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Polimeros biotecnologicos funcionalizados para

aplicaciones biomédicas Il. El acido poli(y-glutamico)
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3.1. Introduccién

El PGGA es un nylon 4 sustituido en el carbono 4 con un grupo carboxilo. De manera
informal se le denomina acido poli(y-glutamico) indicando con ello que el enlace peptidico se
establece entre el grupo amino y el grupo carboxilo en posicion y. La nomenclatura IUPAC de
esta sustancia es: poli[imino-1-(2-carboxietil)-2-oxo-1,2-etanodiilo], (Chemical Abstract:
poly[imino-1-(2-carboxyethyl)-2-oxo-1,2-ethanediyl). El PGGA es isomero del acido poli(a-
glutdmico), uno de los poli(a-aminoacido)s mas estudiados debido a su notable incidencia

bioquimica y a su interés estructural.
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Figura 1.-Estructura quimica del acido poli(y-glutamico) (PGGA).

En 1935 se demostraba por vez primera la existencia natural del PGGA como componente
de la capsula de la bacteria Bacillus anthracis.' Cinco afios mas tarde se describia el mismo
polimero como componente principal del producto de la fermentacion aerdbica de Bacillus
subtilis. No obstante, el primer trabajo en que se lleva a cabo un estudio sistematico de la
biosintesis del PGGA se debe a Thorne.”> Fujii en 1963’ descubrié unos afios después que el
PGGA es el componente principal del mucilago conocido como natto, un alimento tradicional
japonés consumido desde tiempos ancestrales y que también es conocido en China como Dan-

douchi.*

El alimento natto goza de gran reconocimiento por sus efectos beneficiosos en la asimilacion
del calcio por el organismo.’ El natto se obtiene por fermentacién bacteriana en autoclave de la
soja y consiste en un gel acuoso que contiene entre 0.1 y 1.0 % de PGGA acompaiiado del
polisacarido fructana.® El hecho de que el PGGA sea comestible y de inocuidad contrastada ha

incentivado su interés como polimero biodegradable para aplicaciones biomédicas.

3.2. Estructura y propiedades
3.2.1. Estructura molecular. El nylon 4 es una poliamida convencional que a pesar de sus

buenas propiedades mecanicas y térmicas no ha llegado a alcanzar desarrollo comercial, en gran

parte porque no presenta diferencias sustanciales con los nylons 6 y 66.
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En cambio el PGGA es un nylon 4 modificado que tiene la particularidad de ser
biodegradable y que contiene un centro asimétrico, y que por consiguiente ofrece un abanico de

posibilidades sin precedentes en el campo de los nylons tradicionales.

La conformacion del PGGA en disolucion es fuertemente dependiente de la concentracion de
polimero, pH, resistencia ionica y naturaleza de la sal afiadida. Si se trabaja a concentraciones
de 0,1 % w/v y pH superiores a 7, las cadenas se encuentran en conformacion extendida, en
cambio a pH inferiores a 3 y para las mismas concentraciones de polimero se encuentran

estructuras mas globulares.

Actualmente se acepta la capacidad del PGGA para asumir conformaciones regulares pero el
comportamiento estructural de este polimero en disolucion no esta aun claramente determinado.

La descripcion preliminar de este comportamiento puede resumirse como sigue:

e El PGGA-H puede adoptar conformaciones regulares tipo hélice u hoja 3, ademas de
las formas globulares tipo ovillo.

e El modelo conformacional adoptado depende del pH y de la naturaleza del solvente.
Las conformaciones helicoidales son exclusivas del PGGA-H. El PGGA-Na se

encuentra en forma de ovillo expandido o como hoja (3.

3.2.2. Propiedades fisico-quimicas. El PGGA es un poliacido de pK, = 2.27, un valor
semejante al de los acidos fosforico y fluoroacético.” El PGGA es por tanto un polielectrolito,
pudiendo encontrarse sin ionizar cuando estd como poliacido (PGGA-H) o ionizado cuando se
encuentra en forma de sal (PGGA-Na o PGGA-K)). El grado de ionizacion depende del pH a
que se encuentra. A pH 2.2 el grado de ionizacion es de un 50% y a pH 5.1 est4 ionizado al

100%.%

La solubilidad del PGGA es compleja siendo fuertemente dependiente del grado de
ionizacion. La solubilidad en agua depende del grado de estructuracion secundaria que posee; la
formacion de puentes intermoleculares, propia de las formas desordenadas y de las hojas 3,
limita la solubilidad mientras que la ordenacion en hélice la favorece.

