtituladoras de 6 pozos. Las placas fueron incubadas a 37°C, 5% CO; durante
24 horas, tras lo cual se sometieron los macrdéfagos a diversas condiciones (Figura 3): 1) Primer
triplicado: 100 uM Cx. 2) Segundo triplicado: 300 uM Cx.3) Tercer triplicado: 500 uM Cx. 4)
Cuarto triplicado: 1.000 uM Cx. 5) Quinto triplicado: 100 uM de miltefosina (Control Mf, droga de
uso comercial contra Leishmaniasis), 6) Sexto triplicado: macréfagos y capsulas vacias, 7) Séptimo
triplicado: macrofagos sin capsulas ni farmaco (Control Mac), y 8) Octavo triplicado: medio de
cultivo DMEM sin células.

La placa fue incubada a 37°C, 5% CO,, durante 96 horas. Seguidamente, se retiraron las
placas cubreobjetos segun se fuesen a contabilizar al microscopio, para lo cual se les adicionaron 10
pL de solucion colorante de azul de tripano al 1%. Las células vivas contabilizadas fueron aquellas
en la que no se internalizd el colorante, producto de las Optimas condiciones de su membrana

celular.
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Figura 3. Triplicados de pozos por cada condicion de trabajo con macréfagos BMDM.

RESULTADOS Y DISCUSION

Sintesis del PLGA via ROP. Los dos PLGA sintetizados con diferentes proporciones
monome¢éricas exhibieron sefales infrarrojas caracteristicas de un o—hidroxi—poliéster, coincidiendo

todos con la informacion de la Tabla 1.

Tabla 1. Sefiales FT-IR y asignaciones de enlaces involucrados.

Seiial FT-IR (cm™) Enlaces involucrados Referencia
3.506,7 Estiramientos O—H. [11],[12]
1.050,2 Flexiones O—H de grupos finales. [11]
2.992,9 Estiramientos —CH3. [11]
1.454,4 Mov. de enlaces C—H de -O—CH»—. | [13],[11]
2.962,6 Estiramientos —CH. [13],[11]

1.381 Flexiones —CH. [14]
1.751,9 Estiramientos C=0 carbonilico. [12],[13]
1.192,2; 1.132; 1.096,3 Flexiones de enlaces C—H [12],[13]

En la Tabla 2, se muestran los desplazamientos quimicos determinados a partir del espectro
"H-RMN para el PLGA 95:5.

Tabla 2. Desplazamientos quimicos de los protones de los polimeros sintetizados.

Unidad §CH3(exp) §CH3(rep) §CH2(exp) §CH2(rep) §CH(exp) §CH(rep)
monomeérica (ppm) (ppm)* | (ppm) (ppm)* (ppm) (ppm)*
D,L-lactida 1,66 1,687 - - 5,08 5,157

Glicolida N/A 4,99 4,909 - -

a: reportado en la literatura [15].
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A partir de las integrales de las areas de las senales y de las ecuaciones 2 y 3 [11] se pudo
obtener la composicion real de los PLGA, la cual, de acuerdo a lo mostrado en la Tabla 3, se

correlaciona bien con la composicion nominal esperada.

integral de area %

%D, L lactida = -100
integral de area % + integral de area CH,

> 2

integral de area %

% glicolida =

-100
integral de area % + integral de area CHy

3 3

Tabla 3. Determinacion de la composicion de los copolimeros PLGA.

PLGA Alim. D,L— | Experimental | Experimental
lac./glic.(%) | D,L-lac. (%) glic. (%)

99:01:00 99/1 98,6 1,3

95:05:00 95/5 97,2 2,7

ELABORACION Y CARACTERIZACION DE LAS CAPSULAS
Caracterizacion morfolégica. En la figura 4 se muestran las micrografias obtenidas por

microscopia electronica de barrido (MEB).

Figura 4. Micrografias de las microcapsulas producidas.
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Se observa que las capsulas poseen una superficie lisa y morfologia esférica. Internamente, se
observaron multiples porosidades, posiblemente debido al pequeiio tamano de las gotas de la
primera emulsion con respecto a la microcapsula final [12]. Una vez obtenidas las microcapsulas, se
utiliz6 el software ImageJ para procesar micrografias y obtener una curva de distribucion de tamafo

(Figura 5).
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Figura 5. Histograma general para los dispositivos de liberacion prolongada elaborados.

Esta curva permite conocer que mas del 90% de la frecuencia de particula se ubica entre 20 y

55 pm, con mas del 60% acotada entre 25 y 45 pm.

