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Resumen

En el presente trabajo se desarrolldé un sistema microparticulado para una molécula
peptidica con capacidad inmunogénica en peces, que permita su posterior incorporacién en
pellets de alimentacion, a fin de mejorar las caracteristicas de estabilidad y sesion de este

en el tubo digestivo de peces de cultivo.

Se estudiaron formulaciones basadas en diversos biopolimeros, siendo
seleccionados para las formulaciones finales, el Alginato sodico y Poloxamero. Ademas se
evalué la incorporacion de agentes antiagregantes como la trehalosa. Las microparticulas
fueron elaboradas por secado por atomizacion (Spray Drying) en el equipo Blchi Mini Spray
Dryer B-290. Se madificaron factores como la proporcién de componentes de la matriz
polimérica, velocidad de flujo, concentracién de soluciones a atomizar, y diametro de
boquilla de nebulizacion, a fin de controlar las variables de tamafio de particula, agregacion
y recuperacion de sélidos, evidenciadas en analisis por microscopia Optica y electronica de
barrido. Una vez seleccionados los factores con mayor influencia sobre las variables
analizadas se realiz6 un disefio de experimento, central compuesto centrado en las caras,
con 2 puntos centrales y 2 bloques, por medio del software STATGRAPHICS Centurion,
para obtener las condiciones Optimas para la preparacion de microparticulas ya cargadas
con la molécula inmunogénica, priorizando un mayor porcentaje de cargay la minimizacion
del tamafio de las particulas. El analisis del disefio de experimento, arrojé los parametros
de elaboracion 6ptimos para la obtencién de microparticulas con tamafios inferiores a los 5

um, esféricas y con una baja agregacion.

La preparacion final elaborada a partir de los parametros 6ptimos obtenidos por el
disefio experimental, fue posteriormente llevada a un estudio de liberacion en medios de
pH 2,7 y 8,0, simulando las condiciones géstricas e intestinales respectivamente. Se
observé que las microparticulas liberan el contenido de molécula peptidica encapsulada en
el medio intestinal, protegiéndola del medio gastrico, y permitiendo que esta sea liberada
en el sitio adecuado para ser presentado a células del sistema inmune de mucosas, e iniciar

el proceso de inmunizacion.



1 Introduccidn

1.1 Industria Salmonera en Chile.

La industria salmonera en nuestro pais es actualmente uno de los principales
sectores exportadores. Durante el primer trimestre del afio 2014, el salmén atlantico
represento el 47,9 % del total de exportaciones del sector pesquero en nuestro pais,
significando ingresos por US$1.292 millones, seguido del salmon del pacifico,
alcanzando un porcentaje del total de exportaciones de un 14 %°, lo que representa
un 3,7 % del total de exportaciones de nuestro pais, el 10 % del total de la
exportacion de alimentos y ubicando a Chile como el segundo mayor productor
mundial de salmones, por debajo de Noruega. Las principales especies cultivadas
en Chile son: Salmén atlantico (Salmo salar), Salmén del pacifico o Salmén Coho

(Oncorhynchus kisutch) y Trucha arcoirirs (Oncorhynchus mykiss)(Figura 1).

Figura 1: Principales especies cultivadas en acuicultura en Chile
a) Salmon Atlantico, b) Salmon Coho, c) Trucha arcoiris®.



En el curso de los ultimos afos una serie de enfermedades han afectado
importantemente la producciéon’. Entre ellas las infecciones por virus ISA, el
sindrome rickettsial del salmén, enfermedad bacteriana del rindn, enfermedad

bacteriana de las agallas, infestaciones por parasitos del género Caligus, etc® °.

Ademas de las pérdidas econdmicas ocasionadas por la baja en la
produccion y mortandad en los peces, los costos asociados a farmacoterapia de
estas enfermedades son muy altos. Conjuntamente, el uso indiscriminado de
antibiéticos, antiparasitarios y otros agentes terapéuticos produce desconfianza
sobre el modelo productivo nacional frente a otros mercados, asociado ademas a la

aparicion de resistencias a estos agentes.

1.2 Pisciricketssia salmonis y Sindrome rickettsial del salmon.

En la actualidad, la infecciones por Piscirickettsia salmonis (Figura 2),
significan una parte importante del control de infecciones en plantas de cultivo en
Chile. Corresponde a una bacteria Gram negativa, intracelular facultatival® (puede
desarrollar ciclos tanto intra como extracelulares dependiendo de las condiciones
del medio en el que se encuentre), fue descubierta en el afio 1989, en un salmén
Coho en el sur de Chile, siendo reconocida como el primer organismo tipo Rickettsia
patégeno en peces!!. Afecta a un importante nimero de granjas de cultivo de
salmoén en nuestro pais, distribuyéndose principalmente entre las regiones de Los
Lagos y Aysén. Durante Enero del 2013, el servicio nacional de pesca presentd un
nuevo programa para el control de esta enfermedad en salmones, enfocandose a la
prevencion y deteccion temprana de focos de infeccion??. Debido a la importancia
gue reviste actualmente esta patologia, la idea de desarrollar una vacuna para su

control toma mas fuerza.



Figura 2: Piscirickettsia salmonis (imagen de microscopia electronica).

1.3 Vacunas.

La utilizacibn de esquemas preventivos de tratamiento frente a estas
patologias, supone la mejor alternativa, abaratando costos y disminuyendo las
pérdidas. En este punto surge la utilizaciébn de vacunas que generen una respuesta

inmunoldgica posterior.

Las vacunas son preparados que incorporan en su interior sustancias
capaces de generar una respuesta bioldgica por parte del sistema inmune del
organismo al cual es administrada. De esta forma se produce la liberacion de
anticuerpos frente a la sustancia expuesta o antigeno, que es parte de componentes
estructurales o funcionales del agente infeccioso que se quiere combatir. Asi, frente
a una posterior exposicién a este, el sistema inmune responde con mayor rapidez y

efectividad a la presencia del patégeno*s.



Actualmente existen vacunas de administracion inyectable para diversas
enfermedades. Sin embargo, su via de administracion implica inyectar a cada
ejemplar, limitdndose solo a aquellos que cumplen ciertos criterios de tamafio,

ademas de generar stress en los peces y tener una tasa de mortandad asociada.

La administracion de vacunas por via oral es una medida util para generar
memoria inmune en los peces4. El sistema inmune en peces considera la presencia
de un sistema inmune de mucosas. En los peces no existen ganglios linfaticos,
placas de Peyer, ni tejidos linfoides asociados a mucosas?®. Sin embargo, el sistema
inmune innato, donde los macrofagos forman parte importante, es capaz de hacer
frente a los primeros estadios de la infeccion. Estos son capaces de fagocitar los
agentes patdgenos, para posteriormente actuar como células presentadoras de
antigenos a linfocitos T, activandolos por medio del complejo mayor de
histocompatibilidad. A su vez, los linfocitos B expuestos a estos antigenos son
capaces posteriormente de generar anticuerpos contra estos, favoreciendo
procesos posteriores del control de la infeccion. A su vez, una vez se logran activar
linfocitos T citotoxicos, estos pueden controlar la proliferacibn de patégenos

intracelulares, al identificar y destruir células infectadas®®.

