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Resumen

El poli(D,L-lactido-co-glicélido) (PLGA) es un copolimero de gran interés para aplicaciones
medicinales, debido a que es bioreabsorbible, biocompatible, no téxico, y su cinética de
degradacién puede modificarse por la relacion de copolimerizacion de los monémeros. En
este estudio, se sintetiz6 PLGA por apertura de los anillos de los dimeros ciclicos de los
monomeros D,L-lactido y glicélido en presencia de octoato estannoso como iniciador y
alcohol laurilico como co-iniciador. EI PLGA fue caracterizado por técnicas espectroscopicas
y térmicas, resultando una relacibn equimolecular para ambos mondémeros, con una
temperatura de transicion vitrea de aproximadamente 35°C, caracteristicas que lo hacen
apropiado para liberacién controlada de medicamentos. Por otro lado, la curcumina es una
sustancia de origen natural de gran interés biol6gico, que inhibe la actividad de la inosina
monofosfato deshidrogenasa (IMPDH) enzima blanco para el descubrimiento de drogas
antivirales, en especial las causadas por el flavivirus Zika (ZIKV). Teniendo en cuenta la
dificil en la administracién de la curcumina como farmaco, se sintetizaron microparticulas de
PLGA que encapsulen dicha sustancia, las cuales fueron caracterizadas y se evalu6 su

efectividad en el tratamiento del ZIKV mediante diferentes ensayos biolégicos.

Palabras clave: PLGA, microparticulas, curcumina, ZIKV, IMPDH.

Introduccion tradicionalmente en la medicina
La curcuma (el nombre comun de ayurvédica para el tratamiento de diversas
Curcuma Longa) es una especia india que dolencias como artritis, Ulceras, ictericia,
pertenece a la familia del jengibre. heridas, fiebre, traumatismos y
Ademas del uso como especia, enfermedades de la piel como la psoriasis.
conservante de alimentos y agente La curcumina (Figura 1), un polifenol
colorante, la circuma se ha utilizado hidrofébico, es un constituyente activo
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principal de la circuma. Ademas de la

curcumina, la curcuma también contiene

otros constituyentes llamados
curcuminoides, como la
demetoxicurcumina, la

bisdemetoxicurcumina y la ciclocurcumina.
Las preparaciones comerciales
disponibles de "curcumina" contienen
aproximadamente 77% de curcumina,
17% de demetoxicurcumina y 3% de
bisdemetoxicurcumina. Si bien todas
presentan actividad biolégica, varios
estudios han demostrado que la
curcumina es mas activa que la

demetoxicurcumina o]

bisdemetoxicurcumina (Figura 1).
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Figura 1. Estructura de los componentes

activos presentes en la circuma.

Quimicamente, la curcumina es una -
dicetona bis-a, B-insaturada, denominada
(E, E) -1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil)-

1,6-heptadieno-3,5 diona y cominmente
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llamada diferuloilmetano, que exhibe
tautomeria ceto-endlica: tiene una forma
ceto predominante en soluciones &cidas y
neutras, y forma endlica estable en medio
alcalino.

El primer estudio sobre el uso de
curcumina en enfermedades humanas fue
publicado a principio del siglo pasado, y
durante los ultimos 60 afios, mas de 3000
estudios han demostrado que la
curcumina tiene efectos antioxidantes,
antibacterianos, antimicoticos, antivirales,
antiinflamatorios, antiproliferativos,
proapoptéticos y antiateroscleréticos, que
ejercen beneficios medicinales contra
enfermedades neurodegenerativas,
artritis, alergia, intestino inflamatorio
nefrotoxicidad, SIDA,

psoriasis, diabetes, esclerosis multiple,

enfermedad,

enfermedad cardiovascular y fibrosis
pulmonar. Estos efectos de la curcumina
han atraido considerable interes de los
investigadores  para  descubrir  sus
mdultiples  objetivos celulares y los
mecanismos moleculares que subyacen a
estas propiedades bioldgicas. La evidencia
indica que los efectos pleiotropicos de la
curcumina dependen de su capacidad de
interaccion y

regulacion de  mdltiples  objetivos
moleculares. Estos incluyen factores de
transcripcion, factores de crecimiento,

inflamatorias,

quinasas, citoquinas

moléculas de adhesion, proteinas
relacionadas con la apoptosis, entre otras.
En particular, la inosina monofosfato

