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Resumen y Abstract IX

Resumen

DISENO Y DESARROLLO DE UN SISTEMA MICROPARTICULAR LIPOPOLIMERICO
PARA LA ADMINISTRACION DE UN PEPTIDO SINTETICO DE NATURALEZA
HIDROFILICA

En los dltimos afios se ha despertado un gran interés por los sistemas para la entrega de
farmacos (SEF) mediante liberacion controlada, debido a que permiten superar ciertas
limitaciones de algunos ingredientes farmacéuticos activos (IFAs). Entre estos IFAs, se
destacan los péptidos que, a pesar de ser degradados rapidamente, son moléculas
esenciales en la vida debido a la posibilidad que tienen de cumplir multiples funciones en
el organismo, lo que ha permitido que sean considerados como IFA de eleccion para tratar

numerosas enfermedades.

Se ha reportado que los SEF particulados son capaces de proteger a moléculas labiles
como los péptidos de agentes externos como las enzimas, haciendo que se prolongue su
tiempo de vida media y por tanto mejorando su actividad. Teniendo en cuenta esto se han
disefiado diferentes SEF, entre ellos los liposomas, las particulas poliméricas y las
particulas sélidas lipidicas, siendo estos sistemas los que han mostrado de manera
general los mejores resultados como transportadores de IFAs. Producto de estas
investigaciones, se ha mostrado un gran interés en desarrollar un SEF que permita reunir
las ventajas de las particulas poliméricas y las particulas sélidas lipidicas, planteandose

de esta forma el disefio y desarrollo de los sistemas hibridos lipopoliméricos.

Con el propdsito de contribuir en el campo de la investigacion de SEF, en el marco de este
trabajo se planteé el desarrollo una metodologia para la obtencion de tres sistemas
particulados: microparticulas poliméricas, particulas sélidas lipidicas y microparticulas
lipopoliméricas, empleando como material polimérico PLGA 50:50 (Viscosidad inherente:
0,8dL/g) y como material lipidico una mezcla de mono, di y triglicéridos Ci.-C1s. Todos los
sistemas se obtuvieron vacios y cargados con un péptido sintético modelo de naturaleza

hidrofilica, mediante la metodologia de doble emulsion — evaporacién del solvente.



Todos los sistemas fueron caracterizados en cuanto a morfologia, tamafio, potencial Z,
eficiencia de encapsulacion y perfil de liberacion del péptido. Como resultado, se logro
obtener particulas en su mayoria esféricas de tamafio micrométrico para los sistemas
poliméricos (3,08-5,60 um) y lipopoliméricos (3,22-3,93 um), de tamafio nanométrico para
el sistema sdlido lipidico (135,8-162,9 nm) y con un potencial Z entre -18,5mV y -24,5mV
para las microparticulas poliméricas, -15,5mV y -29,9mV para las particulas sélidas
lipidicas, -20,0mV y -26,1mV para las microparticulas lipopoliméricas. En cuanto a la
eficiencia de encapsulacion se determiné que el mejor sistema fue el de las microparticulas
poliméricas con una E.E. promedio del 57,42% seguido de las microparticulas
lipopoliméricas cuya E.E. promedio fue de 43,15% Yy las particulas sélidas lipidicas con
una E.E. promedio del 40,40%. En referencia al perfil de liberacién, se observé que las
microparticulas lipopoliméricas tienden a mostrar un comportamiento intermedio entre los

observados en las microparticulas poliméricas y en las particulas lipidicas.

En conclusién, en este trabajo se desarrolld6 una metodologia para la obtencion y
caracterizacién de un sistema microparticular lipopolimérico que permite la encapsulacion
de un péptido sintético modelo de naturaleza hidrofilica con caracteristicas tanto de
microparticulas poliméricas (Tamafio y morfologia) como de particulas sélidas lipidicas

(E.E. y perfil de liberacion).

Palabras clave: Sistemas particulados, polimero, lipido, péptido sintético, doble emulsion,

evaporacion del solvente, hibridos, lipopoliméricos
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Abstract

DESIGN AND DEVELOPMENT OF A LIPOPOLYMERIC MICROPARTICULAR SYSTEM
FOR THE ADMINISTRATION OD A SYNTHETIC PEPTIDE OF HYDROPHILIC NATURE
In recent years, controlled release drug delivery systems (DDS) have had great interest
due they make possible to overcome certain limitations of some active pharmaceutical
ingredients (APIs), between these APIs stand out peptides that despite of fast degradation,
are essential molecules in life due to the possibility to accomplish multiple functions in the
body, this has allowed to be considerate as choice API to treat numerous diseases.

Particulate DDS have been shown to be able to protect labile molecules such as peptides
from external agents such as enzymes, prolonging their half-life and therefore improving
their activity. Bearing this in mind, different DDS have been designed, including liposomes,
polymeric particles, and solid lipid particles, these being the ones that in general have
shown better results as APIs carriers. As product of these research a great interest has
been shown in developing a DDS that allows to have advantages of polymeric particles
and solid lipid particles, proposing in this way the design and development of hybrid

lipopolymeric systems.

With the purpose of contribute to research field of DDS, within the framework of this work,
the development of a methodology for the obtention of three particulate systems: Polymeric
microparticles, solid lipid particles and lipopolymeric particles was proposed, using as
polymeric material PLGA 50:50 (Inherent Viscosity 0,8 dL/g) and as lipidic material a
mixture of mono, di and triglycerides C12-Cis. All systems were obtained empty and loaded
with a model synthetic peptide of hydrophilic nature using a methodology of double

emulsion — solvent evaporation.

All systems obtained were characterized in terms of morphology, size, Z potential,
encapsulation efficiency and release profile. As result, was achieved particles mostly

spherical, of micrometrical size for polymeric systems (3,08-5,60 pum) and lipopolymeric



(3,22-3,93 pm), nanometrical size for the solid lipid system (135,8-162,9 nm), with a Z
potential between -18,5mV -and -24,5mV for the polymeric particles, -15,5mV and -29,9mV
for the solid lipid particles and -20,0mV and -26,1mV for the lipopolymeric particles.
Regarding encapsulation efficiency, it was observed that lipopolymeric particles tend to
show an intermediate behavior between the behavior observed in polymeric particles and

in lipid particles.

In conclusion, in this work a method was developed to obtain and characterize a
lipopolymeric microparticle system that allows the encapsulation of a model synthetic
peptide of a hydrophilic nature with characteristics of both polymeric particles (size and
morphology) and solid lipid particles (E.E. and release profile).

Keywords: Particulate systems, polymer, lipid, synthetic peptide, double emulsion, solvent

evaporation, hybrids, lipopolymerics.
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disulfuro poli B-amino-ésteres)

Buffer Fosfato Salino
Fosfatidil colina
Policaprolactona

1,2-dioleil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-
(carboxifluoresceina)

Polietilenglicol

Polietilenimina

Poliacido glicdlico

Poligliceril-6-diestearato

Particulas de una solucién de gas saturada
Poliacido lactico/acido polilactico

Acido poli(lactico-co-glicélico)

Alcohol polivinilico/Polivinil alcohol
Sistema reticuloendotelial

Expansion rapida de solucion supercritica
Tripéptido Arginina-Glicina-Acido aspartico
Estafilococos aureus resistente a meticilina
Sistema de entrega de farmacos
Microscopia electronica de barrido

Acido ribonucleico de interferencia pequefio
Sistemas de liberacién controlada
Nanoparticulas sélidas lipidicas

Fosfatidil colina de soya

Sintesis de péptidos en fase solida
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Tg Temperatura de transicion vitrea
VIH Virus de inmunodeficiencia humana
18:0 Diestearoil-sn-glicero-3-fosfoetanolamina-N-

PEG2000 [metoxi(polietilenglicol)-2000]






Introduccion

Los péptidos son moléculas que corresponden a cadenas cortas de aminoacidos, unidos
mediante enlaces peptidicos y muchos de ellos se encuentran de manera natural en el
cuerpo humano(1). Estas moléculas se encargan de regular gran variedad de los procesos
fisiolégicos, actuando como sefializadores endocrinos o paracrinos y en otros casos como
neurotransmisores o factores de crecimiento(1,2). De otra parte, a estas moléculas se les
ha atribuido actividad biolégica como antibacterianos, antifingicos, antivirales,
antitumorales e incluso para el desarrollo de vacunas y métodos diagndstico, entre otros
(2). Con el propd6sito de seguir fortaleciendo este campo de la investigacion, se ha recurrido
a la sintesis organica para la obtencion y estudio de estas moléculas (3). Esta metodologia
existe desde hace varios afios y en un avance continuo, de tal forma que actualmente se
dispone de dos métodos principalmente: la sintesis en solucién (1920) y SPPS - sintesis
de péptidos en fase sdlida (1963)(2). La SPPS se basa en la utilizaciéon de un soporte sélido
para anclar el primer aminoacido mediante un enlace covalente. A partir de este
aminoacido, se van uniendo uno a uno los demas aminoacidos mediante enlaces
peptidicos hasta concluir la secuencia deseada y posteriormente el péptido es removido
del soporte sélido(4). Mediante este método se simplificé el proceso de purificacion durante
la sintesis, se incremento el rendimiento y por tanto se redujo el tiempo requerido para la
obtencion de los péptidos (3). Con base en esto, se puede decir que la sintesis quimica
(solucién y SPPS), se presenta como una muy buena alternativa para la produccién a gran
escala de péptidos en el rango de 5-50 residuos de aminoéacidos, con una diversidad

guimica mucho mas amplia que cuando se utiliza tecnologias recombinantes (5).



Los péptidos sintéticos pueden presentar algunas limitaciones como baja biodisponibilidad
oral, restringida biodistribucion por su hidrofilicidad/hidrofobocidad, baja estabilidad
guimica y metabdlica (facilmente degradados por proteasas y rapida depuracion de la
circulacion sistémica)(4). Sin embargo, estas moléculas presentan ventajas como una alta
especificidad, efectividad y a diferencia de los IFA convencionales, son moléculas
relativamente seguras, bien toleradas, y generalmente son menos inmunogénicas que los
productos recombinantes (3,4). Estas caracteristicas hacen que los péptidos sintéticos
sean considerados como IFAs para tratamiento de enfermedades como céancer,
desordenes por deficiencia de enzimas, desordenes por disfuncion proteica, enfermedades
genéticas, degenerativas e infecciosas. Actualmente hay aproximadamente 60
medicamentos basados en péptidos aprobados por la FDA, cerca de 140 en ensayos
clinicos y aproximadamente 500 en desarrollos pre-clinicos. Por tanto, estas moléculas se
han convertido en una buena alternativa como IFA para el desarrollo de novedosos

medicamentos en el tratamiento de diversas patologias (2).

