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RESUMEN

La copolimerizacién en masa de DLLA (D, L-lactida) y GA (glicélido), empleando
la Lipasa PS (PS: Pseudonomas Species) como biocatalizador, fue estudiada
para generar un material con aplicaciones biomédicas. La purificacion del
material sintetizado, el PDLGA (poli(D, L-lactida-co-glicélido)), se realizé utilizado
diéxido de carbono supercritico, para evitar el uso de disolventes orgénicos
toxicos. Los materiales candidatos se emplearon en estudios de administraciéon
controlada de farmacos. Para ello, se evalu6 la velocidad de liberacion de un
compuesto modelo como farmaco, cargado en las particulas poliméricas de

PDLGA (enziméatico y otro control, sintetizado sin biocatalizador).

Las mejores condiciones para la copolimerizacion en masa fueron con una
relacion de monomeros 1:1 DLLA:GA (peso), con 20% en peso de Lipasa PS a
90 °C por 24 h, obteniéndose un rendimiento del 71% en peso. El producto se
purific6 mediante CO, en estado supercritico como medio de extraccion a 70 °C
y 400 bar, en un equipo SFT-250 SFE (modelo SFR, Supercritical Fluid
Technology). La estructura molecular analizada por resonancia magnética
nuclear de proton de la muestra candidata indic6 un 43.1% de unidades lactilo.
Las microparticulas de PDLGA fueron preparadas por el método de fundido y el
compuesto modelo empleado fue el pigmento catiénico azul de metileno (AM). El
material control de PDLGA, sintetizado en masa sin la adicién de biocatalizador,
mostré alta degradabilidad y vida corta en gaveta, por lo que no se consideré un

buen agente liberador de farmacos.

La liberacién de azul de metileno cargado en el PDLGA enzimatico siguié una
respuesta hiperbdlica, donde el AM fue liberado rapidamente dentro de las
primeras 12 h (primera fase de liberacion); después el pigmento se libero
lentamente y de forma continua durante las siguientes 96 h (segunda fase de
liberacién). El método de fundido dio lugar a particulas que muestran diferentes

morfologias, constando de formas esféricas y aglomerados.



ABSTRACT

Copolymerization of DLLA (D, L-lactide) and GA (glycolide) in bulk using Lipase
PS as a biocatalyst was studied to produce a suitable material for biomedical
applications. scCO; (supercritical carbon dioxide) was used for the purification of
the synthesized material, PDLGA (poly(D, L-lactide-co-glycolide)), thus avoiding
the use of toxic organic solvents. Candidate materials were employed for
controlled drug delivery assays. The rate of release of a model compound,
methylene blue (MB), was determined using fluorescence spectroscopy, loaded

in either biocatalytic or noncatalytically synthesized PLDGA.

The best conditions for the copolymerization was found with a ratio of 1:1 (wt) of
monomers DLLA and GA, with 20 %wt of Lipase PS at 90 °C for 24 h to give
71%wt PDLGA vyield. The product was purified using scCO2 at 70 °C and 400
bar with a supercritical extractor SFT-250 SFE (SFR model, Supercritical Fluid
Technology). The molecular structure of the candidate PDLGA material for
biomedical applications was analyzed by *H-NMR showing 43.1% of lactyl units
in the polymer backbone. The melting method resulted in particles that exhibited
different morphologies, consisting of spherical shapes and agglomerates.

The loaded PDLGA microparticles with MB were prepared by the melting
method. The noncataytically synthesized PDLGA control showed rapid?
degradability and short storage life, therefore it was disregarded as a suitable
drug-delivery agent. The release of MB loaded in the PDLGA enzyme followed a
hyperbolic response, where the MB was released rapidly within the first 12 h
(initial release stage); then was released slowly and continuously over the next

96 h (second release stage).



1. Introduccién

De todos los materiales organicos disponibles, los polimeros son los que han
tenido el mayor impacto en nuestras vidas diarias durante las ultimas décadas,
ya que muchas y muy variadas son sus aplicaciones. En cuanto al campo de la
biomedicina, la fusion de la ciencia de los polimeros con la ciencia farmacéutica
ha dado como resultado disefios novedosos y el desarrollo de nuevos sistemas
de liberacion de farmacos (SLF). La introduccion de los SLF a base de
polimeros, llevé a un mayor interés de los investigadores en cuanto al disefio y
sintesis de materiales biodegradables novedosos, que fueran capaces de
suprimir la necesidad de eliminar la matriz polimérica del organismo una vez

cumplida su funcién.!

Con el fin de mejorar la biodisponibilidad de los farmacos convencionales con un
minimo de efectos secundarios, nuevos SLF siguen atrayendo la atencion en
este campo. Los polimeros a base de lactida y glicolido, especialmente el
PDLGA (poli(D, L-lactida-co-glicolido)) (Figura 1) han sido sefialados como
materiales adecuados para desarrollar sistemas biodegradables capaces de
proporcionar una liberacion adecuada de farmacos, entre algunas de sus
aplicaciones biomédicas. Ademas estos materiales son termoplasticos y pueden

ser procesados en la industria.

(@] (@]
o) cHy ] [O
HsC,,
e 0 O Lipasa PS o] @) H
+ ———> HO o) W(\O
0 o) a 5
CHs CHy O m "
(@] O

Figura 1. Sintesis de PDLGA mediante una reaccion de policondensacion del DLLA y GA empleando Lipasa PS como

catalizador.

Los PDLGAs pueden ser hidrolizados in vivo y los productos de degradacion son
facilmente metabolizados por el organismo. Los PDLGAS son bien tolerados por

el cuerpo humano con una respuesta inflamatoria minima siendo eventualmente



absorbidos sin acumulacion en érganos vitales. Por otra parte, las tasas de
degradacion pueden ser reguladas por medio de los pesos moleculares,
composiciones quimicas, o cristalinidad.” De acuerdo a estas caracteristicas, los
polimeros a base de unidades de repeticion lactilo o glicolilo, se han utilizado
durante mucho tiempo en una variedad de aplicaciones tales como suturas
reabsorbibles, prétesis vasculares, en matrices para farmacos y en la
microencapsulacién de farmacos.® Aunque las condiciones 6ptimas en las tasas
de liberaciébn de farmacos se puede lograr mediante variaciones del peso
molecular, composicién quimica, el tamafo de las particulas y la concentracion
del farmaco; el disefio de un polimero que se degrade de forma Optima para la
entrega controlada de farmacos entra en el campo del disefio de ingenieria
biomédica®, que es la disciplina encargada de conjuntar las ciencias exactas con

la medicina y la fisiologia para logar avances en los problemas del sector salud.

Las rutas de sintesis convencional para los PLGAs se basan en reacciones de
policondensacién o polimerizacion por apertura de anillo (PAA) ya sea de los
monomeros lineales o de los dimeros ciclicos, respectivamente. El primer
método requiere condiciones experimentales severas, tales como altas
temperaturas y altos tiempos de reaccion para obtener pesos moleculares
adecuados y con elevada polidispersidad; mientras que la PAA se lleva a cabo
en condiciones menos extremas para producir polimeros de alto peso molecular
con estructuras mas controladas. La produccién comercial de estos materiales
actualmente implica el uso de catalizadores metalicos y organometalicos que
contienen Sn, Zn, Al o Ge. Estas rutas de sintesis requieren la eliminacion de los
residuos de catalizador del poliéster, y la presencia de remanentes de estos
metales representa una desventaja en cuanto a las aplicaciones biomédicas. En
contraparte, las enzimas pueden ser una solucion viable para evitar el uso de
catalizadores metalicos debido a que la poliesterificacion enzimatica ha

demostrado ser un proceso benigno en condiciones moderadas.®



Las diferentes publicaciones sobre policondensaciones enzimaticas mediante
PAA de lactidas y glicolidos son escasas. Huijser y colaboradores® publicaron la
sintesis de PDLGA y PLLGA utilizando Lipasa PS a temperaturas relativamente
altas (100-130 °C); en esta investigacion se prestd especial atencion a dilucidar
las estructuras del PLGA y su topologia, obteniendo pesos moleculares de hasta
20.6x10° g/mol, sin embargo los rendimientos del polimero no fueron reportados.
También en ese trabajo, se detectd copolimerizacion significativa en las
muestras control (sin enzima), la cual fue atribuida al mecanismo de
polimerizacion cationica inducida por residuos de hidroxiacidos presentes en la

reaccion y generados térmicamente a partir de los monémeros ciclicos.® ’

Por otro lado, los fluidos supercriticos (FSC) son medios de extracciéon
prometedores para la purificacibn de polimeros. Existen publicaciones
disponibles de la purificacién de polimeros biodegradables utilizando métodos de
extraccion con FSC. El poder de solubilidad selectiva del FSC promueve la
separacion de un determinado componente de una mezcla. Por lo que, los FSC
se han utilizado para fines de purificacion y separacion en el procesamiento de
alimentos y en la industria de la destilacién. Entre ellos, el CO, supercritico es el
mas comunmente usado debido a sus bajos parametros criticos (Tc=31.1 °C,
Pc=73.8 bar), lo que atrae el interés para el procesamiento de alimentos,
aplicaciones en la industria farmacéutica y de la produccién de lipidos, entre
otros. Ademas, el CO, es no téxico comparado con solventes organicos, no
inflamable y tiene un poder disolvente relativamente alto en su estado
supercritico. EI CO, supercritico (CO,sc) también presenta muy baja viscosidad
y un alto coeficiente de difusién, ademas de poseer una densidad inferior a los
disolventes comunes. Una de las ventajas reportadas del CO,sc en procesos de
extraccion, es la rapida difusion del fluido comprimido a través de matrices
sélidas, por lo que se ha propuesto como la sustitucion ecologica de los
compuestos organicos volatiles (COV) en la ingenieria y diversos procesos

sintéticos .t



En el presente proyecto se investigd de forma novedosa la sintesis enzimatica
de PDLGA y su purificacion usando COjsc, ademas el material resultante se

evaludé como sistema de liberacién controlada de farmacos.



2. Objetivos

2.1.0bjetivo General

Copolimerizacion en masa de DLLA y GA empleando Lipasa PS como

biocatalizador junto con el uso de CO,sc para la purificacién y aplicacién del

material en sistemas de liberacion controlada de farmacos.

2.2.0bjetivos Especificos

Sintesis enziméatica a pequefia escala de PDLGA con diferentes
composiciones de alimentacion de los monémeros empleando Lipasa PS.
Determinacion de la actividad enziméatica residual de la Lipasa PS antes y
después de la reaccion.

Reproduccion a una escala mayor de dos PDLGA (enzimatico y control)
bajo las mejores condiciones encontradas a pequefia escala.

Purificacion del material producido (a una escala mayor) mediante CO,sc
usando el sistema extractor SFT-250.

Caracterizacion de las muestras por cromatografia de permeacion en gel
y de exclusion de tamafio (CPG/CET), espectroscopia de resonancia
magnética nuclear de protén (*H-RMN), Difraccién de Rayos X en polvo,
analisis termogravimétricos y calorimetria diferencial de barrido.
Preparaciéon de las microparticulas de PDLGA cargadas con el
“compuesto modelo”, mediante la técnica de fundido.