Las preparaciones recientes de PGGA-H suelen ser solubles en agua pero dejan de serlo
cuando envejecen en estado solido; este fenomeno se debe a la existencia de reordenaciones

moleculares y es comun en polipéptidos y proteinas.
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Por otra parte, el PGGA-Na es perfectamente soluble en agua pero insoluble en MeOH,
EtOH y DMSO. La capacidad gelificante del PGGA-Na es espectacular pudiendo coagular

hasta 3,500 veces su volumen de agua.

Los unicos disolventes organicos conocidos a temperatura ambiente para el PGGA-H son el
sulfoxido de dimetilo (DMSO)’ y la hexametilenfosforamida (HMPA).'® En caliente es soluble
en dimetilformamida (DMF) y N-metilpirrolidona (NMP)."" No parece que disminuyendo el
peso molecular se incremente la solubilidad del PGGA-H.'? Kubota et al. en 1996 observaron
que un PGGA-H fragmentado por hidrdlisis presenta menos solubilidad incluso que el PGGA-H
inicial, habiendo de calentarse para solubilizarlo en DMSO, DMF o NMP al 1%.

El PGGA funde con descomposicion por lo que se le puede clasificar como un polimero
termoestable. Su punto de fusién-descomposicion descrito es de 210°C. A esta temperatura

comienza a perder peso de forma que a 240°C ha perdido un 10 %."

3.2.3. Degradacién hidrolitica y biodegradabilidad. EL PGGA es una poliamida y por tanto
es susceptible de hidrdlisis quimica tanto en medio acido como en medio basico. Ademas, la
presencia del segundo grupo carboxilo aumenta la hidrofilicidad del polimero y por

consiguiente su accesibilidad por parte del agua.

El PGGA se degrada rapidamente con agua a temperaturas por encima de 60°C a
temperaturas por debajo de 60°C la velocidad de degradacion disminuye notablemente pero
sigue siendo importante." Asi un PGGA de M = 1,250,000 pasa a tener la mitad de tamafio
inicial cuando se deja 4 dias en agua a 37° C."” La hidrolisis alcalina en caliente se utiliza como

método para obtener PGGA fragmentado.'?

Un PGGA de peso molecular 580,000 cae hasta 2,300 por accion de una disolucion de
NaOH 1.5 M a 90°C durante 6 horas. Con similar objetivo se ha empleado la degradacion
hidrolitica en medio acido en condiciones relativamente suaves; la viscosidad intrinseca
disminuye desde 3.9 hasta 1.42 dL g"' cuando el PGGA se deja en DMSO que contiene 5% de
HCI 12 M durante tres dias.'

Pérez-Camero et al. en 1999 encontraron que mediante radiacion con ultrasonidos se puede

reducir el peso molecular y al mismo tiempo estrechar la polidispersibidad del PGGA de

biosintesis sin modificar la constitucion quimica.'’
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A diferencia del acido poli(a-glutamico), el PGGA no se digiere por las proteasas
caracteristicas tales como pepsinas, tripsinas o quimotripsinas.'® Por el contrario es rapidamente
degradado por la y-glutamil depolimerasa presente en los fermentos de PGGA, la cual es en

cambio inactiva frente a los poli(a-aminoacido)s.

King et al. en el 2000, identificaron la enzima poliglutamil y-hidrolasa la cual cataliza la
rotura hidrolitica del acido poli(y-glutamico) producido a partir de Bacillus licheniformis
9945A. Se encontrd que el enzima estaba fisicamente asociado al polimero por una interaccion

fisica fuerte no covalente y que se activaba con la presencia de sales de Zn(IT) y Ca(II)."”

Un trabajo extenso sobre la biodegradacion del PGGA fue realizado por Oppermann et al. en
el que se aislaron y identificaron 12 especies diferentes de bacterias capaces de degradar el
acido poli(y-glutamico).”® En este mismo trabajo se estudi6 de forma mas exhaustiva la
degradacion con B. licheniformis ATCC9945 llegandose a la conclusion que el mecanismo de
degradacion se podia dividir en dos etapas. Una primera en la que hay una fragmentacion
aleatoria con formacién de distintos oligdmeros, y una segunda, en la que la proporcion de acido

glutamico libre aumenta considerablemente.

