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ResumeN

En el campo de la tecnologia farmacéutica se presenta actualmente considerable
interés en el desarrollo de microparticulas biodegradables como un sistema para la
liberacién controlada de moléculas con actividad bioldgica. Son una buena alterna-
tiva, teniendo en cuenta que una de las principales desventajas de los productos
disponibles es la necesidad de realizar varias administraciones para cumplir total-
mente con el tratamiento. Esta contribucién examina el papel actual de la microen-
capsulacion de moléculas con actividad antigénica en microesferas elaboradas con
polimeros biodegradables derivados de los &cidos lactico y glicdlico (PLGA). Aqui se
describen las propiedades fisicoquimicas de los biopolimeros empleados, los méto-
dos de obtencion de las microparticulas y de algunos de las variables que influyen
en las propiedades del producto final. Ademés, se realiza una breve descripcion del
modo de accion propuesto para este sistema microparticular.

Palabras clave: PLGA, microesferas, liberacién controlada, dosis tnica.

SUMMARY

PLGA Microspheres: A controlled release system of molecules with
immunogenic activity

At the present time, there is a great interest in pharmaceutical technology focused
on the development of biodegradable microparticles as a controlled release sys-
tem of molecules with biological activity. This strategy arises as a good alternative;
mainly if it is keep in mind that one of the principal disadvantages of the available
products currently is that those products require several administrations to fulfilled
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the treatment. Here in is examined the role of microencapsulated antigens into
microespheres performed with biodegradable copolymers derived from lactic and
glycolic acid (PLGA). Physicochemical properties of biopolymers used, microspheres
formulation as well as the parameters that affected the properties of the final prod-
uct are also described. Additionally, there is a brief review of the action mechanism
raised for this microparticular system.

Key words: PLGA, microspheres, controlled release, single dose.

INTRODUCCION

Microparticulas elaboradas con polimeros biodegradables derivados de PLGA (poli-
lactico-co-glicolico) han sido utilizadas como sistema para la liberacion controlada de
diversos principios activos (1-8). Hasta hace poco tiempo, se pensoé que su utilizacién
estaba limitada a la microencapsulacién de moléculas de bajo peso molecular, ya que
macromoléculas principalmente de naturaleza proteica probablemente presentarian
difusion restringida en estos sistemas y gran sensibilidad a condiciones extremas,
tales como contacto directo con solventes orgénicos, agitacién mecénica intensa,
variaciones de temperatura y proceso de liofilizacion, entre otras, a las cuales estarian
expuestas durante el proceso de microencapsulacion.

El desarrollo de nuevos derivados poliméricos y nuevas metodologias para la ela-
boracién de estos sistemas, junto con numerosas técnicas analiticas, han permitido
que gran numero de grupos de investigacién hayan enfocado sus trabajos en esta
disciplina, especificamente en la microencapsulacién de proteinas y péptidos sintéti-
cos como antigenos (9-13). En este contexto, la microencapsulacién y subsiguiente
liberacion controlada de estas sustancias biolégicamente activas se han considerado
potenciales ventajas para el desarrollo de la formulacién de un inmundgeno para ser
administrado en una sola dosis.

POLIMEROS BIODEGRADABLES

El uso de microparticulas poliméricas para la presentacion de antigenos se reportd
inicialmente en los afos setenta (14), y a finales de esta década se propuso el con-
cepto de liberaciéon controlada de antigenos para inducir la produccion prolongada de
anticuerpos (15). Estos estudios pioneros motivaron indudablemente las investiga-
ciones sobre biopolimeros y sistemas para la liberacién controlada de antigenos. Por
tanto, numerosos biopolimeros se han utilizado con este proposito, y en ellos se han
obtenido resultados alentadores en lo que se refiere a la induccién de una eficiente
respuesta inmunitaria. Algunos de estos estudios, que emplean antigenos modelo, se
encuentran en la tabla 1. No obstante la utilizacion de estos polimeros, actualmente
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se admite que los biopolimeros derivados de PLGA son considerados de especial
interés para desarrollar sistemas microparticulares para la liberacién controlada de
antigenos (24-31).