Evaluacion de la velocidad de liberacién del “compuesto modelo”.
Caracterizacion de los sistemas de liberacibn mediante microscopia

electrénica de barrido.



3. Antecedentes
3.1.Enzimas

La mayoria de las enzimas de uso industrial son de origen microbiano. La
presencia de enzimas en la industrial se debe a los avances en la bioquimica, y
a la mejora en los procesos de fermentacion y de recuperacion, lo que ha hecho
procesos econdémicamente factibles. Las enzimas de uso industrial (incluyendo
a las lipasas) presentan actividad hidrolitica. Los principales campos de
aplicacion de las enzimas estan resumidos en la Tabla 1, las lipasas se

encuentran presentes en la mayoria de éstos.™

Tabla 1. Campos de aplicaciéon de las enzimas

Herramientas en la investigacion de reacciones de hidrolisis
Investigacion y sintesis; biotransformaciones; analisis; procesos de
cientifica separacion por afinidad.

Aplicaciones Preparaciones para la piel y productos de limpieza dental.

cosméticas

Determinacion de glucosa en sangre, urea, colesterol;
pruebas ELISA; en electrodos de enzimas y en kits de
ensayo.

Diagnoésticos
médicos y
analisis quimicos

Agentes antitrombosis; tratamientos contra tumores;
Aplicaciones agentes antiinflamatorios; productos para facilitar la
terapéuticas digestién, entre otros.

Elaboracion de cerveza y vino; procesamiento de lacteos,
fruta, carnes y vegetales; procesamiento de almidén;
procesamiento de cueros; manufactura de papel y pulpa;
procesamiento de azucar; produccién de fructosa;
produccion de detergentes y agentes de limpieza; sintesis
de aminoacidos y productos quimicos en masa; tratamiento
de agua residual; desencolado de algoddn.

Catalisis
industrial




3.1.1. Lipasas

Las lipasas (triacilglicerol acilhidrolasas) son enzimas que poseen un importante
potencial fisiologico e industrial. Uno de sus principales usos es la hidrolisis de
triacilglicerol a glicerol y a &cidos grasos libres. Las lipasas son activas
Gnicamente cuando se encuentran adsorbidas a una interfase agua-aceite y no
son capaces de disolver los sustratos en el seno del fluido. Las lipasas
presentan poca actividad en soluciones acuosas que contienen sustratos
solubles. En los eucariontes, las lipasas tienen funciones a diferentes niveles,
principalmente en la metabolizacion de lipidos incluyendo la digestion de grasas,
absorcion, reconstitucion y metabolismos grasoprotéicos; en las plantas, las

lipasas se encuentran en los tejidos de reserva de energia.*

Debido a su importancia, las lipasas son objeto de estudios intensivos. Las
investigaciones en lipasas se enfocan particularmente en la caracterizacion de
su estructura, elucidacién de su mecanismo de accién, cinética, secuencia y en

su actividad.!!

Las lipasas comerciales son frecuentemente obtenidas a partir de
microorganismos que producen una amplia variedad de lipasas extracelulares
(Tabla 2).** Independientemente del tipo de organismo del cual ha sido aislada la
lipasa y de la variacion de los pesos moleculares, todas las lipasas muestran
funcionalidad y estructura similar. Un rasgo estructural Unico y comun en la
mayoria de las lipasas es la presencia de una “tapa” compuesta de una
secuencia anfifilica a-hexil péptida, la cual es una conformaciéon cerrada que
previene el acceso del sustrato al sitio catalitico; una vez que la “tapa” se abre,
una amplia superficie hidrofébica queda expuesta, en la cual el sustrato (también
hidrofébico) quedara unido. El sitio activo se compone de un residuo de serina
nucleofilica (Ser); la activacion se debe al puente de hidrégeno con la triada
catalitica, con histidina (His), aspartato (Asp) o glutamato (Serl05-His224-
Asp187). Todas las lipasas son miembros de la familia del doblamiento “a/B-

hidrolasa”, familia con una arquitectura comun compuesta de una secuencia
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especifica de a-hélices y laminas-B; el nucleo esta compuesto de laminas-
paralelas rodeadas de a-hélices. El sitio activo de residuo de serina nucleofilica
reposa en una curva muy cerrada entre una a-hélice y una lamina-8.*

Tabla 2. Lipasas comerciales de origen fungico y bacteriano

Tipo Fuente Aplicacion Compafiia productora

Amano, Biocatalysts,

Candida rugosa Slnfegls Boehringer Mannheim,
organica .
Fluka, Genzyme, Sigma
Candida antarctica Slnfegls Boehringer Maqnhelm,
Fangico organica Novo Nordisk
Thermomyces Aditivo para Boehringer Maqnhelm,
) Novo Nordisk
lanuginosus detergentes
. . . Procesamiento Novo Nordisk,
Rhizomucor miehei ) .
de alimentos Biocatalysts,Amano
Pseudomonas Sintesis Amano, fluka,
, Cepacia organica Boehringer Mannheim
Bacteriano i
Pseudomonas Aditivo para
. Genencor
alcaligenes detergentes
Pseudomonas Aditivo para
) Genencor
mendocina detergentes
Chromobacterium Sintesis R
. - Asahi, Biocatalysts
viscosum organica

Muchas lipasas son activas en disolventes organicos, en los cuales pueden
catalizar un amplio numero de reacciones incluyendo esterificaciones,
transesterificaciones, acilacién regioselectiva de glicoles y mentoles, asi como,
sintesis de péptidos. Se espera que las lipasas sean tan importantes a nivel
industrial como actualmente son las proteasas y las carbohidrasas.™

Las lipasas tienen aplicaciones promisorias en procesos quimicos organicos,
formulacion de detergentes, sintesis de biosurfactantes, en la industria
oleoquimica, en la de lacteos, en la agroguimica, en la manufactura de papel,
nutricion, cosméticos y procesos farmacéuticos. El desarrollo de tecnologias

basadas en lipasas para la sintesis de compuestos nuevos se esta expandiendo
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rapidamente. La mayor aplicacion comercial para lipasas hidroliticas se ha

expandido rapidamente siendo los detergentes su mayor aplicacién comercial.**

Las lipasas son usadas para catalizar una amplia variedad de transformaciones
regio y estereoselectivas. Estas enzimas trabajan en interfaces hidrofilicas-
lipofilicas y toleran disolventes organicos en el medio de reaccion. Bajo
condiciones de reaccion establecidas, la cantidad de agua en la mezcla de
reaccion determinara la reaccion enzima-catalizada; cuando no hay agua o muy
poca esta presente en el medio, Unicamente la reaccion de esterificacion y de
transesterificacion estara favorecida. La hidrolisis sera la reaccion favorecida

cuando hay exceso de agua en el medio.™*

3.1.1.1. LipasaPS

La Lipasa PS (PS: Pseudomonas Species) proveniente de Pseudomonas
cepacia, la cual fue reclasificada como Burkholderia cepacia en 1995, en honor a
su descubridor el Dr. Burkholder de la Universidad de Cornell en Estados Unidos
de Norteamérica, quien la descubrié en 1949 en las catéfilas de cebolla y en sus
epidermis radiculares. Esta es una lipasa que tiene su origen en un grupo de
bacterias gram-negativas, no fermentadoras y aerobias.'* ** La cadena
polipeptidica consta de 320 residuos de aminoacidos con un peso molecular de
33 KDa.'? La estructura cristalina de la Lipasa PS muestra que la enzima se
compone de tres dominios, el mayor de los cuales es miembros de la familia del
doblamiento “a/B-hidrolasa” y un sitio de unién con un ién de calcio; es una
enzima globular con dimensiones aproximadas de 30x50x50 A (Figura 2). La
triada catalitica est4 formada por tres residuos (Ser87, His286 y Asp264); el
nucleofilo Ser87, esta situado en una curva cerrada, lo que permite a la His286 y
al sustrato tener acceso. En el sitio de unién de calcio, los iones de calcio son
dos grupos carboxilato de Asp242 y Asp288, dos grupos carbonilo de GIn292 y

Val296 y dos moléculas de agua.’
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El sitio activo de la Lipasa PS muestra caracteristicas similares a otras lipasas.
Esta enzima es ampliamente utilizada para la sintesis organica e hidrélisis de

triglicéridos de cadena larga debido a su enantioselectividad.*®

Figura 2. Lipasa PS. La triada catalitica esta formada por tres residuos (Ser87, His286 y Asp264). El ion calcio se

muestra como una esfera de color amarillo.

Se han reportado diferentes sintesis de polimeros empleando Lipasa PS (en

estado libre) y a continuacién se presenta un resumen®? (Tabla 3).
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Tabla 3. Sintesis de polimeros catalizadas por Lipasa PS*?

Monomero T  Tiempo Medio de Mn My Conversion o
(°C) (h) reaccion  (g/mol) (g/mol) Rendimiento

B-PL 60 120 Masa 290 60
B-BL 45 480 Masa 7700 85
60 480 Masa 7000 85

y-BL 45 480 Masa 800 8
y-VL 60 480 Masa 800 <5
60 240 Masa 6100 84
CL 45 480 Masa 8800 100
60 480 Masa 10200 98
y-CL 60 480 Masa 1000 <10
oL 75 240 Isooctano 16000 22000 85
0-DL 45 480 Masa 6900 87
60 480 Masa 9000 87

uUDL 60 71 Agua 1300 79
60 120 Masa 5700 100

60 72 Agua 1100 77
DDL 60 120 Masa 5600 100
75 120 Masa 16400 100

A-DDL 45 480 Masa 5900 78
60 480 Masa 7900 78

60 240 Masa 2400 90

PDL 45 480 Masa 3600 64
80 72 Masa 34400 92
60 72 c-hexano 21300 100
HDL 75 120 Masa 5800 100
LLA 100 168 Masa 48000 82
DLA 100 168 Masa 59000 96
DLLA 130 168 Masa 12600 100

CL: e-Caprolactona; UDL: 11-undecanolida; DDL: 12-dodecandlida; B-BL: B-butilolactona; DLA: D-lactida;
B-PL: B-polilactona; y-BL: y-caprolactona; HDL: 16-hexadecandlida; y-CL: y-Caprolactona; LLA: L-lactida;
y-VL: y-valerolactona; OL: 8-octandlida; 8-CL: 8-Caprolactona; PDL: 15-pentadecandlida; 6-DDL: 8-dodecalactona

3.2. Polimerizacion por Apertura de Anillo (PAA) catalizada por enzimas

El desarrollo de macromoléculas con una estructura y propiedades definidas,
especificamente para materiales con aplicaciones biomédicas, ha resultado en la
sintesis de diversos polimeros biodegradables con arquitecturas avanzadas.
Entre ellos, poliésteres alifaticos y policarbonatos sintetizados mediante PAA de

lactonas y lactidas debido a sus propiedades mecanicas, a que son susceptibles
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a hidrolizarse y a su biocompatibilidad. Para lograr propiedades y arquitecturas
controladas, la técnica de PAA para lactonas, lactidas y carbonatos ciclicos ha
sido continuamente refinada. Muchas posibles combinaciones de iniciadores y
catalizadores han sido evaluadas para lograr las propiedades y arquitecturas
deseadas. PAA catalizada por enzimas es actualmente una de las herramientas
mas promisorias, debido a que evita el uso de catalizadores organometalicos

dando un sentido de “quimica verde”.*?

