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ABSTRACT

In this research, were obtain and characterized polymeric and biocompatible particles in the micro and nano scale. The
particulate systems is based on polyesters as vehicles for the controlled release of the drug hirudin (thrombin inhibitor, with
anticoagulant properties). Three types of polymeric micro and nanoparticles were prepared, using: homopolymer PLLA
poly(L-lactic acid), copolymer PLGA poly(lactic acid)glycolic, and polymer blend PLLA/PEG poly(L-lactic
acid)/poly(ethylene glycol) in a 50:50 ratio; in order to obtain a support matrix for controlled release of hirudin. The
preparation of the micro and nanoparticles was carried out following the microemulsification method. In order to know the
morphology of the micro and nanoparticles obtained from PLLA, PLLA-PEG and PLGA, scanning electron microscopy was
used, observing a symmetrical morphology of spherical particles. Subsequently, the micro and nanoparticles obtained with
the hirudin drug were encapsulated by post-incubation and the effect of drug release was evaluated by coagulation assay. It
was shown that these systems allow a controlled release of hirudin for up to 48 hours, under the experimental conditions of
the trial.
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PREPARACION DE SISTEMAS MICRO Y NANOPARTICULADOS EN BASE A POLIESTERES
BIODEGRADABLES PARA EL ENCAPSULAMIENTO Y LIBERACION DE HIRUDINA

RESUMEN

En esta investigacion se realizé la preparacion y caracterizacion de sistemas micro y nanoparticulados en base a poliésteres
biodegradables usando el método de microemulsificacion para estudiar el encapsulamiento y liberacion del fairmaco hirudina
(inhibidor de trombina y con propiedades anticoagulantes). Fueron preparados tres tipos de micro y nanoparticulas
poliméricas: (1) PLLA poli(acido L-lactico), (2) La polimezcla PLLA-PEG poli(acido L-lactico): poli(etilenglicol) en
proporcion 50:50 y (3) el copolimero PLGA poli(acido lactico: glicélico), con fines de obtener una matriz de soporte para la
encapsulacion por post-incubacion del farmaco. Luego de la caracterizacion de las particulas, se procedio a la liberacion de
la hirudina mediante ensayo de coagulacion. Para conocer la morfologia de las particulas obtenidas de PLLA, PLLA-PEG y
PLGA, se empled microscopia electronica de barrido observandose una morfologia simétrica de particulas esféricas y con
tamafios tanto en la escala micro como nanométrica. Se evidencid que estos sistemas permiten una liberacion controlada de
la hirudina de hasta por 48 horas, bajo las condiciones experimentales del ensayo de coagulacion.

Palabras claves: microparticulas, nanoparticulas, microemulsificacion, encapsulamiento, hirudina, liberacion controlada.

INTRODUCCION localizada de un determinado farmaco es actualmente, uno
El disefio y aplicacion de sistemas de dosificacion de los aspectos de mayor relevancia en el desarrollo de
controlada de medicamentos y los sistemas de direccion nuevas formas de medicacion.
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La encapsulacion de los farmacos es una metodologia
versatil para controlar su liberacion, debido a que un
farmaco encapsulado presenta ventajas de dosificacion
con respecto a otras vias de administracion y se incluye
dentro de la tecnologia de formas farmacéuticas de
liberacion modificada de farmacos[1].

Asimismo, la encapsulacion en vehiculos sintéticos se ha
convertido en una alternativa util para desarrollar sistemas
novedosos de liberacion de péptidos y proteinas, tales
como anticoagulantes [2].

La quimica medicinal estd en una btisqueda constante por
mejorar la forma de transportar y liberar los principios
activos (sea una biomolécula, un farmaco, etc.), para evitar
los efectos secundarios y mejorar las propiedades
terapéuticas. A medida que se comprende la fisiopatologia
de las enfermedades y sus mecanismos celulares, los
sistemas de administracion de farmacos se personalizan
para conseguir una eficacia terapéutica dptima. Razon por
la que surge la investigacion de las particulas como
sistemas portadores de compuestos con actividad
bioldgica, ademas de que estos vehiculos tienen capacidad
de proteger al farmaco de la fotodegradacion y cambios de
pH [3]. El uso de estas estructuras que pueden estar dentro
de la escala micro y/o nanométrica, permite la liberacion
controlada de dichos compuestos[3].