Tabla 1. Polimeros biodegradables utilizados en la elaboracién de sistemas de microparticulas para la
liberacién controlada de antigenos.

Polimero’ Antigeno? S_lstemide V a de . Referencia
liberacién® administracion*
PMMA \él\'/”f]'“ﬁ?\faz NP im, sc 16,17
Poli(acril)-almidon HSA MS LV, Lm. 18
ﬁ:g:jlg;; dable V.influenza MS p.o. 19
Gelatina K_ugrlr?ab#;ma MS 5.C. 20
RSA K. pneumoniae Particulas i.m. 21
E?AG,\QAEELA’ SEB MS p.o. 22
Poli(butil-2- OVA NP bo. 93

cianoacrilato)

' PMMA: polimetilmetacrilato; PLA: Polildctico; PLGA poli-(lactico-co-glicolico), EC: etilcelulosa, RSA: albtimina sérica
de conejo.

2 OVA: Ovalbtimina; HSA: Albtimina sérica humana; SEB: Enterotoxina de Staphilococco.

3 NP: nanoparticulas; MS: microesferas.

“1.m: intramuscular, s.c: subcutdnea; i.v: intravenosa, p.o: oral.

CoroLimeros D PLGA

Generalidades

Entre los biopolimeros utilizados en el desarrollo de sistemas de microparticulas para
la liberacion controlada de antigenos destacan los poliésteres alifaticos, formados por
unidades monoméricas de acido lactico y de é4cido glicdlico (PLGA). Estos biopolime-
ros estan disponibles comercialmente para uso médico y han sido aprobados por la
FDA (Food and Drug Administration) para elaborar sistemas para la administracion
de sustancias activas por via parenteral (32). Ademaés, gracias a su biocompatibili-
dad, han sido ampliamente empleados en numerosas aplicaciones biomédicas, tales
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como suturas reabsorbibles e implantes (33, 34). En 1984 se reportd la utilizacion de
microesferas elaboradas con PLGA para la liberacién de la hormona luteinizante (35),
y posteriormente se propuso la utilizacién de estos biopolimeros para la elaboracién
de sistemas de microparticulas para la liberacion controlada de antigenos virales y
bacterianos (36). Desde entonces, un amplio nimero de antigenos de diversa na-
turaleza han sido microencapsulados en microesferas elaboradas con PLA y PLGA,
como se observa en la seleccién de algunos estudios reportados en la tabla 2.

Tabla 2. Estudios de inmunogenicidad empleando microesferas de PLGA y PLA como un sistema para la
liberacién controlada de antigenos.

Polimero Antigeno' Especie animal a dmi‘ll1iizt(riaeci6n2 Referencia
PLGA 50:50/ 75225  OVA Ratones 18. 37
PLGA 50:50 OVA Ratones, ratas i.p., 1.8, S.C. 38
PLGA 50:50 BSA Ratones 5.CLg. 1
PLGA 50:50 BSA Ratones s.c.ig.in. 31
PLGA 50:50 SPfe6 Ratones s.c.ig. in. id. 30
L-PLA T Conejos, ratas .. 39
PLCA 45:55 T Ratones s.C. 40
L-PLA/PLGA 5050  TT Ratones S.C. 9,41
PLGA 50:50/ 7525 1T Ratones S.C. 42
D,L-PLA D Ratones S.C. 43
PLGA 50:50/ 85:15  SEB Ratones ip.l.g. 44
PLGA 50:50 HIV-1 Cobayo s.C. 45
PLGA 50:50/ 7525  Malaria (Ag. sintet.) Ratones s.C. 46
L-PLA Malaria (Ag. recomb)  Ratones s.C. 47

'OVA: ovalbumina; TT: toxoide tetanico; TD: toxoide diftérico; SEB: enterotdxina de Staphilococco.
%i.g.. intubacion intragastrica; i.p.. intraperitoneal; s.c.: subcutdnea; i.n.: intranasal; i.m.: intramuscular, i.d.. intradérmica.

