Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 9(6), Diciembre de 2008
Roman et als. Morfologia de Polimeros biodegradables

CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE SISTEMAS
POLIMERICOS BIODEGRADABLESUTILIZANDO TECNICASDE UV

Y FLUORESCENCIA LASER CONFOCAL

Monica Romar, Jimmy Castillo? Vincent Picciteli?, Kimberly Chinea', Guillermo Arribas',
Carlos Chinea'*
1. Laboratorio de Polimero, Escuela de Quimica, Universidad Central de Venezuela. Caracas.
Venezuela. Correo electrénico: carlos.chinea@ciens.ucv.ve
2. Laboratorio de Espectroscopia Léser, Escuela de Quimica, Universidad Central de Venezuela

RESUMEN

Considerando que dentro del campo de la medicina, los polimeros biodegradables han
encontrado una gran aplicacién como agentes liberadores de farmacos, particularmente como
sistemas de implantes subcutdneos de microcapsulas. En este trabajo se presenta la sintesis de
homopolimeros 6 copolimeros de glicolida y lactida, que han demostrado ser no toxicos y
biocompatibles y la preparacion de microcpsulas conteniendo perclorato de rodamina 640. Se ha
realizado el estudio, por microscopia €electronica de karrido, de la morfologia y la estructura
interna de las microcapsulas, observandose que eran lisas con una estructura interna tipo
reservorio. Empleando microscopia confocal, fue posible seguir los cambios morfolégicos
ocurridos en las microcapsulas incubadas en un tampon fosfato de pH 7, y asi smular, €
comportamiento que tendrian en un medio fisiol dgico.

Palabrasclaves Biodegradable, microscopio confocal, liberacion controlada, polilactida.
ABSTRACT

Considering that within the field of medicine, polymers biodegradable have found a large
implementation as drug ddivery system, particularly as systems of subcutaneous implants for
microcapsules. In this work is presented the synthesis of homopolymer or copolymer from
glycolide and lactide, which have proved to be nonttoxic, biocompatible, and preparation of
microcapsules containing perchlorate of rhodamine 640. The study of the morphology and the
internal structure of the microcapsules have been carried out by scanning electron microscopy,
being observed that they were smooth with a structure internal type reservoir. Employing Confocal
laser scanning microscopy was possible to follow the morphologica changes occurring in the
microcapsules incubated in a phosphate buffer pH 7, and thus simulating the behavior that would
in an environment physiological.

K ey words: Biodegradable, confocal laser scanning microscopy, drug release, polylactide.
1. INTRODUCCION

El interés de la liberacién de farmacos a través de portadores se ha incrementado
considerablemente durante los Ultimos afios. Las razones son obvias, si € portador tiene €l
potencial paradirigir el farmaco a su sitio de accion, un efecto farmacol 6gico Optimo podria
obtenerse y al mismo tiempo, 10s efectos adversos de |os farmacos podrian disminuir [1]. Este
deseo de dirigir los farmacos a los 6rganos blancos especificos es un viegjo suefio discutido
desde comienzo del siglo. La ciencia farmacolégica actual encamina sus estudios hacia la
busqueda de un vehiculo capaz de transportar el fa&rmaco hasta su lugar de accion, a fin de
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evitar, en lo posible, sus efectos adversos. De acuerdo con este criterio, se han desarrollado
Ultimamente nuevos sistemas de administracion de farmacos, como los liposomas, las
nanoparticulas y microparticulas, entre otros, siendo portadores coloidales particulares que se
usan como sistemas de liberacion de farmacos [2]. Los sistemas de transporte basado en
materiales sdlidos poliméricos en forma de nanoparticulas y microparticulas presentan
mayores ventajas que |os liposomas en cuanto a estabilidad y reproducibilidad, en un intento
de favorecer la penetracion de los farmacos en zonas corporales de dificil acceso (barreras
histicas, neoplasias, etc.) [2]. Por un lado deben evitarse concentraciones excesivas que
provoquen mayor frecuencia y gravedad de efectos colaterales y por otro, concentraciones
insuficientes que pueden originar la pérdida del efecto terapéutico [2].