Entre los sistemas de soporte empleados para la liberacion
controlada de farmacos destacan los compuestos
poliméricos y entre estos se han empleado polimeros
sintéticos tales como: poli(acido L-lactico) (PLLA)[4],
poli(acido D-lactico) (PDLA) [4], polietilenglicol
(PEG)[5], poli-alquil cianoacrilato (PACA)[6], poli-g-
caprolactona (PCL)[7], poli  (hidroxibutirato-co-
hidroxivalerato) (PHBHV)[8], [9] , poli(metil metacrilato
(PMMA)[10], poli(metacrilato,PMA)[11], entre otros
[12].

Un aspecto importante a resaltar en el uso de biomateriales
para aplicaciones en biomedicina o en farmacologia, es la
propiedad de que sean biocompatibles, bioabsorbibles,

metabolizables, etc., para lo cual su caracter biodegradable
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es de suma relevancia. El PLA es un poliéster usado
ampliamente en biomedicina, que tiene una cadena
alifatica razonablemente corta en el enlace éster lo cual le
permite degradarse durante el tiempo requerido para la
mayoria de las aplicaciones biomédicas, y esa degradacion
depende del pH del medio donde se realiza. Otra ventaja
de emplear al PLA y sus derivados (como copolimeros y/o
polimezclas) es que se descomponen en sub-productos no
toxicos a través de la hidrdlisis simple de la cadena
principal en ambiente hidrolitico. Esta degradacion
produce acido lactico que puede ser metabolizado a través
del ciclo de Krebs en agua y didxido de carbono [13],[14],
[15], [16].

Han sido desarrollados muchos métodos para Ia
produccion de las micro y nanoparticulas y estan basados
en diferentes principios fisico quimicos, estos son:
nanoprecipitacion, emulsion—difusion, doble
emulsificacion, emulsion- coacervacion, recubrimiento
del polimero, capa por capa, entre otros[17], [18]. Enbase
a la literatura los métodos de nanoprecipitacion, emulsion-
difusion y capa por capa dan los mejores resultados para
la encapsulacion de las micro y nanoparticulas (80% o
mas) [17], [18]y es por ello que en el presente trabajo se
aplico el método de microemulsificacion[19].

En el caso de la terapia anticoagulante, ademas de la
terapia convencional, también se ha aplicado el uso de
micro y nanoparticulas con tales fines, y a este respecto,
los esfuerzos recientes se centran en la prevencion de la
rapida degradacion hemolitica mediante el revestimiento
adecuado.

Las micro y nanoparticulas también pueden ser disefiadas
para transportar factores iniciadores de la coagulacion, asi
como, para administrar medicamentos anticoagulantes que
intervienen en otras condiciones patologicas en las que se
debe prevenir activacion de la coagulacion[20] o para
aumentar el tiempo de vida media de un anticoagulante.
Ha sido investigado el uso de nanocépsulas conjugadas

con heparina, empleando poli(metil metacrilato) y acido
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poli(lactico-glicolico), PLGA. Los resultados demuestran
una mejora en la actividad anticoagulante del farmaco[21].
De igual manera, se ha implementado el desarrollo de
nanocapsulas de PLGA, empleando Pluronic F-127 (poli
(6xido de etileno)-poli (o0xido de polipropileno)-poli
(6xido de etileno)) y funcionalizadas con heparina para
aumentar el tiempo de vida media del anticoagulante[22].
Se han empleado microcapsulas a base de PLGA con
recubrimiento de Pluronic F-127, lo cual conduce a una
mejora en la actividad biologica[2].

La Comision Europea recomenddé la definicion de
nanomaterial en el afio 2011 como aquel que contiene una
distribucion de tamafio del 50% de las particulas, menor a
100 nm, incluyendo -constituyentes particulados en
aglomerados y agregados[23]. La definicion analoga de la
Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO),
ISO/TS 80004-1, se basa bajo el mismo criterio pero no
considera un numero de porcentaje[24]. Sin embargo, es
importante aclarar, que en el area de farmacia y
especificamente cuando se trabaja con materiales
poliméricos que tienen elevada masa molecular, se definen
las nanoparticulas poliméricas como particulas de tamafio
comprendido entre 1-1000 nm, generalmente entre 10 y
500 nm[25]-[27].