Un vasto numero de enzimas catalizan reacciones metabolicas via reacciones
de biosintesis en células vivas. Los polimeros naturales como son los
polisacaridos, proteinas y poliésteres entre otros, son sintetizados de manera
natural mediante enzimas. Aproximadamente 1x10'? toneladas de celulosa,
almidon y biomateriales relacionados son generados en nuestro planeta cada
afio mediante procesos naturales.> El uso anual de polimeros sintéticos
derivados del petrdleo es de cuatro a cinco 6rdenes de magnitud menor que
aguellos que tienen su origen en fuentes renovables. La necesidad de
desarrollar procesos y productos ecolégicamente benignos ha culminado en
rutas alternativas para la generacion de polimeros sintéticos nuevos y la catélisis
enzimatica in-vitro es una de las opciones mas prometedoras. Hace mas de 100
afios, Emil Fisher propuso el mecanismo “llave-cerradura” para explicar la
selectividad especifica de cada sustrato y enzima, el cual en la actualidad es
entendido como el reconocimiento molecular del sustrato por la enzima a través
de interacciones supramoleculares. Si la reaccion enzimatica toma lugar in-vivo,
el reconocimiento del sustrato por la enzima es siempre complicado. Esto se
cumple también para reacciones enzimaticas in-vitro. Sin embargo, la relacion
enzima-sustrato no es tan estricta como el modelo “llave-cerradura”, las enzimas
son dindmicas y muchas veces muy generosas en reconocer sustratos in-vitro.
Esta situacion permite a las enzimas catalizar la sintesis de no Unicamente
algunos polimeros naturales sino también de una amplia variedad de polimeros

sintéticos.*?
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El uso de enzimas in-vitro para la sintesis de polimeros ha sido activamente
explotado durante la Ultima década. La polimerizacibn enzimatica es una
polimerizacion in-vitro catalizada por una enzima aislada. Este enfoque fue
encontrado como efectivo y de gran uso para la sintesis de celulosa y un camino
para producir polimeros de origen natural con estructuras complicadas, que de
otra manera serian muy dificiles de sintetizar. El punto clave para la
polimerizacion enzimética recae en la combinacion del monémero (sustrato) y de
la enzima. La catalisis enzimética provee una nueva estrategia la sintesis de
polimeros, los cuales presentan dificultades en los procesos convencionales
mediante catalisis quimica. Esta nueva estrategia se ha expandido a la sintesis
de polimeros biodegradables como poliésteres alifaticos, policarbonatos,
polifosfatos, también para poliarométicos y polivinilos. Estos polimeros
biodegradables han sido usados para aplicaciones biomédicas tales como
dispositivos ortopédicos, tejidos de ingenieria y dispositivos para la liberaciéon
controlada de farmacos. Todas estas aplicaciones biomédicas tienen que cumplir

con requerimientos especificos como altos pesos moleculares, entre otros.?

3.3.Ventajas de la polimerizacién enziméatica

La catalisis enzimatica provee una nueva estrategia sintética para la produccion
de polimeros. La catalisis quimica empleada en la PAA utiliza catalizadores
organometalicos basados en Zn, Al, Sn y Ge, los cuales son toxicos. La
presencia de este tipo de catalizadores para aplicaciones biomédicas representa
una desventaja debido a que es dificil la remocién de los residuos cataliticos, los
cuales llegardn a concentrarse en la matriz del material una vez que éste
comience a degradarse. En contraposicion, las enzimas son catalizadores
naturales, por lo que son mejores candidatos para la PAA. Los beneficios de la

polimerizacién enzimatica se enumeran en las siguientes vifietas*?:

e Las reacciones catalizadas por enzimas se llevan a cabo a condiciones
moderadas de temperatura, presién y pH, y presentan una alta enantio- y

regio-selectividad.
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e Las enzimas son derivadas de fuentes renovables. Son materiales
reciclables y ambientalmente benignos que pueden ser separados

facilmente de los polimeros sintetizados.

e Las enzimas pueden ser empleadas en masa, en medios orgénicos,

acuosos y en diferentes interfases.

e Diversos polimeros, con estructuras bien definidas, pueden ser

sintetizados a partir de procesos catalizados por enzimas.

e Las lipasas no requieren de la eliminacién de agua y de aire cuando son
usadas como catalizadores para la sintesis de poliésteres. Esto, en
contraste con el uso de catalizadores organometalicos, ya que en este

tipo de reacciones se debe excluir al agua y aire del sistema.

e Lactonas ciclicas pequefas (de 4 a 7 miembros) polimerizan facilmente
con el uso de catalizadores organometdlicos, sin embargo la
polimerizacion de anillos mas grandes es lenta, obteniéndose productos
con bajo peso molecular. Las enzimas han demostrado tener la capacidad

de polimerizar dichos anillos bajo condiciones normales de polimerizacion.
3.3.1. Lipasas como catalizadores en PAA

Actualmente existe un incremento amplio en la investigacion en el area de
polimerizaciones catalizadas enzimaticamente. Muchas familias de enzimas
pueden ser utilizadas para la transformacion de no Unicamente sustratos
naturales, sino también de un amplio rango de compuestos sintéticos. Las
lipasas, un miembro de la familia de las hidrolasas, son enzimas que pueden
catalizar la hidrolisis de ésteres de acidos grasos presentes normalmente en
sistemas acuosos en seres vivos. Por otra parte, algunas lipasas son estables en
disolventes organicos y pueden ser usadas como catalizadores para reacciones
de esterificacion y transesterificacion. Estos catalizadores tan especificos,
promueven la produccién de poliésteres y policarbonatos mediante diferentes

tipos reacciones de polimerizacion. Las lipasas catalizan la PAA de lactonas
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(ciclos de pocos o muchos miembros), de lactidas y de carbonatos ciclicos para
producir poliésteres alifaticos o policarbonatos. El potencial de algunas lipasas
comerciales como catalizadores se debe en gran parte al hecho, en contraste
con otro tipo de enzimas, de que aceptan un gran nimero de sustratos, que son
particularmente estables en medios organicos, y debido a esto, dependiendo del
disolvente usado en el sistema, pueden ser usadas para reacciones de hidrélisis

o para la sintesis de ésteres y poliésteres.*?

3.3.1.1. Lactidas

Huijser y colaboradores® realizaron la PAA enzimatica de DLLA, LLA y GA
usando Lipasa PS a 130 °C durante 2 dias; reportando un copolimero con M,,
(peso molecular numero promedio) de 20,600 g/mol cuando LLA fue
copolimerizada con glicélido; mientras que la copolimerizacion de DLLA con GA

resulté en un polimero con M, de 13,500 g/mol.

3.3.1.1.1. Mecanismo de PAA catalizado por lipasas

El mecanismo generalmente aceptado para la PAA de mondmeros lactdnicos se
muestra en la Figura 3. El sitio catalitico es un residuo de serina y las reacciones
se llevan a cabo mediante un intermediario acil-enzima (monémero activado por
la enzima). La polimerizacién enzimatica por PAA tiene pasos de iniciacion y de
propagacion. El paso determinante es la reaccion del éster ciclico con la lipasa,
ya que implica la apertura del anillo para dar el intermediario acil-enzima. La
iniciacion es un ataque nucleofilico del agua contenida parcialmente en la
enzima, sobre el carbono acilo del intermediario para producir un acido w-
hidroxicarboxilico, que es una especie de propagacion corta. Otros nucléofilos
como alcoholes o aminas pueden participar en esta reaccion. Durante la
propagacion, el intermediario sufre un ataque nucleofilico del grupo terminal
hidroxilo de una cadena polimérica que se esta propagando, o bien una forma
acido w-hidroxicarboxilico, para producir unidades de cadena mas largas

(mecanismo de activacién del monémero).**
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Figura 3. Mecanismo de PAA catalizada por Lipasa PS.

3.4.Extraccion con CO; supercritico

La extraccidon con CO, supercritico representa un método alternativo para
reemplazar procesos tradicionales de extraccion empleado disolventes
organicos. El CO, es una sustancia econdmica, no téxica comparada con
disolventes organicos, inflamable, el cual se puede remover facilmente debido a

su alta volatilidad y que posee una interpenetracion alta con matrices sélidas.*

El CO, es considerado una via alternativa para evitar el uso de disolventes

tradicionales debido a sus practicas propiedades fisicas y quimicas™®:

e Es un disolvente para los monémeros y un no solvente para los
polimeros, lo que permite una separacion facil. Algunos polimeros son
solubles en gases supercriticos en una medida muy limitada a menos que

presiones muy altas sean aplicadas.

e Es una fuente sustentable en el ciclo del carbono.
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e El uso del CO, como medio de extraccion contribuye a disminuir el
agotamiento de los combustibles fosiles.

3.5.Sistemas de liberacion de farmacos

El interés en los sistemas de liberacién de farmacos se debe a los problemas en
la liberacion de las dosis. Mucho de los métodos actualmente usados para la
liberacion de compuestos bioactivos requieren que las dosis sean frecuentes y
repetitivas. La curva de concentracion del nivel de farmaco en el plasma de la
sangre en funcién del tiempo se caracteriza por un periodo inicial de incremento
en la concentracion, determinado por la velocidad a la cual el agente activo esta
disponible para el sistema, seguido por un periodo de decrecimiento en la
concentracion, determinado por la velocidad en la cual el agente activo ya no
esta disponible, esto provocado por el metabolismo, la degradacion o
simplemente por el transporte del farmaco fuera del area de interés. Los
problemas surgen cuando niveles minimos efectivos y/o niveles maximos
seguros existen. En este caso cualquier porcion por arriba o por debajo de la
curva de concentracion farmaco-plasma representa un desperdicio del material y
lo mas importante es que las concentraciones de farmaco por debajo del nivel
efectivo y/o por arriba del nivel téxico representan altos riesgos para la salud.
Debido a estos problemas, enfoques diferentes para disminuir la velocidad de
liberacion fueron desarrollados. Estas formas de “liberacion prolongada” fueron
popularizadas en forma de capsulas, administradas por via oral; las técnicas
usadas para frenar la velocidad de liberacion del farmaco incluyen en uso de
recubrimientos de celulosa y otros materiales, el uso de tabletas comprimidas, el
uso de emulsiones y suspensiones. Sin embargo, la cantidad de farmaco
liberado esta4 fuertemente influenciada por las variaciones entre paciente y
paciente, y otros efectos ambientales, por lo que la administraciéon repetida es

necesaria.

En la década de los 50’s comenzo el desarrollo tecnolégico de la incorporacion
de farmacos en polimeros sélidos, los cuales se limitaron a productos para uso

animal. A mediados de los 60’s estos desarrollos se extendieron a la medicina
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también. En sus inicios, los farmacos eran colocados dentro de tubos de silicon o
a lo largo de matrices de polietileno. En los 70’s, las investigaciones se
centraron en desarrollar polimeros sélidos capaces de soportar la liberacién
continua de farmacos de alto peso molecular (mayor a 600 Dalton), siendo los

mas exitosos copolimeros de vinilacetato y diferentes hidrogeles.