Especial relevancia revisten las principales formas de anticuerpos presentes
en peces teledsteos, IgM e IgT®. Mientras que la IgM se asocia a una mayor
participacion en la respuesta inmune sistémica a nivel plasmatico, IgT estaria
involucrada en la respuesta inmune a nivel de mucosas, debido a que se suele

encontrar muchisimo mas concentrada a este nivell®.



Gel filtration SDS-PAGE (nonreducing)

- Tetramer
Covalent
bond
Trimer + Monomer
Serum
and Dimer
Gut mucus
lgM
Dimer + Monomer
Monomer
Serum ‘ %}@ Monomer
IgT

I(St;t mucus E&Xa{ Y Monomer

Figura 3: IgM e IgT en peces, distribucion y estructura de estas en
los diferentes compartimientos de los peces, estudiadas por
cromatografia de filtracién en gel y SDS-PAGE®.

Sin embargo, los componentes con actividad inmunogénica utilizados en
vacunas, como péptidos y proteinas suelen ser inestables frente a ciertas
condiciones de pH, temperatura, actividad enzimatica, entre otros, como las
condiciones observadas en el tracto digestivo. Es por ello que deben desarrollarse
sistemas de administracion de estos que permitan mantener la estabilidad de estas

moléculas como su actividad inmunogénical’.

En base a la problemética que reviste para el sector acuicola la propagacion
de infecciones por Piscirickettsia salmonis y la necesidad de generar esquemas
preventivos de tratamiento, se desarroll6 una molécula con capacidad
inmunogénica para la obtencion de una vacuna, desarrollada por el trabajo conjunto

de EWOS Innovation Chile y la Universidad Austral de Chile. Sin embargo para que



esta molécula cumpla su objetivo terapéutico, es necesario aportar un vehiculo que
le otorgue estabilidad frente a las condiciones del sistema digestivo del pez una vez
sea administrada por via oral. Ademas es necesario que este pueda ser incorporado
durante el proceso de aceitado de los pellets de alimentacion, ya que en otras
etapas de su elaboracion se alcanzan temperaturas tan altas que podrian afectar
drasticamente la estructura y actividad de estas moléculas activas. Por esto es que
el sistema debe presentar un tamafio de particula adecuado para poder ingresar al

interior del pellet de alimentacion a través de los poros de este.

Las microparticulas son una alternativa validal®. Estas permiten la
incorporacion del principio activo al interior de una matriz, que puede variar en
composicion, pudiendo presentar perfiles de liberacion controlados segun las
caracteristicas del vehiculo'® %° permitiendo que las moléculas activas sean
liberadas directamente en el sitio de accién, asi evitando problemas de estabilidad

de estas frente a medios adversos como por ejemplo el medio gastrico'® 20-22,

1.4 Microparticulas.

Las microparticulas son particulas de tamafios micrométricos, menores a 1
mm, compuestas principalmente por una matriz que puede ser grasa, proteica o
polimérica que incorpora en su interior el farmaco. Cuando estas particulas alcanzan

diametros inferiores a 1um se denominan nanoparticulas.
Segun las caracteristicas de estas particulas tenemos

- Microesferas: El farmaco se encuentra al interior de la matriz de la
particula.

- Microcépsulas: El farmaco se encuentra al interior de un nucleo que
puede ser solido, liquido o0 gaseoso y que a su vez se encuentra retenido

al interior de la matriz de la particula.
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Figura 4: Estructura general de Microparticulas.

Los componentes estructurales de la matriz de las particulas pueden ser muy

variados? 13:

Grasas: Cera de carnauba, alcohol estearilico, acido estearico. Funden a

determinadas temperaturas y en el organismo son erosionadas por

lipasas en el tracto digestivo, liberando el farmaco en su interior.

Proteinas: Gelatina, albumina y colageno. Son degradadas por accién de

enzimas proteoliticas.

Polimeros: Gran variedad de componentes. Los hay naturales,

semisintéticos y sintéticos.

o

o

Naturales: Alginato?®, Dextrano, goma arabiga y quitosano.
Semisintéticos: Derivados de la celulosa, metilcelulosa,
hidroximetilcelulosa, acetobutirato de celulosa.

Sintéticos: Gran variedad. Destacan principalmente los
copolimeros del &cido lactico y acido glicélico (PLGA) y derivados

del acido acrilico.

Particulas metalicas: En el rango de los nandémetros, principalmente

particulas de oro.

La utilizacion de unas u otras dependera de la sustancia a administrar, su via

de administracion, compatibilidad con la matriz, etc.



Para la elaboracion de microparticulas, algunas de las principales sustancias
utilizadas con estos fines, debido a sus propiedades de biocompatibilidad y

biodegradabilidad, son:

1.4.1 Acido Alginico

Es un polimero natural, compuesto de una mezcla de acidos poliurénicos,
principalmente acido D-manurénico y acido L-glucurénico (Figura 5). Su peso
molecular varia segun la relacion entre estos acidos presentes y del largo de las
cadenas poliméricas, encontrdndose entre los 20.000 y 240.000 Da. Se extrae
principalmente de algas pardas. Tiene la capacidad de formar geles al ser expuesto
a ciertos iones, como los iones Ca*?. Es soluble en agua, pero insoluble en medio
acido, lo que aporta una ventaja si se desea controlar la liberacion de activos en el

medio gastrico.

COOH
E—
OH HO
o OH HO
A— |
COOH
D-mannuronic acid ~euluronic acid

— — 1

Figura 5: Estructura quimica del 4cido alginico®.

1.4.2 Poloxameros

Son una serie de copolimeros formados por unidades de éxido de etileno y
oxido de propileno, en relaciones variables que aportan, diferencias fisicoquimicas

como en las propiedades de las diversas presentaciones.



HO 0 H

[ | &

- = h
Figura 6: Estructura quimica de los poloxdmeros. ay b son
valores variables de cada forma de poloxamero?.

Los poloxameros tienen propiedades tensioactivas: los segmentos
polioxietileno son hidrofilicos y los segmentos polioxipropilenos son hidrofébicos.
La capacidad tensioactiva de estos depende de la relacion entre las distintas unidad

monomericas que componen el polimero.

1.4.3 Acido polilactico-co-glicélico

También conocido como PLGA, es un polimero sintético formado por
unidades de &cido glicélico y acido lactico. Las caracteristicas de este polimero
varian segun la proporcion en la que se encuentren estos dos componentes
presentes. Ademas, los extremos terminales de sus cadenas poliméricas pueden
ser modificados para alterar ain mas sus caracteristicas, pudiendo esto afectar de
distintas maneras las formas de liberacion de activos desde la matriz del polimero.

Es insoluble en agua, y soluble en acetona y diclorometano.

4] [#] o ]
0 CH—C— O- GH- T4 O~ CH— 8- 0—CHa—C i
CHz CHa

LA GA
PLGA

Figura 7: Estructura del PLGA".
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1.4.4 Polivinil Alcohol

Es un polimero sintético, soluble en agua e insoluble en solventes organicos

como diclorometano. Su uso es principalmente como agente estabilizador de

emulsiones, por lo que apoyara la formacion de emulsiones w/o para la preparacion

de microparticulas de PLGA.