3.3. Sintesis y biosintesis

3.3.1. Sintesis quimica. El interés bioldgico del PGGA como componente de las paredes
bacterianas estimuld la preparacion de este polimero por via quimica con el objetivo de
confirmar su estructura molecular. Para ello se aplicaron los métodos que por entonces se

desarrollaban con éxito en la sintesis de poli(c-aminoacido)s.

3.3.1.1. Policondensacion de ésteres activos. Las primeras sintesis del acido PGGA se basan
en la policondensacion del acido glutamico protegido en el carboxilo-o y activado en el
carboxilo-y.”' Dada la fuerte tendencia a la ciclacion que presentan los derivados del acido
glutamico se hace indispensable utilizar como mondmero el dipéptido y-glutamil-glutamico
debidamente modificado. Las distintas preparaciones difieren fundamentalmente en la forma de
preparar los productos intermedios, en el grupo que se elige para activar el mondémero y en las

condiciones de polimerizacion.
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Los ultimos procedimientos que se describen en esta €poca activan el dipéptido como éster
pentaclorofenilico.”” Seleccionando la configuraciéon del acido glutamico de partida se obtienen

homopolimeros D o L o bien estereocopolimeros D/L alternantes o estadisticos.”

NH, COOG* H
Glu piroglutamato
COOR  NH, COOH
NH; c COOG* HN ¢
o o
dimero PAAG

Figura 2. Sintesis de PGGA basada en la reaccion de ésteres activos.

Lo que se obtiene inicialmente es un a-éster del acido poli(y-glutdmico) que posteriormente
se hidroliza a PGGA. Por lo general se utiliza el éster metilico,”* aunque también estan descritas
las rutas a través de los ésteres ter-butilico y bencilico.”> Aunque el procedimiento estd
principalmente dirigido hacia la preparacion de acido poliglutimico consistente exclusivamente
en uniones Yy, es posible igualmente obtener copolimeros a,y mediante un apropiado disefio del
dipéptido de partida. Los polimeros que se obtienen por esta via presentan invariablemente

pesos moleculares por debajo de 20 000.%

En los ultimos trabajos realizados en este campo se realiza la sintesis del PGGA por
policondensacion del éster metilico del acido y-glutamico y subsiguiente transformacién a acido
poli(y-glutdmico) por hidrolisis alcalina o transesterificacion a su a-bencil éster y posterior

. .y 27
hidrogenacion.

Otro trabajo posterior se ha basado en la policondensacion por pasos del etil-éster del acido
y-glutamico. Se obtiene un oligomero de 16 unidades del acido y-glutamico por
transesterificacion del glutamato de etilo al bencil-éster del 4cido y-glutamico y posterior

hidrogenacién.*®
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3.3.1.2. Policondensacion por apertura de ciclos. La polimerizacion de los N-
carboxianhidridos de los a-aminoacidos (a-NCA's) constituye el método preferente de
obtencion de poli(a-aminoacido)s. De hecho el acido poli(y-glutamico) se obtiene con buenos
rendimientos y peso molecular controlado a partir del acido 3-(2,5-dioxo-1,3-oxazolidin-4-
il)propionico, el cual se prepara satisfactoriamente a partir del acido glutamico y fosgeno. Sin
embargo la sintesis del PGGA por esta via es insatisfactoria debido fundamentalmente a la
inestabilidad del y-N-carboxianhidrido de siete eslabones que se origina en este caso. No solo la
manipulacion de este compuesto es extremadamente dificultosa sino que la presencia de
productos de descomposicion, como es el caso del acido piroglutamico, limita el peso molecular

. . 29
del polimero a unos pocos millares.
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Figure 3. Sintesis de PGGA basada en la reaccion de polimerizacion por apertura de anillo.

3.3.2. Biosintesis. Diversas especies del género Bacillus presentan la capacidad de fabricar
PGGA como producto de secrecion que o bien se retiene en la capsula, o lo que es mas

frecuente, se excreta al medio circundante.