En décadas recientes, los sistemas de liberacion polimero-farmaco han tenido
gran éxito debido a que los farmacos pueden ser continuamente liberados por
periodos muy largos de tiempo (mayores a un afio para algunos casos) y a que
las variaciones entre paciente y paciente han sido disminuidas porque el paso

limitante para la liberacion del farmaco es su remocién del polimero.
3.5.1. Clasificacion de sistemas poliméricos de liberacion de farmacos

Una clasificacion atil de los sistemas poliméricos de liberacion de farmacos
basada en el mecanismo de control de la liberacién de la droga incorporada, se

muestra a continuacion:

a) Sistemas de difusion controlada: Se divide en reservorios y matrices. Los
reservorios son dispositivos formados por una membrana que rodea al
farmaco, mientras que las matrices son sistemas monoliticos. El paso
limitante en el proceso de liberacién es por mera difusion del farmaco de

acuerdo a la Ley de Fick.

b) Sistemas quimicamente controlados: En los cuales se lleva a cabo una

reaccion quimica interfacial entre el polimero y el medio de disolucion.

c) Sistemas de hinchamiento controlado: En los cuales se presenta difusion
en contracorriente o una constante velocidad de penetracion del medio de

disolucion hacia el polimero.

d) Sistemas controlados magnéticamente: En los cuales controles externos

son responsables de la liberacion.
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3.6.PLGA en sistemas de liberacion controlada de farmacos

PLGAs son polimeros biocompatibles que se degradan a productos no toxicos
como lo son el acido glicélico y el acido lactico. Sistemas de liberacion
controlada de farmacos (LCF) a base de PLGA han sido ampliamente
investigados durante las ultimas décadas. Muchos factores influyen en la
liberacion y en la degradacion de las matrices de PLGA; estos factores incluyen
la composicion del polimero, el peso molecular, la interaccion del polimero con el

farmaco y las propiedades del farmaco.*’

3.6.1. Azul de Metelino como “compuesto modelo” de un farmaco

El azul de metileno es un colorante catiénico hidrofilico que ha sido utilizado en
aplicaciones medicinales tradicionales, debido a sus propiedades antisépticas.
En los ultimos afios, ha sido estudiado como un sistema modelo para LCF. Para
estos estudios se emplean compuestos modelos en vez de los farmacos, debido
a la toxicidad que representa el manejo de dichas sustancias y a los altos costos

de los ensayos.'®

3.6.2. Compuestos modelos en matrices de PDLGA.

Matrices a base de PDLGA pueden ser preparadas por diferentes métodos como
evaporacion o extraccion del disolvente de la emulsion, deposicion interfacial,

secado por aspersion y el método de fundido.

El método de fundido cuenta con dos ventajas: evita el uso de disolventes
organicos clorados, por lo que elimina todos los problemas relacionados con la
toxicidad de los disolventes y las micromatrices preparadas son mas
homogéneos en tamafio, y con menos variabilidad entre lotes, que los obtenidos
por los métodos inicialmente mencionados; los cuales requieren el uso de
disolventes organicos, como el cloruro de metileno, cloroformo, acetonitrilo y
tetrahidrofurano. Los procedimientos consisten en la disolucién del polimero en

un disolvente volatil y farmaco que se desea incorporar puede ser disuelto o
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suspendido en la misma solucion, la mezcla resultante se emulsiona en una fase
acuosa que no solubiliza al polimero y contiene un emulsificante. Luego, el
solvente se evapora o0 es extraido. Todas las técnicas de preparacion de
micromatrices se pueden considerar como una modificacion del método de

evaporacion del disolvente en la emulsion. #

4. Metodologia.
4.1.Materiales.

DLLA (Sigma Aldrich) fue disuelta en metanol (Quimica Barsa, grado analitico),
recristalizado y secado en una bomba de vacio (30 mmHg) previo a su uso. GA
(Sigma Aldrich) se empleo tal y como se obtuvo. Lipasa PS (Burkholderia
cepacia de Amano Enzymes, Japén) fue comprada a Sigma Aldrich. Tanque de

dioxido de carbono grado reactivo fue suministrado por Infra S. A. de C. V.
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Metanol y cloroformo grado técnico fue comprado a Quimica Barsa S. A. de C.
V.

4.2. Copolimerizacion en masa catalizada por Lipasa PS.

Diferentes relaciones en peso de DLA y GA (masa total de la reaccién 4 g) junto
con Lipasa PS al 8% en peso (0.32 g) se hicieron reaccionar en un matraz bola
abierto de 10 mL con agitacién constante por accion de un ndcleo magnético,
dentro de un bafio de calentamiento de aceite a diferentes temperaturas y
tiempos de reaccién.’ Donde se indique, la adicién de la lipasa fue fraccionada
a diferentes intervalos de tiempo. Todas las reacciones se hicieron por duplicado
y con controles (sin enzima presente en la reaccion). El tiempo final para cada
reaccion se establecié como el tiempo en que se solidificé el medio de reacciéon
(la barra de agitacion se detuvo). Las reacciones control se detuvieron de
acuerdo al tiempo maximo que alcanzo la reaccion con lipasa. La mezcla solida
resultado de la reaccidén de copolimerizacion en masa fue disuelta en cloroformo
frio aproximadamente a 5 °C y el polimero se precipitd en metanol frio a 5 °C en
una relacion de 1:10vol. cloroformo:metanol. Posteriormente se filtr6 a vacio
empleando membranas de filtracion de nylon de 0.45 ym de tamafio de poro
(Millipore). El polimero fue obtenido como un polvo amarillento (por la presencia
de la enzima), fue secado en una bomba de vacio (30 mmHg) durante 2 horas.
El rendimiento de la reaccién (en peso) se determiné por diferencia de pesos

entre la masa total de monémeros y el peso del polimero obtenido.

4.3. Actividad Enzimética

4.3.1. Medicion de la actividad enziméatica mediante la hidrolisis del p-

nitrofenil acetato por espectroscopia UV-visible

Para la construccion de la curva patron, se prepararon diferentes soluciones de
p-nitrofenol en acetonitrilo a concentraciones de 0, 10, 20, 40, 80 y 100 mM en
matraces aforados de 10 mL con solucion tampén de fosfatos (50 mM
KoHPO4/KH,PO,4, pH 7.0) y 0.2% de emulsificante (Triton X-100). La intensidad

23



de la absorbancia del p-nitrofenol contenido en las muestras se midié con un
espectrometro de UV-Visible (Perkin Elmer Lambda 2S) a 410 nm. La
determinacién de la actividad enzimética se realiz6 a muestras de enzima

empleadas después de reacciones a 130 y a 90 °C, y a enzima nueva.

1.9 mL de una solucion de buffer de fosfatos (50 mM K;HPO4/KH,PO,, pH 7.0)
con 0.2% de emulsificante (Triton X-100) fueron adicionados a una celda de
vidrio de UV-Visible junto con 100 pL de una solucién de p-nitrofenil acetato en
acetonitrilo (100 uM). La solucion de p-nitrofenil acetato en acetonitrilo fue
adicionada uniformemente a la celda de UV-Visible. La absorbancia fue
determinada a 410 nm en el espectrofotometro, a temperatura ambiente. Para
evaluar la actividad hidrolitica inicial, cuando la actividad enzimética tiene un
comportamiento lineal respecto al producto formado y el tiempo, la absorbancia
fue medida a un intervalo inicial de 0 a 2 minutos, con puntos intermedios.
Posteriormente la sefial de absorbancia fue convertida a unidades de
concentracion de producto formado (mM) contra tiempo de reaccién (min) en
base a la curva de calibracion de p-nitrofenol en buffer de fosfatos con

emulsificante.*®

4.4. Sintesis a escala mayor

De acuerdo a los resultados de copolimerizacion en masa catalizada por Lipasa
PS, la experimentacién con las variables del sistema (temperatura, porcentaje en
peso de la lipasa y relacion de monomeros) y la caracterizacion de los productos
obtenidos, los mejores resultados se obtuvieron a una relacion de 1:1 (peso) de
monomeros, por lo que la sintesis a una escala mayor se realiz6 con una masa
total de 20g a 90 °C y con 20% de Lipasa PS (4 g). La reaccion anterior se llevd

a cabo junto con su control (sin enzima presente).

4.5. Purificacion con CO; supercritico
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Los PDLGAs obtenidos de la sintesis anterior se purificaron mediante CO,. La
extraccion con CO, supercritico se llevd a cabo a 70 °C y 400 bar en un reactor
de alta presién de acero inoxidable con una capacidad de 0.5 L (Supercritical
Fluid Technology, Modelo: SFT-250 SFE/SFR, Newark, DE, USA). El reactor es
un reactor enchaquetado y la temperatura es monitoreada mediante dos
termopares independientes, localizados en el interior del reactor y en la chaqueta
de calentamiento. La temperatura de operacion y la presion de operacion para la
extraccion de los mondmeros remanentes en la matriz polimérica fueron fijadas
en el panel de control de la unidad de extraccion. La temperatura de la valvula
de restriccion exterior fue fijada a 90 °C, para evitar la solidificacion de los
compuestos extraidos al momento de la despresurizacion del sistema. ElI CO,
procedente del tanque de almacenamiento fue licuado mediante enfriamiento
empleando un recirculador (Julabo EC12, USA) y posteriormente bombeado

dentro del reactor. La Figura 4 muestra el disefio del equipo de extraccion.
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Figura 4. Disefio del equipo de extraccion de CO2 superecritico.

Las muestras obtenidas del escalamiento fueron pulverizadas para obtener una

mejor superficie de contacto entre el CO, y el polimero, y colocadas dentro de
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cartuchos Soxhlet para posteriormente ser introducidas dentro del reactor de alta
presion. La extraccion se llevo a cabo por lotes y por procesos continuos. El
tiempo de extraccidon fue fijado hasta no obtener mas producto después de la
extraccion. En el proceso por lotes, el CO, fue cargado dentro del reactor por 2h
con la finalidad de tener un tiempo de residencia considerable para la disolucién
de las sustancias solubles en el solvente supercritico. Inmediatamente después
de la extraccién por lotes, le siguid la extraccion continua; en la cual un flujo
constante de 1.375 Ib/h de CO, fue alimentado al reactor. La velocidad de flujo
de CO, alimentado fue estimada monitoreando la diferencia de peso del cilindro
después de una hora de extraccién con la valvula de restriccion ajustada a un
flujo de salida constante de CO, Después de la extraccion por lotes (2 h) y de la
extraccion continua (1 h), el sistema fue purgado en su totalidad y las sustancias

extraidas fueron recolectadas en un recipiente exterior de recoleccion de solidos.