deshidrogenasa (IMPDH) es una enzima
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gue cataliza la oxidacion dependiente de
nicotinamida adenin dinucle6tido (NADp)
dependiente de monofosfato de inosina
(IMP) a monofosfato de xantina (XMP) en
la sintesis de novo. Esta enzima es un
determinante  critico del nivel de
nucleétidos de guanina, incluido el
trifosfato de guanosina (GTP), que son
esenciales para muchas funciones
celulares. La expresibn o actividad
mejorada de la enzima IMPDH se
correlaciona con un aumento de la
proliferacion celular y la transformacion
maligna. Por lo tanto, IMPDH es un
objetivo atractivo de agentes
inmunosupresores, anticancerigenos 'y
antivirales. Un estudio mas reciente
encontré que la curcumina tiene un efecto
inhibidor sobre la actividad de IMPDH
tanto de manera competitiva como no
competitiva y para suprimir el nivel de
GTP celular en células de carcinoma de
colon HT-29.%2

La IMPDH ha recibido considerable
interés como enzima blanco para el

. .. 4-7
descubrimiento de drogas antivirales.

Las enfermedades virales transmitidas por
mosquitos, en especial las causadas por
el flavivirus Zika ha tomado relevancia en
los dltimos afios, dado que no existe
tratamiento disponible. En particular, en
nuestra region ha habido una creciente
propagacion de infecciones causadas por
este virus.

El virus Zika (ZIKV) se identifico6 por
primera vez en Uganda, en 1947, en

macacos de la India, y en 1952 en
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humanos, en Uganda y Tanzania. En
ratones el virus es altamente neurotrépico,
causando degeneracion neuronal, sin
haberse aislado de otros tejidos. Se sabe
con certeza que también el mosquito
Aedes aegypti es la principal via de
transmision del ZIKV. Solo el 20 % de las
infecciones van acompafiadas con
sintomas, el resto pasan inadvertidas y
esto contribuye en gran medida a la
diseminacion del virus en la poblacién. La
enfermedad se presenta con exantema,
conjuntivitis y fiebre no muy elevada. Los
sintomas duran entre 2 y 7 dias. Se puede

transmitir en humanos por via parenteral,
L, . 8
sexual y por transfusién sanguinea.” Por

el momento, no existen vacunas ni
tratamientos especificos, y son muy

escasos los trabajos reportados
abordando el campo antiviral.?

En el 2015 comenzd una epidemia de
Zika en el norte de Brasil, y desde alli la
propagacion fue explosiva, extendiéndose
a casi todo el continente americano. En
Argentina se han confirmado decenas de
casos importados de infecciones por ZIKV,
aunque no se ha oficializado el brote
epidémico con mas de 300 personas
afectadas en Tucuman en enero/2016.

Cabe resaltar que en el norte de Brasil
hubo un llamativo aumento de casos de

microcefalia y trastornos neuroldgicos en

., . 10,11 )
recién nacidos. Recientemente, se ha

reportado reactividad cruzada entre los
anticuerpos contra el virus dengue (DENV)
y ZIKV, y por lo tanto la presencia de
anticuerpos contra DENV en una
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persona podria incrementar la
multiplicacién del ZIKV, aumentando asi
su virulencia en la poblacién, a través del

ADE

dependent enhancement) descripto en

mismo  fenémeno (antibody

infecciones con distintos serotipos de
DENV.12 Por lo que nuevamente se pone

en discusion el uso de la vacuna

Dengvaxia, especialmente en nuestra
regién donde ambos flavivirus co-circulan.
Por todo lo mencionado la busqueda de
compuestos antivirales efectivos es de
gran interés.

El éxito de cualquier tratamiento médico
depende no solo de la actividad
del

agente terapéutico, sino, en gran medida,

farmacocinética/farmacodinamica

de su biodisponibilidad en el sitio de
accion en el sistema humano. En este
contexto, el PLGA (polilactico-co-glicélico)
es un polimero ampliamente utilizado para
fabricar nano o microparticulas debido a la
buena biocompatibilidad y
biodegradabilidad que presentan, debido a
gue se hidroliza en el cuerpo para producir
acido lactico y acido glicdlico, que son
procesados eficazmente por el cuerpo, lo
gue resulta en una toxicidad sistémica
minima. A lo que se le suma, el historial
de larga data en aplicaciones biomédicas
y la utilidad bien documentada para la
liberacién sostenida de farmacos en