La importancia de los polimeros en la industria farmacéutica recientemente, se ha
visto incrementada debido a que cumple dos funciones; como encapsulantes y como
portadores. Los encapsulantes protegen y los portadores regulan la liberacion del principio
activo. El primer sistema para la liberacion de farmacoss usando polimeros de
l&ctida/glicolida tuvo lugar en 1986 con el lanzamiento de decapeptil LP en Europa. Este fue
el primer sistema de larga duracion de microparticulas inyectable en el mercado. Nihant et al.
en 1995, analizaron € efecto de la composiciéon del copoliéster lactida/glicolida utilizado
como cobertura, sobre |a estabilidad de la primeray segunda emulsion y sobre la morfologia
final de las microparticulas obtenidas. Ellos observaron, que la primera emulsion, era mas
estable a medida que el copolimero empleado era menos hidréfobo, atribuyendo este efecto a
gue lainterfase diclorometano/agua, ya que latensién interfacial decrece cuando la hidrofobia
del polimero también decrece. Estos autores también demostraron que el uso de soluciones de
polimero en atas concentraciones, induce ala formacion de esferas mas grandes, en contraste
cuando las soluciones de agente dispersante fue alta, microesferas més pequefias en diametro
son obtenidas. Es decir que el tamafio de las microesferas puede ser controlado con el uso de
la concentracion adecuada de polimeros y/o agente dispersante [3]. Yi-Yang et als. en 2001
realizaron un estudio morfologico, de distribucion del farmaco y perfiles de liberacion “in
vitro” de microesferas de policaprolactona (PCL) y poli(lactida-co-glicolida) en una relacion
65/35 conteniendo albumina sérica bovina (BSA) preparada por € método de doble emulsion
y evaporacion del disolvente, a fin de establecer una correlaciéon entre estos factores, para
emplearlos en dispositivos de liberacién controlada en peces de zonas tropicales. Empleando
un microscopio de barrido laser confocal (MBLC) ellos encontraron en las micrografias que la

concentracion de polivinilalcohol (PVA como emulsificante) en |a fase externa acuosa influye
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fuertemente en la distribucion del farmaco dentro de las microesferas y en los perfiles de
liberacidn, y que esta técnica provee una buena aproximacion para explorar la estructura
interna de las microesferas y distribucion del farmaco [4]. Panyan et als. en 2003 investigaron
el efecto del tamafio de particula de nano y microparticulas de poli (D,L- Léactida-co-
glicolida) (PLGA 50/50) en la degradaciéon del polimero y liberacién de albumina sérica
bovina (BSA), emplearon la técnica de doble emulsion agualaceite/agua y evaporacion del
disolvente para preparar estas nano y microparticulas. Ellos encontraron que la degradacion
del polimero en nano y microparticulas de PLGA, con una répida degradacion durante los

primeros 20-30 dias seguido por una lenta fase de degradacion[5].

2. PARTE EXPERIMENTAL

La sintesis de los polimeros y copolimeros de L-lactida, D,L-lactida y glicolida se
realizé por e método de apertura de anillo. Se empled dicloruro de estafio dihidratado
(SnCl,.2H,0) como catalizador, fijando esta concentracion en 0,2% p/p de catalizador con
respecto a peso total de la mezcla de mondmeros para la sintesis, como iniciador se empled
dodecanol, la concentracion de iniciador fue 0,05% p/p con respecto al peso total de lamezcla
de monémeros [5].

La determinacién de la composicion de los copolimeros sintetizados se realizé por
resonancia magnética nuclear (RMN): empleando un espectrémetro JEOL 270 MHz. Las
muestras fueron disueltas en cloroformo deuterado en tubos de RMN de 5 mm a
concentraciones de aproximadamente 1% en peso de polimero; los desplazamientos quimicos
fueron expresados en ppm.

La preparacion de las microcapsulas se realizo através de la técnica de doble emulsion
agualaceite/agua seguida por la evaporacion del disolvente en el cua se encuentra disuelto €l
polimero. Se preparé una fase interna conteniendo una solucion acuosa de rodamina + agar
(agente emulsificante). Esta solucion se mezcl6 con una fase organicainmiscible que contenia
el polimero disuelto. La mezcla de ambas fases fue agitada durante cinco minutos, en un bafio
ultrasonico, paraformar la emulsion agua/aceite [5].