Thorne et al. (1954)* realizaron un estudio sistematico para conocer los factores que
afectaban a la produccion de y-PGGA con B. licheniformis ATCC 9945, y ver en que
condiciones se obtenian los mejores rendimientos. Se determind que el contenido en sales
inorganicas, acido glutamico, acido citrico y glicerol influenciaba notablemente el resultado de

la biosintesis.
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Se propuso la utilizacion de un medio C en el que se conseguia una productividad de 15 g-L°
! alrededor de 10 veces mayor que el obtenido en las primeras fermentaciones realizadas por

Bovarnick en 1942.%°

Gomez Leonard et al. en el 1958, optimizaron este medio de cultivo para B. subtilis, y le
llamaron medio E. Los cambios introducidos fueron la presencia de Ca(Ill) y Mn(Il) y la

utilizacién de agua corriente en lugar de agua destilada.’

Los efectos de la composicion del medio sobre la fermentacion son los siguientes:

1. Al margen de otras condiciones operacionales, el maximo de produccion de PGGA se
alcanza para las concentraciones de acido glutamico, acido citrico y glicerina establecidas
en la composicion tipo. En ausencia de acido glutdmico la produccion de PGGA resulta ser
sensiblemente menor.

2. ElI NH4CI es esencial para la produccion de PGGA; su funcion primordial es suministrar el
nitrogeno pero también sirve para mantener el pH a valores bajos.

3. EIK,HPO, actia como fuente del fosforo y en su ausencia no hay proliferacion celular.

4. El MgSO, no es indispensable pero aumenta el rendimiento en PGGA.

5. El Mn(Il) prolonga la viabilidad de las células e influye sobre la composicion D/L del

PGGA. La adecuada combinacion Ca(II)-Mn(Il) permite optimizar el rendimiento.

La mayoria de los procesos biosintéticos de PGGA se llevan a cabo en condiciones aerdbicas
ya que esta comprobado que la presencia de oxigeno influye favorablemente en la
productividad. Reemplazar el medio aerdbico por unas condiciones de cultivo en medio
nitrificante supone un ahorro econémico que ha motivado el estudio de la obtencion de PGGA

en estas condiciones.

Con la bacteria denitrificante (B. licheniformis A35) se alcanzé un rendimiento de 8.1 g L™
utilizando medio M como medio de cultivo.’ El producto resultante de estas fermentaciones no
contenia derivados polisacaridos y la relacion D/L en el polimero final se veia claramente
afectada por el contenido de Mn(Il) en el medio. Una mayor concentracion de Mn(Il)
aumentaba la proporcion de acido D-glutamico desde un 50 hasta un 80%. Hoppensack et al.
(2003) han explorado la posibilidad de aprovechar el nitrogeno de estiércol para obtener
PGGA.> Respecto a la produccion a gran escala, los trabajos mas recientes llegan a alcanzar
una concentracion de PGGA de 35 g L' con una productividad de 1 g L™ h™". Estos valores se

consiguen por cultivo realimentado de B. licheniformis en medio E.**
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Figura 4. Principales especies productoras de PGGA : 1zq. B. licheniformis Der. B. subtilis

En los afios sesenta Omata y sus colaboradores estudiaron con detalle la produccién de
PGGA en B. subtilis 5E cultivado en un medio salino que contenia glucosa y acido glutamico,
descubriendo que se producia mucho mas glutamico del que inicialmente se ponia en el medio.
Mas tarde encontré que se podia obtener hasta 18 g L' de PGGA a partir de un medio

compuesto exclusivamente de urea y glucosa.>

Kubota et al. utilizan en sus trabajos B. subtilis F-2-01, el cual puede producir PGGA con un
rendimiento de 5-10 g L™ sin precisar que el 4cido glutimico haya de estar presente en el medio
de cultivo. Este medio es un producto estandar constituido por polipeptona y cantidades
variables de glucosa. No obstante, la adicion de acido glutamico hace aumentar notablemente la

producciéon de PGGA.*

Estos autores han realizado recientemente un estudio consistente en afiadir diversos
aminoacidos al medio y determinar su influencia sobre el rendimiento y observan que en
presencia de concentraciones de acido L-glutamico entre 7 y 15 %, se llegan a alcanzar

producciones de PGGA entre 45y 50 g L™

Jung et al. han optimizado la produccion de PGGA utilizado B. subtilis RKY3, un nuevo
bacilo que con un suplemento de 4cido L-glutamico de 90 g/L a permitido obtener un

rendimiento maximo de 83,2 g/L.