CH;—CH

n

Figura 8: Estructura del PVA?
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Por todo lo visto anteriormente, se propone elaborar un sistema
microparticulado capaz de incorporar una molécula peptidica (MP) con actividad
inmunogénica en peces, para posteriormente incorporarlo en el alimento a la forma
de pellety asi tratar diversas patologias. El método seleccionado para la elaboracion
de las microparticulas es el secado por atomizacién o spray drying, por su mayor
facilidad de escalamiento a nivel industrial'®. Se probaran diversas formulaciones a

fin de determinar la mas acorde para la incorporacion final del péptido seleccionado.
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2 Hipoétesis y Objetivos

2.1 Hipotesis

El desarrollo de un sistema microparticulado para la incorporacion de una
molécula peptidica con actividad inmunogénica permite desarrollar vacunas de
administracion oral en salmones para prevenir y controlar la aparicion de ciertas
enfermedades infecciosas en peces de cultivo, como el Sindrome Rickettsial del

Salmon.

2.2 Objetivo Principal

¢ Desarrollar sistemas microparticulados cargados con una molécula peptidica
con actividad inmunogénica para la elaboracibn de una vacuna de

administracion oral para salmones contra Piscirickettsia salmonis.

2.3 Objetivos especificos

e Evaluar la utilizacion de diversos polimeros para la obtencion de sistemas
microparticulados.

e Elaborar microparticulas cargadas con albumina bovina por secado por
atomizacion.

e Determinar los factores que influyen de manera significativa en las
caracteristicas de las microparticulas.

e Desarrollar y optimizar una metodologia por secado por atomizacion para la
elaboracién microparticulas cargadas con la molécula peptidica con actividad
inmunogénica.

e Caracterizar morfoldgica y fisicoquimicamente las microparticulas obtenidas.

e Realizar estudios de cesion del péptido desde las microparticulas cargadas.

13



3 Materiales y reactivos

3.1 Equipos y Materiales

e Mini Spray Dryer B-290, Buichi, Alemania.

e Equipo de Disolucion TDT-08L, Electrolab, India.

e Balanza analitica ES 220A, Precisa, Suiza.

e Lector Multi-modal Synergy 2, Biotek, USA.

e Purificador de Agua ELGA Purelab Classic, ELGA-Veolia, USA.

e Microscopio Optico Primo Star, Zeiss, Alemania.

e Camara fotografica digital EOS Rebel T3, Canon, Taiwan.

e pHmetro VWR Modelo 8005 con Electrodo Ag/AgCI, VWR Scientific, USA.

e Microscopio electrénico de barrido JEOL-JSM 6380 LV, Jeol Ltd. Japédn.

e Agitador magnético MR Hei-Standar, Heidolph, Alemania.

e Agitador magnético 2ML, REMI, India.

e Agitador magnético Multistirrer 15, Velp Scientifica, Italia.

e Micropipetas Transferpette 20-200 y 100-1000 L, Brand, Alemania.

e Agitador Vortex Reax Top, Heidolph, Alemania.

e Matraces aforados de 10, 25, 50 y 100 mL.

e Vasos de precipitado de 50, 100, 250, 500 y 1000 mL.

e Filtros de Jeringa de PVDF 0,45 um de tamafio de poro y 13mm de diametro,
Millipore.

e Parafilm M, Bemis, USA.

e Materiales fungibles varios
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3.2 Reactivos

e AlbUumina sérica bovina, Sigma Aldrich, USA.

e Alginato de Sodio, Sigma Aldrich, Reino Unido.

e Quitosano de bajo peso molecular, Sigma Aldrich, China.

e Acido polilactico-co-glicolico Purasorb, 75:25 y 50:50, PURAC, Holanda.

¢ Alcohol Polivinilico 4-88, Merck, Alemania.

e Kit de Acido Bicinconinico para andlisis de proteinas, Sigma Aldrich, USA.

¢ Kit de ensayo Bradford para determinacion de proteinas, Thermo Scientific,
USA.

e Poloxamero 188 (Pluronic F-68), Sigma Aldrich, USA.
e Potasio dihidrogeno fosfato, Merck, Alemania.

e Trehalosa dihidrato, CALBIOCHEM, China.

e Péptido a incorporar.

e Alcohol etilico puro, grado p.a.

e Diclorometano, Merck, Alemania.

e Agua hanopura.

3.3 Programas y Software

e STATGRAPHIC Centurion XVI, Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, VA,
USA.

e Programa EOS utility, version 2.10.2.0, 2011, Canon Inc.
e GraphPad Prism, version 6.01, GraphPad Software Inc, USA.
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4 Método

4.1 Ensayos preliminares de elaboraciéon de microparticulas
cargadas con albumina sérica bovina (BSA) por Secado por

atomizacion.

Se elaboraron distintos sistemas microparticulados por secado por
atomizacion, utilizando el equipo Bichi Mini Spray Dryer B-290 (Figura 9).

___________ D
> L — Fead
-~ ~— Drying gas (cold)
u @@= 0 — Drying gas (warm)

T [ roduct
@ Pump (defining Feedrate)
@ Aspirator

® Heater

Figura 9: Esquema del Equipo Mini Spray Dryer B-290 y sus distintos componentes:
1) Ingreso del gas, 2)Boquilla de nebulizacion, 3)Gas de secado, 4) Camara de secado,
5) Vasos recolectores, 6) Ciclon, 7) Filtro.
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La metodologia de secado por atomizacion funciona al hacer circular por el
sistema la solucion a micronizar, la que es rapidamente calentada por aire y
posteriormente nebulizada por medio de aire comprimido hacia la cAmara de secado
del equipo. Por medio de la realizacion de vacio al sistema, las gotas recién secadas
en la camara junto con el solvente evaporado se movilizan hacia la zona del ciclon.
Por gravedad las microparticulas se recolectan en el vaso recolector al final del
ciclon, llegando posteriormente al filtro aquellas particulas de menor tamafio que no
fueron retenidas en puntos anteriores del sistema. El solvente evaporado es
eliminado del sistema hacia el exterior por medio de la bomba aspiradora.

De la formulacion se modificaron parametros como composicion de la matriz,
proporcion de los componentes, método de disoluciéon de las sustancias, tiempos
de agitacion entre otros. Los parametros que se controlaron en el equipo Spray dryer
fueron la temperatura de entrada, potencia de aspiracion, bombeo de la muestra y
diametro de boquilla.

Los principales componentes utilizados en la elaboraciéon de las
microparticulas fueron sustancias con caracteristicas de biocompatibilidad, de baja
o nula toxicidad y biodegradables, como Alginato de sodio (ALG), Poloxamero 188
(PLX), Acido polilactico-co-glicélico (PLGA), Alcohol Polivinilico (PVA) y Quitosano.
Se utiliz6 albumina sérica bovina (BSA) como agente proteico, previo a la
incorporacion del péptido final.