comparacion  con los  dispositivos
convencionales hasta dias, semanas o
meses, y la facilidad de administracion

parenteral mediante inyeccion.
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PLGA es un copolimero de &cido lactico
y acido glicolico. Dependiendo de la
relacion de lactida y glicolida, se pueden
obtener diferentes formas de PLGA, que
generalmente se identifican con respecto a
la relacibn de mondmeros utilizada (por
PLGA 75:25

copolimero cuya composicién es 75% de

ejemplo, identifica un
acido lactico y 25% de acido glicdlico).

La velocidad de degradacion de PLGA
depende de la relacion molar de acidos
lactico y glicolico en la cadena de
polimero, el peso molecular del polimero,
el grado de cristalinidad y la temperatura
de transicion vitrea (Tg) del polimero. En
base a estos factores, se puede modificar
entonces, el perfil de liberacion de la droga
por parte de la matriz polimérica.

En nano/microparticulas de PLGA se
puede encapsular una amplia variedad de
agentes terapéuticos, que incluyen
farmacos lipéfilos o hidréfilos de bajo peso
molecular, e incluso ADN de alto peso
molecular, se pueden encapsular dentro
de estas. El resto atrapado en la matriz
polimérica de las particulas se libera a una
tasa difusion o

sostenida por por

degradaciéon de la matriz polimérica,
dando asi una formulacion de liberacién
sostenida para provocar una eficacia
terapéutica potenciada.

Se proponen muchos enfoques para la
preparacion de particulas de PLGA. La
técnica més comun utilizada para la
preparacion de las particulas de PLGA es
la técnica de evaporacion del disolvente

de emulsion. Esta técnica permite la
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encapsulacion de farmacos hidrofobos y
consiste en disolver el polimero y el
compuesto en un disolvente organico (por
ejemplo, diclorometano). La emulsién de
aceite (O) en agua (W), es decir, O/W, se
prepara mezclando una solucion acuosa
de un agente tensioactivo (por ejemplo,
alcohol polivinilico (PVA) polisorbato-80,
poloxdmero-188) con la solucién de
polimero. Las gotitas de tamafio nano o
micrométrico son inducidas por sonicacion
u homogeneizacion. El disolvente se
evapora o se extrae y las particulas se
recogen después de la centrifugacion.
Una modificacion de esta técnica, la
emulsion doble W/O/W, se usa para
encapsular farmacos hidréfilos, tales como
péptidos, proteinas y acidos nucleicos.
Las particulas también se pueden formar
por el método de precipitaciébn también
llamado método de deposicion interfacial.
Brevemente, el polimero y el farmaco se
disuelven en un disolvente organico (tal
como acetona) y se afiaden gota a gota al
agua. El disolvente organico se evapora y
los granulos se recogen después de la
centrifugacion. Existen otras técnicas,
como el método de secado por
pulverizacion. La carga de farmaco en las
particulas se logra por dos métodos: (i) la
incorporacién del farmaco durante la
produccion de las particulas y (i) la

adsorciéon del farmaco en las particulas
. ., 13
después de su produccion.

Dependiendo del método de
preparacion, la organizacion estructural

puede diferir. El farmaco esté atrapado
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dentro del ndcleo de una “"cépsula" asi
como atrapado o adsorbido en la
superficie de una "esfera" de matriz
(Figura 2).13

Droga

50-200 nm

Nanoesfera Nanocapsula

Figura 2. Distribucién de la droga en las

nanoesferas y nanocapsulas.

En muchas de estas técnicas se incluye
el uso de PVA como emulsionante durante
la formulacion de nano/microparticulas de
PLGA porgue las particulas formadas
usando este emulsionante son
relativamente uniformes y de menor

tamafio, y son faciles de redispersar en

. 14
medio acuoso.

Sonicacién Evaporacién del
solvente organico

Sustancia activa

BB

. Purificacion
Liofilizacion

Microparticulas

Fase orgéanica Fase acuosa Emuisién maltiple
Polimero

Figura 3. Encapsulacién por evaporacion del

disolvente de la emulsion.