Descripcion quimica

El PLA y el PLGA son compuestos de tipo poliéster, que corresponden respectiva-
mente al homopolimero lineal de D,L-4cido lactico y a copolimeros lineales de D;L-
acido lactico y glicolico, los cuales es posible encontrar en proporciones monoméricas
variables.
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Estas moléculas pueden ser sintetizadas mediante un proceso de polimerizacion por
condensacion de écido lactico y acido glicdlico a temperatura no inferior a 120°C, o
por debajo de esta temperatura en presencia de catalizadores. Mediante este méto-
do, solamente es posible obtener polimeros de bajo peso molecular (PM < 10.000).
Para la obtencion de copolimeros de elevado peso molecular, como se describe en
la figura 1, es necesario tener como materiales de partida los dimeros ciclicos de los
respectivos 4cidos, en presencia de catalizadores y condiciones controladas de tem-
peratura y presion (48).

PO G
+
H,C o \o o \o

Acido D,L-lactico Acido glicélico
Catalizador
I I
H O—CH—C—O0—CH—C O—CH,-C—0—CH,-C—OH

CH, CH,
X Y

Acido poli-(D,L-lactico-co-glicélico) PLGA

Hidrdlisis
H—O—CH—C—OH + HO—CH,-C—OH
CH,
Acido lactico Acido glicélico

Figura 1. Sintesis e hidrolisis del copolimero poli-(D,L-lctico-co-glicélico), PLGA.

Propiedades fisicoquimicas
Configuracion

El PLA contiene una unidad dpticamente activa y existe como isémero L-PLA o como
forma racémica D,L-PLA. Mientras que D,L-PLA no es cristalino, el L-PLA tiene la pro-
piedad de formar una fase cristalina o semicristaling, la cual es una propiedad comun
con el PGA. La cristalinidad es una propiedad que hace a estos biopolimeros un poco
menos solubles en solventes organicos y también hace que se reduzca su capacidad
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para captar agua, y en consecuencia, su velocidad de degradacién. Los copolimeros
de PLGA generalmente contienen la forma racémica de &cido lactico (49, 50).

Solubilidad

Estos biopolimeros son solubles en gran nimero de solventes organicos e insolubles
en soluciones acuosas. En un medio acuoso tienen la capacidad de absorber agua e
hincharse, lo cual es una de las propiedades caracteristicas, segtin el peso molecular
y la composicién monomérica (50).

Peso molecular y viscosidad intrinseca

La adicion de estos biopolimeros a un solvente le aumenta a éste considerablemente
la viscosidad; este pardmetro estd proporcionalmente relacionado con su peso mo-
lecular, el cual a su vez esta definido por el grado de polimerizacion. Los biopolime-
ros comunmente utilizados para la elaboracion de sistemas de microparticulas para
la liberacion controlada de antigenos tienen un peso molecular de entre 12.000 y
200.000. Existen biopolimeros de menor peso molecular, pero sus propiedades no
son las méas adecuadas para este propdsito. Entre tanto, biopolimeros con peso mo-
lecular demasiado alto dificultan la preparacion de estos sistemas (34, 50).

Temperatura de transicion vitrea (Tg)

Ademas de la composicion y el peso molecular, la temperatura necesaria para alcan-
zar el estado vitreo (rigido y fragil) de estos biopolimeros, la cual es conocida como
temperatura de transicion vitrea (Tg), es una propiedad muy importante que se ha de
tener en cuenta en la preparacién de las microesferas y esencial para la evaluacion
de la estabilidad morfolodgica, propiedades de difusién y velocidad de biodegradacion.
La Tg tiene relacion directa con el peso molecular del biopolimero. La presencia de
solventes orgénicos residuales o humedad en estos sistemas puede alterar la Tg en
varios grados centigrados y llegar a un valor cercano a la temperatura corporal, lo cual
podria afectar la velocidad de degradacion de las microesferas y por consiguiente al
perfil de liberacién del antigeno (34, 50). Ademds, podria verse disminuida a una
temperatura equivalente a la de almacenamiento y causar alteraciones morfoldgicas
y aglomeracion de microparticulas.