En esta investigacion se realizd la preparacion y
caracterizacion de sistemas micro y nanoparticulados
poliméricos biocompatibles en base a PLA y derivados
aplicados en la liberacion controlada del farmaco hirudina,
que es un inhibidor de trombina, con propiedades
anticoagulantes.

Dado los resultados en cuanto al tamafio presentado por
estos sistemas, los cuales se encuentran entre la escala
micro y nanométrica, se les denominaran como: micro y

nanoparticulas.

MATERIALES Y METODOS

Materiales
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Se emplearon polimeros sintéticos a base de poli(acido L-
lactico), a saber: PLLA (39526 g/mol), PEG (664 g/mol)
y PLGA (130000 g/mol).

Preparacion de las micro y nanoparticulas poliméricas
La preparacion se llevo a cabo siguiendo el método de
microemulsificacion patentado por Vanderhoff [19], que
consiste en tomar una fase acuosa con un agente
estabilizante previamente diluido, a la que se le agrega el
polimero diluido en algiin solvente organico apropiado,
bajo agitacion controlada. En base a este protocolo, se
empled como fase acuosa agua con una solucion al 0,25%
de  polivinil  alcohol (PVA) como  agente
surfantante/estabilizante; y para cada sistema, cada
polimero (PLLA, PLLA-PEG y PLGA) fue disuelto
separadamente en cloroformo manteniéndose bajo
agitacion controlada en un reactor de vidrio con aletas
internas, introducido en un ultrasonido y empleando un
ultramicrodispersor. El tiempo de goteo de la solucion
organica a la solucion acuosa fue de 120 minutos. Una vez
terminado el proceso de goteo, se dejo cada sistema bajo
agitacion magnética por 24 horas y a temperatura ambiente
con el fin de evaporar el cloroformo y lograr la
precipitacion de todas las particulas formadas. Luego de
esto, la solucion fue centrifugada y las particulas
sedimentadas fueron debidamente lavadas con agua
desionizada, para su posterior liofilizacion. Este
procedimiento estandarizado se realiz6é de forma repetida
para preparar cada una de las particulas con los polimeros

PLLA, PLLA-PEG y PLGA.

Caracterizacion de las micro y nanoparticulas

Microscopia Electronica de Barrido

Las micro y nanoparticulas poliméricas liofilizadas fueron
colocadas en porta muestras y recubiertas con oro usando
un equipo Sputter-coater marca Balzers-SCD-030 y para
su analisis se utiliz6 un microscopio electrénico de

barrido, marca JEOL modelo JSM6390.
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En cuanto al procesamiento de las imdgenes obtenidas, se
utilizo el programa Imagel a fin de realizar el contaje y
medicion de tamaifio de las particulas.

Carga a nivel de superficie de micro y nanoparticulas
poliméricas con el farmaco hirudina por el método de
post-incubacion.

Se procedi6 a realizar la carga de las micro y
nanoparticulas poliméricas de PLLA, PLLA-PEG y PLGA
con la hirudina, mediante el método de post-incubacion,
debido a que el farmaco es termosensible [22] y se degrada
a las condiciones de incubacion por el método de
microemulsificaciéon. Se procedié a colocar las micro y
nanoparticulas poliméricas en 0,5 mL de solucion del
farmaco que contenia 1 mg de hirudina junto con 2mL de
agua destilada estéril para favorecer la agitacion y
colocadas en beaker de 50,0 mL. Se dejo en agitacion
magnética, en nevera, por 72 horas. Al culminar ese
tiempo se procedio a congelar y posteriormente a liofilizar
las muestras.

A fin de evaluar el efecto de la encapsulacion en la
actividad anticoagulante, se procedié a realizar el ensayo

funcional de coagulacion.

Evaluacion del efecto de la encapsulacion mediante
ensayo funcional de coagulacion: Medicion del Tiempo
Parcial de Tromboplastina activada (aPTT)

Se procedio a realizar el ensayo funcional de coagulacion
de las micro y nanoparticulas cargadas con el
anticoagulante hirudina mediante la medicion de tiempo
parcial de tromboplastina activada (aPTT)[28]. Las
concentraciones de las muestras poliméricas empleadas en
el ensayo fueron: 5 pug/mL y 8 ug/mL para las micro y
nanoparticulas de PLLA, 2 pg/mL y 8 pg/mL para las
micro y nanoparticulas de PLLA:PEG y 1 pg/mL y 5
pg/mL para las micro y nanoparticulas de PLGA,
realizandose cada medicion por duplicado.