Las particulas de PLGA se han
preparado principalmente por emulsion-
difusion, evaporacion del disolvente de
emulsiéon (Figura 3), deposicién interfacial
y método de precipitacién. Generalmente,
en el método de emulsion-difusion, los
polimeros de PLGA se disuelven en
disolvente organico, se vierten y se
separan en fase acuosa que tiene
estabilizador 'y  posteriormente  se
emulsionan mediante homogeneizador. En

el método de evaporacion con
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disolvente, los polimeros se disuelven en
disolvente organico volatil (diclorometano,
acetona, cloroformo, etc.) y se vierten en
una fase acuosa de agitacién continua con
0 sin emulsionante/estabilizador y se
someten a ultrasonidos. Los métodos de
deposicion interfacial se han utilizado para
la formacibn de nanocapsulas 'y
nanoesferas. Las particulas se sintetizan
en la capa interfacial de agua y disolvente
organico (miscible en agua) y finalmente
las particulas se separan mediante
centrifugaciones. El método  mas
comunmente utilizado para la preparacion
de nano/microparticulas de PLGA es la
nanoprecipitacién. El polimero disuelto en
acetona se afiade gota a gota en una fase
acuosa de agitacién continua con o sin
emulsionante/estabilizador Y, en

consecuencia, la fase organica se evapora

. .15
a presion reducida.

Objetivos

En virtud de la gran demanda a nivel
mundial de nuevos antivirales, en especial
aquellos que ataque al flavivirus Zika, el
cual afecta principalmente a nuestra
region, se propone como innovacion
utilizar en el tratamiento de dichas
afecciones productos provenientes de la
biomasa renovable, en particular, la
curcumina. Luego, dada la ineficiencia de
su farmacocinetica, se propone el uso de
agentes de liberacion controlada utilizando
como matriz copolimeros biocompatibles
gue sintetizaremos y caracterizaran a tal

efecto.
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Materiales y Métodos

1. Materiales

Lactida (3,6-dimetil-1,4-dioxano-2,5-
diona), glicdlida, curcumina, acido
octanoico, diclorometano (DCM), alcohol
polivinilico (PVA) M,y 89.000-98.000 99%
hidrolizado, todos fueron adquiridos en

Sigma-Aldrich.

2. Sintesis de PLGA

El PLGA se sintetiza mediante la apertura
de los anillos de D,L-lactida y glicolida en
una polimerizacién en masa. La reaccion
de copolimerizacion se ilustra en la Figura
4. La proporcién del iniciador octoato
estannoso fue 0,02% de la masa
monomeérica total y del coiniciador alcohol

laurilico 0,01% se eligen en base a

. . 16,17
estudios previos.
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Figura 4. Reaccién de copolimerizacion.

Se usan relaciones de mondémero de
50/50 (D, L-lactido/glicérido) en la sintesis.
Estas proporciones se han elegido
considerando el tiempo de degradacion de

estos copoll’meros,18 proporciones mas
comunmente utilizadas en los sistemas de
administracién controlada de
medicamentos.

Dado que la aplicacion de vacio y la
agitacion resultan esenciales para la
obtencion de buenos resultados se utiliza
balén de 50 ml con un tapdn de goma, que

se sumergio en un bafio termostéatico
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de glicerina y se logra el vacio después de
que se hubieran agregado todos los
reactivos. La agitacion magnética se
continua hasta que la barra magnética
deja de moverse debido al aumento de la
viscosidad de la solucion, luego de

aproximadamente 10 minutos de

. .19 .
sintesis.”” EIl calentamiento se prolonga

durante 2h a 170-175°C y luego se detuvo
el calentamiento, para dejar que baje
progresivamente la temperatura. En
cuanto al vacio se aplica durante 2,5 h
para garantizarlo durante todo este
proceso.

3. Caracterizacion del PLGA

3.1. Andlisis termogravimétrico (TGA)

La prueba se realiza a una velocidad de
calentamiento de 10 °C/min desde
temperatura ambiente (£ 20°C) a 400°C
en un recipiente de muestra de platino sin
sellar en atmésfera de nitr6geno con un
caudal de 20°C/min. El equipo utilizado
fue un SDTA 851 Mettler Toledo La masa
de las muestras analizadas fue de 3mg.
3.2. Calorimetria diferencial de barrido
DSC