En el campo farmacéutico, en los ultimos afios se ha trabajado en estrategias novedosas
e innovadoras que permitan superar las desventajas de los péptidos como IFA, con el fin
de mejorar la selectividad y efectividad de terapias ya existentes o desarrollar nuevas
terapias para el tratamiento de diversas patologias tales como cancer, enfermedades
cardiovasculares, diabetes, infecciones, entre otras. Una de estas aproximaciones son los
sistemas particulados de tamafio nano y micro, que han sido propuestos para la
administracién segura y controlada de péptidos sintéticos (7). Numerosos estudios han
mostrado que los sistemas micro y nano particulados protegen a los péptidos de
degradacién enzimatica, prolongando su tiempo de vida y por tanto mejorando su actividad

y reduciendo la frecuencia de dosificacion (6).

Estos sistemas han mostrado muchas ventajas en comparacion con los vehiculos de
entrega convencionales, entre las que es posible destacar: mejorar la biodisponibilidad de
IFA, aumentar el tiempo de vida media en la circulacién sistémica, liberar el IFA
controladamente y reducir los intervalos de administracion, administrar IFA en un sitio
especifico y asi reducir los efectos indeseados, administrar dos o mas IFA

simultdneamente para generar efectos sinérgicos, entre otros(8).

A partir de esta estrategia se han disefiado diferentes sistemas de entrega y algunos de

estos han alcanzado la aprobacién, mientras que otros aun se encuentran en ensayos



preclinicos y clinicos (9,10). Los sistemas de entrega que han mostrado de manera
general, los mejores resultados como nano/micro transportadores para la entrega de IFA
son los liposomas, las particulas poliméricas biodegradables y las particulas sélidas
lipidicas (11).

Los liposomas son vesiculas lipidicas de tamafio nanoparticular con una membrana cuya
estructura es de bicapa conformada de moléculas anfifilicas, normalmente fosfolipidos
(12). Las nano/micro particulas poliméricas biodegradables han sido efectivas como
vehiculos de entrega de IFA de caracter hidrofébico e hidrofilico, con mayor capacidad de
carga que los liposomas (13). Las nano/microparticulas solidas lipidicas estan compuestas
por lipidos biodegradables. Estas particulas poseen ventajas de diferentes transportadores
ya existentes y mejoran algunos inconvenientes asociados, como la estabilidad fisica, la
proteccion ante la degradacién de los IFA incorporados, la liberacion controlada y la
tolerabilidad (11,13).

Recientemente se han iniciado trabajos para combinar los atributos de los liposomas, de
las particulas sdlidas lipidicas y de las particulas poliméricas en un Unico sistema de
entrega denominado nano/micro particulas hibridas lipopoliméricas (16,17).

Las particulas hibridas lipopoliméricas han mostrado ventajas respecto a la utilizacion de
los liposomas, particulas sélidas lipidicas y nano/micro particulas poliméricas de manera
individual (13). EI componente polimérico tiene un rol doble (protector frente al ataque
enzimético y mejorador de la permeabilidad de los IFA a través de membranas epiteliales),
el componente lipidico otorga lipofilicidad al sistema, mejorando la interaccion con
membranas biolégicas (18), por tanto pueden ser una gran promesa como vehiculo de
entrega para varias aplicaciones médicas. Estos sistemas se pueden obtener mediante
diferentes metodologias, cuya utilizacion depende del tipo de sistema a desarrollar, de las
propiedades fisicoquimicas de los materiales que se van a utilizar con este propdsito y del
IFA (13).

Teniendo en cuenta lo anterior, el presente estudio plantea como propdsito el disefio,
desarrollo y la caracterizacibn de un novedoso sistema hibrido lipopolimérico
microparticulado basado en materiales biodegradables, que permita la liberacién
controlada de un inmundgeno basado en péptidos sintéticos de naturaleza hidrofilica. De
otro lado se busca que el sistema desarrollado permita simplificar el esquema de

administracion, es decir, en una sola administracion hacer la entrega de por lo menos dos



dosis (vacuna) en un régimen de 0-30 dias. En cuanto a las particulas se busca que tengan
un tamafo de particula menor o igual a 10 um y un potencial electrocinético (potencial Z)
negativo, caracteristicas que deben presentar las particulas para que sean favorablemente
captadas y procesadas por células inmunocompetentes. Adicionalmente, con el desarrollo
de esta propuesta, se pretende realizar un aporte en el area de la investigacion y desarrollo

de novedosos medicamentos para el tratamiento de diversas patologias.



Objetivos

Objetivo general

Desarrollar un sistema microparticular lipopolimérico para la microencapsulacion de un

péptido sintético modelo de naturaleza hidrofilica.

Objetivos especificos

Desarrollar e implementar la metodologia para la obtencién de sistemas microparticulares

poliméricos, lipidicos e hibridos lipopoliméricos.

Realizar el proceso de microencapsulacién de un péptido sintético modelo de naturaleza

hidrofilica en cada uno de los sistemas desarrollados.

Caracterizar desde el punto de vista farmacotecnico los sistemas microparticulares

desarrollados.



1. Aspectos tedricos

1.1 Sistemas de entrega para la liberaciéon controlada de
IFAS

Para que un IFA cumpla su actividad biol6gica debe ser administrado efectivamente, por
esto es necesario disefiar un sistema de entrega apropiado. Esto hace referencia a la
diversidad de tecnologias empleadas para el desarrollo de sistemas para la entrega del
IFA en el blanco deseado, en donde se dard su liberacion y efecto biol6gico. Teniendo en
cuenta lo anterior, un SEF, se define como “Una formulacion o un dispositivo que permite
la introduccién de un IFA en el organismo, mejorando su eficacia y seguridad mediante el
control de la velocidad, el tiempo y el lugar de liberacion en el cuerpo”(8). El control de la
liberacion del IFA mediante la utilizacion de un SEF se constituye en una ciencia donde
convergen diferentes disciplinas como Ciencias Farmacéuticas, Médicas e Ingenierias,
entre otras. Por tanto, el desarrollo de SEF altamente controlables, que permitan la
liberaciéon de una cantidad apropiada de IFA en un blanco especifico y en el momento
exacto, se ha convertido en un campo de investigacién importante, dado que se deben
tener en cuenta propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas del IFA y del sistema, el
perfil de liberacién deseado o el sitio de accién que se quiere alcanzar (8). Los SEF
controlados han sido usados con el fin de optimizar la utilizacion del IFA y al igual que los
sistemas convencionales, cuentan con ventajas y desventajas, como las que se reportan

en la tabla 1-1.



Aspectos tedricos

Tabla 1-1: Ventajas y desventajas de los SEF desarrollados para el control de liberacion de un

IFA(19)

Ventajas

Desventajas

Administracién controlada de un IFA a
una velocidad de liberacién deseable.
Mantener concentraciones en un
rango terapéutico durante tiempos
determinados.

Maximizar la relacion dosis-eficacia.
Disminuir la acumulacién del IFA en el
organismo.

Disminuir efectos secundarios.
Proteccion del IFA del ambiente
biolégico, previniendo su degradacion.
Minimizar la cantidad de dosis a
administrar.

Riesgo de acumulacion del IFA
(farmacos de eliminacion lenta).

Tecnologia de alto costo
(materiales), baja
reproducibilidad lote a lote.

Proceso de escalamiento.

Un SEF controlado no debe ser altamente sensible a los factores fisioldgicos, debe permitir

incorporar varios IFA y dosis, tener la habilidad de incrementar o mantener la estabilidad

fisica y quimica del IFA y finalmente, debe asegurar la maxima eficiencia y seguridad (8).

De otra parte, el desarrollo que se ha tenido en los Ultimos afios en la ciencia de materiales

ha permitido disponer de una gran diversidad de ellos para la obtencién de SEF micro o

nano estructurados, con el propésito de definir claramente el comportamiento de estos

sistemas in vivo. En la tabla 1-2 se encuentran descritos algunos de los sistemas de

entrega desarrollados y actualmente utilizados con mayor frecuencia en diferentes
estudios (20,21).



Tabla 1-2: Descripcién de SEF para control de liberacion de IFAs.

Sistema Naturaleza Representacion grafica Caracteristicas Ref.

Estructura cubierta-ndcleo

Micro-nano esferas (matriz monolitica)/micro-nano
capsulas(reservorio)

Polimérica . L.
Forma regular o irregular (Esférica, tubular u
ovalada)
| IFA encapsulado ‘ Tamafio: nanométrico 1 - 1000 nm, micrométrico 1
- 100 ym
Micro/Nano capsula _ o 4,17,18
Sustancia encapsulada: Solida, liquida o gases.
Sistemas | Matriz polimérica |

Aplicaciones en industria farmacéutica, agricultura,
alimentaria, textil y productos del hogar.

micro/nano
particulares
Industria Farmacéutica: control de liberacién de
IFA, propiedades organolépticas, mejorar
estabilidad, etc.

| IFA disperso

Micro/Nano esfera
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Tabla 1-2. (Continuacion)

Sistema Naturaleza

Representacién grafica

Caracteristicas

Ref.

Sistemas
micro/nano
particulares

Liposomas

‘ IFA encapsulado |

@® Fanidrofilico
@ rahidrofébico

Vesiculas esféricas provistas de una membrana
compuesta por una bicapa de fosfolipidos.

Estructura: nucleo hidrofilico rodeado de una o mas
bicapas de fosfolipidos de naturaleza
hidrofilica/hidrofébica. Sistema reservorio o
vesicular.

Tamafio: 0,02-10 uym
Configuraciones de esferas y cilindros

Primer sistema de entrega aprobado para uso
clinico.

Aplicaciones en control y liberacién de IFA.
Administracion por diferentes vias.

Proteger el IFA atrapado del ambiente externo
Modificar la biodistribucion del IFA

Dirigir la entrega mediante la modificacion de la
bicapa

Absorcion de manera selectiva por tejidos ricos en
células reticulo endoteliales

18




Tabla 1-2. (Continuacion)

Sistema Naturaleza Representacién grafica

Caracteristicas

Ref.

IFA disperso
o®eo
® ..
1.;“' O [ _
0q®

Nanoparticulas !
, selidas lipidicas Lipido sdlido
Sistemas (SLN) y SLN
m|cro/ nano Transportadores ]
particulares lipidicos IFA disperso
nanoestructurados
(NLC)

Lipido liquido Lipido sdlido

NLC

Dispersiones acuosas coloidales
Tamafio: 50-1000nm

Las SLN estan compuestas de lipidos
sélidos a temperatura ambiente de
naturaleza biodegradable.

Los NLC son una combinacién de lipidos
sélidos y liquidos para dar lugar a una
estructura interna menos organizada,
mejorando la capacidad de carga y evitando
que el IFA sea expulsado de la matriz
lipidica.