4.6. Caracterizacion de productos

4.6.1. Determinacion de pesos moleculares y distribucion de pesos
moleculares mediante Cromatografia de Permeacion en Gel y de

Exclusion de Tamano

Las distribuciones de pesos moleculares fueron determinadas por cromatografia
de permeacion en gel y de exclusion de tamafio mediante un sistema formado
por una bomba isocratica (HPLC Hewlett Packard HP1050S, USA), un
automuestreador (HP1100S, USA) y un detector de dispersion de luz (Polymer
Labs, PL-1000, USA), empleando 2 columnas en serie PLGEL 10 cm MIXED-B
300 x 7.5 mm (1106-6100 LS, Varian, USA) montadas en un termostato a 25 °C
(1200-G1316, Agilent, USA).

Las condiciones de operacion del detector de dispersion de luz fueron fijadas a
una temperatura de evaporacion (Te,) de 80 °C, la temperatura del nebulizador
(Trep) Se fijo a 40 °C y un flujo de gas acarreador (nitrégeno) de 1.0 mL/min. La

fase movil fue Tetrahidrofurano (THF), a la temperatura del termostato y a una
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velocidad de flujo de 1 mL/min. Se escogi6¢ este eluyente como fase movil, ya
que en diferentes pruebas de solubilidad mostré ser en disolvente adecuado

debido a que en él, mayor muestra de polimero era disuelta.

La concentracion de las muestras fue de maximo 5 mg de polimero en 2 mL de
THF y los volumenes de inyecciéon de 10 pL. Todas las soluciones fueron
filtradas a través de filtros de 0.22 um de tamafio de poro previamente al analisis.
Las distribuciones de pesos moleculares fueron comparadas contra estandares
calibrados de poliestireno, en un rango de 2,900 a 591,000 g/mol con una
polidispersidad de 1 a 1.23 (Varian, USA).

4.6.2. Determinacion de la composicion mediante *H-RMN

La espectroscopia de 'H-RMN se usé para obtener la relacién de unidades de
repeticion lactilo/glicolilo en las muestras, en un espectrometro de resonancia
magnética nuclear (Varian Unity Inova, modelo VNMRS y MR a 400 MHz). Los
desplazamientos quimicos en partes por millén (ppm) para los espectros *H-
RMN fueron relacionadas con respecto al tetrametilsilano (TMS) como referencia
interna. Para obtener los espectros de 'H-RMN, las muestras (50mg) fueron
disueltas en cloroformo deuterado (CDCI3) y &cido trifluoroacético deuterado
(CF3COOD) en una relacion 3:1vol. hasta un volumen de 0.8 mL. Los
mondémeros DLLA y GA son homélogos, por lo que el grupo metilo (CHs-)

presente en DLLA fue tomado como punto de referencia para el andlisis.*

4.6.3. Analisis de Termogravimétrico y Calorimetria Diferencial de Barrido

Las pruebas de andlisis termogravimétrico y calorimetria diferencia de barrido
fueron realizadas en un calorimetro Mettler Toledo (Modelo 821°).
Aproximadamente 1 mg de muestra fue encapsulada en un plato de aluminio de
40 pL. La velocidad de calentamiento de la muestra fue de 10 °C/min, en un
rango de 20 a 300 °C, bajo atmdésfera de nitrégeno. La estabilidad térmica de las

muestras fue evaluada por analisis termogravimeétrico empleando un equipo TG
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Mettler Toledo (modelo TGA/SDTA851°). La velocidad de calentamiento de la
muestra fue de 10 °C/min, en un rango de 25 a 300 °C, bajo atmosfera de
nitrégeno. Los termogramas se obtuvieron y se analizaron empleando el

programa STAR® version 8.1.

4.6.4. Determinacién de cristalinidad mediante Rayos X en polvo

La difraccion de Rayos X de las muestras en polvo fueron llevadas a cabo
mediante un difractometro Siemens (Modelo D5000) compuesto por una fuente
Ka de cobre (A=1.5406 A). La cristalinidad de las muestras expresada en

porcentaje fue determinada mediante la relacion de areas cristalinas y total.

4.7.Liberacion controlada del pigmento
4.7.1. Preparacion del polimero con pigmento

El azul de metileno (Hartman Eddon Company), (Figura 5) y PDLGA fueron
pulverizados. Los polvos se mezclaron en una proporciéon de 1:100 (peso),
respectivamente. El PDLGA y el pigmento fueron fundidos a una temperatura
superior al punto de fusion del polimero, durante 5 minutos bajo agitacion
manual continua. La masa fundida fue enfriada rapidamente a 20 °C. 0.1 g de la
mezcla fria fueron afiadidos a 20 mL de una solucién tampdén de fosfatos
KoHPO4/KH,PO4, pH 7.4, K;HPO,4 (Mallinckrodt) y KH,PO4 (EMD Chemicals) con
0.05% de Triton X-100 o Tween 20 (Sigma). Esta solucion fue calentada
previamente a 80 °C por un bafio de agua. La emulsificacién del PDLGA fundido
con el pigmento y la solucién tampon con emulsificante, se llevé a cabo por un
mezclador de laboratorio a 200 y 2000 rpm durante 2 min. Posterior a esto, las
particulas se aislaron por centrifugacion; la emulsion caliente fue colocada en
100 mL de agua con hielo. Después de 15 minutos, la suspension fue

centrifugada durante 10 minutos a 1550 rpm. Las microparticulas fueron filtradas
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y lavadas con una solucién tampon de fosfatos (pH 7.4) sin tensoactivo. Las
particulas secas fueron almacenadas a temperatura ambiente hasta su uso. Este
procedimiento se realizé para el polimero enzimatico y el control, y fue repetido

para los diferentes lotes empleados.?* %

N
- i /: : : ~
NN
(H3C)2N S N(CHz)»

Figura 5. Estructura molecular del Azul de Metileno.

4.7.2. Efecto en la intensidad de sefal de la concentracién de Azul de
Metileno en la curva de calibracibn de espectroscopia de

fluorescencia

La curva de calibracion estandar fue preparada agregando 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y
1 mL de una solucion patron de Azul de Metileno (AZ) (12500 nM) en matraces
aforados de 10 mL. Las soluciones resultantes tienen una concentracion de
pigmento de 0, 250, 500, 750, 1,000 y 1,250 nM. Cada una de las soluciones en
los matraces aforados fue diluida a 10 mL con solucion tampon de fosfatos (pH
7.4). La intensidad de la fluorescencia del pigmento contenido en las muestras
se midié con un espectrémetro de fluorescencia Varian Cary Eclipse, en un
rango de 630-690 nm, con longitud de onda de excitacion a 630 nm y de emisién
a 680 nm. La sefal del pigmento fue determinada a las diferentes longitudes de
onda hasta establecer linealidad entre la intensidad de la fluorescencia y la
concentracion del pigmento. Todos los ensayos de fluorescencia se realizaron

por triplicado.*®
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4.7.3. Determinacion de la cantidad de Azul de Metileno liberado del

polimero

Para los experimentos de liberacion in vitro, 0.1 g de particulas de PDLGA
cargadas con azul de metileno se colocaron en 20 mL de solucion tampén de
fosfatos (pH 7.4) en un bafio de calentamiento a 37+1 °C con agitacion continua.
1 mL de la muestra fue retirado a los 30 minutos, 1 h, 1.5, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24,
30, 36, 48 y 72 horas, respectivamente. El volumen retirado fue sustituido por el
mismo volumen de solucién fresca. La cantidad acumulada de pigmento en la
solucién tampén fue detectada con espectroscopia de fluorescencia a 690 nm.
Los datos reportados son los valores medios de tres experimentos

independientes para el polimero enzimético y no enzimatico.

4.7.4. Caracterizacion del polimero que contiene Azul de Metileno

La morfologia de las particulas de PDLGA fue observada por microscopia
electronica de barrido (Hitachi S-800 Turbo FE-SEM) a 25 kV.

4.7.5. Eficiencia de encapsulacion

El porcentaje de azul de metileno cargado en las particulas de PDLGA se calculo
dividiendo la cantidad total del pigmentos liberado en el medio (solucién tampon)
entre la cantidad de las particulas (en masa) colocadas al inicio del

experimento.
4.7.6. Efecto del surfactante, concentracion del surfactante y tiempo de
emulsificacién en la preparacion del polimero con pigmento

Las mediciones espectroscopicas de concentracion critica micelar (CCM) se
realizaron en un espectrofotdmetro de UV visible HP 8452A de arreglo de diodos

con software HP 89532A. Los experimentos se llevaron a cabo mediante la
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preparacion de soluciones a diferentes concentraciones de surfactante (Tabla 4)
en un rango de 0.0002-0.006M a partir de una solucién patron de tensoactivo
(0.02 M), diluyendo un volumen de 0.5 mL de solucion patrén de azul de
metileno (80 pM). Los solutos se disolvieron en una solucidon tampon de fosfatos
(pH 7.4) a un volumen final de 10 mL. El rango de concentraciones para cada
tensoactivo se varid con el fin de obtener los suficientes puntos antes y después
del cambio de pendiente en las graficas de la concentracion del surfactante
contra absorbancia. Todos los espectros se registraron por triplicado. Dos
surfactante diferentes se utilizaron para la emulsificacién durante el proceso de
preparacion de las matrices, Tween 20 (Sigma) y Triton X-100 (Figura 6), a tres
diferentes velocidades de emulsificacion (2, 10, 15 min) y a una concentracion
por encima de la CCM.%

Tabla 4. Concentracién de surfactante

Triton X-100 (M) Tween 20(M)
0.0003 0.0002
0.0004 0.0003
0.0005 0.0005
0.0006 0.0010
0.0007 0.0020
0.0008 0.0030
0.0009 0.0040
0.0010
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Figura 6. (A) Tween 20. (B) Triton X-100.

5. Resultados
5.1.Copolimerizacion en masa catalizada por Lipasa PS

Los experimentos iniciales se basaron en mezclas de diferentes relaciones
porcentuales en peso (50/50, 65/35 y 85/15) de DLLA y GA con un peso total de
mondmeros de 4 g a las que se adicionaron Lipasa PS al 8% en peso (0.32 g)
con respecto a los monémeros. Las reacciones tuvieron lugar a 130 °C.° El

tiempo maximo de reaccion para la condicion de 50/50 se establecidé como el
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tiempo en el que la barra de agitacion colocada en la mezcla, se detuvo debido
al incremento de viscosidad del medio; este fenOmeno fisico se debio a la
solidificacion del medio de reaccion. Para las dos relaciones de alimentacion
restantes, este efecto no se observd y las reacciones se llevaron a tiempos
maximos de 7 dias. Los experimentos control o blanco se llevaron a cabo a las
mismas condiciones pero sin la presencia de la enzima. En la Figura 7, se
esquematizan los resultados de rendimiento obtenidos para las tres relaciones
de alimentacion. Para la reaccion 50/50, se obtuvo el mayor rendimiento con un
maximo de 45% en 36 h. La reaccion 65/35 tuvo un rendimiento del 30%
alcanzado al tercer dia, rendimiento que presenté un comportamiento asintético
hasta el séptimo dia. Para el caso de la reaccién 85/15, el rendimiento maximo
obtenido fue del 3% al séptimo dia. Por otra parte, para las reacciones control se
obtuvieron rendimientos maximos menores, del 35% y del 34% para las
relaciones de alimentacion de 50/50 y 65/35, respectivamente. Para el control
con una relacién de alimentacion del 85/15, el rendimiento méximo obtenido fue
de tan solo 1%. Los resultados experimentales indican claramente que los
rendimientos obtenidos muestran mayores valores para las reacciones en las

cuales la Lipasa PS estuvo presente.
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Posteriormente y con el fin de elevar el rendimiento, se estudi6 el efecto de la

temperatura y cantidad de enzima presente en la reaccién. Se realizaron

pruebas a la minima temperatura en la cual funde la mezcla de mondémeros

iniciales, con diferentes cantidades de enzima presente, desde 8 hasta un 20%

en peso. Por los resultados obtenidos anteriormente y mostrados en la Figura 7,

sélo se trabajé con dos relaciones de alimentacion de mondmeros: 50:50, 65:35.