El equipo DSC utilizado es un DSC Q20
TA-Instruments, COOLING RCS 90 vy

capsulas Tzero Pan Aluminum. Se usa

también un recipiente de muestra de
aluminio sin sellar con nitrégeno como gas
portador a un caudal de 50ml/min. La
masa de la muestra analizada fue de 3mg.
Se programa para calentar primero las
muestras desde la temperatura ambiente
(x20°C) a 150°C a una velocidad de
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10°C/min (1°ciclo). Las muestras de PLGA
se someten a esta primera ejecucion para
eliminar el historial térmico del material. Al
final de la primera ejecucién, el horno se
enfrid con nitrégeno liquido hasta alcanzar
una temperatura de -10°C. El equipo fue
luego programado para otra ejecucion
hasta 150°C, a wuna velocidad de
calentamiento de 5°C/min. La segunda
curva de DSC fue la referencia para

determinar la temperatura de transicion
vitrea (Tg).20

3.3. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

Las muestras de RMN se preparan
disolviendo el PLGA en CDCls. Los

espectros de H-RMN se obtienen a

200MHz utilizando un Bruker AC-200.
3.4. Infrarrojo de Transformada de Fourier

(FTIR)

Los espectros se registran en un

espectrémetro Nicolet 1S50 FT-IR que
funcionaba en el modo ATR (reflectancia
total atenuada). Los espectros de
absorcion infrarroja se recogen a 20°C a
partir de 4000-450cm ™. Se realizaron 10

e -1
escaneos para una resolucion de 4cm .

4. Sintesis de microparticulas de PLGA

Para la Solucion A se disuelven 200mg de
PVA en 20ml de agua MilliQ para obtener
una solucién de PVA al 1% (p/v). Se
agrega una barra de agitacion y coloca en
una placa de agitacion magnética durante
24hs para permitir la disolucién completa.
Por otro lado, se preparan diferentes
soluciones en 2ml de DCM en un vial de
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vidrio de 10 ml conteniendo distintas
concentraciones de PLGA, curcumina y
acido  octanoico, a las cuales
denominamos Solucién B. En este punto,
se deja descansar la Solucién B de 24hs,
con los viales tapados, a temperatura
ambiente (20°C). Luego, se sonica
durante 10 segundos a 10-12W para
garantizar la distribucién uniforme de la
molécula pequefia entre las cadenas del
polimero.

Concluidas las 24hs, es necesatrio filtrar
la Solucién A con vacio a través de un
filtro de 0,2um y se trasvasa a un vaso de
precipitados de 50ml que se enfria en
bafio de hielo a 4-8°C. Se coloca la sonda
homogeneizadora dentro del vaso de
precipitados de forma que la sonda quede
sumergida pero no en contacto con la
superficie del vidrio y con una pipeta
Pasteur de vidrio se agrega Solucion B
gota a gota mientras se homogeneiza
para crear una emulsion.

Una vez finalizado el agregado se
homogeneiza la mezcla durante 2 minutos
mas, se apaga el homogeneizador y se
retira el vaso de precipitados del bafio de
hielo. Se agrega una barra de agitacion
magnética de 1-1,5cm de largo al vaso de
precipitados, se cubre con papel de
aluminio perforado con 20-30 orificios y se
mueve a una placa de agitacion bajo
campana a 300rpm aproximadamente. Se
deja evaporar el solvente durante 4-5h.

La evaporacion incompleta del solvente
da como resultado la agregacion de

particulas y la pérdida de microparticulas

c\ni=, Asociacién de Universidades
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en pasos posteriores. Por otro lado, el
excesivo tiempo de evaporacion conduce
a la descomposicibn de las particulas
debido a la hidrdlisis y la pérdida gradual
de la carga. Es por ello que para
determinar el punto 6ptimo se toman 200yl
de la muestra y se centrifuga a 200rpm
durante 5 minutos a temperatura
ambiente, y luego, las microparticulas
deben resuspenderse facilmente en 1ml
agua MilliQ, formando una suspensién de
particulas individuales.

Cuando la prueba da el resultado
esperado, se transfiere la suspension a
tubos de centrifuga de 15ml y centrifugan
a 200rpm durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Una vez finalizada
la centrifugacion, se retira el
sobrenadante, se agregan 10ml de agua
MilliQ y se vuelve a poner nuevamente. El
proceso de lavado se repite dos veces.