Las microparticulas se estudiaron por microscopia 6ptica, donde se evaluo la
recuperacion de las muestras y la adhesion a las paredes internas del equipo de
secado, entre otros factores.

De las preparaciones analizadas, se seleccionaron inicialmente, para seguir

evaluando sus caracteristicas, las siguientes:
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4.1.1 Microparticulas de PLGA-PVA

Para la elaboracién de microparticulas de PLGA-PVA se procedié de la

siguiente manera (Figura 10), basado en trabajos de otros investigadores?® 22 24,

- Se disolvieron en 10 mL de agua nanopura 100 mg de PVA y 100 mg de
sustancia peptidica (BSA) con agitacion magnética.

- Por separado se disolvieron en 200 mL de diclorometano, 2 g de PLGA
relacion 50:50, con agitacion magnética.

- Se incorporo la fase acuosa sobre la fase organica y se agité por medio de
equipo homogeinizdor de alta velocidad a 8000 rpm por 5 minutos, a fin de
formar emulsion w/o.

- La emulsion obtenida fue llevada a equipo Spray dryer para realizar secado
por atomizacion y obtener las microparticulas. Las condiciones de trabajo del
equipo fueron:

- Temperatura de entrada: 65°C
- Aspirador: 50 %
- Bomba: 12 %

- Boquilla: 0,7 mm.

200 mL
diclorometano

100 mg PVA +

+ 2g PLGA
100 mg BSA |

| :> e p—

g 5 min '

10 mL agua

Figura 10: Esquema de elaboracién de microparticulas de PLGA-PVA.
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4.1.2 Microparticulas de Alginato-Poloxamero

Para la elaboracion de microparticulas de ALG-PLX se procedié de la

siguiente manera (Figura 11), tomando como referencia otros trabajos previos?® 2°,

Se disolvieron 450 mg de ALG (como alginato sodico) en 100 mL de agua
nanopura, conjuntamente con la sustancia peptidica (BSA) en cantidades
variables segun % de la carga que se desea obtener, en agitacion magnética
constante.
Por separado se disuelven 450 mg de poloxamero 188 (PLX) en 100 mL de
agua nanopura con agitacidbn magnética.
Se agrega la solucion de PLX a la solucion de ALG-proteina.
Se homogeniza con agitacibn magnética.
La solucion obtenida se llevo a equipo Spray dryer para realizar secado por
atomizacion y obtener las microparticulas. Las condiciones de trabajo del
equipo fueron:

- Temperatura de entrada: 110 °C

- Aspirador: 80 %

- Bomba: 15 %

- Boquilla: 0,7 mm

450 mg Pluronic 450 mg alginato
F-68 sodico + BSA
100 mL agua 100 mL agua
nanopura nanopura

Figura 11: Esquema de elaboracion de microparticulas de Alginato-Poloxamero.
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4.2 Elaboracion preliminar de microparticulas cargadas con

molécula peptidica con actividad inmunogénica.

Una vez decididas las formulaciones mas apropiadas para la incorporacion
de la MP, se procede a la elaboracién de microparticulas cargadas. Estas se
realizaron segun las mismas condiciones de elaboracion que aquellas cargadas con
BSA. Se realizaron microparticulas de PLGA-PVA con una concentracion de la MP
de 1 % del total de masa de polvo. Esta fue incorporada a la formulacion a la forma
de solucién, con una concentracion de 2,56 mg/mL de proteina, diluyendo la
solucion inicial de 21,3 mg/mL. En las microparticulas de AGL-PLX se prepararon

microparticulas cargadas al 1, 2 y 10 % de péptido, de la masa total de polvo.
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4.3 Determinacion de factores relevantes en la respuesta por

medio de un disefio experimental de screening.

Para determinar qué factores afectan en mayor medida las caracteristicas de

las microparticulas, se realizé un disefio experimental de screening factorial 2,

donde se evaluaron los siguientes parametros:

- Variables respuesta analizadas:

Tamafio de particula: Expresado como el promedio estadistico del
tamafio de 200 particulas (como didmetro) desde la muestra
analizada, expresado en um.

Agregacion: Definido por un score visual: 0: No se observa agregacion
significativa de las particulas de la muestra, 1: Se observa una
importante agregacion de las particulas de la muestra.

Recuperacion: Expresado como % del total de sdlidos recuperado en

el ciclén del equipo spray dryer.

- Factores Continuos: 3 niveles

Proporcion de componentes de la matriz: Expresado como porcentaje
de ALG en relacion a PLX, donde PLX es (100 -% ALG). Niveles: 95-
72,5-50 %.

Velocidad de flujo en el equipo spray dryer: Expresado como % de
bombeo de la bomba peristéltica del equipo spray dryer. Niveles: 10-
15-20 %.

Concentracion de las soluciones de trabajo: Expresado como g de
sélidos totales disueltos en 100 mL de solucion. Niveles: 1-1,5-2 g/100

mL.
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- Factores discontinuos: 2 niveles

Didmetro boquillas de nebulizacién: 0,5y 0,7 mm

De esta manera, y por medio del Software STATGRAPHIC Centurion XVI, se

obtuvo la siguiente secuencia de experimentos a realizar (Tabla 1), debiendo

elaborarse 16 lotes de microparticulas. Por medio del andlisis de los diagrama de

Pareto, se determinara qué factores influyen significativamente en cada una de las

caracteristicas de las microparticulas evaluadas y el proceso de elaboracién de

estas.

Tabla 1: Condiciones de los experimentos del disefio factorial.

Experiment Proporcién Flujo Con?centracic’)n Boquilla
ALG:PLX (% (% solidos (g/100
° ALG) Bombeo) mL) (mm)
1 95 20 1 0,5
2 50 20 2 0,5
3 50 10 1 0,7
4 50 20 1 0,7
5 95 10 2 0,7
6 95 20 2 0,5
7 95 20 1 0,7
8 50 10 1 0,5
9 50 20 1 0,5
10 95 10 2 0,5
11 95 10 1 0,5
12 50 10 2 0,5
13 50 10 2 0,7
14 95 10 1 0,7
15 50 20 2 0,7
16 95 20 2 0,7
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4.4 Andlisis granulométrico para determinacién del tamafio de

particula de las muestras.

Para el analisis del tamafio de particula de las muestras de polvo obtenidas
por spray drying, se utilizd el microscopio optico Primo Star (Zeiss, Alemania).
Visualizando el polvo seco sobre un portaobjeto, se tomaron fotografias, haciendo
uso de la cdmara fotogréfica acoplada (Canon EOS Rebel T3). Posteriormente las
fotografias se analizaron con el software AxioVision, para determinar el diametro de
las microparticulas. Para cada muestra se midieron 200 particulas y se fijo como

valor de tamario, la media obtenida de todas las mediciones.

Figura 12: Imagen de microscopia Optica de una muestra de microparticulas de ALG-PLX
al000x. Se observan algunas determinaciones del diametro de particula.
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4.5 Cuantificacion de proteina desde muestras de microparticulas

y perfiles de disolucion.