El IFA puede estar incorporado en la
superficie de la particula o en el nicleo.

Combina ventajas de liposomas y
emulsiones. Controla de liberacién y mejora
biodisponibilidad del IFA.

Alta estabilidad fisica y proteccion de IFA.
Administracion por diferentes vias.
Tratamiento de enfermedades del sistema
nervioso, por su capacidad de atravesar
barrera hematoencefélica, cancer,
tuberculosis, entre otras.

11,20,21,21,22




Tabla 1-2. (Continuacion)

Sistema

Naturaleza

Representacidn gréfica

Caracteristicas

Ref.

Sistemas
moleculares

Ciclodextrinas

pcoD

Oligosacéridos macrociclicos unidos por
enlaces a-1,4 glicosidicos.

Estructura anular, formacién de complejos
de inclusién: encapsulacién a nivel
molecular, Interior hidrofébico, exterior
hidrofilico.

Encapsular diferentes tipos de IFA,
principalmente IFA de naturaleza
hidrofébica en su parte interna.

Aplicaciones en terapia tumoral,
diagnéstico de enfermedades.

Usado para enmascarar olores y sabores,
como agente solubilizante en agua del IFA
y como modificador de su entrega.

Mejora de biodisponibilidad, aumentar el
tiempo de circulacién, buena capacidad de
carga, terapia dirigida, mejora
biocompatibilidad, mejora estabilidad del
IFA, disminuye la toxicidad

Puede causar nefrotoxicidad

Puede inducir hemélisis

18




Tabla 1-2. (Continuacion)

Sistema

Naturaleza

Representacidn gréfica

Caracteristicas Ref.

Sistemas
moleculares

Dendrimeros

Punto de
ramificacién

Y

\x
L
\ N\

\
\

Grupo terminal

Son moléculas simétricas radialmente, de
tamafio nano, con una estructura bien
definida, homogénea y monodispersa,
consiste en estructuras hiper ramificadas.
Dependiendo de la naturaleza de los
grupos funcionales de las ramas, a medida
gque aumentan las generaciones se puede
modificar la forma, el tamafio y la
flexibilidad de la molécula. Las estructuras
dendriméricas tienden a adoptar formas

globulares.
22

Los grupos terminal en la superficie pueden
ser funcionalizados, con el fin de modificar
las propiedades fisicoquimicas y biolégicas.
Estas estructuras tienen variedad de
aplicaciones en el campo biomédico, en
terapias antineoplasicas (liberacion
controlada y dirigida), los conjugados
dendrimeros-IFA, muestran una mejora en
la solubilidad, reduccion de toxicidad
sistémica y acumulacién selectiva en
tumores solidos.




Tabla 1-2. (Continuacion)

Sistema

Naturaleza

Representacidn gréfica

Caracteristicas

Ref.

Sistemas
moleculares

Micelas
poliméricas

IFA hidrofilico

IFA hidrofébico

Nanoestructuras autoensambladas

formadas a partir de polimeros anfifilicos.

Su orientacion depende del medio de
dispersion.

Su estructura consta de un reservorio
formado por cadenas de polimeros
anfifilicos, si el medio es acuoso, las
cadenas de polimero hidrofébicas se
ubicaran al interior de la micela y las
cadenas hidrofilicas hacia el medio de

dispersion, las micelas se invertiran en un

medio de dispersién organico.
Tamafio: 10-100nm

Baja polidispersidad

Inhibicién de la degradacion del IFA

Aumento del tiempo de circulacién en
sangre

Entrega dirigida de IFA




1.2 Técnicas usadas parala obtencion de SEF para
liberacion controlada

La mayoria de los sistemas para la liberacion controlada de IFA pueden ser obtenidos
mediante técnicas de encapsulacion. La microencapsulacién es descrita como un proceso
en el que se atrapan sustancias (solidas, liquidas o gases) en estructuras de tamafio
micrométrico, mediante la generacion de una cubierta de naturaleza inerte, la cual aisla 'y
protege la sustancia encapsulada del ambiente externo. El proceso de microencapsulacion
tiene como proposito: proteger las sustancias del ambiente externo, mejorar propiedades
organolépticas, controlar la liberacion del IFA, obtener un sistema vectorizado, minimizar

efectos adversos y toxicos (27).

Los sistemas de liberacion controlada (SLC) consisten en una estructura generalmente
conformada por dos partes, un nucleo y una cubierta. Dependiendo las caracteristicas que
se deseen del sistema, se seleccionan los materiales y se considera que en la mayoria de
los casos el IFA se encuentra disperso en el nacleo. Existen diferentes técnicas para
obtener estos sistemas, pero de manera general se clasifican en métodos quimicos y
métodos fisicos como se describe en la figura 1-1. La eleccion del método a utilizar

depende principalmente de la naturaleza del activo y del tamafio de particula deseado
(21,27).

Polimerizacion
interfacial

Métodos
Quimicos

) Coacervacion
Métodos para
Polimerizacion obtener SLC S
in situ Expansion rapida de

fluidos supercriticos

Secadoy

Métodos Fisicos congelamiento por
aspersion

Lecho fluidizado

Evaporacién del
solvente

Figura 1-1: Clasificacion de los métodos para la obtencién de SEF para liberacién controlada.
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1.2.1 Métodos quimicos

Polimerizacidn entre las fases: En esta técnica se parte de dos fases inmiscibles
entre si, cada una de las fases contiene monomeros reactivos
(hidrofdbicos/hidrofilicos). Estas fases dan lugar a una emulsién generando una
interfaz que puede estar estabilizada por un tensioactivo. Como se observa en la
figura 1-2, cuando las dos fases entran en contacto se da inicio a una polimerizacion
rapida en la interfaz dando lugar a un producto insoluble en el medio de dispersién
formando la cubierta (27-29). Dependiendo de la naturaleza de los mondmeros
utilizados, se requerira la adicion de iniciadores o catalizadores que inicien la
reaccion de polimerizacion. Cabe resaltar que puede haber variantes dependiendo
del tipo de molécula a encapsular y su naturaleza, donde sera necesario establecer
una emulsién simple o una emulsién doble dependiendo el caso. El producto

obtenido mediante esta metodologia corresponde a la estructura de una capsula.

< O = v D <= e e

Formacion de la o0
L]

0g® 0 emulsién
®
® 00 o
20 9 o ==
EW. . Homogenizacion
e e @
e O

: = Emulsion (O/W) Endurecimiento
de la cubierta y

@@ Mondmeres multifuncicnales formacion de las

reactivos microparticulas

F.O.

Polimerizacion O 00
=000

Figura 1-2: Representacion esquematica del proceso de polimerizacién interfacial para
obtener SEF, en morado y verde se esquematizan los monémeros multifuncionales
reactivos

Polimerizacién in situ: Al igual que en la polimerizacion entre las fases, en este
caso la formacion de la cubierta ocurre por la polimerizacién de los monémeros
incluidos como material de partida. Como se observa en la figura 1-3 la
polimerizacién ocurre exclusivamente en la fase continua y sobre la superficie de
las gotas de la fase dispersa. Inicialmente se forma un polimero de bajo peso
molecular y va creciendo en tamafio, para luego depositarse sobre la superficie de
la fase interna o en la interfase del sistema. El producto de esta reaccion es
insoluble en el medio de dispersién, por tanto, se genera la cubierta de una

estructura que corresponde a una capsula (30). Al igual que en la polimerizacion



16 Disefio y desarrollo de un sistema microparticular lipopolimérico para la

administracion de un péptido sintético modelo de naturaleza hidrofilica

entre fases, la metodologia puede estar sujeta a modificaciones dependiendo de la
naturaleza del material a encapsular, donde serd necesario el uso de emulsiones

simples o dobles

7

L ]
Formacidn de la ® .. e
amulsion [ ] o0 Endurecimiento
o o0 # de la cubierta
.. 3 L
. . . . Homogenizacidn .‘ . .

F.W. o o

:: Emu|_5i_én (o/w) Organizacién de

Inicio de la las cadenas de
polimerc en la
superficie de las

gotas

F.O.

polimerizacion
@ Mondmeros

Figura 1-3: Representacion esquematica del proceso de polimerizacién in situ para
obtener SEF

1.2.2 Métodos Fisicos

= Coacervacion: Este método es definido como un proceso de desolvatacion parcial
de una solucién polimérica homogénea para convertirse en una fase rica en
polimero (coacervado) y en una fase pobre en polimero (medio de coacervacion).
La coacervacion se report6 como el primer proceso adaptado a la escala de
produccion industrial para la obtencién de microcdpsulas. Actualmente existen dos
aproximaciones experimentales para el desarrollo de esta técnica, el método simple
y el método complejo, en donde la formacién de la microcapsula es igual en ambos
casos, lo que varia es la manera en la que se induce la separacion de las fases. En
la coacervacion simple se adiciona un agente de desolvatacién para separar las
fases, mientras que en la coacervacion compleja se realiza una complejacion entre
dos polimeros de carga opuesta. La coacervacion se debe realizar en tres pasos

basicos como se muestra en la figura 1-4 (31):
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Formacion ) Material de
del Homogenizacion L] —
ela recubrimiento
emulsion

Dispersion del material a Formacion de tres Adsorcidn del material de Endurecimiento del
encapsular en una solucién fases inmiscibles por recubrimiento sobre el recubrimiento
del material de recubrimiento la insolubilizacién del material del nicleo
material de

recubrimiento

Figura 1-4: Representacién esquematica del proceso de coacervacion.

» Expansién rapida de fluidos supercriticos: Los fluidos supercriticos son gases
altamente comprimidos que poseen grandes ventajas tanto del estado liquido como
del estado gaseoso. El fluido supercritico mas ampliamente usado es el diéxido de
carbono (CO;), seguido de los alcanos y el 6xido nitroso. ElI material de
recubrimiento y el IFA se encuentran disueltos en el fluido supercritico, a
condiciones de alta presion luego, la disolucién es liberada a presion atmosférica a
través de un pequefio agujero, este cambio en la presion causa la desolvatacion
del material de recubrimiento el cual se encuentra disperso con el IFA y forma una
capa de recubrimiento dando lugar a las particulas (Figura 1-5). Esta metodologia
tiene variantes, estas son, expansion rapida de solucién supercritica (RESS), gas

anti solvente (GAS) y particulas de una solucién de gas saturada (PGSS) (32).
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Figura 1-5: Representacion gréafica de la técnica expansion por fluidos supercriticos
RESS.