Degradacion

La degradacién de PLA/PLGA ocurre por hidrolisis no enzimatica (Figura 1). A pesar
de que existen numerosos estudios sobre la degradacion de estos poliésteres, los
datos obtenidos de polimero nativo en polvo o de muestras procesadas tales como
peliculas, implantes o suturas quirlirgicas no son necesariamente representativos del
mecanismo de degradacion de las microesferas. Por tanto, se han realizado estudios
especificos con microesferas elaboradas con diferentes PLA y PLGA (10). Los resul-
tados mostraron que las microesferas de PLGA 50:50 de bajo peso molecular, el
maés hidrofilico, se degradaban in vitro aproximadamente en un mes, mientras que
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las microesferas elaboradas con el polimero més hidrofébico, D,L-PLA de gran peso
molecular, requerian 12 a 16 meses para su hidrélisis completa. Son numerosos los
estudios realizados para dilucidar el mecanismo de degradacién in vitro e in vivo de
PLA/PLGA y que ponen de manifiesto que la cinética de liberacién de la molécu-
la microencapsulada depende principalmente de las propiedades fisicoquimicas del
biopolimero (51-55), algunas de las cuales se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Propiedades de polimeros biodegradables derivados de dcido lactico y glicélico (PLGA).

Polimero  'Viscosidad intrinseca (dL/g) T. Transicion vitrea (°C) Degradacion (meses)

PLGA 50:50 0.55-0.75 45-50 1-2
PLGA 65:35 0.55-0.75 45-50 3-4
PLGA 75:25 0.55-0.75 50-55 4-6
PLGA 85:15 0.55-0.75 50-55 5-6
DL-PLA 0.55-0.75 55-60 12-16
L-PLA 090-12 60 - 65 >4
PCA 14-18 35-40 6-12

iscosidad intrinseca: PLGA 50:50 y PLGA 65:35 determinada en hexafluoroisopropanol; todas las demés determina-
das en cloroformo.

Biocompatibilidad

Como ya se dijo, la degradacion de PLA/PLGA ocurre por hidrdlisis no enzimética, y
genera como productos finales, 4cido lactico y écido glicolico (Figura 1), los cuales
son posteriormente eliminados del cuerpo por medio del ciclo de Krebs (56). Se ha
demostrado la excelente biocompatibilidad de PLA/PLGA como materiales de sutura
e implantes (57, 58). En el caso de sistemas de microparticulas para administracién
parenteral, es un hecho conocido que después de la inyeccion intramuscular, subcu-
tadnea o intradérmica, se genera una respuesta inflamatoria aguda con presencia de
macrofagos como células mayoritarias, 15 dias después de la inyeccion vy al final de la
degradacion del biopolimero. Otros trabajos demostraron que no hubo un aumento
significativo en nivel de IgE cuando se administraron formulaciones de microesferas
que contenian antigenos peptidicos sintéticos encapsulados en un modelo murino
(59, 60).

Los resultados obtenidos hasta el momento revelan que los sistemas de microparti-
culas elaborados con biopolimeros de PLA/PLGA constituyen sistemas seguros para
la liberacion controlada de moléculas con actividad bioldgica.
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Métodos para la elaboracion de microesferas

Los antigenos, como cualquier otra molécula biolégicamente activa, pueden ser en-
capsulados en microparticulas mediante diferentes estrategias:

e Captura fisica durante la polimerizacion de una dispersion de monémeros.

e Captura fisica del antigeno durante la formacién de microparticulas a partir de un
polimero preexistente.

e Adsorcion del antigeno sobre nanoparticulas o microparticulas preexistentes.

¢ Anclaje quimico de antigenos sobre la superficie o dentro de nanoparticulas o
microparticulas preexistentes.