Se busco6 un método que permitiese la cuantificacion de la molécula peptidica
encapsulada desde las microparticulas, ya sea en muestras de microparticulas
disueltas como en medios de disolucion desde muestras de estudios de cesion de
la proteina. Para esto se probaron dos métodos.

4.5.1 Método de Bradford.

Consiste en la incorporacion de reactivo Comassie Blue G-250, de color marrén, a
las muestras. El reactivo se fija a las proteinas presentes, produciendo un viraje del
color hacia el azul, para posteriormente medir la absorbancia de la muestra a 595
nm 26 (Figura 13). Previamente se realiza una curva de calibraciéon con BSA, con

viales estandarizados de la proteina, incorporados en el mismo kit de analisis.

Figura 13: Método de Bradford para la cuantificacién de proteinas y sustancias peptidicos.
Al aumentar la concentracion de proteinas (de izquierda a derecha) la intensidad del
complejo coloreado azul aumenta.

4.5.2 Método del Acido Bicinconinico

Presenta mayor sensibilidad y menor cantidad de interferencias asociadas?’.
Consiste nuevamente en un meétodo colorimétrico. La muestra conteniendo los

componentes peptidicos (proteinas) se somete a reaccidbn con una solucion
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compuesta por: 50 partes de Reactivo BCA A, una solucién de BCA en medio
alcalino (hidroxido de sodio 0,1N) y 1 parte de Reactivo BCA B, una solucién de
sulfato de cobre (CuSOa) al 4 %.

Los iones de cobre reaccionan con las proteinas reduciéndose segun:
Proteina + Cu*? - Cu*! Ecuacion 1

Las zonas de las proteinas que permiten las reduccién del Cu*? son los

enlaces peptidicos, la cisteina, cistina, triptéfano y tirosina?s.

Posteriormente el reactivo BCA, interacciona con el cobre reducido en medio
alcalino, obteniéndose un complejo coloreado de color purpura (Ecuacion 2) que

es posteriormente cuantificado por espectrofotometria visible2®.
BCA + Cu*! - Complejos plrpura = 562nm. Ecuacién 2

La cantidad de proteina en la muestra se determina en relacion a la
absorbancia de la muestra respecto a una curva de calibracién de niveles conocidos

de BSA, que es aportada junto con el kit de BCA.

El andlisis colorimétrico se realizé en placas microtituladoras de 96 pocillos.
A 25 microlitros (uL) de muestra se le incorporan 200 pL de la solucion de BCA. Las
muestras se dejan incubar en un horno a temperatura constante de 37°C durante
30 minutos®®. Una vez transcurrido este tiempo, las muestras se leen en Lector
Multi-modal Synergy 2 (Biotek, USA) (Departamento de Bioquimica Clinica e
Inmunologia, de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Concepcion) donde
se mide la absorbancia de las muestras y los distintos niveles de la curva de
calibracion. En la Figura 14 se puede observar una placa microtituladora con

muestras analizadas por esta metodologia.
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Figura 14: Placa microtituladora usada en el analisis de muestras por reaccién con kit
BCA. Se observa un viraje desde el color verde, correspondiente a las menores
concentraciones de proteinas hacia el color purpura que segun la intensidad de este
representa mayores concentraciones de proteinas.

4.6 Optimizacion de la metodologia de elaboracion de las
microparticulas cargadas con la molécula peptidica, por medio de

un modelo de superficie-respuesta.

Una vez seleccionados los factores con mayor influencia sobre las variables
analizadas, se realiz6 un disefio de experimento central compuesto centrado en las
caras, con 2 puntos centrales y 2 bloques, por medio del software STATGRAPHICS
Centurion XVI (Tabla 2), para obtener las condiciones éptimas para la preparacion
de microparticulas, en esta ocasién ya cargadas con la molécula inmunogénica,
priorizando un mayor porcentaje de carga y la minimizacién del tamafio de las

particulas. En este disefio de experimento se evaluaron:
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- Variables respuesta analizadas:
-  Tamafio de particula: Expresado como el promedio estadistico del
tamafio de 200 particulas desde la muestra analizada, medido en pm.
- Carga: Expresado como % de proteina en la muestra o lote de
microparticulas.
- Factores: Cada uno en 3 niveles
- Proporcion de componentes de la matriz: Expresado como porcentaje
de ALG en relacion a PLX, donde PLX es (100 -% ALG). Niveles: 95-
72,5-50 %.
- Velocidad de flujo en el equipo spray dryer: Expresado como % de
bombeo de la bomba peristaltica del equipo spray dryer. Niveles: 10-
15-20 %.
- Concentracion de las soluciones de trabajo: Expresado como g de
solidos totales disueltos en 100 mL de solucion. Niveles: 1-1,5-2 g/100

mL.

Las microparticulas se elaboraron a partir de soluciones al 2 % de ALG y
PLX, separadas, las que se mezclaban segun la proporcién indicada en cada
experimento del disefio. Una vez homogeneizadas se les agregd solucién de la
molécula peptidica suficiente para incorporar un 10 % de la MP en el total de solidos.
La concentracion de cada solucion era variable dependiendo de lo aportado por los
encargados de su produccion (Universidad Austral). Posteriormente se adicioné
trehalosa suficiente para un 5 % del total de sélidos. Se dejaba en agitacion durante
una hora y se llevaba al Spray dryer. Para cada experimento se prepararon

soluciones equivalentes a 1 g de total de solidos.
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Tabla 2: Condiciones de los experimentos del disefio Central Compuesto centrado en la
caras, para lo optimizacion de parametros en equipo spray dryer.

_ Proporcion Flujo Concentracién
Experimento | Bloque
ALG:PLX (% ALG) | (% Bombeo) | sélidos (g/100 mL)
1 1 95 10 1
2 1 50 20 2
3 1 72,5 15 15
4 1 72,5 10 15
5 1 95 10 2
6 1 95 15 15
7 1 72,5 15 15
8 1 50 20 1
9 1 50 15 15
10 1 50 10 2
11 1 72,5 15 2
12 1 50 10 1
13 1 72,5 15 1
14 1 95 20 1
15 1 72,5 20 15
16 1 95 20 2
17 2 95 10 1
18 2 50 20 2
19 2 72,5 15 15
20 2 72,5 10 1,5
21 2 95 10 2
22 2 95 15 1,5
23 2 72,5 15 1,5
24 2 50 20 1
25 2 50 15 1,5
26 2 50 10 2
27 2 72,5 15 2
28 2 50 10 1
29 2 72,5 15 1
30 2 95 20 1
31 2 72,5 20 15
32 2 95 20 2
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El andlisis del disefio experimental considera la obtencion de los graficos de
efectos principales y superficie-respuesta y la obtencién de la combinacion de
niveles de factores que maximiza la funcion de deseabilidad, es decir la condicién
Optima para la elaboracion de microparticulas, segun los parametros que

consideramos esperados.

4.7 Estudio de cesion de la molécula peptidica desde las

microparticulas a sistemas de fluidos digestivos simulados.