La emulsion obtenida, se goted sobre una solucion acuosa de poli(alcohol vinilico)
(PVA, un agente emulsificante), enfriada a 15°C mediante un criostato con recirculador de
agua y bajo una rapidez de agitacion de 750 rpm mediante un agitador mecanico durante 30

minutos para asegurar la formacion de la emulsion agua/aceite/agua. Al finalizar este tiempo
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se retird el bafio frio y se dgfé que la solucién acanzara la temperatura ambiente, cambiando
la rgpidez de agitacion a 250 rpm por un tiempo de cuatro horas y media, tiempo durante €l
cual ocurre la evaporacion del disolvente, y la formacion de las microcdpsulas. Las
microcépsulas fueron filtradas, lavadas con agua abundante para eliminar los restos de PVA y

agar, paraluego ser secadas a vacio y pesadas [6] (véase laFigura l).

Agitacion Agitacion

Ultrasénic Mecénica
Copolimero Solucién
disuelto en [ Agar+Rodamina

“l—y

Emulsién agua/aceite Solucién acuosa del
emulsificante (PVA)

Agitacién mecanica

W

J ‘ Evaporacién de CH,Cl,
@Y @ )

Filtrado, lavado y secado

Emulsién agua/aceite/agua

Figura 1. Proceso de microencapsulacion empleando € método de doble
emulsion y evaporacion del disolvente.

2.1. Morfologia de las microcapsulas. La morfologia de las microcapsulas fue
estudiada utilizando la microscopia electrénica de barrido (MEB). Las muestras fueron
cubiertas ionicamente con una capa de oro (200 A) y observadas con un microscopio Hitachi
modelo S-500 e irradiada con un haz de electrones de 20 kV.

El estudio de los cambios morfol 6gicos ocurridos durante €l proceso de liberacion de
la rodamina encapsulada fue realizado utilizando un microscopio 6ptico confocal. Paraello se
tomaron microcépsulas de diferentes composiciones y fueron colocadas en una placa de vidrio
y observadas al microscopio.

Las muestras fueron doservadas en el microscopio utilizando un objetivo de 10x y
parala adquisicion de las imagenes una camara CCD (Sony).

2.2. Eficiencia de encapsulacion. La cantidad de principio activo encapsulado en las

microcapsulas fue determinado a partir de la relacion entre € principio activo encapsulado y
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el tedrico o en disposicion de ser encapsulado, a partir de laexpresion[7].

Cantidad de principio activo encapsulado 1

EE(%) =
) Cantidad teorica de principio activo

00

La cantidad de rodamina encapsulada por unidad de peso de microcdpsulas fue
determinada por fluorescencia. Se colocaron 0,9323 gde microcdpsulas en 9 mL de acido
clorhidrico (HCI) a 1,3 M a unatemperatura de 80°C para acelerar el proceso de liberacién de

rodamina asi como completa degradacion del polimero

3.RESULTADOSY DISCUSION

3.1. Rendimientos de polimerizacion. En la Tabla 1, se muestra la mezcla de
alimentacién de los monémeros empleados para la sintesis, 10 que representaria el porcentaje
molar tedrico de los mondémeros asi como el porcentgje rea de los mondémeros dentro de cada

copolimero. De igua forma se reportan los rendimientos obtenidos para cada uno de los

polimeros.
Tabla 1. Rendimiento de produccion de los polimeros sintetizados.
% Molar del
copolimeroy € Gramos de partida Rendimiento
homopolimero (%)
Mezcla de
alimentacion
100 D,L-Lactida 9,92¢gD,L-Lactida 744
0,90 L-Lactida /9,42 Glicolida
L-Lactida/Glicolida (10,32 g) 75,2
(90/10)
D,L-Lactida/Glicolida 2,02 D,L-l4ctidal8,02 Glicolida 57,4
(80/20) (10,04 g)

Se ha determinado que para los polimeros con mayor cantidad del monémero lactida
se obtienen los mayores rendimientos.