A diferencia de otros protocolos de produccion descritos previamente, con el B. subtilis

RKY?3 parece que la producciéon depende mas de la concentracion de Mg™" que de Mn*". **
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Xu et al. han aislado un nuevo B.subtilis, NX-2, cuya principal caracteristica es que no
produce PGGA en presencia de acido citrico, y si utilizando otras fuentes de carbono como

Py . 39
glucosa, sacarosa, maltosa, almidon y glicerol.

Thorne® fue el primero en proponer un mecanismo de biosintesis del PGGA mediado por el
acido piravico y basado en la intervencion de las enzimas alanina-racemasa y de D y L-
glutamil-transamidasas. En este mecanismo el acido a—cetoglutarico juega un papel central. Las
observaciones de Troy estan en desacuerdo con esta interpretacién y sugieren como alternativa

un proceso basado en la formacion de un hidroxamato de glutamilo.*’

El mecanismo mas consistente con la mayoria de las observaciones hasta ahora descritas gira
alrededor del metabolismo de los acidos tricarboxilicos citrico e isocitrico (ciclo TCA). Este
mecanismo ha sido elaborado por Kunioka en base a sus estudios sobre B. subtilis IFO3335. El
mecanismo incorpora el ciclo del piravico propuesto por Thorne y explica la formacion de
polisacaridos a partir de la glucosa. Hay que sefialar sin embargo que la produccion de

polisacarido no se observa en la fermentacion de B. licheniformis.

3.4. Derivados del PGGA

Se ha explorado la posibilidad de preparar peliculas y fibras de PGGA mediante moldeo o
hilado en hiimedo.*" Sin embargo, la pobre solubilidad del PGGA, su inestabilidad en medios
himedos y su incapacidad para ser procesado por los métodos usuales de transformacion, han

propiciado la busqueda de derivados en los que estas propiedades pudieran estar mejoradas.

Por otra parte la posible utilizacion del PGGA como gel encapsulante de firmacos ha
generado una intensa investigacion acerca de los métodos de modificacion que implican
entrecruzamiento para la obtencion de hidrogeles o funcionalizacion quimica susceptible de

uniones covalentes.

Los ésteres de polidcidos son derivados de utilidad ya que sus propiedades pueden
ajustarse segun la naturaleza del grupo alquilo. Los poliacrilatos, polimetacrilatos, poli(y-alquil-

a,L-glutamato)s* y poli(a-alquil-B,L-aspartato)s* son ejemplos ilustrativos de ello.
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3.4.1. Modificacion del polimero de biosintesis. La esterificacion del PGGA no es una
reaccion facil de ejecutar debido a que la reactividad del grupo carboxilo esta atenuada por la
proximidad de este a la cadena principal y porque las condiciones de reacciéon no pueden
extremarse sin que se produzcan descarboxilaciones o roturas en la cadena polimérica. Ademas
las posibilidades de seleccion del medio de reaccion estan severamente limitadas por la escasa
solubilidad del PGGA. En consecuencia, la obtencion de conversiones del 100% no es siempre

factible, en particular cuando se trata de introducir grupos largos o voluminosos.

La gran mayoria de los métodos se basan en la reaccion del bromuro de alquilo en presencia

de bicarbonato sodico en un disolvente del PGGA, generalmente DMSO o NMP.

COOH COOR
N of _RBr o NJ\AC + CO,+ NaBr + H,0
H T|  newcos H I

Figura 5. Obencién de y- poliglutamatos de alquilo.

La metilacion con diazometano, para el caso del éster metilico, supone una alternativa al
método de alquilacion con haluros. Este método se ha empleado por varios autores con buenos

resultados."

Recientemente se ha propuesto una nueva forma de preparacion de poli(a-alquil-y-
glutamato)s a través de dos pasos: primero esterificacion del PGGA para obtener poli(a-etil y-
glutamato) y posteriormente transesterificacion de este con el alcohol adecuado en presencia de
catalizador de titanio para tener PAAG-n.** Este procedimiento es muy adecuado para la

obtencion de ésteres con grupos alquilos largos (n>8) y su espectro de aplicacion es general.

Las reacciones de modificacion se obtienen sin alteracion de la composicion enantiomérica
pero con una reduccion significativa del peso molecular del polimero. No se observan
diferencias en los resultados que se obtienen para el PGGA racémico y para el PGGA

enriquecido en enantiomero D.
Pérez-Camero et al. en el 2001 han llevado a cabo la preparacion de ésteres solubles en agua

por transesterificacion del poli(o-metil y-glutamato) obtenido por el método del diazometano,

con mono, di y trietilenglicoles que tienen el hidroxilo final bloqueado como metiléter.*
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3.4.2. Poli (~glutamato)s de sintesis quimica. La sintesis quimica de los PAAG se habia
realizado desde tiempos remotos como etapa precursora de la sintesis del PGGA, tal y como se

menciono en el Apartado 3.3.1.