Ya una vez seleccionada la formulacion final, se procedié a evaluar la
liberacion de la MP desde la formulacion a medios simulados de contenido gastrico
e intestinal. Para eso, se utilizo el equipo de Disolucién TDT-08L (Electrolab, India).
En 3 vasos del equipo se incorporé 500 mL de Buffer Fosfato 0,05 M a pH 2,7,
simulando el pH gastrico de los salmones y a los otros 3, 500 mL de Buffer Fosfato
0,05 M a pH 8,0, simulando el pH intestinal. A cada uno de los vasos se les agrego6
1,6 g de microparticulas correspondientes a la formulacién final obtenida por el
proceso de optimizacibn de parametros del disefio de experimentos central
compuesto. Se dejoé en agitacion con sistema de paleta a 100 rpm por un tiempo
total de 6 horas. Se tomaron alicuotas de 2 mL, con reposicién de volumen del
medio, a los tiempos: 5 min, 30 min, 1, 1.5, 2, 3, 4, 5y 6 horas. Posteriormente las
muestras fueron cuantificadas sin diluir por metodologia BCA explicada
anteriormente. Finalmente se grafico la cantidad total liberada en relacion al tiempo

en ambos medios.
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5 Resultados y Discusion.

5.1 Elaboracién de microparticulas

Para la elaboracién de las microparticulas microparticulas de PLGA-PVA, fue
necesaria la utilizacion de solventes organicos (diclorometano), debido a las
caracteristicas de solubilidad del PLGA. El PLGA es el componente principal de la
matriz polimérica de estas microparticula. Al realizarse una emulsion simple se
forman gotas entre la fase acuosa, donde se encuentra el componente peptidico
(BSA) y el PVA, que actia como tensioactivo y estabilizador de los globulos de la
emulsion. Al pasar esta emulsién simple por el equipo de secado, las gotas
formadas tienen un componente mayoritario de solvente organico y PLGA y gotas
interiores del medio acuoso. Al evaporarse los solventes de la emulsion, se forman
las microparticulas de PLGA con la proteina al interior.

En la elaboracion de las microparticulas del ALG-PLX, el medio de disolucion
fue exclusivamente acuoso, lo que requirié utilizar mayores temperaturas de secado
en el equipo spray dryer. El principal componente estructural de la matriz es el
Alginato, que forma una entramado donde se aloja al interior la MP. Conjuntamente,
debido a su punto de fusion (52 °C) el PLX funde a las temperaturas de trabajo del
equipo spray dryer, favoreciendo el relleno de espacios de las microparticulas una

vez formadas, mejorando las caracteristicas de superficie.

5.2 Microscopia electrénica de barrido de microparticulas

cargadas con péptido/proteina.

El analisis de las caracteristicas de las microparticulas se realiz6 por
microscopia electrénica de barrido, en el Laboratorio de microscopia electrénica de
la Universidad de Concepcion. Se presentan las microscopias obtenidas (Figura 15-
Figura 17)
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Figura 15: Microparticulas PLGA-PVA cargadas con péptido al 1 %. A la izquierda vista a 3000x. A la
derecha vista a 10000x.

Figura 16: Microparticulas Alginato-Poloxamero cargadas con péptido al 1 %. A la izquierda vista a
2000x. A la derecha vista a 3000x.
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Figura 18: Microparticulas Alginato-Poloxamero cargadas con péptido al 2 %. A la izquierda vista a
2000x. A la derecha vista a 3000x.

Figura 17: Microparticulas ALG-PLX cargadas con péptido al 10 %. A la izquierda vista a 1000x. A
la derecha vista a 3000x.

Se observaron menores tamafos de particula en las microparticulas de
PLGA-PVA, lo que se asocia a la utilizacion de solventes organicos, que por medio
de evaporacién mas rapida del solvente en la cadmara de secado generan una

contraccion del tamafio de la microparticula final.

En las microparticulas de ALG-PLX se observd aglomeracion de
microparticulas, lo cual se asociaria a niveles altos de PLX. Fue necesario modificar
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la relacion de esta sustancia en nuevas preparaciones a fin de disminuir la
agregacion de particulas. Otro factor que favorecio la agregacion y la potencia del
haz de electrones del microscopio, que en ocasiones mostraba alteraciones en
tiempo real de las forma de las microparticulas, desde formas esféricas a

irregulares.

A partir de estos resultados preliminares se tomaron las siguientes

decisiones:

- Se continud exclusivamente con las formulaciones de ALG-PLX. Se
descart6 asi la utilizacion de las preparaciones de PLGA-PVA debido
a varios factores, como el uso de cantidades considerables de
solventes organicos, los cuales ademas pueden significar la presencia
de niveles traza de estos en las preparaciones finales,
desnaturalizacién de las proteinas, en este caso la MP, y los altos
costos asociados a su preparacion, principalmente por el
diclorometano y el PLGA.

- Se decidi6 la incorporacion de un nuevo componente a la formulacion
de ALG-PLX, con accién antiagregante. Se realizaron ensayos
preliminares con lactosa, para finalmente decantarse por el uso de
Trehalosa, un disacarido conformado por dos unidades de glucosa
unidas por enlaces a,a-1,1. La seleccién de este agente se determind
porque permite disminuir la agregacion de la formulacion y diversos
estudios indican que ayuda a estabilizar moléculas proteicas en las
formulaciones en las cuales se incorpora este333 se decidid
incorporar un 0,5 % de trehalosa del total de sdélidos a cada
preparacion.

- También fue necesario la modificacion y optimizacion de parametros
en el proceso de secado por atomizacién, por lo que el desarrollo de
un modelo de experimento podria indicar las condiciones éptimas de
trabajo para obtener microparticulas con las caracteristicas deseadas

para la formulacion.
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5.3 Disefio factorial para determinacion de factores influyentes en

las respuestas.

Se elaboraron los lotes del disefio factorial y se evaluaron las variables de
cada uno de los lotes segun los métodos expuestos anteriormente. Asi en la Tabla

3, se presentan los resultados obtenidos.

Tabla 3: Resultados de las variables estudiadas en el disefio factorial.

Experimento | Tamafio (um) | Agregacion | Recuperacion (%)
1 2,2 0 44
2 2,5 1 20
3 1,6 0 20
4 1,4 0 30
5 1,8 0 45
6 2,8 0 35
7 1,4 0 20
8 1,8 0 15
9 2 1 24
10 2,2 0 37
11 1,6 0 44
12 1,6 0 22
13 1,5 1 35
14 1,4 0 45
15 2,8 1 20
16 5 0 15

El analisis de los datos por el Software Statgraphic Centurion, otorgé los

Diagramas de Pareto para cada una de las respuestas estudiadas.
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5.3.1 Tamafio de particula.

Diagrama de Pareto para Tamafio de Particula

C:Concentracion

\
B:Flujio | | | e -
BC | |
CD | | |
AC | | |
\

A:Proporcién componentes

AB | [

BD [ ]
AD | [ ]
D:Bogquilla | []
0 0.5 1 1,5 2 25 3

Efecto estandarizado

Figura 19: Diagrama de Pareto para la variable Tamafio de particula, los distintos factores
y sus interacciones. En gris el factor influye de forma directamente proporcional sobre la
respuesta y en el azul de forma inversamente proporcional.