3.2. Resonancia magnética nuclear (*H RMN). La determinacion de la composicion
molar de los copolimeros obtenidos, se realizd6 mediante el uso de la resonancia magnética
nuclear de protones de cada uno de los materiales sintetizados. Se escogié la sefid del metilo
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de las unidades lactida, en los copolimeros de L-Lactida/Glicoliday D,L-Lactiday la sefial de
las unidades metileno de la glicolida, mediante las integrales de | as sefiales de | os protones del
grupo metilo en la lactiday su relacion con las integrales de los protones del metileno en la
glicolida, fue posible determinar la composicién de los mondmeros en el copolimero. Como
se puede observar de la Tabla 2, las composiciones reales para los copolimeros de L-
Lactida/Glicolida y D,L-Lactida/Glicolida difieren de las cantidades colocadas en la mezcla
de alimentacién, como no existe preferencia alguna por uno o € otro mondmero a estar en
mayor cantidad en el copolimero, ambos tipos de unidades se ordenan a azar alo largo de la
cadena, esta diferencia entre la composiciones tedricay real de los copolimeros se deba a que
una parte de la cantidad total de mondémero pesada para cada composicion correspondia a

mondmero hidrolizado.

Tabla 2. Porcentaje molar tedrico y porcentgje molar real de los copolimeros, este
dltimo determinado por *H RMN.

%Molar tedrico delos
copolimeros %Molar exp* delos copolimeros
(Mezcla de alimentacion)
L-Lactida-Glicolida 90/10 L-Lactida-Glicolida 68/32
D,L-Lactida-Glicolida 80/20 D,L-Lactida-Glicolida 70/30

* Determinado por 'H RMN.

3.3. Rendimiento de produccion de las microcapsulas preparadas con la
metodologia planteada. En la Tabla 3, se presentan los rendimientos obtenidos de
microcapsulas preparadas bajo las condiciones de encapsulacion con el método de la doble
emulsion y evaporacion de disolvente, empleando como matriz de cobertura, copolimeros que

ya habian sido sintetizados y caracterizados en el laboratorio de polimeros.

Tabla 3. Rendimiento de produccién para microcdpsulas preparadas
por la metodologia descrita en la parte experimental correspondientes a
diferentes composiciones D,L-Lactida/Glicolida.

Composicion delos
copolimeros Rendimiento de
Glicolida/D,L-Lactida produccién (%)
37/63 23,2
8/92 13,4
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Como los rendimientos obtenidos fueron muy baos, bgo las condiciones de
microencapsul acion empleadas, y como interesa obtener en forma de microcdpsulas la mayor
parte de materia de partida (polimero/principio activo) se realizaron cambios en la
metodologia de microencapsulacion tal como mantener la rapidez de agitacion constante
durarte todo €l proceso a 750 rpmy eliminar el bafio frio de la solucién acuosa de PVA, los

rendimientos de produccion se incrementaron, tal como se muestraen la Tabla 4.

Tabla 4. Rendimiento de produccién de las microcapsulas,
manteniendo la temperatura de evaporacion de disolvente asi como la
rapidez de agitacion a 750 rpm durante todo el proceso.

Composicion delos Rendimiento de
copolimeros produccién (%)
licolida/D,L-Lactida
8/92 69,7
37/63 56,5

Ademas de retirar €l bafio frio, mantener la rapidez de agitacién fija en 750 rpm, se

aumentaron las concentraciones de |os materiales, mostradas en la Tabla 5.

Tabla 5. Cantidades empleadas para € proceso de microencapsulacién cuando se
elimind el bafio frio y sefijo larapidez de agitacién a 750 rpm.

PVA Polimero Agar + Rodamina

2gen 100 mL 1gen25mL deCH,CI, | 0,02 gAgar + 0,0015 g Rodamina
deH,O en 10 mL de H,0

En la Tabla 6 se presentan los rendimi entos obtenidos, una vez que se retiro e bafio
frio, la rapidez de agitacion se fijo a 750 rpmy que la concentracién de los materiales fueron
incrementadas.

Con los cambios introducidos, se logré mejorar el rendimiento de produccién tal como
se mostré en la Tabla 6; con lo cual se establecidé entonces una nueva metodologia de
preparacion de microcapsulas retirando e bafio frio, manteniendo una rapidez de agitacién de
750 rpm y aumentando la concentracion tanto de agente emulsificante como de polimero.
Con la optimizacion del método se prepararon microcapsulas con |os polimeros sintetizados y
los rendimientos obtenidos se reportan en las Tabla 7.