El procedimiento del ensayo funcional de coagulacion fue

el siguiente:
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Obtencion de la muestra

1. El plasma fue obtenido de la sangre anticoagulada de un
donante sano y mezclada con solucion de citrato de sodio
0.10 M, la proporcion fue de nueve partes de sangre fresca,
del mismo donante, con una parte de anticoagulante. Se
centrifugd la muestra de sangre a 2500 rpm durante 15
minutos. Se extrajo la muestra utilizando una pipeta
plastica.

2. Se reconstituy6 el control y el plasma humano normal,
de acuerdo con las instrucciones especificadas en el
protocolo[28].

3. Se tomo6 el reactivo de aPTT y se estabilizo a
temperatura ambiente una vez retirado de la nevera.

4. Se pre-calent6 a 37°C el CaCl, durante 20 minutos.

Procedimiento de medicion de aPTT

El ensayo de medicion de aPTT se realizé en diferentes
intervalos de tiempo con el fin de poder medir el tiempo
de coagulacion a medida que el anticoagulante se liber6 de
los sistemas de micro y nano particulas. Para ello se
procedio de la siguiente manera:

1. Se prepararon dispersiones de los sistemas de micro y
nanoparticulas, a diferentes concentraciones (en un rango
entre 1-8 pg/mL), se colocaron en un tubo eppendorf (1
mL) sobre un bafio térmico a 37°C.

2. Se tomaron volumenes constantes a diferentes
intervalos de tiempo (horas): 0,1,8, 24 y 48.

3. Se determino el tiempo de coagulacion de acuerdo al

método de medicion de aPTT.

Controles:

Se realizé la medicion de Tiempo de Trombina (control
del plasma). De igual manera se realiz6 control de la
hirudina, control de aPTT y de las micro y nanoparticulas

sin encapsular y de solucion salina.

Analisis estadistico
Los resultados se presentan como la media + el error
estandar de la media (X + E.E.M.). Los datos se analizaron
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con el programa Prism 5 (Graph Pad, San Diego, CA,
USA) mediante una prueba de t de Student. Los resultados
con valores de p<0,05 se consideraron como

estadisticamente significativos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion por Microscopia electronica de Barrido
En las Fig. 1, 2 y 3 se muestran las imagenes de MEB de
las micro y nanoparticulas obtenidas, de PLLA (Fig. 1),
PLLA-PEG (Fig.2) y PLGA (Fig.3).

Frecuencia (%)

p’

[}

Fig 1. Imagenes de MEB de las micro y nanoparticulas
obtenidas a partir de PLLA.

Fig 2. Imagenes de MEB de las micro y nanoparticulas
obtenidas a partir de la polimezcla PLLA-PEG (50:50).

En base a los resultados de microscopia se obtuvo el
siguiente valor promedio de distribucion de tamafios de
particulas: X= 352 + 10 nm para PLLA, X=458 + 18 nm
para PLLA-PEG, X=475 + 17 nm para PLGA, siendo mas
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uniforme el tamafio en el caso de las micro y
nanoparticulas de PLLA y PLGA. Para los casos de las
particulas obtenidas a partir de los polimeros PLLA y
PLGA todas se encontraron en la escala nanométrica, para
las particulas obtenidas a partir de la polimezcla

PLLA:PEG se obtuvieron microparticulas (4,04%) y

nanoparticulas (95,96%).

Fig 3. Imagenes de MEB de las micro y nanoparticulas
obtenidas a partir de PLGA.

En todos los casos se observa una morfologia simétrica de
particulas esféricas, en el caso de PLGA se observa la
presencia de microcavidades, desde el punto de vista
fisico, estas microcavidades pueden ser favorables para la
retencion de los anticoagulantes.

La inclusion de PEG con el PLLA influye en una mayor
polidispersidad de las particulas, posiblemente por la
formacion de las cadenas pegiladas [29], [30].