No es hasta 1998 cuando por vez primera se acomete la sintesis de los ésteres metilico y
bencilico con el interés de estudiar su estructura cristalina*® Los trabajos de sintesis mas
recientes son los de Taizo et al. (1998)* y Sanda et al. (2001 y 2002)*"**, los cuales tienen
como objeto la preparacion de polimeros y oligdmeros del éster metilico. Martinez de Ilarduya

et al., (2002) han empleado el mismo método de Sanda para obtener el ester etilico.*

3.4.3. Complejos idnicos del PGGA. Los complejos idnicos polielectrolito-tensioactivo
constituyen un sistema de interés actual por su facilidad de preparacion y capacidad para
presentar propiedades tales como si fueran compuestos covalentes. Fujita et al. (1998) describen
la capacidad del PGGA para formar compuestos estables con productos de naturaleza catidonica
tales como quitosano o aminas cuaternarias, pero se refiere a ello como complejos resultantes de

la formacién intermolecular de puentes de hidrogeno.”

Pérez-Camero et al. han realizado un estudio exploratorio de los complejos que forma el
PGGA de B. licheniformis con tensioactivos cationicos de alquiltrimetilamonio. Los complejos
tienen composicion muy proxima a la estequiométrica, son insolubles en agua y solubles en

CHCl;, y presentan propiedades térmicas similares a las de los PAAG-n.

Estos compuestos adoptan una estructura supramolecular de naturaleza bifasica
caracteristica de polimeros tipo peine, no estando claro si las cadenas polipeptidicas se
encuentran en conformacion helicoidal o extendida. Los complejos nATMA-PGGA presentan
una morfologia cristalina dependiente de la longitud de la cadena lateral con texturas que van

desde la de mosaico propia de cristales liquido esmécticos (n =12) hasta esferuliticas (n =22).%°

Garcia-Alvarez et al. (2005) han centrado su estudio en complejos nATMA-PGGA con
configuracion cercana a la racémica. Al comparar con los complejos practicamente
enantiomeros puros, estudiados con anterioridad, constatan un comportamiento similar, si bien
existen ciertas diferencias en cuanto a cristalinidad de la cadena lateral y respuesta dimensional

51
a la temperatura.
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Figura 6.- Férmula quimica de los complejos i6nicos y representacion de su estructura molecular.

Los resultados de simulacion por dindmica molecular para el 12ATMA-PGGA indican
que tenderia a adoptar una conformacion tipo hélice a. Tal como se ha descrito para otros
complejos tensioactivo-polipéptido, cada grupo amonio interaccionaria con dos grupos

carboxilato y simultineamente con una unidad amida.”

3.5. Aplicaciones biomédicas.

La mayor parte de las aplicaciones actuales del PGGA se sitian en el sector de la
alimentacion. Los desarrollos como material floculante y gelificante estin muy avanzados.
Aunque se han iniciado numerosas investigaciones sobre la posible utilizacion del PGGA como

material biomédico, estas aplicaciones s6lo son potenciales por el momento.

La posibilidad de emplear PGGA en aplicaciones biomédicas ha sido estudiada por
diferentes autores. Al igual que la poli(lisina), el acido poli(glutdmico) es soluble en agua,
biodegradable, comestible y no toxico. Por ello el PGGA ha generado un interés creciente tanto
a nivel de investigacion como industrial. Su uso se ha estudiado en areas tales como el

transporte y liberacion de farmacos o los bioadhesivos.™

La capacidad del PGGA como dispensador de farmacos ha sido investigada por diversos
autores.”® Se ha probado en particular el agente carcinoestatico 5-fluoracilo unido
covalentemente al PGGA mediante una funcion éster o amida, observandose que la actividad
del preparado persiste por largos periodo de tiempo y que es motivada por la hidrélisis lenta del
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grupo ester.
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Sung et al. (2005) exponen en su trabajo de revision las multiples aplicaciones del PGGA
como agente immuno-estimulante y anti-tumor especialmente en el caso del polimero de
elevado peso molecular.”® En inmunoterapia anti-cancer se han utilizado nanoparticulas de
PGGA como portadoras de antigenos, comprobandose que se incrementa la respuesta inmune
respecto a cuando estos se encuentran en solitario.”” En ratones la respuesta inmune provocada
por nanoparticulas de PGGA portadoras de ciertos antigenos de VIH a sido superior a la
provocada cuando se han empleado nanoparticulas no-biodegradables de poliestireno.”®
Diversos autores corroboran la induccion de una respuesta inmune por parte del PGGA frente a

diversas infecciones virales y tumores.”