= Secado y congelamiento por aspersién: Este es un proceso comercial de bajo
costo que se usa para la encapsulacion de fragancias, aceites y sabores. El IFA
(nucleo) esta disperso en una solucién polimérica de naturaleza organica y se
asperja en una camara caliente. El material de recubrimiento (polimero) solidifica
sobre el nicleo, a medida que el solvente se evapora las microcapsulas se van
formando (Figura 1-6). El congelamiento por aspersién es una variante, que se
puede realizar de manera similar, pero lo que se asperja es el material de
recubrimiento fundido, en el que el material del nlcleo esta disperso. En este caso
la mezcla fundida se asperja en una corriente de aire frio, dando lugar a las
particulas (27,32).
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Figura 1-6: Representacion esquematica de la técnica secado por aspersion.

= Lecho fluidizado: Esta técnica consiste en que el recubrimiento liquido es
asperjado sobre las particulas y la rapida evaporacién del solvente ayuda a la

formacion de una capa externa sobre las particulas (Figura 1-7) (33).

8 &8s
| & 8 ® Solucién de

_ 8 recubrimiento
%,

Material a
recubrir

Aire Caliente

Figura 1-7: Representacion esquematica de la técnica lecho fluidizado.

= Evaporacion del solvente: En este método se parte de dos fases inmiscibles entre
si, una de ellas comprende el ntcleo (material de recubrimiento) y la otra en la que

el material de recubrimiento es insoluble (fase externa). En primer lugar, el material
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de recubrimiento se disuelve en un solvente organico volatil que debe ser inmiscible
en la fase externa. El material a ser encapsulado dependiendo de la naturaleza
puede estar disuelto o disperso en la solucion del material de recubrimiento, o en
la fase acuosa. El material de recubrimiento disperso o disuelto en un solvente
organico se adiciona sobre la sustancia que actlla como fase externa y se mezcla
hasta formar una emulsion. Posteriormente la emulsién se mantiene en agitacion y
puede ser calentada para dar lugar a la evaporacion del solvente organico,
haciendo que el material de recubrimiento se insolubilice dando lugar a la particula
gue tiene encapsulada la sustancia de interés. Existen diferentes variables de este
método donde se pueden usar emulsiones dobles o sencillas, sin embargo, el

fundamento es el mismo (34).
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8 & 8
Formacion de
F.W. qb las
Homegenizacion . -
microparticulas
Q Material de Evaporacion del
recubrimiento solvente

Figura 1-8: Representacion esquemética del método de evaporacion del solvente.
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1.3 SEF hibridos lipopoliméricos para liberacion
controlada

Los sistemas hibridos lipopoliméricos son la combinacién de dos sistemas de entrega, las
particulas poliméricas y las particulas sélidas lipidicas o los liposomas, estos han sido
desarrollados para aprovechar las ventajas de los dos sistemas en uno solo y ademas
compensar las limitaciones de ambos, ya que se ha encontrado que tiene mayor integridad
estructural, buena estabilidad durante el almacenamiento y capacidad de controlar la
liberacion (35). El término hibrido es usado porque posee las caracteristicas de ambas
particulas (poliméricas y lipidicas). En algunos sistemas el polimero es el encargado de
controlar la liberacion del IFA y el lipido tiene la funcién de incrementar tanto la eficiencia
de encapsulacion como su permeacién debido a su alta biocompatibilidad, aumentar
también la biodisponibilidad y proteger al sistema particulado para la retencion del IFA, la
permeacién del agua e incluso del metabolismo de primer paso. Estos sistemas tienen el
potencial de mejorar la estabilidad fisica y la biocompatibilidad, por otro lado tienen mayor
capacidad para la entrega celular in vivo que las particulas poliméricas, los liposomas y las
particulas sélidas lipidicas (35). Este tipo de particulas principalmente esta formado por
tres componentes: 1. Un nudcleo polimérico de naturaleza apolar donde se pueden
incorporar IFA con baja solubilidad en agua. 2. Una capa lipidica alrededor o disperso en
el nicleo que actda como una cubierta altamente biocompatible y permite promover la
retencion del IFA en el nlcleo, ademas evita la degradacion del polimero pues no permite
gue el agua entre con facilidad al ntcleo y 3. Un polimero hidrofilico alrededor de la cubierta
lipidica que ayuda a la estabilizacion de la particula aumentando su tiempo de circulacion
en el organismo. La interaccion entre el nacleo polimérico y la cubierta lipidica esta dada
por interacciones débiles tipo Van der Waals, interacciones electrostaticas u otras
interacciones no covalentes, en cambio la interaccion entre la cubierta lipidica y el
componente polimérico externo si estad dada por enlaces covalentes. Por tanto se habla de
un sistema robusto para aplicaciones como sistema de entrega de material genético,

vacunas y agentes de diagnostico (13,36).

Actualmente se han desarrollado diferentes tipos de particulas poliméricas/lipidicas que se
han realizado bajo el mismo fundamento inicial, lo que varia son los recubrimientos con el
fin de lograr encapsular IFAs de diferente naturaleza o intentar mejorar la biodisponibilidad
y el tiempo de residencia en el organismo. Entre estos tipos de sistemas podemos

encontrar las siguientes variantes(35):
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» Particulas de nucleo polimérico y cubierta lipidica

» Particulas poliméricas tipo reservorio y cubierta lipidica-polimérica-lipidica
» Particulas poliméricas con cubierta de bicapa lipidica

= Particulas mixtas lipopoliméricas

» Particulas lipidicas recubiertas con polimero

Para el desarrollo de estos sistemas, un disefio racional y la eleccién apropiada de los
lipidos y los polimeros, permite optimizar las propiedades fisicoquimicas de las particulas
hibridas con el fin de superar retos en la entrega de IFA asociados con las particulas
lipidicas y poliméricas, entre ellos mejorar la estabilidad y controlar las caracteristicas de
liberacion (37).

1.4 Métodos usados para la preparacion de SEF hibridos
para liberacion controlada

La obtencion de estos sistemas puede llevarse a cabo mediante dos aproximaciones, estas
consisten en, un proceso de dos pasos en el gue el ntcleo de polimero y el recubrimiento
de lipido se producen en diferentes reactores, y luego de obtenerlos se relinen para la
obtencion del sistema hibrido y un proceso de un solo paso, en el cual el sistema se
prepara en un solo reactor mediante nano/micro precipitacién haciendo uso de un método

de autoensamblaje (13).

1.4.1 Método de dos pasos

Este método fue el mas empleado en el desarrollo inicial de las particulas hibridas, a
diferencia del método de un paso, se parte de particulas poliméricas preformadas que
luego se mezclan con el material lipidico, en el que al reconstituir el lipido con una
suspension que contenga las particulas poliméricas, el lipido se autoensambla sobre las
particulas poliméricas mediante interacciones débiles no covalentes, por tanto, esta
aproximacion es usada para preparar particulas hibridas con una bicapa o multicapa
lipidica (Figura 1-9). Las particulas poliméricas se pueden preparar mediante el método de
evaporacion del solvente, nano/micro precipitacién u homogenizacion de alta presién. En
cuanto al material lipidico, el lipido se disuelve en un solvente organico seguido de la
evaporacion en un rotaevaporador, dando lugar a una pelicula lipidica delgada, que

posteriormente sera hidratada como se mencioné anteriormente. Si la sustancia que se va
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a cargar es miscible o soluble con el polimero en un solvente orgénico o si est4 conjugada
covalentemente a la cadena polimérica, se puede usar un método de emulsion simple, en
cambio si la sustancia que se va a cargar es de naturaleza hidrofilica ser4 necesario

realizar una doble emulsion (w/o/w) (13,36,38).
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Figura 1-9 :Representacion esquematica del método de dos pasos para la obtencién de
SEF hibridos para liberacion controlada.

1.4.2 Método de un paso

Este método fue desarrollado con el fin de tener un proceso mas eficiente en términos de
tiempo y energia, y funciona como alternativa al método de dos pasos. Como se observa
en la figura 1-10, consiste en que tanto el polimero, el IFA a encapsular y el lipido se
dispersan en un solvente determinado, luego estos se autoensamblan mediante
interacciones hidrofobicas con el fin de reducir la energia libre del sistema y dan origen a
las particulas hibridas. Para el desarrollo de este sistema se hace uso del método de
nano/micro precipitacion o evaporacion del solvente, que son las técnicas que se usan

convencionalmente para el desarrollo de particulas poliméricas y lipidicas. Este
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procedimiento se puede optimizar al usar una temperatura superior a la temperatura de
transicion de fase del lipido haciendo que los lipidos se autoensamblen con mayor
facilidad. Teniendo en cuenta las caracteristicas del método la eleccion del polimero es
importante, pues para que se den las interacciones de tipo hidrofébico, este debe ser
anfifilico, como por ejemplo el PLGA (Acido poli (lactico-co-glicolico) o la PCL
(Policaprolactona). Este método ha reportado ciertas ventajas, entre ellas bajos costos de
produccion, viabilidad en el escalamiento y un comportamiento altamente controlable para
la obtencion de particulas hibridas (13,36,38).
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Figura 1-10: Representacion esquematica del método de un paso para la obtencién de SEF
hibridos para liberacién controlada.
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1.5 Farmaco modelo: Péptido sintético de naturaleza
hidrofilica

Los péptidos son macromoléculas esenciales en la vida, dado que cumplen diferentes
funciones al interior de las células, como catdlisis enzimética, transduccion de sefiales,
regulacion genética y mantenimiento de un balance entre la supervivencia celular y la
muerte celular programada, de hecho se han identificado més de 7000 péptidos que tienen
un rol crucial en la fisiologia humana (2). De acuerdo con esto y debido a su alta
especificidad y potencia, los péptidos se presentan como muy buena alternativa

terapéutica en aplicaciones biolégicas incluyendo tratamientos, vacunas y diagndstico (39).

Teniendo en cuenta lo anterior, existe un gran interés en diferentes tipos de péptidos
debido a sus potenciales beneficios en el campo de la salud, como lo son las hormonas
(insulina, péptido analogo del glucagon), enzimas (lactasa, lipasa, inhibidores de la enzima
convertidora de angiotensina), vacunas, antimicrobianos y nutracéuticos (40). Actualmente
la produccion de péptidos se ha facilitado, pues se ha aumentado el conocimiento y los
avances en biotecnologia y en sintesis quimica (41). Los IFA basados en péptidos
representan una parte significativa entre los medicamentos que son aprobados para salir
al mercado cada afio y que actualmente son usados para tratar o aliviar sintomas de
muchas enfermedades metabdlicas y oncolégicas (39). A continuacién se presenta un
listado en la Tabla 1-3, de algunos de los péptidos sintéticos que se encuentran aprobados
por la FDA (2).
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Tabla 1-3: Listado de algunos péptidos sintéticos aprobados por la FDA.