Para la respuesta tamafio de particula (Figura 19) se determinaron como
factores influyentes en la respuesta (aquella barras que sobrepasan la linea azul,
equivalente a la significancia expresada en valor p) las variables de concentracion
y flujo, en ambos casos de forma directamente proporcional. Este resultado cumple
con lo esperado, ya que al aumentar la concentracion de sélidos en la solucion,
existen mas componentes soélidos por tamafio de gota, menor solvente a evaporar
y se obtienen microparticulas de mayor tamafio. De la misma manera con el flujo, a
mayor cantidad de material nebulizado en relacion al tiempo, se nebulizan mayores
cantidades de solucion, se obtienen gotas de mayor tamafio y mayor cantidad de

sélidos totales, aumentando el tamafio de particula.
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5.3.2 Agregacion.

Diagrama de Pareto para Agregacion
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Figura 20: Diagrama de Pareto para la variable Agregacion, los distintos factores y sus
interacciones. En gris el factor influye de forma directamente proporcional sobre la
respuesta y en el azul de forma inversamente proporcional.

Para esta respuesta, solo el factor Proporcion de los componentes,
expresado en % de ALG influy6 en esta. Asi al aumentar el porcentaje de Alginato
en relacion al PLX, se disminuy0 la agregacion. Se tiene entonces que cantidades
mayores de PLX aumentan la agregacion de las microparticulas, debido a sus
caracteristicas de adhesividad, por lo que este componente debe ser controlado en

la formulacion, a fin de evitar este fendmeno.
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5.3.3 Recuperacion.

Diagrama de Pareto para Recuperacion
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Figura 21: Diagrama de Pareto para la variable Recuperacion, los distintos factores y sus
interacciones. En gris el factor influye de forma directamente proporcional sobre la
respuesta y en el azul de forma inversamente proporcional.

La recuperacion del total de sélidos en el equipo se vio afectada
principalmente por la proporcién de los componentes de la matriz polimérica. Asi,
debido a las caracteristicas de adhesividad de PLX, a menores cantidades de este,
mayor resulté ser la recuperacion total de solidos. Por lo cual deberia ser necesario
limitar la proporciobn de este componente sin afectar las propiedades de
mucoadhesividad esperada de las microparticulas. También se observo una
interaccion influyente entre la boquilla y el flujo de bombeo, de caracter

inversamente proporcional.

En base a los resultados obtenidos en este disefio de screening, se determiné
seguir estudiando los siguientes parametros en un disefio de superficie respuesta
para obtener un analisis de optimizacion de la formulacion: Proporcion de los

componentes, flujo y concentracion de sélidos de la solucién.
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5.4 Curva de calibracion para cuantificacion de proteinas por
meétodo de BCA.

En primera instancia se buscé cuantificar las proteinas presentes en las
microparticulas por el método de Bradford. Sin embargo, este método presentd
incompatibilidad con componentes de las microparticulas (detergentes vy
tensioactivos actian como interferentes), y ademas no resulté compatible con los

andlisis en buffer fosfato, ya que interfiere en la reaccion el pH basico®*.

Por este motivo, se debio realizar la cuantificacion de las proteinas presentes
por medio de un método con menores incompatibilidades, seleccionandose
finalmente la cuantificacion por el método del &cido bicinconinico, descrito

previamente.

Para la posterior cuantificacion de la MP desde las microparticulas y las
soluciones de los estudios de liberacion, se desarrollé una curva de calibracion de
BSA a los niveles 200, 400, 600, 800 y 1000 pug/mL, segun instrucciones del kit de

analisis de proteinas por BCA.

Se obtuvo de esta manera la siguiente curva de calibracion (Figura 22).
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Figura 22: Curva de calibracion de BSA para la determinacion de proteina por método
BCA.

El andlisis con Graphpad, determind los siguientes estadigrafos de la curva

Tabla 4: Estadigrafos de la curva de calibracion de BSA.

Ecuacioén de la recta Y =0,001241*X + 0,1396
Intervalo de 95% de confianza de m 0,001144 - 0,001337

Intervalo de 95% de confianza de n 0,08129 - 0,1978
R? 0,979
F 7471
P-Value < 0,0001

El valor de R? cercano a la unidad indica un alto grado de linealidad del
sistema. El valor de F, con un P-Value asociado menor a 0,0001 indica que la

pendiente de la curva de calibracion es significativamente distinta de cero.
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5.5 Optimizaciéon de la metodologia de elaboracion de las
microparticulas cargadas con la molécula peptidica, por medio de

un modelo de superficie-respuesta.

Se elaboraron los distintos lotes del disefio y midiendo tamafio de particula 'y
carga de estas segun los métodos explicados anteriormente, se obtuvieron los

siguientes valores (Tabla 6).

Tabla 5: Resultados de las variables estudiadas en el disefio central compuesto centrado
en las caras.

Experimento | Blogue | Tamafio (um) | Carga (%)
1 1 2,09 7,51
2 1 2,17 7,95
3 1 2,13 7,76
4 1 2,20 7,92
5 ) 2,93 8,44
6 1 1,86 9,45
7 1 1,85 8,26
8 1 2,17 8,29
9 1 2,05 7,48
10 1 1,80 8,65
11 1 2,28 8,29
12 1 2,04 8,93
13 1 2,15 8,21
14 1 2,46 7,93
15 1 2,39 8,07
16 1 2,19 8
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Tabla 6 (continuacién): Resultados de las variables estudiadas en el disefio central
compuesto centrado en las caras.

Experimento | Bloque | Tamaiio (um) | Carga (%)
17 2 1,68 8,34
18 2 2,17 7,88
19 2 1,92 8,42
20 2 3,17 7,65
21 2 2,81 9,18
22 2 2,28 7,57
23 2 1,85 8,85
24 2 2,14 9,49
25 2 1,98 8,76
26 2 1,82 8,13
27 2 3,17 8,88
28 2 2,29 7,75
29 2 2,43 6,15
30 2 2,06 8,32
31 2 1,91 8,71
32 2 2,35 8,17
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Tamaiio (um)

2,6

2,4

2,2

18

A partir del andlisis de estos datos por medio de Software, se obtuvieron los

siguientes gréficos.

5.5.1 Graficos de efectos principales

Para las respuestas estudiadas, se obtuvieron los siguientes gréficos.
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Figura 23: Graficos de efectos principales para a) Tamafio de particula; b) Carga

Se observan significativas variaciones del tamafio de particula obtenido al

modificar individualmente las tres variables estudiadas.

Para la carga de las particulas, se puede observar que esta varia de manera
significativa con las modificaciones de la proporcion de los componentes de la matriz
polimérica y la concentraciéon de sélidos de las soluciones nebulizadas. Sin
embargo, las modificaciones del flujo de bombeo, parecen generar variaciones de

menor significancia en esta respuesta.
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5.5.2 Optimizacion de multiples respuestas.