En las micro-nanoparticulas de PLLA se observd un
tamafio menor de particulas con respecto a las demas y
mayor uniformidad, como se puede observar en los
histogramas que acompaiia las micrografias MEB. Estos
resultados indican que el método empleado permite
obtener un tamafio de particulas en el rango micro y
nanométrico y con adecuada dispersion de tamafio y

morfologia.

Evaluacion de las posibles interacciones a nivel de
superficie entre la hirudina y las micro y nanoparticulas

poliméricas de PLLA, PLLA-PEG y PLGA.
33



Gonzdlez, et al.

A fin de realizar un proceso de carga a nivel de superficie
del anticoagulante hirudina mediante el método de post-
incubacion, se procedio a realizar la preparacion de micro
y nanoparticulas poliméricas de los polimeros sintéticos
PLLA, PLLA-PEG y PLGA y para ello es importante
evaluar las posibles interacciones a nivel de superficie
entre la hirudina y las micro y nanoparticulas sintetizadas.

Véase Fig. 4.

MICRO-NANOPARTICULAS

&

%
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PLLA,PDLA: POLIACIDO LACTICO
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PLGA: POLIACIDO LACTICO GLICOLICO

Fig 4. Posibles interacciones a nivel de superficie entre la
hirudina y las micro y nanoparticulas poliméricas de
PLLA, PLLA-PEG y PLGA

En base a la estructura y la naturaleza de la hirudina, asi
como los datos reportados en la literatura, establecimos
como hipdtesis que esta proteina pudiera establecer
interacciones del tipo hidrofobicas entre los residuos
hidrofébicos que se encuentran proximos al extremo N-
terminal y los grupos metilicos de las cadenas
poliméricas[19].

De igual manera, ha sido reportado que la porcion C-
terminal de la hirudina forma interacciones electrostaticas

y enlaces de Van der Waals con su receptor, en este caso
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pudieran ser sitios de interaccién con extremos de la
cadena polimérica; finalmente, destaca la posibilidad de
interacciones del tipo puente de hidrégeno entre residuos
de Tyr de la hirudina con los grupos hidroxilo, carboxilo
y/o carbonilo de las cadenas poliméricas. En base a la
estructura quimica de cada sistema polimérico, se tienen
por ejemplo grupos —COOH finales de cadena o grupos —
OH en el caso del PEG disponibles para esa interaccion
con la Tyr[21],[31].

Otros autores han empleado esta metodologia [21] con el
fin de promover la conjugacion de farmacos en la

superficie de nanoparticulas.

Ensayo funcional de coagulacion de las micro y
nanoparticulas poliméricas biocompatibles de PLLA,
PLLA-PEG, PLGA con la hirudina

A continuacion, se muestran los resultados de la medicion
del tiempo de coagulaciéon de la hirudina que ha sido
funcionalizada en las micro y nanoparticulas poliméricas
y liberada a diferentes intervalos de tiempo.

Enla Fig. 5 se indican los valores obtenidos de la medicion
del tiempo de coagulacion de la hirudina funcionalizada
en micro-nanoparticulas de PLLA vy liberada a diferentes

intervalos de tiempo (0 - 48 horas).
70
e HPLLA ( 8ug/ml)
mPLLA ( 5pg/mL)
Hirudina (8pg/mL)

0 horas 1 hora 8 horas. 24 horas 48 horas
Tiempo de medicién (horas)
p<0,001 con respecto a PLLA-PEG 8pug/mL y S5pg/mL de todas las horas de
experimentacion
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@
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Fig 5. Medicion del Tiempo de Coagulacion (en
segundos) de la Hirudina funcionalizada en muestras
poliméricas de PLLA

El control de las micro y nanoparticulas PLLA sin la
hirudina no indujeron coagulacion y se midi6 el tiempo de

coagulacion de la hirudina sin funcionalizar, a una
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concentracion de 8 pg/mL, que se tomd como referencia
para todas las demds muestras.