Nombre del péptido

Nombre comercial

Indicacion terapéutica

Exenatide
Nesiritide
Goserelina
Enfuvirtida
Vancomicina

Leuprolide

Oxitocina

Gramicidina

Corticotropina
Icatibant
Bivalirudina
Gramcidina D
Bacitracina

Cetrorelix

Pramlintide
Lepirudin

Daptomicina

Octeotride

Thymalfasin

Eptifibatide

Byetta
Natrecor
Zoladex

Fuzeon

Alvanco, Vancocin

Eligard, Lupron, Lucrin, Lupride

Pitocin, Syntocinon

Neosporina oftalmica, Ocu-

spore-G

Acthrel, HP Acthar Gel

Firazyr
Angiomax
Neosporina
BACIiM

Cetrotide

Symlin
Refludan

Cubicina

Sandostatina

Zadaxin

Integrilin

Diabetes tipo 2
Vasodilatador, diurético
Céancer de mama y de prostata
Tratamiento de VIH
Tratamiento de colitis

Cancer de mama y prostata,
tratamiento de endometriosis y
Alzheimer

Labor de parto

Lesiones de la piel e infecciones
del ojo

Alergias, psoriasis, eritema, etc.
Angioedema hereditario
Inhibidor directo de trombina
Antibiético
Antibidtico

Canceres sensibles a hormonas
de la préstata 'y seno

Diabetes
Anticoagulante

Infecciones sistémicas causadas
por organismos Gram +

Tumores producidos por la
hormona de crecimiento

Tratamiento de Hepatitis By C

Angina, infarto de miocardio
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Los péptidos se caracterizan por presentar una estructura que esta relacionada con su
actividad bioldgica, por tanto, cualquier alteracion en ella, ya sea durante el proceso de
produccion del medicamento, el transporte, el almacenamiento, o después de la
administracién, genera una reduccion o pérdida de su actividad. Esto pueden ser dados
por condiciones ambientales que no son convenientes para el péptido como cambios en el
pH, la fuerza idnica, la temperatura, presencia de agentes desnaturalizantes, y de actividad
enzimatica. Algunas de las ventajas y desventajas de estas moléculas a tener presente en
el momento de ser incluidas en una formulacion, se recopilan en la tabla 1-4 (39,41,42).

Por estas razones se hace necesario proteger estas moléculas para evitar su rapida y facil
degradacién. Una de las estrategias que se ha planteado con este propdsito es el
desarrollo de SEF con diferentes disefios estructurales, cada uno con sus propias ventajas
y desventajas. La eleccidon del sistema mas apropiado para la entrega de los péptidos
depende del entendimiento de los factores que impactan la retencion del péptido en el
sistema, la estabilidad y el perfil de liberacion deseado (40). En relacion con los sistemas
gue permiten la encapsulacion de péptidos, se han desarrollado principalmente
nano/microparticulas poliméricas y lipidicas, las cuales han mostrado un cierto grado de
éxito para la entrega apropiada de estas moléculas. Sin embargo, existen varios retos
relacionados con la tecnologia para el desarrollo de sistemas portadores de péptidos que
deben ser superados para obtener un sistema adecuado para la administracién de estas

moléculas (16).

Estos sistemas han demostrado versatilidad para la formulacion, propiedades de liberacion
controlada, tamafio subcelular y biocompatibilidad con tejidos y células, por tanto, parecen
ser una solucién prometedora para la administracién de péptidos, dado que ofrecen
muchas ventajas sobre las formas de administracién convencionales y es posible

administrarlos por diferentes vias de administracion(41).

Una de las promisorias actividades bioldgicas de los péptidos sintéticos es como
potenciales antigenos en el desarrollo de vacunas frente a diferentes enfermedades. (43).
SPf66 es un péptido sintético que corresponde al antigeno del primer candidato a vacuna
antimalarica, la cual evidencio la capacidad de inducir respuesta inmune celular y humoral
contra la malaria, como se reporté en varios ensayos clinicos(44). Esta molécula fue
seleccionada como modelo para el desarrollo de este trabajo, teniendo en cuenta su origen

sintético, su naturaleza altamente hidrofilica y su actividad biolégica como antigeno. Es
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necesario tener presente que el objetivo general de este trabajo es desarrollar un sistema

para la administracion controlada de un antigeno sintético.

Tabla 1-4: Ventajas y desventajas de usar péptidos como compuestos terapéuticos (45).

Ventajas

Desventajas

Varios blancos terapéuticos

Buena selectividad

Buena potencia
Buena tolerabilidad
Baja toxicidad

Baja acumulacion

Metabolitos no téxicos

Bajos costos de manufactura comparado
con las proteinas

Inestabilidad

Baja permeacion a través de membranas
biolégicas

Baja biodisponibilidad via oral
Solubilidad variable
Alto peso molecular

A menudo es necesaria administracion
invasiva

Posible inmunogenicidad

Tiempo de vida media corto




2. Estado del arte

En los ultimos afios se han desarrollado novedosos SEF, para la administracion de
péptidos que permiten superar algunas de las limitaciones que tienen estas moléculas
como IFA, baja biodisponibilidad, corto tiempo de vida media, reducida estabilidad, etc.
Garantizar la estabilidad de estas moléculas en el SEF sigue siendo uno de los retos mas
importantes (39), es por esto que el sistema debe contar con ciertos requerimientos al
momento de ser desarrollado, los cuales dependeran de la aplicacién en particular que se
desee, en cuanto a apariencia, estabilidad y funcionalidad. Para esto se deben considerar
algunos factores relacionados con el disefio del sistema, como son la seleccién y
compatibilidad entre los materiales, la estabilidad, la molécula a encapsular y la dosis (40).
Estos sistemas se han desarrollado para la administracién de péptidos por diferentes vias
empleando diferentes materiales y técnicas, en la tabla 2-1 (42,46,47) se reporta una
revision muy somera de los sistemas desarrollados para la administracién de diferentes

péptidos.

Como se menciond en el marco tedérico existen diferentes técnicas para la obtencion de
estos sistemas y ademas en los que mas se ha trabajado obteniendo resultados
promisorios, es en las particulas sélidas lipidicas y las particulas poliméricas. En la figura
2-1 (39), se reporta de manera esquematica que estos dos sistemas seguidos de los
liposomas, son los que se han desarrollado por una mayor cantidad de técnicas para
encapsular gran variedad de péptidos y algunas proteinas, lo que permite que sean
considerados como principales candidatos para la formulaciéon de un nuevo SEF que redna
las propiedades tanto de sistemas lipidicos como de los poliméricos, y pueda ofrecer un
sistema mas robusto que ademas permita superar las limitaciones que tiene cada sistema

por separado.
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Tabla 2-1: Sistemas desarrollados para la administracion de péptidos en los ultimos afios.

Péptido Sistema de entrega Viade
administracién
Insulina Microemulsion Intranasal
Insulina SLN Pulmonar
Insulina Gel basado en PLA-PEG-PLA Subcutanea
Insulina Nanovesiculas mediante iontoforésis Transdérmica

Péptido intestinal vasoactivo
Vapreotide

Péptido analogo al glucagon
(GLP-1)

Calcitonina
Calcitonina
Calcitonina
Calcitonina
Péptido humano YY

Antagonista de la hormona
luteinizante (LHRH)

PYY

Leuprolin/Leuprolide
Exendin-4
Vapreotide

SPf66 antigeno de malaria

Liposomas unilamelares
Microesferas de PEG

Péptido anclado a albumina

Péptido conjugado con PEG
Gel basado en PEG-PLGA-PEG
Microparticulas de B-ciclodextrina-PEG
Formulacion micelar
Nanotransportador poroso de silicona

Microesferas de PLGA

Microparticulas y nanoparticulas de
silicona porosa

Nanoparticulas de quitosan-tioladas
Microparticulas de PLGA
Microesferas de PLGA

Microesferas de PLGA

Inhalatoria

Intramuscular

Intravenosa

Intravenosa

Subcutanea

Pulmonar

Pulmonar

Intravenosa

Subcutanea

Subcutanea

Intranasal

Pulmonar

Intramuscular

Subcutaneo

De hecho, el desarrollo de nuevos SEF que tengan ventajas sobre los ya existentes ha

sido un tema que se ha venido trabajando en los ultimos afios. Uno de estos sistemas

son los sistemas hibridos lipopoliméricos que muestran caracteristicas de una particula

polimérica y de una particula sélida lipidica, el cual ha mostrado que tiene ventajas

superiores a los dos sistemas por separado y que se resuelven algunas de las
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limitaciones de estos. Como se menciond anteriormente, existen diferentes
metodologias para la obtencién de estos sistemas logrando buenos resultados,
encapsulando diversos IFA y empleando diferentes materiales poliméricos y lipidicos.
Todo lo anteriormente descrito y como se reporta en la tabla 9-1 anexo A, ha permitido
gue se esté presentando un incremento considerable en la investigacion relacionada
con el disefio y desarrollo SEF hibridos para la administracibn de moléculas de

diferente naturaleza (36,48).
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Figura 2-1: Sistemas de entrega de péptidos y proteinas desarrollados por diferentes técnicas.



3. Obtencion de sistemas microparticulares
poliméricos

3.1 Introduccidn

En los ultimos afos el desarrollo de SEF ha sido de vital importancia para la entrega de
péptidos y proteinas. Como se ha mencionado a lo largo del documento existen diferentes
SEF disefiados para superar las dificultades que poseen los péptidos. Entre estos sistemas
de entrega de farmacos, se encuentran las microparticulas poliméricas, estos son
transportadores cuyo origen puede ser natural, semisintético o sintético (41). Se
caracterizan por ser particulas sdélidas en las que el IFA se encuentra disuelto, atrapado,
encapsulado, adsorbido o ligado a su superficie. Estos sistemas pueden ser administrados
por diferentes vias (intravenosa, intramuscular, subcutanea, peroral, oftdlmica e incluso
transdérmica, entre otras) (39). Cabe resaltar que al igual que los demas sistemas, las
microparticulas poliméricas tienen ventajas y desventajas en referencia a los demas
sistemas, tal y como se reportan en la tabla 3-1. Adicionalmente, se considera muy
importante tener presente el tipo de polimero utilizado, es decir si se trata de un material

biodegradable o no biodegradable (49).
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Tabla 3-1: Ventajas y desventajas de las microparticulas poliméricas para la administracion de

IFAS.

Ventajas

Desventajas

Efecto terapéutico constante y prolongado

Reduccion en frecuencia de dosificacion

Proteccion del IFA de degradacion enzimatica
y fotolitica, por lo tanto, se considera una
buena opcion para la encapsulacién de
péptidos y proteinas

Entrega controlada, sostenida y dirigida del
IFA

Absorcion del IFA de manera mas
reproducible

Enmascara sabores y olores desagradables
provenientes de los IFAs

Evitan efecto del primer paso

Pueden ser inyectadas facilmente en el
organismo por su pequefio tamafio y forma
esférica.