La Tabla 5 muestra los resultados del estudio de las variables mencionadas, los

tiempos mostrados son los tiempos méaximos de reaccion, en los cuales el medio

de reaccion se solidifico.

Tabla 5.
Copolimerizacion en masa variando el porcentaje en peso de Lipasa PS
Relacion
DLLA/GA T (°C) % peso de enzima  t (h) Rendimiento (%)
50:50 90 8 72 51
50:50 90 14 48 51
50:50 90 20 24 58
65:35 110 8 168 35
65:35 110 14 48 49
65:35 110 20 48 43
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Las variaciones de temperatura y porcentaje de enzima permitieron incrementar
el rendimiento, esto puede ser atribuido a las extremas condiciones de
temperatura a las cuales la lipasa fue sometida en los experimentos previos.
Aungue esta misma reaccion a 130 °C fue reportada con buenos resultados
para la Lipasa PS,° dicha temperatura se encuentra 80 °C por encima de la
temperatura 6ptima reportada para la Lipasa PS,?* lo que pudo haber inducido
la desactivaciéon térmica de la enzima. EI mayor rendimiento (58.42%) se obtuvo
con una relacion DLLA/GA del 50/50, a una temperatura de reaccion de 90 °C y
20% en peso de enzima. Con la finalidad de evaluar el efecto de la alimentacion
de la enzima a la reaccion, fracciones de 4% en peso de enzima fueron
adicionadas a la reaccién en intervalos de 12 h y hasta completar un total de
20% en peso. Por los resultados mostrados en la Tabla 5, so6lo se trabaj6 con la
relacion de alimentacion de la cual se obtuvieron los mejores resultados
(DLLA/GA: 50/50, T=90 °C y 20% en peso de enzima). Sin embargo, los
resultados de este experimento (Tabla 6) no muestran ninguna mejora en el

rendimiento.

Tabla 6.
Copolimerizacion enzimatica a 90 °C con 50/50 DLLA/GA adicionando 4%
en peso de lipasa en intervalos de 12h

Tiempo de adicion de

Enzima (h) Fraccion total (%) Rendimiento (%)
12 4 30
24 8 24
36 12 33
48 16 48
72 20 55

En el mecanismo de copolimerizacion enzimatica entre DLLA y GA, y de forma
general en la PAA enzimatica de lactonas, interviene el agua, la cual es
necesaria para asegurar la conformacion tridimensional de la enzima y por ende
su actividad. Las moléculas de agua favorecen la hidrdlisis inicial de los
monomeros ciclicos y regeneran a la enzima libre en cada paso de

condensacion o liberacion de formas no ciclicas. Por otro lado, en la formacion

35



de productos por condensacion, entre grupos alcohol terminales de las cadenas
de copolimero e intermediarios enzima-sustratos, se liberan moléculas de agua.
Es comunmente aceptado que cada una de estas etapas se encuentran en
equilibrio, a excepcion de la primera etapa de hidrdlisis de la forma ciclica, donde
algunos autores apuntan a que pueda ser reversible, sin embargo, el
agotamiento de los monomeros en la mayoria de reportes de este tipo de
reacciones, indica lo contrario.’ Debido a lo anterior, se puede generalizar que
este tipo de reacciones de equilibrio son dindmicas en cuanto a la participacion
de moléculas de agua.”® Las reacciones de esterificacién o poliesterificacion
enzimatica con lipasas se realizan en medios de reaccibn no acuosos Yy
altamente hidrofobicos para evitar, por un lado la hidrdlisis de los grupos éster
que se pudieran formar, y por otro lado, la desnaturalizacion de la enzima por
arrastre de las moléculas de agua del sitio catalitico, lo que en inglés se conoce
como efecto “stripping”. Por ejemplo, los solventes mas usados en PAA
enzimatica de lactonas son hexano o tolueno. En aquellas en que se requieren
disolventes més hidrofilicos como dioxano o acetonitrilo, pequefios porcentajes
de agua deben ser adicionados para mantener una correcta hidratacion del sitio
catalitico de la proteina. La imposibilidad de encontrar un disolvente hidrofébico
para estos mondmeros es una limitante para evaluar efectivamente la pérdida o
no de actividad catalitica en este medio. Resultados experimentales anteriores
en el grupo de trabajo, mostraron que el uso de disolventes convencionales de
estos monomeros en estudio, como puede ser acetonitrilo, dimetilsulféxido o
cloroformo no dieron polimerizacién, incluso con la adicion de porcentajes

volumétricos de agua al medio.

Sin embargo, en el presente estudio fue de interés llevar a cabo un experimento
exploratorio con enzima liofilizada previamente, debido a que el medio de
reaccion en masa en este caso es relativamente hidrofilico, para estudiar este
efecto del agua en nuestra reaccion. Se realizd un experimento en donde la
enzima fue sometida a alto vacio (4x10™ mbar), a fin de eliminar la mayor

cantidad de agua inicial de ésta. La Tabla 7 muestra las condiciones a las cuales
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se llevo a cabo dicha reaccion y tal y como se observa no hubo incremento en el

rendimiento con respecto a la misma reaccion sin el secado a vacio.

Tabla 7.
Copolimerizacion enziméatica aplicando vacio al medio de reaccion

Relacion DLLA/GA T (°C) %enzima t(h) Rendimiento (%)
50/50 90 8 72 41

Esto se puede explicar debido a que el agua presente en el sitio catalitico de la
enzima, que es donde se lleva a cabo las subsiguientes policondensaciones,
esta fuertemente enlazada por puentes de hidrégeno inertes al vacio aplicado.
Esas moléculas de agua son suficientes para el requerimiento de la accién
catalitica de la proteina y todo parece indicar que el efecto “stripping”
mencionado del sitio catalitico de la lipasa en estudio esta restringido en este

medio de reaccion.

5.2.Actividad Enzimatica

5.2.1. Medicién de la actividad enziméatica mediante la hidrélisis de p-

nitrofenil acetato por espectroscopia UV-visible

La Figura 8 muestra la curva de calibracibn empleada para determinar la
concentracion de p-nitrofenol procedente de la reaccién de hidrélisis del p-

nitrofenil acetato.
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Figura 8. Curva de calibracion de UV-Visible para p-nitrofenol.

Empleando diferentes muestras de la lipasa (Tabla 8), la sefial de absorbancia
producida por el p-nitrofenol formado fue convertida a unidades de actividad (U,

pmol/min*g) mediante la curva de calibracion.

Se puede observar en los resultados que la actividad enzimética coincide con la

obtenida por Futurani et al*®

para el mismo método; sin embargo esta actividad
no pudo ser directamente comparada con la reportada por el fabricante®* ya que

la medicion de actividad fue calculada por otro método.

Por otro lado, la actividad de la enzima después de la reaccion de
copolimerizacién a 130 °C, disminuy6 aproximadamente 7 veces respecto a la
muestra de enzima en uso, o que comprueba que la enzima fue sometida a
condiciones extremas de reaccion e inequivocamente se demuestra inactivacion
térmica parcial a las condiciones de 130 °C. Por el contrario, la enzima sometida
a una temperatura de reacciéon 90 °C, muestra que su actividad residual es

aproximadamente el doble que la encontrada después de la reaccion a 130 °C.
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Tabla 8. Actividad enzimatica

Lipasa PS Actividad (umol/min*g)
En uso 1556.13
Furutani et al*® 2182
Después de la reaccion a 130 °C? 230.45
Después de la reaccion a 90 °C” 517.03

ay b: lipasas empleadas en un reaccion durante 72 horas

5.3.Sintesis a escala mayor y purificacion de los productos con CO,

supercritico

Para el escalamiento, la reaccion de copolimerizacion en masa catalizada por
Lipasa PS se llevé a cabo a una relacion porcentual de 50:50 en peso de
mondmeros DLLA (10 g) / GA (10 g), a 90 °C y con 20% (4 g) de Lipasa PS. La

reaccion anterior se llevd a cabo junto con su control.

Después de la purificacion de las muestras escaladas por CO,sc, usando el
reactor-extractor de alta presion descrito en la seccion experimental, el
rendimiento obtenido para la reaccién y su control fue del 86% y 69%,
respectivamente. La reaccion con biocatalizador bloqueo el movimiento de la
barra magnética 18 horas después de su inicio, mientras que su control lo hizo
después de 36 h. Estos valores de rendimiento son mayores a los obtenidos por
purificacion con disolventes organicos, debido a que con la capacidad solvatante
y polaridad del CO,sc es posible remover Unicamente los mondémeros o
productos de bajo peso molecular, a diferencia de la purificacion por
precipitacion con disolventes organicos cloroformo (solvente) / metanol
(antisolvente) donde oligomeros de diferente tamafio de cadena son solubles en
el medio alcohdlico y luego son removidos del polimero. Por otro lado, cabe
mencionar que la proteina no fue removida debido a la insolubilidad de la misma
en CO,sc. La remocion de la misma por lavados con agua se descartd debido a
la posibilidad de hidrolizar del material y a la pérdida de sus caracteristicas. El

material candidato para los estudios de liberacién controlada contuvo la proteina,
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lo cual no presenta riesgo debido a su inocuidad toxicolégica. EI material no
enzimatico fue de aspecto ceroso, lo cual se atribuye al amplio rango de pesos
moleculares presentes en la muestra. En cuanto a la diferencia de masa extraida
del reactor extractor de CO,sc, este fue menor para el caso de la reaccion con

enzima (2 g), mientras que para el control, la masa extraida fue de 3 g.

5.4. Caracterizaciéon de productos
5.4.1. Determinacion de la composicién mediante *H-RMN

Es importante recalcar que los resultados obtenidos inicialmente mediante la
caracterizacion por cromatografia no fueron representativos debido a que no
toda la muestra se disolvié en la fase movil empleada (THF). Debido a esto fue
imposible la determinacién de las distribuciones de pesos moleculares de las
muestras por esta técnica. Sin embargo, la *H-RMN fue una buena herramienta
para elucidar la estructura molecular de los productos. Los mondmeros DLLA 'y
GA son homologos, por lo que el grupo metilo (CH3-) presente en DLLA, y
ausente en GA, fue tomado como punto de referencia para distinguir las sefiales
entre ellos y cuantificar las proporciones de cada uno en las unidades de
repeticion de los copolimeros. De esta forma, las sefiales presentes en el
desplazamiento quimico (8) respecto al estandar interno de referencia (TMS)
para el CH,- fue tomado a 4.9 ppm y para el CHCHs- a 5.21 ppm. La integracion
de la sefial del metileno de las unidades glicolilo fue dividida entre 2 debido a la
integracion de dos hidrégenos y la de 5.2 ppm corresponde a la del hidrégeno
del lactilo.?® La Figura 9 muestra a modo de ejemplo el espectro del copolimero
obtenido a partir de la reaccidon enzimética en masa para una relacién 50/50
durante 12 h a 130 °C. Este espectro indica la presencia de ambas unidades de

repeticion en la estructura molecular del copolimero (unidades lactilo y glicolilo).
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Figura 9. Espectro de 1H-NMR de PDLGA 50/50.