La primera y Ultima aproximaciones presentan mas limitaciones por la presencia de
agentes reactivos en las microparticulas, los cuales no pueden ser faciimente elimi-
nados o neutralizados durante el proceso o al final de éste. La tercera aproximacion
es una de las mas frecuentemente utilizadas, ya que los dos constituyentes, tanto
las microparticulas como la solucién del antigeno, pueden ser purificados, y si es
necesario esterilizados por separado antes de iniciar el proceso de adsorcién. Sin
embargo, a menos que otro mecanismo diferente de la adsorcion esté involucrado,
el antigeno seré liberado rdpidamente y sin la posibilidad de controlar este proceso
por un tiempo prolongado (38).

La segunda aproximacion se considera la mas apropiada para la formulacién de anti-
genos microencapsulados. En este contexto, las metodologias més cominmente uti-
lizadas son evaporacion/extracciéon del solvente, coacervacion o separacion de fases
y secado por atomizacién (spray-drying) (61, 62). Si bien el método de evaporacién/
extraccion del solvente es indudablemente la técnica més frecuentemente empleada
para la microencapsulacién de antigenos, el secado por atomizacion tiene grandes
ventajas en cuanto a la produccion y escalado industrial. Dependiendo del método
de microencapsulacion seleccionado, se definen las caracteristicas del producto final,
las cuales deben estar de acuerdo con las siguientes especificaciones:

e Tamario de particula. Debe ser menor que 150 ym para poder ser inyectado
con jeringas y agujas convencionales, y menor que 10 pm para una rapida y ap-
ropiada captacion por macréfagos.

e Morfologia de la particula y localizacion de la molécula activa en la micro-
esfera. Se considera criterio esencial de calidad la gran regularidad superficial
y la baja porosidad. Las microparticulas pueden presentarse como un sistema
de deposito, en el cual la molécula activa se encuentra localizada en un com-
partimiento central, o como un sistema monolitico con la molécula activa ho-
mogéneamente distribuida en toda la estructura.

e Fficiencia de encapsulacién. Debe ser lo més alta posible, porque los antigenos
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y polimeros sintéticos biodegradables son material muy costoso y no son féciles
de recuperar.

e Cinética de liberacion. La répida liberacion burst durante las primeras 24 horas
debe estar entre el 20 y 30% de la dosis total. El perfil de liberacion puede mos-
trar un patrén de liberacién constante o pulsatil.

Como se describe en la figura 2, en general los tres métodos se basan en la disper-
sion de la solucion acuosa del antigeno en una solucion organica del polimero, no
miscible con la fase acuosa. Esta emulsion inicial W,/O se obtiene por medio de
homogenizadores estdndar tales como los de turbina, generadores de ultrasonidos
y homogenizadores a alta presion. En algunas ocasiones, los antigenos sintéticos de
bajo peso molecular pueden disolverse directamente en la solucién del polimero por
adicion de cosolventes. El solvente orgénico més frecuentemente utilizado es el diclo-
rometano (DCM), el cual debe ser suficientemente volatil para ser eliminado durante
la formacion de las microesferas. Esta primera emulsién o disolucién es entonces
procesada siguiendo uno de los métodos descritos a continuacion.

Evaporacién / extraccion del solvente orgdnico

Mediante este método, la primera emulsion W, /O se transfiere a un gran volumen
de una solucién acuosa W, (fase continua), la cual contiene un agente surfactante
como estabilizante, y sometido a un proceso de homogenizacion a altas revoluciones
se genera una doble emulsion (W,/O/W.,). A continuacion esta emulsion multiple se
deja en agitacion continua para inducir la “evaporacion del solvente” y de esta mane-
ra la precipitacion de las microesferas después de pocas horas. Si la fase W, presenta
una capacidad suficientemente alta para extraer la mayoria del solvente orgénico de
la fase O, el proceso se denomina “extraccién del solvente” (63). Finalmente, las
microesferas pueden ser recuperadas mediante filtracién o centrifugacion.