Mejoran el tiempo de vida media y por tanto la
biodisponibilidad

Usadas para controlar velocidades de
liberacién, disminuyendo efectos secundarios
o toxicidad, y eliminando el inconveniente de
inyecciones repetidas

Alto costo de materias primas y produccion

Existen diferencias en el perfil de liberacion
entre formas farmacéuticas

Perdida de integridad de la matriz polimérica
puede llevar a toxicidad

Baja reproducibilidad

Diversa capacidad de carga de IFAs en
microparticulas para administracion parenteral

Ligeros cambios en la metodologia de
obtencién del sistema pueden afectar la
estabilidad de las particulas que se estan
formando

La administracion por via parenteral puede
causar que las microparticulas interactiien o
formen complejos con componentes de la
sangre
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Para el desarrollo del presente trabajo, se utilizo el copolimero PLGA 50:50, que como se
ha mencionado a lo largo del documento, es un material de naturaleza sintética compuesto
de unidades de acido lactico y de &cido glicélico en proporciones iguales (50). Al igual que
el poli-4cido glicélico (PGA) y el poli-acido lactico (PLA), los copolimeros PLGA, han sido
aprobados por las agencias regulatorias a nivel mundial para su uso clinico. Teniendo en
cuenta esto, se han desarrollado suturas quirirgicas absorbibles basadas en PLGA, y
estos copolimeros se han constituidos en materiales de referencia para el desarrollo de
sistemas para liberacién controlada de IFAs, especificamente microparticulas (51). Estos
materiales han sido ampliamente estudiados por sus caracteristicas especiales como
permitir al sistema la entrega controlada de IFAs incluidos los péptidos y proteinas, por su
biocompatibilidad y biodegradacién, con toxicidad sistémica minima y buena fuerza
mecanica (52). En 1986, se aprobé el primer producto basado en microparticulas
elaboradas con PLGA, Decapeptil® SR, luego de esto se aprobaron mas de 15 productos
basados en esta tecnologia. Al dia de hoy, las investigaciones en sistemas
microparticulados poliméricos, han recuperado interés y de hecho son considerados como
sistemas de entrega muy promisorios para la administracion de péptidos terapéuticos, un
campo en continuo crecimiento (1,52,53). Por otro lado, dado que las primeras patentes
de estos sistemas han expirado, las compafiias farmacéuticas han mostrado interés en el
desarrollo de novedosos productos genéricos basados en microparticulas elaboradas con
PLGA (51).

La liberacion de un IFA a partir de las microparticulas de PLGA dispersas en un medio
acuoso, se atribuye principalmente a la degradacion del copolimero producto de su
hidrolisis hasta las unidades monoméricas, los cuales pueden ser metabolizados en el
organismo mediante el ciclo de Krebs hasta diéxido de carbono y agua. El tiempo de
degradacién de las microparticulas poliméricas puede ir de meses a afios, y esto
dependera principalmente de caracteristicas propias del polimero como el peso molecular,
la composicién quimica y la cristalinidad, entre otras (50). Por ejemplo los copolimeros que
contienen una alta proporcion de acido lactico son menos hidrofilicos, por tanto, absorben
menos agua y se degradan mas lentamente que aquellos PLGA que contienen alto
porcentaje de acido glicédlico (51). De otro lado, el proceso de degradacién de las
microparticulas elaboradas con PLGA in vivo e in vitro depende de multiples factores, como

el tamafio, forma y via de administracion (50).
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Las microparticulas elaboradas con PLGA han sido usadas en clinica desde hace 30 afios,
mostrando buenos resultados. En los ultimos afios se han aprobado productos para su
comercializacién tales como pasireotide pamoato - Signifor Lar ®, triptorelina pamoato -
Triptodur ™ trimamicinolona actonido - Zilretta ®, y exenatide - Bydureon Bcise® (54-56)
y actualmente se adelantan investigaciones en el desarrollo de sistemas SEF en este
campo, para la entrega de péptidos y proteinas que requieren especificamente
administracion parenteral. Sin embargo, el desarrollo de microparticulas para entrega de
péptidos y proteinas no es una tarea facil, pues hay diversos retos que se deben superar,
como el mantener su integridad fisicoquimica y biolégica durante el proceso de

microencapsulacion (52).

Finalmente, en este capitulo se reportan los resultados de la implementacion de la
metodologia basada en la formacibn de una doble emulsion y posterior
extraccién/evaporacion del solvente organico para la encapsulacion de un péptido sintético
modelo de naturaleza hidrofilica en microparticulas poliméricas elaboradas con PLGA
50:50. El planteamiento inicial fue obtener sistemas microparticulares con un tiempo
aproximado de degradacion de 25 a 30 dias y con un tamafio de particula inferior a 10 pum.
Para la implementacién de esta metodologiay la caracterizacion de los sistemas obtenidos
fueron realizados una gran cantidad de ensayos preliminares relacionados con la
evaluacién de varios aspectos: 1) tipo de PLGA, 2) concentracion de PLGA, 3) proporcién
de fases en la formacién de la primera emulsién W1/O, 4) Orden de adicién de la fase
externa acuosa W, para formar la doble emulsién, 5) Concentracién del estabilizante en la
fase externa acuosa W- 6) condiciones de los procesos de homogenizacion y del proceso
de evaporacion del solvente organico, 7) Métodos de evaluacion de tamafio de particula,
8) Condiciones para la eficiencia de encapsulacion tal como se puede evidenciar en el

anexo B, tabla 9-2.

Como se citd anteriormente en este capitulo se reporta la metodologia final para la
obtencién de los sistemas microparticulares poliméricos conteniendo el péptido sintético
modelo microencapsulado y vacios. De otra parte, se reporta la caracterizacion de todos
los sistemas obtenidos desde el punto de vista farmacotecnico. Cabe resaltar que los
resultados obtenidos en esta aproximacion experimental fueron usados como fundamento
para el posterior desarrollo de los sistemas lipidicos y de los sistemas hibridos

lipopoliméricos.
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3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales y equipos

Obtencién de microparticulas poliméricas

Para la obtencion de las microparticulas poliméricas se us6 PLGA 50:50 de
viscosidad inherente 0,8 dL/g (Lactel, Birmingham Polymers, Inc.), diclorometano
Honeywell (Muskegon USA), agua desionizada (D.l) (Sistema de filtracion de agua
Aqua Nova — Osmosis Inversa, Membrana de filtracion (0,22 pm, ¢$47mm),
Polivinilalcohol (PVA) (Mw 31000-50000,98-99% hidrolizado) USA, Alcohol
isopropilico Mallinckrodt Chemicals (New Jersey, USA) y el péptido sintético
modelo 12-14 kDa.

Para la obtencion de los diferentes sistemas se usaron Micropipetas (Select
Bioproducts) (20-200puL y de 100-1000pL), sonicador (Qsonica sonicators, Q125),
homogeneizador de turbina (Miccra, Miccra D-1 010049), Vortex (IKA, Vortex 3),
placa de agitaciéon multipunto (IKA, RT 10 power), balanza analitica (Ohaus Y
PX224), Congelador (ICASA), centrifuga (HERMLE, Z206A), liofilizador
(LABCONCO, Lyph-lock 6).

Caracterizacion de las microparticulas poliméricas

Para la caracterizacion de los sistemas obtenidos se usaron las siguientes
metodologias y equipos: Difraccién laser (DL) (Malvern Master Sizer 3000, Reino
Unido), microscopia electrénica de barrido (SEM) (Microscopio electrénico JEOL
JXA 8230, Japan), Kit de ensayo de proteinas Micro BCA™, lector de microplacas
(Expert Plus, Biochrom Ltd), agitador orbital (Select Bioproducts SBS550), Estufa
(Memmert, UN55).

3.3 Metodologia

3.3.1 Obtencion de microparticulas poliméricas

Para la obtencion de estos sistemas se siguié la metodologia de formacion de una doble

emulsién — evaporacion del solvente, incluyendo algunas modificaciones. Para esto se

partié de una solucién de polimero (100mg PLGA/mL DCM), de una solucion acuosa de
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PVA 5%, de una solucién acuosa de IPA 2% y en el caso de las microparticulas cargadas

de una solucion acuosa de péptido modelo (50 mg/mL).

Derivado de los ensayos preliminares reportados en el anexo B tabla 9-2, a continuacion
se reporta la forma como se obtuvieron tres sistemas microparticulares poliméricos, los
cuales consistieron en un sistema vacio (EP1), y dos sistemas cargados con el péptido
sintético modelo (EP2 y EP3). La composicion de los diferentes sistemas trabajados se

relaciona en la tabla 3-2.

Tabla 3-2: Composicién de los ensayos realizados para la obtencién de las microparticulas

poliméricas.
Ensayo Soluciéon Polimero Solucién Péptido H.O D.I
EP1 1mL O pL 200 pL
EP2 1mL 200 pL O pL
EP3 1mL 200 L 0 pL

El procedimiento se realiz6 mediante 5 pasos como se reporta a continuacion:

*» Formacion de la emulsién 1 (W1/O): Como se describe en la figura 3-1, se dispuso
de un tubo Falcon de 15mL (Reactor 1) al que se adicion6 1mL de la solucién de
polimero que se denomind la fase organica (O) de la primera emulsion. Sobre esta
fase, se dispers6 200uL de fase interna acuosa (W1), que en el caso de las
microparticulas vacias fue H,O D.l. y de solucién acuosa del péptido en el caso de
las microparticulas cargadas. Esta dispersion se homogenizé mediante ultrasonido

durante 1 minuto a una amplitud del 100%.
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200uL H20 D.1./
= Péptido(50mg/mL)

1mL PLGA 3 /
(100mg/mL) 0

i Fase acuosa
=
. =y ~@

Fase organica Sonicador Emulsion 1

. (W1/0)
Amplitud:100%

Figura 3-1: Representacion grafica del proceso para la formacion de la emulsién 1
(W41/O)

Formacion de la emulsion 2 (W1/O/W;): Como es posible observar en la figura 3-2,
en el tubo Falcon en donde se encontraba la emulsién 1 (W1/O), se dispensé 1 mL
de solucién acuosa de PVA 5% (W), se dispersé mediante la utilizacion de un
vortex durante 15 segundos. A este sistema se realizaron adiciones sucesivas de
la solucién de PVA 5% hasta completar 10 mL, empleando las mismas condiciones
de agitacién. Finalmente, para obtener la emulsiéon 2 (W1/O/W,) el sistema se
sometié a un proceso de homogenizacién mediante turbina a 20.000 rpm durante
5 minutos y seguidamente se trasvasO a un recipiente de mayor capacidad para

proceder a la extraccidn/evaporacion del solvente organico.
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20000 rpm

Figura 3-2: Representacion grafica de la formacion de la emulsién 2 (W1/O/W-)

= Evaporacion del solvente: Como se observa en la figura 3-3 el sistema (W1/O/W2)
se dispuso en una placa de agitacion magnética para realizar la extraccion del
solvente organico (DCM). Para favorecer su evaporacion se adicion6é 10 mL de
solucion acuosa de IPA 2% lentamente. Bajo esta condicion se deja el sistema por
1 hora, tiempo determinado en los estudios preliminares para inducir la

insolubilizacién de las microparticulas poliméricas.
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5 DCM t

IPA (2%) ||
(10 mL)

Figura 3-3: Representacion grafica del proceso de extraccion/evaporacion del
solvente.