Se puede observar que al tiempo 0 existe un tiempo de
coagulacion, posiblemente la hirudina que no llegd a
funcionalizarse y quedo a nivel de la superficie luego del
proceso de liofilizacion, se observa que este
comportamiento ocurre para ambas concentraciones, sin
embargo, se observa que para la concentracion de 8 pg/mL
de las micro y nanoparticulas hay un aumento de la
liberacion de la hirudina en el tiempo, partiendo de 31
segundos y llegando hasta 36 segundos; para la
concentracion de 5 ug/mL se observaron ciertas
variaciones, pero en general se observa también un
aumento en el tiempo de coagulacion en el tiempo. El
tiempo de coagulacion de la hirudina aumenta a una mayor
concentracion de las micro y nanoparticulas, lo cual es
congruente. En ambos casos se observa que estos sistemas
permiten una liberacion controlada de la hirudina por 48
horas, bajo las condiciones experimentales del ensayo.
Este comportamiento es favorable, justamente la
combinacion de nanoparticulas y anticoagulantes,
conjugados a nivel de superficie, es de gran interés debido
a las propiedades sinérgicas de esta combinacion, uno de
los objetivos es lograr aumentar la biodisponibilidad y el
tiempo de vida media del anticoagulante[21].En el caso de
la hirudina se ha observado que presenta como
limitaciones: la necesidad de altas dosis para lograr el
régimen de dosificacion con los consecuentes efectos
adversos, el limitado paso a través de la barrera
hematoencefélica y una rapida eliminacién renal[32].

En este caso, se observa que se logra un aumento del
tiempo de vida media de la hirudina en comparacion con
la administracion convencional. Las propiedades
farmacocinéticas de la hirudina tras su administracion
intravenosa se describen bien por un modelo
bicompartimental[33]. La distribuciéon se limita
basicamente a los liquidos extracelulares y se caracteriza
por una semivida inicial de aproximadamente 10 minutos.

La eliminacién sigue un proceso de primer orden y se
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caracteriza por una semivida terminal de unas 1,3 horas en
voluntarios jovenes sanos[34].

En la Figura 6 se indican los valores obtenidos de la
mediciéon del tiempo de coagulacion de la hirudina
funcionalizada en micro y nanoparticulas de PLLA-PEG y
liberada a diferentes intervalos de tiempo (0 - 48 horas).
El control de las micro y nanoparticulas PLLA-PEG sin la
hirudina no indujeron coagulacion y se midio el tiempo de
coagulacion de la hirudina sin funcionalizar, a una
concentracion de 8 pug/mL, que se tomod como referencia

para todas las demas muestras.

HPLLA (Bug/ml)
60 I

PUA (2pg/mL)
Hirudina (8ug/mL)

40
* -
.
. - : ! L
1
20
10
0

0 horas 1 hora 8 horas 24 horas 48 horas

Tiempo de coagulacién (seg)

Tiempo de medicién (horas)
***p<0,001 con respectc a PLLA-PEG 8ug/mL y 2ug/mL de todas las horas de
experimentacién **p<0,05 con respecto a PLLA-PEG 8jig/mL

Fig. 6. Medicion del Tiempo de Coagulacion de la
Hirudina funcionalizada en muestras poliméricas de
PLLA-PEG.

Se puede observar que al tiempo 0 existe un tiempo de
coagulacion, similar que en el ensayo anterior realizado
con micro y nanoparticulas de PLLA, lo cual se atribuye
al mismo efecto, posiblemente la hirudina que no llegd a
funcionalizarse y qued6 a nivel de la superficie en el
proceso de la liofilizacion. Se observa para la
concentracion de 2 ug/mL de las micro y nanoparticulas
hay un aumento de la liberacion de la hirudina en el
tiempo, partiendo de 27 s y llegando hasta 34 s, para la
concentracion de 8 pg/mL también se observa un aumento
en el tiempo hasta las 24 horas, siendo de 44 s y luego se
mantiene constante. El tiempo de coagulacion para la
hirudina aumenta a una mayor concentracion de las micro
y nanoparticulas, similares que en el ensayo de PLLA. En

ambos casos se observa que estos sistemas permiten una
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liberacion controlada de la hirudina por 48 horas, bajo las
condiciones experimentales del ensayo. Estos resultados
son bastante deseables para la aplicacion que se desea
llevar a cabo de estos sistemas.