532 Rev. Iberoamer. Polim., 9(6), 526-537 (2008)



Revista Iberoamericana de Polimeros Volumen 9(6), Diciembre de 2008
Roman et als. Morfologia de Polimeros biodegradables

Tabla 6. Rendimiento de produccion de las microcdpsulas cuando se
elimino e bafio frio, se fijo la rapidez de agitacion a 750 rpm y se
aumento la concentracion de polimero y agente emulsificante (PVA).

Composicion delos Rendimiento de
copolimeros produccion (%)
Glicolida/D,L-Lactida
17/83 79,5
17/83 67,8

Tabla 7: Rendimientos de produccion para microcapsulas de L-
lactida/glicolida preparadas variando las condiciones en la metodologia
de encapsulacién planteada.

Composicion delos Rendimiento de
copolimeros produccion (%)
Glicolida/L-Lactida
10/90 56,9
10/90 66,3
10/90 65,6

3.4. Morfologia de las microcapsulas vistas por MEB. El andisis superficial y
morfoldgico interno de las microcdpsulas preparadas por € método de doble emulsion y
evaporacion del disolvente independientemente de s se introducen o no cambios en la
metodologia experimental planteada, se observd por microscopia electronica de barrido, que

lamicrocapsulas presentan una superficie lisay de apariencia suave (véase la Figura 2).

(b)
Figura 2. Microcapsulas vistas por MEB para la composicién 83/17(a) y la (b) a la composicion
63/37.
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En la Figura 3, se muestran microcapsulas incluidas en una resina epoxica, la cua fue
fracturada en nitrogeno liquido, € estudio de la muestra asi preparada permitié observar la

estructura interna de las mismas. Aunque las micrografias mostradas no son totalmente

determinantes se puede decir, que la estructura interna para estas microcapsulas es de tipo
reservorio o cascara

lll':"r.hr.. A s

Figura3. Microcapsulas vistas por MEB parala composicion 92/8 y la composicion 68/32.

3.5. Cambios morfolégicos observados por MC durante € proceso de liberacion
de la rodamina encapsulada. Para conocer los cambios morfolégicos ocurridos con las
microcdpsulas, cuando sufren degradacion, se realizd un estudio morfologico preliminar,
durante veinte minutos, colocando la muestra directamente sobre un portamuestra, € cual
tenia adaptado una resistencia a 37°C, y observandose imagenes como las mostradas en la

figura4, las cuaes fueron tomadas empleando un laser de 532 nm como fuente de excitacion.
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Figura 4. Seguimiento de la degradacion de las microcdpsulas, d ser caentadas con una resistencia a
37°C.

El estudio de los cambios morfoldgicos ocurridos durante €l tiempo de incubacion de
las microcdpsulas en un tampodn fosfato a pH 7, fue seguido por microscopia confocal
(empleando luz blanca) durante 12 dias a una temperatura de 70°C, tiempo en €l que ocurrié
la degradacion total del polimero que sirvié de material de recubrimiento para la rodamina
encapsulada.

Durante los dias de | a degradacidn las microcapsul as fueron tomadas de la solucién del
tampdn en la que se encontraban, los cambios dbservados en este tiempo se muestran en las

siguientes micrografias (Figuras 5 a 10):

2 umil

2%

Figura5. Micrografiatomada dia 1 Figura6. Coalescenciaalos2y 3 dias.
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Figura9. Cambio visto entrelosdias8 y 9. Figural0. Fibras del polimero, diss10y 11.

4. CONCLUSIONES

Introduciendo cambios en la metodol ogia de microencapsul acion fue posible optimizar
algunos parametros de las microcapsulas obtenidas, como el aumento en e rendimiento de
produccion y disminucién de su tamafio con una distribucion de tamafio mas estrecha.

El rendimiento de encapsulacion obtenido fue alto, se logré recuperar en forma de
microcapsulas la mayor cantidad del material de partida (polimero + rodamina).

La cantidad de principio activo por peso de microcapsulas o eficiencia de
encapsul acién obtenida fue 26,2%.

Cambios en las variables del proceso de microencapsulaciéon no modificaron la
morfologia y la estructura interna de las microcapsulas obtenidas todas fueron lisas, suaves,

regularesy de tipo reservorio.
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