» Lavados: La suspension obtenida luego de la evaporaciéon del solvente organico,
se repartié en dos tubos Falcon de 15mL. Como se ve en la figura 3-4, estos se
sometieron a un proceso de centrifugacion durante 5 minutos a 6000 rpm, pasado
este tiempo, se descart6 el sobrenadante y se reemplaz6 por 10mL de H.O D.I. en
cada tubo y se dispers6 nuevamente el sistema. Con el proposito de lavar las
microparticulas, este procedimiento se realizé 3 veces y finalmente, los sedimentos
se dispersaron en aproximadamente 4 mL de H>O D.l. y se trasvasaron a un vial

de vidrio para ser secados posteriormente mediante liofilizacion.

T8 -@-1 -1

Centrifugado
6000 rpm Desechos
¢ H 5 min
> V% N
N £ =S & ’
4 - \.- Xy - -
P A4
Desechos
Centrifugado
Redispersion 6000 pm

5 min

Repetir 3 veces

-

T
L

T 55

Figura 3-4: Representacion grafica del proceso de lavado de las microparticulas

H20 D.I

obtenidas.
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Liofilizacién: Como se describe en la figura 3-5, el vial que contiene las
microparticulas en suspension se llevo a congelacion (-20°C) durante la noche y al
dia siguiente se sometié al proceso de secado mediante liofilizacion durante 24h.

|

L
aia
EP1
Eit => [EP1

=

Congelacion o

Liofilizacion
24h

Figura 3-5: Representacion grafica del proceso de liofilizacién para la obtencion de las
microparticulas poliméricas secas.

3.3.2 Caracterizacion de microparticulas polimeéricas

A continuacién, se reportan las metodologias seguidas para la caracterizacion de los

sistemas obtenidos en términos de la morfologia, el tamafio de particula, capacidad de

carga, eficiencia de encapsulacién, el potencial electrocinético (potencial zeta) y el perfil

de liberacién del péptido sintético encapsulado.

Morfologia: Para evidenciar la forma de las microparticulas se empleé la técnica de
microscopia electronica de barrido (SEM). Para esto se pesé en un eppendorf de
1,5mL, 1mg de las microparticulas liofilizadas, las cuales se suspendieron en 100uL
de H20 D.l. y filtrada por una membrana de 0,22um. De esta dispersién de
microparticulas, se tomd una muestra y se dispuso en el portamuestras o “stub”, se
dej6 secar al ambiente y se recubrié posteriormente, mediante pulverizacion
catddica con oro . Las imagenes se tomaron en un microscopio electrénico JEOL
JXA 8230, a un voltaje de 25 kV, se tomdé una imagen panoramica a una
magnificacion de 1000X, y una imagen mas cercana a una magnificacion de 5000X.
Las imagenes se procesaron directamente en el microscopio mediante el software
Gatan Microscopy Suite Digital Micrograph version 2.32.888.0

Tamafo de particula: La determinacién del tamafio de particula se realiz6 mediante

la técnica de difraccion de luz laser (DL) usando un equipo Master Sizer. Para esta
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determinacion se pesé en un eppendorf de 1,5mL, 8mg de las microparticulas
liofilizadas, las cuales fueron suspendidas en 1mL de H20O D.I. y filtrada por una
membrana de 0,22um. Esta dispersién de microparticulas se adicioné a un vaso de
precipitado con 600mL de agua destilada fresca y se empled una unidad de
dispersion de muestra en via hiumeda, la cual esta directamente acoplada al equipo.
Se inicié el proceso de dispersion y recirculacién continua de la muestra hasta
alcanzar una obscuracion >2%. La medicion se llevo a cabo a 25°C haciendo 5
lecturas. El tamafio y la uniformidad de la dispersion, lo determiné directamente el

equipo mediante el software Master Sizer 3000 version 3.62.

e Eficiencia de encapsulacion: Esta determinacion se realiz6 de manera directa
empleando las microparticulas obtenidas. En primera medida, fue necesario hacer
una digestion del polimero, para esta, se pesdé 2mg de las microparticulas
liofilizadas en un eppendorf de 1,5mL, sobre estas se afiadio 1mL de NaOH 0,2N,
estas se agitaron en el vértex durante 15 segundos, se llevaron posteriormente a
un agitador orbital durante 1 hora, tiempo establecido para alcanzar la disolucién
completa del polimero. Pasado este tiempo se ajusté el pH con HCI 2N, hasta
obtener un pH cercano a 7.

La determinacion de la concentracion del péptido sintético se realizdé en microplaca
de 96 pozos empleando el kit Micro BCA™. Para esto fue necesario realizar una
curva de calibracion entre 0 y 35 pg/mL empleando una soluciéon del péptido
sintético modelo. En la misma microplaca se colocaron alicuotas de la muestra
producto de la digestidn de las microparticulas y se completé a 100uL con un buffer
PBS (Fosfato 0,1M-NaCl (0,15M) pH:7,4). Posteriormente, se prepar6 el reactivo
Micro BCA™ siguiendo el protocolo sugerido en el kit, y se adiciond 100uL de este
reactivo en cada pozo. La placa se llevoé a incubacién a 37°C por 2 horas y pasado
este tiempo, se determind la absorbancia a 590 nm en un lector de placas. Mediante
la curva de calibracion se interpolaron los datos obtenidos para las muestras, con
la ecuacion de la curva se cuantifico el contenido de péptido en las microparticulas,
y con esa informacion finalmente se calculd la eficiencia de encapsulaciéon mediante

la siguiente formula:

Cantidad del activo en las particulas
= - — x100
Cantidad de activo inicial
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Capacidad de carga: Con la informacién obtenida de la cantidad de activo (péptido
sintético modelo) encapsulado, se determiné6 este parametro empleando la

siguiente relacidbn matemaética:

WLC Cantidad de activo 100
= X
0 Cantidad de particulas

Potencial Z: El potencial Z se determiné utilizando el equipo Zeta Sizer Nano ZS,
empleando la celda DTS1070. Brevemente, se peso en un eppendorf de 1,5mL,
1mg de microparticulas liofilizadas, estas se dispersaron en 1mL de agua D.I.
filtrada por 0.22 um, y posteriormente se pasaron a la celda. La medicion se llevo
a cabo a 25°C. El potencial Z lo determind el equipo teniendo en cuenta las 3
lecturas realizadas para cada muestra. Los datos fueron procesados mediante el
software Zetasizer version 7.11.

Perfil de liberacion: Para esta determinacion se pesaron 10 mg de cada sistema
por duplicado, en un eppendorf de 2 mL, estas muestras se suspendieron en 1 mL
de Buffer PBS (Fosfato 0,1M-NacCl (0,15M), pH:7,4) preservado con Azida de sodio
0,1%, se pusieron en un agitador orbital en una estufa a 37°C y se mantuvieron en
agitacion constante. Para determinar el perfil de liberacion se realizaron muestreos
a la primera hora y a los quince dias siguientes durante cinco semanas. Cada vez

gue se realizaba un muestreo, se centrifugaban las muestras a 6000 rpm durante

5 minutos, posteriormente se tomo con una micropipeta una muestra de 500 pL del

sobrenadante y se llevé a un eppendorf de 500 pL, inmediatamente este volumen
fue reemplazado por PBS (Fosfato 0,1M-NaCl 0,15M, pH:7,4) preservado con
Azida de sodio 0,1%. Las muestras tomadas fueron llevadas a congelacién para su
posterior andlisis con el kit de ensayo de proteinas Micro BCA™ de manera similar
a como se procedid en la metodologia para determinar la eficiencia de

encapsulacion.
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3.4 Resultados y discusion

3.4.1 Obtencion de las microparticulas poliméricas

La obtencion de las microparticulas poliméricas se realiz6 mediante la metodologia de
formacion de una doble emulsion con posterior extraccion/evaporacion del solvente
organico. Esta metodologia se eligié en funcién de los resultados obtenidos en trabajos
previos realizados por el grupo de investigacion (47,57,58). De otra parte, se tuvo en
cuenta que la molécula a encapsular era un péptido de naturaleza hidrofilica, por lo que
los métodos de emulsion simple o coacervacion no eran los mas adecuados para obtener
los sistemas esperados. Teniendo en cuenta la estabilidad del péptido y con el propdésito
de conservar su integridad, no se consider6 someterlo o exponerlo a temperaturas
elevadas como es el caso de las metodologias de secado por aspersion, lecho fluidizado,
etc. Especificamente en la metodologia seguida, la primera emulsion (W:/O), estaba
compuesta de la fase interna acuosa, que correspondié a una solucién del péptido para
las microparticulas cargadas o agua desionizada para las microparticulas vacias, mientras
gue la fase organica consistié en una dispersién de PLGA en diclorometano. La primera
emulsion se realizé mediante sonicacion a las condiciones que se establecieron mediante
los ensayos preliminares, en los que se tuvo en cuenta tanto el tiempo de homogenizacién
y la amplitud empleada en el sonicador. De este ensayo se encontré que al trabajar con
una amplitud menor al 100% y tiempos inferiores a 1 min, se obtuvieron microparticulas
con un tamafio de particula mayor al esperado y una mayor dispersién. Para la segunda
emulsién se us6é PVA 5% como estabilizante de la doble emulsién, con el fin de evitar que
durante el proceso de evaporacion del solvente se diera la formacion de agregados o se
facilitara la coalescencia y con esto, evitar tamafios de particula grandes y distribuciones
de tamafio amplias. La adicion del PVA 5%, se realizO de manera fraccionada y con
agitacion para inducir la formacion de la doble emulsion desde el inicio, dado que, en
ensayos previos, se observé que, al adicionarlo totalmente sobre la fase organica, se daba
una insolubilizaciéon del polimero, generando la formacion de agregados y no de las
microparticulas esperadas. La adicion fraccionada da lugar a la formacién de la doble
emulsiéon con un bajo volumen de PVA, que posteriormente se diluira con el resto del PVA
adicionado. Las condiciones de formacién de la segunda emulsion con el homogeneizador
de turbina a alta velocidad se definieron a partir de ensayos previos, donde se observo que