Después de finalizados los lavados, se
resuspenden las particulas en 1ml de
agua MilliQ, se filtra la suspension a través
de un filtro de tamafio de poro 40um para
eliminar particulas grandes y agregados y
se lava el filtrado con 1ml de agua MilliQ
fria. En este punto, se reservan 40ul para
la caracterizacion y el resto de la
suspension es transferido a un vial. Se
pone a congelar, para luego liofilizar

durante 8hs.

5. Caracterizacion de las nanoparticulas

5.1. Didmetro hidrodindmico e indice de

polidispersidad de las microparticulas

Se agregan 10yl de suspension de
microparticulas a 1ml de agua destilada
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en una cubeta, se homogeniza bien e
inserta la mezcla en el Zetasizer para
medir el didmetro hidrodindmico y el
indice de polidispersidad de las
microparticulas de PLGA a través de DLS.
5.2. Potencial zeta

Se diluyen 2yl de suspension de
microparticulas concentradas en 1ml de
agua destilada, se carga la suspension en
una celda para pedir el potencial zeta y se
mide dicho potencial con un Zetasizer.

5.3. Tamafo de las particulas vy

polidispersidad

La microscopia electrénica de barrido
(SEM) también se realiza para confirmar
la distribucion del tamafio y evaluar la
morfologia de la superficie, ya que la
presencia de particulas grandes o
residuos puede causar errores en las
mediciones de DLS.

Para ello, se transfieren 20ul de
suspension de particulas diluidas a un
portaobjetos de vidrio limpio. Se usa un
microscopio con 40 de aumento para
visualizar las particulas y asi confirmar el
tamafio de las particulas y la
polidispersidad.

5.4. Ensayo de liberacién

El ensayo consiste en armar “caramelitos”
con una membrana de didlisis

Spectra/PorR4, tanto para las
microparticulas de PLGA cargadas como
no. Estos son colocados en Vviales
pequefios con 5ml de agua MilliQ, y se
mantienen en agitacion magnética a 37°C.

Los ensayos son hechos por triplicado.
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A tiempo: 15; 30; 60; 90 minutos; 2; 5y
24h, se toma 1ml de la solucién para
realizar mediciones y se repone el medio
con 1ml de agua MilliQ.

La concentracion de curcumina se
determina por HPLC mediante
cromatografia de fase inversa en una
columna 18 con elucidon isocratica de
acetonitrilo y acido acético al 2% vl/v
(40:60, v/v) a un caudal de 2,0ml/min, una
temperatura de columna de 33°C y con
deteccion UV a 425nm. Este método fue
validado y aplicado para la cuantificacion
de curcuminoides individuales en extractos

. , 21
comerciales de clrcuma.

Para la curva de calibracion, la muestra
se prepara disolviendo el extracto en
acetonitrilo y posteriormente diluyendo con
acetonitrilo  al 50%.21 Las soluciones
patrones se preparan usando la curcumina
de Aldrich y tienen una concentracion de
entre 10 y 100ug/ml.

6. Ensayos biolégicos

6.1. Ensayos de citotoxicidad

Para todos los ensayos se utilizan las
siguientes lineas celulares: de rifién de
mono verde africano Vero y de
hepatocarcinoma humano HepG2 que ya
han sido ampliamente utilizadas en
muchisimos trabajos con flavivirus.
Brevemente, se siembran células en
microplacas de 96 pocillos y 24h mas
tarde se colocan distintas concentraciones
de las microparticulas (diluciones seriadas
al medio en DMEM suplementado con

10% de suero fetal bovino). Se observan
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las células bajo el microscopio para
evidenciar el eventual efecto toxico, y a
las 24 y 48h de incubacion se agrega al
MTS

(Promega), para asi medir la viabilidad

medio el reactivo comercial
celular en funcion de la absorbancia, en

un lector de placas con el filtro
correspondiente (570 nm) luego de 4, 8 6
12 h de incubacion con el reactivo.

A partir de estos datos, se calculan las
CC50 (concentracion citotéxica de NP que
reduce la viabilidad celular en un 50%). La
CC50 obtenida se compara con los datos
obtenidos en paralelo utlizando la
curcumina disuelta en DMSO.