En la actualidad, la administracion de la vacuna contra en bacilo antrax (AVA), la tnica
existente con licencia, comporta desventajas considerables. En este sentido, se ha probado un
sistema formado por PGGA capsular portador de RNA y combinado con ciertas proteinas que

han inducido respuesta inmune en ratones.®

Liang et al. han preparado nanoparticulas de copolimeros en bloque de PGGA-
poli(lactida). Las particulas presentan un tamafio de 140 nm y un potencial zeta de -20 mV. Se
ha evaluado su interacciéon con determinadas células hepaticas cancerosas comprobando su
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potencial aplicacion en el reconocimiento celular en terapia anti-cancer.

Se ha estudiado el transporte paracelular, en células de carcinoma intestinal, mediante un
nuevo sistema de nanoparticulas de PGGA-quitosano. Los resultados indican un incremento in

vitro de la permeabilidad celular.”*

Estudios realizados en animales in vivo han revelado que el ibuprofeno incorporado a
nanofibras de PGGA es significativamente efectivo en la prevencion de la adhesion tisular e
induce a la cicatrizacion de heridas, probablemente debido a la hidrofilicidad del PGGA y a sus

buenas propiedades barrera.”

En relacion a la absorcion de insulina funcional administrada por via oral, se ha comprobado
que cuando se administra insulina en el interior de nanoparticulas de PGGA a ratas diabéticas es
posible la permeabilidad celular de dichos nanosomas ya que disminuyen los niveles de glucosa
en sangre. Los perfiles de liberacion de insulina dependen en gran medida de los valores de pH
del entorno.**

Por su parte, Karmaker et al. (2007) han comprobado que la complejacion del Cu®" con
PGGA origina complejos cuya estructura depende del pH y ejercen in vitro un papel fisiologico

.. . . 65
similar al de la insulina.
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La actividad del PGGA-sulfonato como factor de crecimiento se ha comparado con la
heparina y con otros derivados heparinoides, teniendo potencial aplicacion en ingenieria de
tejidos y en concreto en el campo de los tratamientos vasculares. El analisis por SEM revela la

asociacion entre fibroblastos y dicho material.*®

Por otro lado, las mezclas de gelatina y PGGA constituyen un bioadhesivo cuya
gelificacion se consigue mediante 1-(3-dimetilaminopropil)-3-(etilcarbodiimida) como agente
de entrecruzamiento. Dicho material no produce citotoxicidad ni respuesta inflamatoria

significativa.®’

Kakutani et al. han explorado las posibilidades del PGGA para la fabricacion de suturas
reabsorbibles en compuestos que llevan sales metélicas y otros productos de naturaleza no

desvelada, los cuales pueden formar en parte puentes de hidrogeno con el PGGA.%®

Hidrogeles de PGGA/alcohol polivinilico presentan propiedades adecuadas para ser

utilizados en dispositivos médicos dada su probada compatibilidad con sangre.*

Akagi y su grupo de investigacion han preparado y caracterizado nanoparticulas a partir de
copolimeros de injerto de PGGA con segmentos hidrofobicos del ester etilico de la fenilalanina,
cuya aplicacion seria el transporte de firmacos o proteinas. Las particulas presentan una
distribucion monodispersa de tamafios de entre 150 y 200 nm. La degradacion enzimatica in
vitro conlleva un cambio brusco en la morfologia de las nanoparticulas y una reduccion del
tamafio hasta su completa desaparicion.”® Este grupo también ha explorado la interaccién
PGGA-proteinas, ensayando tres métodos de conjugacion proteina-nanoparticula, por
encapsulacion, por inmovilizacién covalente y por adsorcion. Los resultados revelan que la
actividad enzimatica se ve afectada por el método utilizado, siendo la encapsulacion el método

optimo.”!
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