La Figura 10 muestra la distribucion molar obtenida del andlisis de resonancia
magnética de proton de unidades de repeticion lactilo dentro de la cadena
polimérica del PDLGA sintetizado, para la cinética de las reacciones en masa
con relaciones de alimentacion de 50/50, 65/35 y 85/15 de DLLA/GA,
respectivamente, con 8% en peso de Lipasa PS a 130 °C (barras de color azul) y
sus respectivos blancos a las mismas condiciones sin biocatalizador (barras de
color rojo); en esta figura se puede observar que no hay un incremento
significativo en la insercion de DLLA dentro de la cadena polimérica fomentado
por la presencia de la lipasa, entre las reacciones en masa catalizadas y sus
respectivos controles; esta situacion se puede atribuir a las extremas
condiciones de temperatura a las cuales la lipasa fue sometida. Aunque la
reaccion a estas condiciones fue reportada con buenos resultados para la Lipasa
PS,% estudios de actividad residual demuestran que hubo poca actividad, por lo
que la polimerizacién pudo haberse dado por mecanismos no enzimaticos.?*

Diversos autores, como se menciond anteriormente, atribuyen esta
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polimerizacidbn no enzimatica a mecanismos de polimerizacion cationicos
promovidos por trazas de hidroxiacidos formados a partir de los monémeros en
el seno de la reaccién.®® De esta forma, esta polimerizacién no enzimatica esta
mas presente al aumentar la temperatura, puesto que se debe a un efecto
térmico. La Tabla 9 muestra los resultados de *H-RMN para las muestras en las
cuales se llevaron a cabo variaciones de temperatura y porcentaje de enzima.
En esta, se puede observar que la actividad de la enzima al disminuir la

temperatura, no mejoro la insercion de unidad lactilo de la cadena polimérica.

Tabla 9
Resultados de los andlisis de *H-NMR para las muestras en las cuales se
llevaron a cabo variaciones de temperatura y porcentaje de enzima

gf‘fﬁgg Tr (°C) %deenzima  t(h) Lac (%)  Gli (%)
50:50 90 8 72 16 84
50:50 90 14 48 18 82
50:50 90 20 24 20 80
65:35 110 8 168 39 61
65:35 110 14 48 37 63
65:35 110 20 48 35 65

Para el caso de las reacciones que se llevaron a cabo alimentando la enzima de
manera fraccionada, la insercion de la unidad lactilo fue del 11%, valor que

oscilo +2%.
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Estos resultados coinciden con datos encontrados para la polimerizacion de GA,
en donde este monomero polimeriza sin catalizador para dar materiales muy
insolubles y de peso molecular absoluto desconocido. Sin embargo,
generalmente el PGA de alta cristalinidad es asociado a altos pesos
moleculares. El uso de catalizadores en la sintesis de PGA da lugar a materiales
con diversas caracteristicas pero la intratabilidad del PGA lo hace poco viable
para aplicaciones biomédicas o de otra indole. Por otro lado, las muestras
escaladas después de la purificacién por CO,sc, mostraron una composicion de
unidad lactilo del 18% y 9%, para la reacciéon con biocatalizador y el control,

respectivamente.
5.4.2. Analisis Termogravimétrico y Calorimetria Diferencial de Barrido

En la Figura 11 se muestran los termogramas obtenidos del analisis
termogravimétrico de las muestras. Se puede observar que a mayor presencia
de unidades glicolilo la temperatura inicial de degradacion es mas alta (muestras
65/35), alrededor del 90% de la muestra se conserva a una temperatura mayor a
280 °C, mientras que las muestras con una relacion inicial de alimentacion 50/50
pierden el 10% en masa a una temperatura alrededor de 250 °C. Todas las
muestras perdieron el 90% de su masa alrededor de los 300 °C. No se obtuvo
suficiente muestra para analizar las reacciones con una relacién de alimentacion
de 85:15.
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Figura 11. TGAs para las diferentes relaciones de alimentacion de los monomeros

La calorimetria diferencial de barrido permite observar cambios térmicos,
procesos endotérmicos y procesos exotérmicos que sufren las diferentes
muestras. La relacion de glicolilo/lactilo presente en la muestra de polimero
afecta sus propiedades térmicas, e. g. la temperatura de fusiéon (Ty) y la
temperatura de transicion vitrea (Tg), que es la temperatura en la cual ciertos
polimeros amorfos o semi-cristalinos pasan de un comportamiento rigido a
elastico. En nuestro caso, ésta se vio afectada por la estructura molecular de los
PDLGA sintetizados. En general, en las reacciones de copolimerizacion se ve
disminuida la T;, excepto en circunstancias en las cuales las unidades de los

diferentes tipos de mondmeros son capaces de reemplazarse unas a otras de
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forma aleatoria en un entramado semi-cristalino.?® La Tabla 10 muestra los
efectos de la copolimerizacion en las propiedades térmicas, obtenidos mediante
la caracterizacion por calorimetria diferencial de barrido; de acuerdo a estos
resultados se puede observar que para la mayoria de las muestras, la
copolimerizacion de los sustratos resulta en un decremento en la Ty, a medida

gue la concentracién de unidades lactilo en la muestra disminuye.

Tabla 10. Propiedades térmicas de las muestras de la cinética de PDLGA

Relacion inicial H-RMN Tg (°C)

de alimentacion Blanco/Reaccién T %lactilo
50/50 Reaccion 12 h 11 122.1
50/50 Reaccion 24 h 25 82.6
50/50 Reaccioén 36 h 27 73.6
50/50 Blanco 12 h 7 n. p.
50/50 Blanco 24 h 19 93.1
50/50 Blanco 36 h 27 107.9
65/35 Reaccioén 1 dia 25 78
65/35 Reaccion 3 dias 50 74.5
65/35 Reaccioén 5 dias 54 69.5
65/35 Reaccion 7 dias 54 69
65/35 Blanco 1 dia 26 87.8
65/35 Blanco 3 dias 48 75.9
65/35 Blanco 5 dias 50 142.5
65/35 Blanco 7 dias 52 73.7

5.4.3. Determinacién de cristalinidad mediante difraccién de Rayos X en

polvo

El grado de cristalinidad de un polimero semicristalino se puede determinar
mediante el andlisis de la intensidad de la radiacion de Rayos X difractada por la
muestra. Las intensidades debidas a los &tomos de un cristal dan lugar a picos
definidos. En las zonas amorfas, la dispersion tiene lugar en todas direcciones,
la intensidad de estas dispersiones es muy débil dando lugar a un pico muy
difuso. Patrones tipicos de difraccibn para especimenes amorfos y semi-
cristalinos sintetizados en este proyecto, son mostrados en las Figuras 12 y 13,

respectivamente; debido a las interferencias ya sean fuertes o débiles, todos los
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Los patrones de los experimentos de difraccion de Rayos X muestran picos entre
10 y 30° 26 con 2 picos principales alrededor de 22° 20 y 29° 26 probando la
presencia de dominios semicristalinos en los especimenes®. El méas alto grado
de cristalinidad fue obtenido para el PDLGA no enzimético 50/50 con un tiempo
de reaccion de 12 h con 2320 conteos en 22° 26. El pico 22° 206 fue tomado
como referencia para el calculo del grado de cristalinidad. Los resultados
experimentales indican que no hay ninguna relacién entre la accién de la enzima

y la cristalinidad del material.

El grado de cristalinidad puede entonces relacionarse con las dos zonas del
diagrama de difraccion, suponiendo que la relacion entre la cantidad de material
cristalino y amorfo es igual a la relacion de la intensidad total (integrada) de la
parte cristalina y amorfa del diagrama. Asi, la fraccién de cristalinidad, Xc, viene
dada por la ecuacién: xc= Ic/( Ic+la), donde Ic es la intensidad correspondiente a
las zonas cristalinas e la, la de las zonas amorfas.?” La Tabla 11 muestra los
resultados de grado de cristalinidad para las diferentes muestras de copolimero,
en la cual se puede observar que la cristalinidad aumenta a medida que el

contenido de unidades glicolilo en la muestra aumentan.

Tabla 11. Grado de cristalinidad para las muestras de la cinética de

PDLGA
H-RMN
Relacién inicial Blanco/Reaccidén Tiempo %glicolilo Xe
50/50 Reaccioén 12 h 89 0.82
50/50 Reaccién 24 h 75 0.79
50/50 Reaccioén 36 h 73 0.78
50/50 Blanco 12 h 93 0.85
50/50 Blanco 24 h 81 0.81
50/50 Blanco 36 h 73 0.76
65/35 Reaccioén 1 dia 65 0.66
65/35 Reaccion 3 dias 50 0.51
65/35 Reaccioén 5 dias 46 0.47
65/35 Reaccion 7 dias 46 0.45
65/35 Blanco 1 dia 74 0.79
65/35 Blanco 3 dias 52 0.57
65/35 Blanco 5 dias 50 0.57
65/35 Blanco 7 dias 48 0.54
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Los resultados para los especimenes obtenidos por purificacion con FSC se
muestran en la Tabla 12, tanto para el blanco como para la reaccidon enzimatica,
se observa que estas muestras tienen un mayor grado de cristalinidad que los
valores obtenidos para las muestras purificadas por disolventes organicos, esto
se puede explicar debido a que en ellas las cadenas del polimero estan
mezcladas con moléculas de menor peso molecular, siendo estas mas
cristalinas, las cuales no les permiten un acomodo lineal, por otro lado la

presencia de proteina podria incidir en este aspecto.

Tabla 12. Cristalinidad para las muestras de PDLGA purificadas con CO,
supercritico

Blanco/Enzima Purificaciéon con CO,sc Xc
Reaccion No purificado 0.55
Reaccion Purificado 0.81

Blanco No purificado 0.59
Blanco Purificado 0.85

5.5.Liberacién controlada del pigmento
5.5.1. Preparacioén del polimero con pigmento

El método de fundido fue seleccionado con el fin de prevenir los problemas
causados por los residuos toxicos de los disolventes organicos en las diferentes
técnicas de preparacion de microparticulas, y ademas de que con este se
evita el uso de disolventes organicos, especialmente disolventes clorados, ya
que para usos biomédicos estos deben ser completamente eliminados de las
formas de dosificacion. Cabe mencionar aqui que el uso de disolventes
considerados toxicos 0 no GRAS es extensamente empleada en procesos de las
industrias farmacéuticas, alimentarias o0 aquellas relacionadas con la
biomedicina, pero estas practicas incluyen altos grados de tratamiento pos-
sintesis para llegar a la inocuidad y por ende la elevacion de los costos de

produccion.
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En este proyecto el PDLGA no enzimatico mostré un tiempo muy corto de
gaveta a condiciones ambientales y después de un mes de almacenamiento,
sufriendo autodegradacion, la cual se atribuyé a una hidrélisis debido a la
humedad ambiental, lo que resultd6 como una limitacion en sus
aplicaciones experimentales futuras. Esta degradacion puede ser una indicacion
de pesos moleculares bajos del copolimero, sin embargo su estimacion por
cromatografia result6 comprometida debido a la baja solubilidad del material en
los disolventes comunmente empleados en esta técnica. Con esto, se pudo
observar experimentalmente que el copolimero obtenido mediante la accién de
la enzima tuvo mejores caracteristicas para el presente estudio. EIl PDLGA no
enzimatico presentd una textura cerosa, lo que indica la presencia de material de
bajo peso molecular, por lo que no pudo ser transferido a una emulsion estable.
Por otro lado, con el fin de lograr una morfologia méas uniforme, el proceso de

emulsificacion se llevé a cabo a 2,000 rpm.