Alternativamente se ensaya la
citotoxicidad de las microparticulas por el
método de exclusion de azul tripan 6
3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difenil bromuro de tetrazolio (MTT).

utilizando

Se emplean los mismos protocolos para

ensayar la accion citotbxica de las

microparticulas cargadas con curcumina.
Estos experimentos

nos permitiran

identificar las dosis en las cuales las
microparticulas no son téxicas.
6.2. Ensayos de inhibicién del rendimiento

viral (UFEP)

Se ensaya el efecto inhibitorio de todas

las microparticulas preparadas en un
rango de concentracion que no hayan
resultado téxicas para el cultivo celular.
Para ello, se siembran las células
HepG2 en microplacas de 96 pocillos y
24h mas tarde se infectan por triplicado
con virus Zika, usando distintas m.i de 0,1-

1. Inmediatamente después de 1h de

\
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adsorcion a 37°C, se colocan en los
pocillos medio fresco (DMEM) conteniendo
distintas  concentraciones  (diluciones
seriadas al medio) de las microparticulas a
ensayar. A las 24 y 48h post infeccion

(p.i.),

para ser

se cosechan los sobrenadantes,
titulados posteriormente en
células Vero por el método de unidades
formadoras de placas (UFP), y asi calcular
la CES50

microparticulas que reduce la formacién

(concentracién efectiva de
de particulas virales en el sobrenadante
en un 50%).
Brevemente, para la titulacion se
siembran células Vero en microplacas de
48 pocillos, y 24h mas tarde se infectan
las células con diluciones seriadas al
décimo de los sobrenadantes cosechados,
y 7-14 dias p.i.

infectadas con formol (10%), para revelar

se fijan las células
las placas de lisis por tinciéon con cristal
violeta. A partir de estos datos se calculan
los valores de CE50 correspondiente para
cada tratamiento. Las CE50 obtenidas se
comparan con los datos obtenidos
utilizando la curcumina libre, asi como con
de

distintas concentraciones

microparticulas vacias.

Resultados y Discusion

1. Sintesis y caracterizacion del PLGA

A continuacibn se muestran a modo
representativo los analisis realizados a
una muestra de PLGA.

- Andlisis térmicos

En el termograma de TGA (Figura 5) se

observa la linea negra que respresenta la
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pérdida de masa, mientras que la curva en
rojo corresponde a la primera derivada
(DrTG). En ambas se puede ver que
tres eventos térmicos. En el
de

despreciable y asociamos este pico a la

existen

primero, la pérdida masa es
evaporacion de solvente que puede haber

guedado en la muestra. El segundo
corresponde a la degradacion del PLGA a
155°C, siendo la degradacién del 80% de
la masa. Mientras que el Ultimo pico a
328,6°C se debe a la degradacion total de
un 7% de

Podemos

la masa de la muestra.

concluir también
13%

residuo carbonoso debido a que la

que un
porcentaje del permanece como
cantidad de oxigeno presente en la
estructura polimérica no es suficiente para

completar la combustion.

.....

Figura 5. Analisis termogravimétrico (TGA)

A partir de los datos del termograma
obtenido por DSC donde se utiliza el
segundo calentamiento (Figura 6) para
determinar la temperatura de transicion
vitrea (Tg). Se establece que la Tg es
35,1°C, proxima a la temperatura corporal,
PLGA

liberacion en el

lo que promueve el uso del
sintetizado para la
organismo de sustancias encapsuladas.
Este valor resulta menor que los valores

para PLGA 50:50 encontrados en la
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literatura, posiblemente debido al hecho
que los polimeros obtenidos tienen masas
moleculares mas bajas. Los polimeros con

masas moleculares méas bajas se

degradan mas facilmente que aquellos con

, 20
masas moleculares mas altas.

Heat Flow (W/g)

, , - y ; - :
-20 0 20 40 60 80 100 120
Temperature (°C)

Figura 6. Calorimetria diferencial de barrido
(DSC).

- Andlisis espectroscopicos

En base al espectro de "H-RMN (Figura 7)

y, teniendo en cuenta, la asignacién de los
(Tabla 1)
expresadas a continuacion, se determina

picos y las relaciones

la relacién de los monémeros en la

cadena polimérica que resulta
estequiométrica es decir 50/50.
Grupo Funcional | CHs [CHz [CH
D,L-lactida (ppm) | 1,66 -- | 5,08
Glicdlida (ppm) - | 499 -

Tabla 1. Desplazamientos quimicos obtenidos
de los diferentes grupos funcionales presentes
en el PLGA.