Uno de los principales problemas de este método es la reparticion entre W, y W, que
puedan tener las moléculas activas solubles en agua, que dan lugar a bajas eficien-
cias de encapsulacion. Se ha determinado que variables como la baja solubilidad del
compuesto activo en soluciones acuosas, la alta viscosidad de la emulsion W, /O, los
volimenes pequefios de las fases y la corta duracion del proceso de precipitacion de
las microesferas reducen la pérdida de sustancia activa (64, 65). Puede conseguirse
una disminucién de la solubilidad del compuesto activo en agua variando el pH de
W, o mediante modificaciones quimicas del antigeno, y para aumentar la viscosidad
de W, /O se recomienda emplear soluciones muy concentradas de polimero o adicio-
nar de agentes gelificantes (63, 65). Entre tanto, la reduccién del tiempo para inducir
la precipitacion del polimero se considera una variable esencial para mejorar la efi-
cacia de encapsulacion. Tal como se ha reportado en algunos de nuestros estudios,
para un sistema formado por una solucién acuosa del antigeno (W, ), una solucién de
PLA/PLGA en DCM (O) y una fase continua (W,), la adicién de una solucién acuosa
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de alcohol isopropilico después de formar la doble emulsion aumenta la solubilidad
del DCM en la fase W, y favorece de esta forma la precipitacion de las microesferas
en pocos minutos (26-30). Una de las principales ventajas del método de evapo-
racion/extraccion del solvente es su versatilidad para producir microparticulas en un
amplio rango de tamano (66).

=
4—
o

W/0)  [%e29

W, C
P
-
(W,/O/W,) (W,/0/C) (W,/0/P)

Evaporacién / extraccion I Coacervacion

del solvente (separacion de fases)

Secado por atomizacion
(spray-drying)

Figura 2. Esquema de la elaboracion de microesferas de PLGA mediante tres metodologfas. W, : solucion
acuosa de la molécula activa, O: solucion de PLGA en diclorometano, W.,: solucion acuosa de alcohol
polivinilico (PVA), C: agente coacervante, P: agente precipitante.

Coacervacion o separacion de la fase orgdnica

En este método, la formacién de las microesferas se realiza mediante un proceso
que consta de dos pasos; primero, una adicion lenta de un agente coacervante a la
emulsion W, /O, y segundo, la incorporacion en esta mezcla de un agente precipitan-
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te. En la primera etapa se induce una separacién de fases bajo agitacién continua y
se genera una fase rica en polimero llamada coacervado, en la cual se encuentra la
solucién de la molécula activa. En la segunda etapa, las gotas de coacervado se hacen
mas viscosas gracias a una mds pronunciada desolvatacion del polimero, momento
en el cual se adiciona el agente precipitante. Los agentes coacervante y precipitante
no deben ser solventes para el polimero; pueden ser miscibles con el solvente del
polimero en alguna proporcion, pero deben ser inmiscibles con agua. Un agente
coacervante para PLA/PLGA es el aceite de silicona, y como agentes precipitantes se
utilizan heptano y éter de petroleo, entre otros (60).

La coacervacion es una técnica de microencapsulacion relativamente compleja, la
cual requiere ajustar para cada tipo de polimero las condiciones del proceso (67). La
principal limitacién de este método es la cantidad de materiales residuales en el pro-
ducto final, y el hecho de que no es fécil obtener microparticulas de tamafio inferior
a 10 um. A pesar de la complejidad del proceso, la coacervaciéon es un método apro-
piado para la encapsulacién de compuestos muy solubles en agua y ha sido utilizado
por algunos investigadores para la microencapsulacion de antigenos (40, 42).

Secado por atomizacién, Spray-Drying

Un tercer y muy atractivo método para la microencapsulacién de antigenos es la téc-
nica de spray-drying. En este proceso, la emulsion W, /O se atomiza directamente en
forma de gotas sobre una corriente de aire caliente, en la cual el solvente orgénico se
evapora y las particulas solidificadas se recogen mediante un sistema de aspiracién
ciclénico. Este método es muy simple, rdpido y particularmente interesante para el
escalado del proceso de microencapsulacién. A pesar de estas ventajas, la utilizaciéon
de este método para la microencapsulacion de péptidos y proteinas es minima, pues
la exposicién de estas moléculas a temperaturas superiores a 40 °C puede causar
una rdpida desnaturalizacion (42, 52).