Si se compara los tiempos de coagulacion promedios,
obtenidos a los diferentes tiempos, de las micro y
nanoparticulas de PLLA-PEG versus las de PLLA, se
observa que a las mismas concentraciones del ensayo hay
un aumento en los valores del tiempo de coagulacion y en
base al valor de p<0.05 para las concentraciones de
2pg/mL de las micro y nanoparticulas de PLLA-PEG se
observa que hay una relacion concentracion-dependiente,
es decir, a mayor concentracion de la hirudina en las micro
y nanoparticulas mayor es el efecto anticoagulante,
posiblemente la interaccion de la hirudina con las cadenas
del polietilenglicol puede estar influyendo. Se ha
reportado que las micro y nanoparticulas pegiladas
utilizando copolimeros como el PEG-PLA permiten
mejorar las propiedades del sistema y aumentar el tiempo
de vida media del farmaco [33], [34].

EnlaFig. 7 se indican los valores obtenidos de la medicion
del tiempo de coagulacion de la hirudina funcionalizada
en micro y nanoparticulas de PLGA y liberada a diferentes
intervalos de tiempo (0 - 48 horas). El control de las micro
y nanoparticulas PLGA sin la hirudina no indujeron
coagulacion y se midid el tiempo de coagulacion de la
hirudina sin funcionalizar, a una concentracion de
8 ug/mL, que se tom6 como referencia para todas las
demas muestras.

Similar a los casos anteriores, se puede observar que al
tiempo 0 existe un tiempo de coagulacion. Se observan
para ambas concentraciones ciertas oscilaciones en el
tiempo de coagulacion a lo largo del tiempo, sin embargo,
en ambos casos se observa que estos sistemas permiten
una liberacion controlada de la hirudina por 48 horas, bajo
las condiciones experimentales del ensayo. En la literatura
ha sido reportado el uso de microesferas a base de PLGA
con recubrimiento de Pluronic F-127 lo cual permiti6 la

liberacion de los anticoagulantes heparina e hirudina hasta
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por 48 horas[2], nuestros resultados son congruentes con

los reportados en la literatura.

m PLGA (5ug/mL)
mplGA (1pg/ml)
Hirudina (8ug/mL)

0 horas 1hora 8 horas 24 horas 48horas
Tiempo de medicién (horas)
***p<0,001 con respecto a PLLA-PEG Spg/mL y 1pg/mL de todas las horas de
experimentacion

8 8 s a

Tiempo de coagulacién (seg)

=]

Fig. 7. Medicion del Tiempo de Coagulacion de la
Hirudina funcionalizada en muestras poliméricas de
PLGA.

En este caso se observa que los valores de tiempo de
coagulacion promedios obtenidos para la hirudina que ha
sigo conjugada en las micro y nanoparticulas de PLGA,
son parecidos (aunque menores) que los obtenidos en el
primer caso, con las micro y nanoparticulas de PLLA y
aunque no podemos establecer una comparacion real
porque las concentraciones ensayadas difieren, es
interesante sefialar que para estas tltimas se emplearon
unas concentraciones menores del anticoagulante y sin

embargo, se obtienen resultados similares.
Se puede recordar los resultados obtenidos en MEB, la
presencia de cavidades en las micro y nanoparticulas de
PLGA puede estar favoreciendo a una mejor conjugacion
de estos sistemas y considerando que una de las
limitaciones de la administraciéon convencional de la
hirudina es la necesidad de altos regimenes de dosificacion
y la rdpida eliminacidon renal[32],un sistema de micro y
nanoparticulas que permita disminuir la dosis empleada y
aumentar el tiempo de vida media de la hirudina resulta
bastante atractivo y prometedor.
CONCLUSIONES
El método de microemulsificacion empleado para la
preparacion de las micro y nanoparticulas poliméricas
biocompatibles de PLLA, PLLA-PEG y PLGA, permiti6
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obtener una morfologia simétrica de particulas esféricas
con valores promedios de distribuciéon de tamafios de
particulas entre 300 y 475 nm.

La evaluacion de la liberacion de la hirudina en micro y
nanoparticulas poliméricas biocompatibles de PLLA,
PLLA-PEG y PLGA, a través de un ensayo funcional de
coagulacion, evidencid que estos sistemas permiten una
liberacion controlada de la hirudina hasta por 48 horas,

bajo las condiciones experimentales del ensayo.
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