% Monémero

D, L-lactida

Area(CH) x 100
Area(CH2)/2 + Area(CH)

% Monémero = Area(CH2)/2 x 100 .

Area(CH2)/2 + Area(CH)

glicélida
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Figura 7. Espectro de "H-RMN del PLGA.

En el espectro de FT-IR de PLGA (Figura
8) se observan bandas de absorcién a

2960cm™* (estiramientos CH, CHz2 y CHs),
1747cm™* (estiramientos C=0), 1451cm™*

(deformaciones CH2 y CHpg), 1270cm™*
(vibraciones “wagging” CH
y CH2) y 1164cm™* (estiramientos C-O del

grupo éster), coincidentes con espectros

consultados en bibliografl'a.22

Por otro lado, la ausencia de bandas de
absorcion entre 3600 y 3400cm'1 en el
espectro de PLGA, caracteristicas del
grupo hidroxilo, indica que se encuentra
anhidro.
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Figura 8. Espectro por FT-IR del PLGA.

Los resultados de FTIR corroboran los
resultados de DSC, TGA y "H-RMN e

indican que los copolimeros de PLGA se
han obtenido con éxito.
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- Sistemas de liberacion
Por otro lado, previa a la sintesis de las
microparticulas, se prueba la capacidad de
encapsulacion de curcumina del PLGA
partiendo de soluciones de PLGA y
curcumina en  diferentes  solventes
organicos, seguida de la formacion de film
por evaporacion del solvente. El mejor film
(Figura 9) se obtuvo con el uso de DCM
como solvente, por lo que se lo elige como

tal para la sintesis de las micropatrticulas.

Figura 9. Film de PLGA cargado con

curcumina obtenido por evaporacion de DCM.

Para la sintesis de las microparticulas se
prepara la Solucion A, segun se especifico
con anterioridad, y diferentes
formulaciones de Solucion B como se

indica en la (Tabla 2).

Masa (mg)
Sc.B
PLGA | Curcumina | Acido octanoico
1 50 -- --
2 50 1,0 --
3 50 1,0 120
4 50 -- 120
5 40 1,0 120

Tabla 2. Composicién de las soluciones B.

Es importante mencionar que la

concentracion de polimero en el solvente
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organico es crucial para determinar el
tamano de particula final. La reduccion de
la concentracion del polimero en el
disolvente dar4 como resultado particulas
de menor diametro, mientras que el
aumento de la concentracion aumentara el
diametro de la particula. Por ello, se
prueban con dos diferentes
concentraciones de PLGA.

En todos los casos se observo turbidez
en las soluciones luego de la evaporacion
del solvente organico y la deposicion
Las

posterior a la centrifugacion.

formulaciones que contenian  acido
octanoico presentaban mayor dificultad a
la hora de la centrifugacion y requirieron
mayor tiempo.

En cuanto a la caracterizacion de las
microparticulas y a los ensayos biolégicos,
si bien se obtienen buenos resultados
preliminares, no se incluyen en este
resumen debido a que se pretende
garantizar antes la reproducibilidad de los
ello, aln se

valores obtenidos. Por

continan con las mediciones.

Conclusiones
La copolimerizacibn en masa de los
monémeros D,L-lactido y glicdlido a
175°C, con el uso de octoato estanioso
como iniciador y de alcohol laurilico como
co-iniciador, y la aplicacion de vacio y
agitacion en el medio de reaccion, resulta
en rendimientos cuantitativos para la
obtencion de PLGA.
Con respecto a
PLGA

los copolimeros de

sintetizados, tienen una
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temperatura de transicion vitrea préxima a
la temperatura corporal por lo que resultan
de gran interés para su utilizacion como
vectores de drogas en el organismo
humano. La  degradacion  térmica
comienza por encima de 155°C vy la
pérdida de masa se produce casi
totalmente en esta etapa.

El espectro de FT-IR obtenido se
corresponde con los bibliogréaficos.
Mientras que el analisis de RMN permitié
determinar que la composicion utilizada de
los mondomeros coincide con la
composicion del copolimero, siendo esta
igual a la relacién estequiométrica. Esto
ademas permite inferir que no existen
monomeros residuales.

Si bien no se incluyen los analisis
biolégicos en este trabajo, en base a
ensayos preeliminares, se puede concluir
gue la actividad de las formulaciones con
curcumina aumenta en relacion a la de la

curcumina libre.
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