Modo de accién del sistema de microparticulas
Liberacidn in vitro

Actualmente existen diferentes opiniones acerca de lo que constituye un éptimo
perfil de liberacién de un antigeno a partir de estos sistemas de liberacion. Los in-
mundlogos estdn més interesados en que se trate de un perfil de liberacion pulsétil
y no de una liberacién continua. Hay cierto consenso en torno a la idea de que una
sola dosis debe liberar el antigeno durante un periodo de 3 a 6 meses, preferible-
mente hasta 9 meses. La liberacién de antigenos a partir de microesferas elaboradas
con polimeros biodegradables y su relevancia en la respuesta inmunitaria inducida
ha sido ampliamente investigada. La gran mayoria de los estudios se han realizado
empleando antigenos convencionales tales como el toxoide tetanico (TT) (9, 39-42,
66, 68) y el toxoide diftérico (TD) (43, 69)y solamente muy pocos han utilizado an-
tigenos sintéticos (10, 26-30, 46). Estas investigaciones han confirmado el potencial
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inmunoestimulante de estos sistemas de microparticulas, pero no hay evidencia clara
de la relacion que debe existir entre el perfil de liberacion in vitro de un antigeno y
la respuesta inmunitaria inducida. Ain no es claro por qué un perfil de liberacion
sostenida o pulsétil observado in vitro no produce un efecto refuerzo en la respuesta
inmunitaria /n vivo.

En los estudios que realizamos (26-30) acerca de la cinética de liberacion in vitro
de un péptido sintético a partir de microesferas elaboradas con PLGA 50:50 y PLGA
75:25, se evidencian tres fases caracteristicas.

e Primera fase: liberacion o difusion del péptido localizado en o cerca de la super-
ficie de la microparticula, llamada efecto burst.

e Segunda fase: periodo latente de minima liberacion, el cual tiene lugar durante
el proceso de hidrélisis del polimero.

e Tercera fase: liberacion final debida a la erosion del polimero y disolucién de
fragmentos de bajo peso molecular.

Estos resultados se pueden visualizar en la figura 3, la cual representa la velocidad
de liberacién del péptido (cantidad de péptido liberado en funcion del tiempo). Tal
como se observa en dicha figura, la liberacién del péptido a partir de las microesferas
elaboradas con PLGA 50:50 se lleva a cabo de forma pulsatil; primer pulso (dia 1) y
un segundo pulso (entre los dias 30 y 63); sin embargo, en las microesferas elabo-
radas con PLGA 75:25 se observa un primer pulso en el primer dia seguido de una
liberacién sostenida del péptido durante todo el periodo de estudio. Las diferencias
observadas en el perfil de liberacion, en funcién del tipo de copolimero de PLGA,
permitieron disefiar formulaciones empleando asociaciones de microesferas con el
proposito de realizar una administracién Unica, en estudios de inmunogenicidad lle-
vados a cabo en diferentes modelos animales. Los estudios realizados confirman
este patron trifésico de liberacién, al menos para cargas de sustancia activa inferiores
o iguales al 10%. A cargas mayores, la segunda y tercera fases de liberacién resultan
menos evidentes.

El mecanismo para la fase latente es el mas controvertido. Se plantea que la libre
difusion de la molécula activa puede ser inhibida, probablemente por algin tipo de
interaccién con el polimero. En este sentido, se ha sugerido un mecanismo de in-
tercambio i6nico entre grupos carboxilo del polimero con carga negativa, los cuales
son generados en su proceso de hidrdlisis y grupos funcionales del péptido cargados
positivamente (10, 66, 70). Estos complejos idnicos pueden formarse solamente en
condiciones especificas para cada péptido o proteina, tales como su punto isoeléc-
trico (PI), composicion del medio de liberacién (fuerza ionica, pH) y un posible mi-
croambiente &cido dentro de las microesferas, el cual puede ser generado durante la
hidrolisis del polimero. Si la formacién del complejo iénico es el principal mecanismo
responsable para la inhibicion de la difusion de la proteina de las microesferas de
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PLA/PLGA, la obtencién de un perfil de liberacion pulsétil puede depender mucho
mas de las condiciones en que se realiza el ensayo in vitro, las cuales son a menudo
diferentes de las condiciones de liberacién in vivo (35).
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Figura 3. Perfil de liberacion in vitro en microgramos del péptido sintético a partir de formulaciones de
microesferas de PLGA 50:50 o PLGA 75:25 en funcidn del tiempo. Resultados expresados como la media
+SD paran=3.