Por medio del software, fue posible determinar, los valores de los variables
necesarios para lograr una formulacion optima donde se minimice el tamafio de

particula y se aumente la carga, obteniendo los siguiente éptimos.

Tabla 7: Factores 0ptimos iniciales, previo ajuste del disefio.
Factor Bajo | Alto | Optimo

Proporciéon de componentes (% ALG) | 50 | 95 50

Flujo (%) 10 | 20 | 15

Concentracion de sélidos (g/100 mL) | 1 2 15

Sin embargo, debido a que en todos los lotes experimentales, las
determinaciones de tamafio se mantuvieron en valores adecuados para el uso de
estas microparticulas, se determind modificar la respuesta esperada del tamafo,
maximizandola, ajustando el disefio experimental. Esto también se vio en base a
que el optimo inicial, presentaba el nivel mas alto de poloxamero, lo que podria
mermar la recuperacion de sélidos totales y favorecer la agregacion de las

particulas.

Asi se obtuvieron los factores 6ptimos finales de la formulacién.

Tabla 8: Factores 6ptimos finales.

Factor Optimo

Proporcion de componentes (% ALG) 95

Flujo (%) 10

Concentracion de solidos (g/100 mL) 2
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Por medio del software Estadistico Modde 5.0, se generaron los
graficos de superficie respuesta para el disefio experimental ajustado, para las
respuestas Carga y tamafio, variando la Proporcion de componentes y Flujo, y

manteniendo la concentracion de sélidos.

Concentracion Solidos = 2 A ¢*

Figura 24: Graficos de superficie-respuesta para las variables de Carga y Tamafo de
particula, con concentracion de solidos = 2 g/100 mL.

5.6 Elaboracion de microparticulas cargadas con una molécula
peptidica, segun las condiciones optimas obtenidos por el disefio

experimental.

Ya con las condiciones o6ptimas obtenidas para la realizacion de las
microparticulas, se realizO un lote mayor de microparticulas. Para eso el

procedimiento fue el siguiente:
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- Se mezclaron con agitacion constante 500 mL de solucion de ALG al 2 %
con 26,3 mL de solucion de PLX al 2 %.

- A este se le agregd 23,1 mL de solucion equivalente a 1g de MP
(concentracion 43,1 mg/mL).

- Se agreg6 0,5 g de Trehalosa.

- Se dej6 agitar por 1 hora.

- Se pasO por equipo Spray dryer para su secado y obtencion de las

microparticulas.

Las microparticulas obtenidas se analizaron por SEM, obteniendo la

siguiente imagen

18 rm

Figura 25: Microscopia electrénica de Barrido de las microparticulas de
ALG-PLX obtenidas por secado por atomizacion (Aumento 2000X)

Se obtuvieron microparticulas esféricas, de superficie lisa, con una baja
agregacion y un tamafio 6ptimo para su incorporacion posterior a sistemas de

alimentacion para peces en forma de pellets.
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Se determind la carga de MP de las microparticulas por analisis BCA,

obteniendo una carga de 9 %.

5.7 Estudio de cesion de la molécula peptidica desde las

microparticulas a sistemas de fluidos digestivos simulados.

Finalmente se realizo el estudio de cesion de la MP desde las microparticulas

obtenidas, donde se obtuvieron los siguientes resultados.

120~

- Medio Acido
+ Medio Basico

% MP liberada

& 1
0 100 200 300 400

Tiempo(min)

Figura 26: Estudio de cesion de molécula peptidica (MP) desde las microparticulas de
ALG-PLX en medios Acido y Basico.

Se puede observar claramente, como las microparticulas, al estar
compuestas principalmente por Alginato sédico, no se disuelven y no liberan el
contenido de MP al medio, suponiendo una proteccion frente al medio acido
estomacal observado en peces. Sin embargo en medio basico, ocurre una liberacion
gradual de la molécula, debido principalmente a la disolucion de la matriz polimérica,

hasta alcanzar la total disolucion de las microparticulas y liberacion total de la
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sustancia en este medio dentro de las primeras 4 horas, cumpliendo con las
expectativas para presentar esta molécula a células del sistema inmune de mucosas
presentes en el medio intestinal del salmon, y asi iniciar el proceso de desarrollo de
respuesta inmune. Esto se explica debido a que al encontrarse las microparticulas
a pH por debajo del valor de pKa del Alginato de sodio (3,2 y 4 para el acido
glucuronico y acido manurdnico respectivamente), como en el medio &cido gastrico,
la mayoria de los grupos carboxilicos de la molécula se encuentran a la forma de
COOH. Esto reduce la repulsion electrostatica de las cadenas de polimero y se
conforman enlaces puente de hidrogeno entre estas, conformando una estructura
mas compacta y que retarda la liberacion de las moléculas activas. Sin embargo, a
mayores valores de pH, como el medio intestinal, los grupos carboxilicos se
encuentran ionizados (COQO), lo que produce repulsion electrostatica entre las
cadenas de Alginato, expandiendo la red polimérica y aumentando los espacios

libres en la matriz, favoreciendo asi la liberacion de las moléculas activas3®: 36.

Los resultados obtenidos dan una aproximacion inicial de como seria la
cesion de la MP en un medio biolégico, sin embargo para confirmarlo ser& necesario
la posterior realizacion de otros estudios in vitro e in vivo, la incorporacion de las

microparticulas en pellets de alimentacion y estudios de inmunogenicidad.
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6 Conclusiones

De acuerdo a los objetivos planteados y a los resultados obtenidos se

concluye

Se elaboraron microparticulas cargadas con BSA, por medio de secado por
atomizacion. Estas se realizaron en base a PLGA-PVA y ALG-PLX. Se decidio
continuar trabajando con estas Ultimas, ya que pueden ser elaboradas solo
utilizando agua como medio disolvente, evitando el uso de solventes organicos, mas
toxicos y que pudiesen alterar la MP por desnaturalizacion.

Se realiz6 un disefio factorial que permitié determinar las principales factores
gue afectan las caracteristicas de tamafio de particula, agregacion y recuperacion
de sdlidos totales, seleccionandose como factores determinantes en la respuesta el
porcentaje de solidos de las soluciones, la velocidad de bombeo o flujo y la
proporcion de los componentes.

Posteriormente por medio de un disefio de experimento central compuesto
centrado en las caras, se determinaron las condiciones Optimas para la elaboracion
de las microparticulas, fijandose para su elaboracién una relacion 95:5 de ALG:PLX
en la composicién de la matriz, el porcentaje de flujo al 10 % y concentraciones de
sélidos de las soluciones de 2 %. A partir de estas condiciones se obtuvieron
microparticulas esféricas, de superficie lisa y con una baja agregacion, y una carga
de proteina de 9 %.

Finalmente, se realizé un estudio de cesion de la MP desde la matriz
polimérica a medios de pH controlados, simulando pH gastrico e intestinal de
salmon, observandose como las microparticulas se disuelven exclusivamente en
medio alcalino, logrando la entrega total de la sustancia activa dentro de las
primeras 4 horas, resultados que apoyan el uso de estas microparticulas para la

incorporacion de estas en pellets de alimentacién para estudios posteriores.
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