5.5.2. Efecto en la intensidad de sefial de la concentraciéon del Azul de
Metileno en la curva de calibracibn de espectroscopia de

fluorescencia

La absorbancia o intensidad de fluorescencia de pigmentos organicos en
soluciones acuosas se desvia de la ley de Lambert-Beer y el azul de metileno,
no es una excepcidon. Esta desviacion se debe a la agregaciéon reversible que

presenta el pigmento para formar oligobmeros.

En un rango de concentraciones entre 10° a 10° M, la agregacién del azul de
metileno es limitada a un equilibrio mondémero-dimero de corta vida,
fluorescencias maximas en el espectro visible a 660 y 610 nm para el mondmero

y las especies dimeras, respectivamente.?®

La Figura 14 muestra una comparacion de los espectros de fluorescencia de
soluciones a diferentes concentraciones de azul de metileno, medidos

inmediatamente después de que las soluciones fueron preparadas, con los
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espectros a tiempo infinito (una vez que el sistema alcanzé el equilibrio y ningin
cambio adicional fue observado en el espectro) de 610 a 690 nm. Mediante
regresiones lineales a los datos de intensidad de fluorescencia, se determiné a
que longitud de onda, la concentracion de azul de metileno
muestra una dependencia de caracter lineal acorde a la ley de Lambert-Beer. La
curva de calibracidbn que mejor se aproxima a una linea recta se encuentra a
690 nmy su regresion lineal se utilizé para la medicion directa del azul de

metileno liberado en la fase acuosa.
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Figura 14. Efecto de la concentracion de AM en la intensidad de fluorescencia en la curva patron.
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5.5.3. Determinacion de la cantidad de Azul de Metileno liberado del

polimero

El azul de metileno muestra una solubilidad muy alta en fases acuosas. La
liberacion del pigmento, tanto del PDLGA enzimatico y no enzimatico, cargado
en el polimero siguié una respuesta de dosis hiperbdlica, constando de dos
fases de liberacion.?

Durante la primera fase de liberacion, el AM fue liberado hacia la fase acuosa
rapidamente dentro de las primeras 12 h. Durante la segunda fase de
liberacion, s6lo una baja cantidad del pigmento salié de la fase interna hasta la

saturacion de la fase acuosa, la cual fue alcanzada 96 h después.

Aunqgue las caracteristicas de liberacion de las muestra de PDLGA enzimatica y
no enzimatica, no muestran diferencias considerables, presentando perfiles de
liberaciéon similares (Figura 15), ambos con una liberacion completa del pigmento
después de alcanzar 96 h, el PDLGA sintetizado sin la presencia de la lipasa
sufri6 degradacion después de aproximadamente un mes de ser purificado con
CO,sc, por lo que lotes nuevos no pudieron ser sometidos a nuevos
experimentos de liberacibn. Cabe decir que el PDLGA pudiera
mostrar caracteristicas ideales de liberacion para el uso oral: una liberacion lenta
durante el tiempo que la matriz polimérica se encuentra en el transito intestinal,

alcanzando una la liberacion completa después de 96 h.
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Figura 15. Liberacion acumulativa de AM cargado en PDLGA (enzimético y no enzimatico).

5.5.4. Caracterizacion del polimero que contiene Azul de Metileno

La Figura 16 muestra particulas de PDLGA secas después de una semana de
almacenamiento  temperatura ambiente. Para la  caracterizacion de las
microparticulas por microscopia electrénica de barrido, el polvo se lavé con agua
destilada para eliminar todo rastro de cristales de fosfatos provenientes de la

solucion buffer y del emulsificante.

Las muestras secas fueron montadas directamente sobre los portamuestras de
silicio para su analisis. Unicamente agregados de polimero cargado con
pigmento fueron observados cuando la encapsulacion se realizé empleando una
solucion tampon al 0.05% de Triton X-100 (Figura 16.A, 16.B y 16.C).

Para asegurar la formacion de microesferas, la emulsificacion se llevo a cabo por
encima de la CCM del emulsificante en el buffer de fosfatos. Sin embargo, una
morfologia uniforme no fue obtenida; esferas mezcladas con agregados se
observan en las imadgenes de microscopia, pero Unicamente cuando Triton X-

100 fue empleado como emulsificante (Figura 16.D, 16.E y 16.F).
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El método de fundido para la microencapsulacién, dio como resultado
estructuras que constan de formas esféricas y aglomerados, irregulares en
tamafo (en un rango de 100 a 3 micras) y con superficies rugosas y esponjosas.
No se observo ningin cambio en la morfologia de las particulas antes y después
de los experimentos de la liberacion del colorante, como por ejemplo el colapso
de las esferas después de los experimentos de liberacion. La velocidad de
agitacion fue variada en el proceso de emulsificacion, con el fin de lograr una
mejor morfologia, sin embargo dichos resultados no fueron obtenidos.

823786 2.5 kV X2.00K 45.0sm (A) 824533 2.5 kV X1.00K '36.94m (B)

924291 2.5 kV X20.0K '1.504m (B) 924297 2.5 kV X18.0K '3.804n (D)

823971 2.5 kV X2.080K 15.0sm (C) 24278 2.5 kV X1.080K '38.94m (F)

Figura 16. Fotografias de microscopia electrénica de barrido para las particulas de PDLGA.
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5.5.5. Eficiencia de encapsulacion

El azul de metileno presenta una solubilidad muy alta en fases acuosas, la cual
es incrementada debido a la presencia de un emulsificante, esto es traducido
como un rendimiento de encapsulacion bajo, ya que el pigmento es lavado de la
superficie mientras la emulsion esta siendo formada. La comparacion de la
cantidad inicial de pigmento cargado en el polimero y el presente en la fase
acuosa después de los experimentos de liberacion para el PDLGA enzimatico

fue de 64 £ 5, mientras que para el PDLGA no enzimatico fue del 62 + 3.

5.5.6. Efecto del tipo de surfactante, concentracion del surfactante y

tiempo de emulsificacion en la preparacion del encapsulado

Las imagenes obtenidas por microscopia, cuando la emulsificacion se realizé
empleando 0.05% de Triton X-100 muestran Unicamente agregados del polimero
cargado con pigmento. Para asegurar la formacion de microesferas, se calculé la
CCM para dos diferentes emulsificantes (Figura 17), la cual fue establecida

cuando las propiedades de absorbancia de la solucién cambiaron.

La emulsificacion se llevo a cabo a una concentracion de tensoactivo 0.00005M
por enzima del valor obtenido de CCM a 3 diferentes tiempos de emulsificacion,
pero unicamente en el caso en el cual Triton X-100 fue empleado a un tiempo de
emulsificacion de 30 minutos, esferas, junto con cierta proporcion de
aglomerados fueron observadas. Ninguna mejora en cuanto al rendimiento en la
formaciébn de esferas fue observada cuanto se trabaj6 a diferentes
concentraciones por encima de la CCM.
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ABSORBANCIA

ABSORBANCIA

0.37+4
0.35+
0.33+
0.31+4
0.29+4
0.27+

0.25

Triton X-100
(660 nm)
CMC=0.0006M

/

CcMC

0

0.48-
0.46-
0.444
0.42-
0.40-
0.38-
0.36-
0.34-

2.5x10 5.0x10* 7.5x10* 1.0x103 1.3x1073
CONCENTRACION (M)

Tween-20
(660 nm)
CMC=0.0005M

CMC

0

1.0x10°° 2.0x10-® 3.0x10- 4.0x10 5.0x10-
CONCENTRACION (M)

Figura 17. Determinacion de la concentracion critica micelar.
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6. CONCLUSIONES

El presente trabajo muestra la sintesis enzimatica de copolimeros de DLLA y GA
mediante PAA empleando Lipasa PS como biocatalizador. Dicha sintesis fue
realizada con éxito, evaluando factores como tiempo de reaccion, temperatura y
relacion de sustratos/enzima. Los materiales fueron insolubles en disolventes
organicos y fueron caracterizados estructuralmente por espectroscopia de
resonancia magnética nuclear, difraccion de Rayos X, asi como analisis
térmicos. La purificacion mediante el uso de diéxido de carbono en estado
supercritico fue efectiva en cuanto a obtener un material adecuado para estudios
de liberacion controlada de farmaco por un proceso no toxico. La misma PAA se
llevd a cabo en reacciones control, en las cuales PDLGA fue obtenido e

igualmente caracterizado.

Aunqgue la liberacion de AM cargado en ambos PDLGAs, el material control vy el
producido enzimaticamente, siguié la misma respuesta de dosis-hiperbdlica, el
PDLGA no enzimatico mostré corto tiempo de gaveta (menos de dos meses), lo
que limitd su aplicacidon en nuevos experimentos de liberacion. Los estudios de
liberacion controlada de AM de la muestra sintetizada enzimaticamente y
purificada en el reactor-extractor dieron un patron de liberacién adecuada para
una via de administracién inicialmente rapida y mas dosificada después de las
primeras 12 h. Las diferentes variables que tienen lugar en la preparacion de la
emulsién (concentracién del emulsionante, velocidad de agitacion y tiempo) se
estudiaron con el fin de obtener particulas homogéneas; sin embargo, no se
logré uniformidad en su morfologia. Las microparticulas resultantes consistieron

en formas esféricas y los aglomerados.
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7. TRABAJO FUTURO

Esta ruta verde hacia la produccién de PDLGA presenta zonas de oportunidad
en cuanto a la optimizacion del proceso de purificacion con CO,sc evaluando los

tiempos, la temperatura y la presion de extraccion.

En cuanto a los experimentos de liberacion, es necesario lograr una uniformidad
en la morfologia de las particulas obtenidas con el fin de tener una mayor
homogeneidad en la liberaciébn cumulativa del pigmento. Una vez logrado esto, el
sistema se podr4 transferir a una solucion tampon de fosfato salino (PBS, por
sus siglas en inglés), el cual es mas comunmente usado en estudios biolégicos.
Ya gue se tenga completamente conocido el comportamiento del pigmento en
este nuevo medio, se podrd ahora si emplear un farmaco de interés, para

posteriormente llevar a cabo pruebas in vivo.
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