Por ultimo, la generacion de grandes cantidades de productos de degradacion de
caracter acido dentro de la microesfera o en el medio de liberacién puede afectar a
la estabilidad de la proteina liberada y aun sin liberar. Estudios sobre la estabilidad de
proteinas de origen biolégico han demostrado que pierden actividad por variaciones
del pH del medio, mientras que este comportamiento no fue observado en nuestros
estudios cuando se trabajo con un antigeno sintético (9, 26, 27, 40).

Procesamiento in vivo

El destino de las microesferas administradas in vivo se encuentra bien estableci-
do para algunas vias de administracion, siendo el tamafio de particula una variable
importante en su procesamiento. La administracion subcutédnea e intramuscular de
microesferas de PLGA induce a la formacion de una cépsula fibrosa alrededor del lu-
gar de inyeccion. Asi mismo, en éste se produce una infiltracién por macréfagos que
fagocitan una fraccion de las microesferas en un proceso dependiente del tamafio.
Estudios realizados sobre fagocitosis de microparticulas han puesto de manifiesto
que in vitro las microesferas de PLGA de tamafio inferior a 12 um son fagocitadas por
macréfagos, mientras que in vivo, las microesferas de tamafio entre 1y 20 um son
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rodeadas por macrofagos (71-73). Se considera que la accién inmunoestimulante de
las microesferas se debe principalmente a la fraccion fagocitada, transportada a los
noddulos linféticos y procesada intracelularmente, para finalmente presentar los frag-
mentos del antigeno a los linfocitos T. Esto puede explicar por qué en algunos estu-
dios, microesferas de mayor tamafio fueron menos inmunogénicas que microesferas
menores (38, 74). Seglin estas observaciones, tanto el tamafio de particula como
el perfil de liberacion del antigeno, su naturaleza e integridad son los criterios més
importantes en la induccién de una eficiente respuesta inmunitaria. Se considera que
una estimulacion continua o pulsatil con el antigeno de los nddulos linfoides induce
a la produccién de células formadoras de anticuerpos. La presencia prolongada del
antigeno simula la infeccion natural, a diferencia de cuando hay un contacto con el
antigeno de menor duracién.

Por otra parte, la administracion de microesferas en las mucosas también ha eviden-
ciado resultados alentadores en lo que se refiere a la induccién de una respuesta
inmunitaria eficiente con diversos antigenos (11, 31, 44, 75, 76).

CONCLUSION

Mediante la microencapsulacién de moléculas activas en los biopolimeros PLA/PLGA
se pueden obtener formulaciones viables en términos de seguridad y reproducibilidad,
de conformidad con las normas de correcta fabricacién. A pesar de ciertas limitaciones,
las microesferas elaboradas con polimeros biodegradables derivados de PLA/PLGA,
representan un sistema promisorio para la administracién de antigenos sintéticos, con
el proposito de producir una respuesta inmunitaria eficiente y prolongada después de
una sola inmunizacién. De los temas pendientes, se plantea el de validar este proceso
de microencapsulacion en condiciones asépticas y la apropiada seleccién de un mé-
todo de esterilizacidon para el producto final. Esto alin permanece como un reto para
el desarrollo de una formulacién ideal para la administracion de estos sistemas en una
sola dosis. Ademas, es posible contemplar su aplicacién para el disefio de sistemas
para la liberacion controlada de otras moléculas activas bioldgicamente.
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