Tiempo de descomposicion de las microcapsulas en condiciones fisiologicas emuladas. La

evolucion de la descomposicion de las capsulas se muestra en la Figura 6.

PLGA99:1 PLGA95:5

40 dias

Figura 6. Aspecto de las microcapsulas a diferentes tiempos de exposicion a
condiciones fisiologicas emuladas.
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Se observa que, a partir de los 12 dias, las capsulas del PLGA 95:5, comienzan a degradarse
mostrando pérdida de masa y deformarse morfolégicamente. Mientras que, a los 40 dias, ambos
dispositivos sufren coalescencias y descomposiciones extensivas. Las capsulas de PLGA 95:5
sufren descomposicion mas temprana posiblemente por su mayor contenido de glicolida, que induce
mayores irregularidades estructurales, confiriendo mayor vulnerabilidad hidrolitica [11].

Cinética de liberacion del farmaco desde las capsulas. El grafico cinético de liberacion de

farmaco a partir de las capsulas se muestra a continuacion, Figura 7.
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Figura 7. Perfil general de liberacion del farmaco desde 0,5 mg de capsulas en PBS.

El perfil general revela, para ambos tipos de capsulas, un patron de liberacién bimodal, con un
efecto burst o de “explosion” inicial, normalmente adjudicado a la rapida expulsion de la droga
asociada a la superficie interna de la matriz, y una posterior estabilizacion del régimen de liberacioén
como segunda etapa del patréon bimodal. Regimenes bimodales muy similares se consiguieron
también en medio LIT, aunque con mayores concentraciones liberadas, lo cual se adjudicé a un
desgaste de las capsulas por el tiempo de uso y manipulacion en este punto de la investigacion.
Debido a que desde las capsulas de PLGA 99:5 se dosifico el farmaco de manera mucho menos
prolongada (casi 90% de su contenido total durante los primeros tres dias, contra un 60% desde el
sistema PLGA 99:1), el dispositivo PLGA 99:1 fue seleccionado para ser utilizado en los ensayos
subsiguientes.

Viabilidad de promastigotes de Leishmania braziliensis en presencia de microcapsulas

con ciclopirox olamina. La curva de crecimiento resultante se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Desarrollo de poblaciones de Leishmania braziliensis sometidas a varias condiciones experimentales.

Los parasitos sin farmaco, ni capsulas (Control P) exhibieron crecimiento exponencial los
primeros 8 dias, mientras que, tanto para el control con farmaco libre (Control Cx) como para el
farmaco liberado desde las capsulas, el desarrollo y crecimiento fueron inhibidos desde el inicio del
experimento. Lo anterior, da cuenta de un evidente efecto antiparasitario. Notablemente, las
capsulas vacias también produjeron un efecto antiparasitario moderado, el cual pudiese potenciar, al
generado por el Cx una vez se ingresa a la capsula (ensayo en ejecucion).

Estudio de la citotoxicidad del ciclopirox olamina en macréfagos. En la Figura 9, se
representa la respuesta de las poblaciones de macréfagos a diversas condiciones ensayadas.
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Figura 9. Porcentaje de proliferacion de macrofagos para cada condicion evaluada.
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Los macréfagos expuestos a concentraciones por encima de 100 pM, mostraron una
afectacion total de su viabilidad celular. Sin embargo, cuando estos son expuestos a una
concentracion de 20 uM de Cx, observamos mas de un 95% de sobrevida. Este dato demuestra en
parte, la inocuidad del farmaco sobre las células hospederas y valida la accion especifica sobre el
parasito. Aunque este representa un ensayo preliminar, la evidencia representa un indicio
interesante para nuevas investigaciones que verifiquen a profundidad lo observado.

CONCLUSIONES

Los métodos experimentales aplicados lograron sintetizar exitosamente el PLGA en las
proporciones deseadas, y producir microcapsulas con farmaco encapsulado que, efectivamente,
fungieron como agentes de liberacion prolongada del mismo, variando su desempefio en funcion a
su composicion. El Cx, tanto libre como liberado, registrd visible efecto tanto sobre la viabilidad de
Leishmania braziliensis, afectando levemente la viabilidad de células hospederas (macrofagos
BMDM). Los resultados mostrados, resultan alentadores en la busqueda de nuevas estrategias para
el tratamiento de pacientes con Leishmaniasis Cutdnea, sin embargo, son necesarias mas

investigaciones orientadas al ajuste de concentraciones letales, empleo y dosificacion en mamiferos.
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