al trabajar con menos revoluciones por minuto (10000 rpm), la distribucion de tamafio se
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veia afectada negativamente. Se sugiere que el PVA se ubica en la superficie de las gotas
de la primera emulsion mediante interacciones débiles formando capas multimoleculares
y por tanto mantiene integra la segunda emulsibn mediante un mecanismo de
estabilizacion estérica. De otro lado, se ha reportado en la literatura que al ser clasificado
como un hidrocoloide y mas puntualmente un polimero de alto peso molecular, al incluirlo
en el sistema favorecer un incremento en la viscosidad de la emulsion, haciendo que el
sistema presente una mayor estabilidad fisica (59), lo que podria explicar la eleccion de
aumentar la velocidad de agitacion y con esto, la obtencién de una distribucion de tamafios
mas uniforme. Seguidamente, el tiempo del proceso de evaporacion del solvente organico
es una etapa clave de este método, dado que la molécula encapsulada es altamente
hidrofilica y presenta una tendencia a migrar a la fase acuosa externa, por tanto, si se
extiende este proceso por un tiempo muy prolongado, es probable que se generen
porosidades o canales en las microparticulas por donde pueda migrar el péptido y por tanto
la eficiencia de encapsulacion se ve afectada negativamente. Por lo anteriormente descrito
se establecio el tiempo para el proceso de evaporacion del solvente organico en una hora,
a diferencia de los tiempos superiores reportados en la literatura para este proceso (60,61).
Teniendo en cuenta ademas la labilidad del péptido, no se decidi6 trabajar a temperatura
superior a la del ambiente para favorecer la evaporacion del solvente, ya que a pesar de
gue disminuiria significativamente el tiempo de este paso, puede llegar a afectar estructural
y funcionalmente al péptido encapsulado. Ademas, tratandose de diclorometano, un
solvente con presion de vapor alta y de la pequefia cantidad usada en el proceso, sin
embargo, se decidié utilizar una soluciéon de isopropanol al 2% para extraer el DCM y
facilitar su evaporacion. En este proceso lo que se busc6 fue que a medida que el
diclorometano se evaporo, el polimero qued6 en un medio acuoso, en el cual es insoluble,
por tanto, se produce el endurecimiento de las gotas de la emulsion, dando lugar al sistema

particulado polimérico deseado.

El proceso de lavado de las microparticulas obtenidas con H,O D.I., permitio retirar el PVA
de la fase externay el que se encontraba adsorbido sobre las microparticulas. El propésito
de realizar estos lavados fue tratar de obtener sistemas microparticulares con una
distribucion de tamafio mas uniforme y con la menor posibilidad de que se formen

agregados particulares. De otro lado, se establecio que realizar tres lavados era suficiente
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para minimizar el riesgo de facilitar la desorcion del péptido que se encontraba en la
superficie de las microparticulas y se afectara la eficiencia de encapsulacion.

Finalmente, el proceso de liofilizacién permitio retirar el agua residual del sistema, es decir
el agua de las fases acuosas Wi, W y el agua usada para resuspender el sedimento
obtenido de los lavados. Posterior a este proceso se obtuvo un producto seco, el cual
tiende a ser mucho méas estable que el producto en suspensién y se facilita su
manipulacion. Una vez obtenidas las microparticulas liofilizadas, se realizé el célculo del

rendimiento, obteniendo rendimientos en el proceso entre el 60% y el 75%.

3.4.2 Caracterizacion:

¢ Morfologia:
El estudio de la morfologia de las microparticulas se realiz6 para los tres sistemas
obtenidos. Las micrografias obtenidas por SEM en dos aumentos (1000X y
5000X) se reportan en la figura 3-6. En ambos casos se observé que la forma de
las microparticulas obtenidas es esférica. Especificamente en las imagenes
panoramicas (1000X) se observé que se presentaron varios rangos de tamafio,
tal como se confirmd en la determinacién de tamafio de particula mediante DL.
Adicionalmente, se observé en las micrografias de las microparticulas cargadas
que presentaron la tendencia a aglomerarse mas que las microparticulas vacias.
En el caso de las microparticulas vacias, se sugiere que se genera una repulsion
electrostatica mayor, atribuida a que el polimero con el que fueron elaboradas las
microparticulas es de caracter negativo por la presencia del grupo carboxilo
desprotonado en su estructura (62). Para el caso de las microparticulas cargadas,
al tener la presencia del péptido sintético el cual tiene aminoéacidos con carga
positiva en su cadena lateral, puede interactuar electrostaticamente con el
polimero e inducir la neutralizacién de la carga negativa sobre las microparticulas,
reduciendo su repulsion dando lugar al acercamiento y aglomeracion. Esta
variacion en la carga superficial de las microparticulas se evidencié
posteriormente con la determinacion del potencial electrocinético de las diferentes
muestras. De otra parte, en las imadgenes de mayor aumento, se observé que la
superficie de las microparticulas es lisa, suave y solo se observé alteraciones en
la integridad de la superficie (presencia de poros) de algunas microparticulas

cargadas. Esto se podria explicar dado que, en el proceso de la formacion de las
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microparticulas cargadas, especificamente en el momento de la evaporacion del
solvente organico, el péptido de naturaleza hidrofilica que se encontraba en la
fase W1 probablemente present6 la tendencia a difundir a la fase externa acuosa
W; a través de la matriz polimérica que se estaba formando por la insolubilizacion
del PLGA, dando Ilugar posiblemente a la formaciéon de los poros.
Simultaneamente, es posible observar en las micrografias con magnificacion de
5000X, un cambio de tonalidad en la superficie de las microparticulas cargadas,
que permitié sugerir la presencia de cavidades internas formadas por las gotas de
la fase interna W, en la cual estaba disuelto el péptido sintético, distribuidas en la
matriz polimérica que formo las microparticulas. Finalmente, este especto fue muy
relevante para la investigacion dado que, la morfologia e integridad de las
microparticulas esta indirectamente relacionada con la manera como se libero6 el
péptido sintético encapsulado. Por tanto, fue importante tener control sobre estos
aspectos de las microparticulas, con el fin de que la liberaciébn dependiera
mayoritariamente del tiempo de degradacion del material polimérico con el que se
elaboraron las microparticulas. Ademas, el hecho de que las microparticulas se
hayan obtenido con una forma definida, esférica y una superficie lisa e integra,
permitié sugerir en este trabajo y como se reporta en la literatura que las
condiciones establecidas del proceso de evaporacién del solvente fueron las
adecuadas para la obtencién de las microparticulas con las caracteristicas

esperadas (51).

Tamafio de particula:

Como se puede observar en la tabla 3-3 el tamafio de las microparticulas vacias y
cargadas se encuentran en un rango entre 3,08 y 5,60 um. En cuanto a la
uniformidad que es una medida de la desviacion absoluta de la mediana, un valor
menor significa que la distribucion es mas estrecha. Para las microparticulas vacias
la distribucion de tamafio fue mas uniforme con un valor de 0,331, mientras que
para las microparticulas cargadas la distribucion fue menos uniforme con valores

entre 1,061 y 2,538, debido a la presencia de sefales de mayor intensidad entre 20
y 1000 pm, como se observa en la figura 3-8B. Estas sefiales de mayor tamafio

probablemente se atribuyen a la formacion de agregados como se evidencio en las

imagenes obtenidas en SEM para estos sistemas cargados con el péptido modelo.



Figura 3-6: Morfologia de microparticulas poliméricas obtenidas mediante SEM a diferentes magnificaciones. Ay D sistemas vacios, B,E,Cy F
sistemas cargados con el péptido sintético hidrofilico.



En cuanto a los pardmetros estadisticos como la desviacion estandar, es posible
observar que en todos los ensayos realizados la desviacién estandar entre las
repeticiones tomadas es baja, lo cual nos indica que los datos obtenidos para los
diferentes sistemas tienden a estar agrupados cerca de la media y por tanto se
trataria de datos con un alto nivel de confianza.

Como se puede ver en la figura 3-7 las distribuciones de tamafio de particula
obtenidas, en el caso de las microparticulas vacias (EP1) presentaron una
distribucién bimodal, en donde se observé una pequefia sefial entre 0,8 y 2 umy
una sefal mayoritaria entre 2 y 10 um, resultado congruente con lo observado en
las micrografias de SEM. Para las microparticulas cargadas (EP2 y EP3) la
distribucién como se cit6 anteriormente fue menos uniforme, presentando una
sefial mayoritaria entre 2 y 10 um, pero con evidencia de una sefial de mucho
menor intensidad en un rango muy amplio de tamafio entre 20 a 1000 um. Como
se describio anteriormente, la presencia de estas sefiales de mayor tamafio en la
distribucion fue atribuido a la formacién de agregados favorecida por la reduccion
del potencial zeta de las microparticulas, ocasionada por la presencia del péptido
asociado a la superficie de estos sistemas, lo cual fue evidenciado en las
micrografias obtenidas por SEM. Es importante resaltar que, tanto en las
microparticulas vacias como cargadas, la sefial mayoritaria en la distribucién de
tamafio corresponde al 90% en un rango entre 2 y 10 um, el cual corresponde al
tamafio propuesto para el desarrollo de estos sistemas. De otra parte, estos
resultados nos permitieron confirmar que las condiciones establecidas y utilizadas
de tiempo e intensidad en los procesos de homogenizacion, fueron las indicados
para obtener sistemas microparticulares poliméricos con esta caracteristica de

tamafio.

Tabla 3-3: Tamafio de particula obtenido por LD en el equipo MasterSizer.

Ensayo Tamafio D[3,2] (um) Uniformidad Desviacién estandar
EP1 3,08 0,331 0,0112
EP2 5,60 2,538 0,0806

EP3 4,92 1,061 0,162
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Figura 3-7: Distribucion de tamafios de microparticulas poliméricas vacias (A) y
cargadas (B) usando LD mediante el equipo MasterSizer.

Eficiencia de encapsulacién: Este pardmetro es uno de los mas relevantes en los
sistemas microparticulares desarrollados para la administracion de un IFA.
Mediante la E.E. se determina la carga de IFA en el sistema, lo que permite
establecer la cantidad de sistema que debe ser administrado en funcion de la dosis
efectiva del IFA. La EE es determinada normalmente de manera indirecta, es decir
cuantificando la cantidad de IFA no encapsulado. Con el propésito de tener mayor
certeza en el parametro, en este estudio la E.E. se determindé de manera directa,
cuantificando la cantidad de péptido modelo presente en una cantidad especifica
de microparticulas poliméricas. Como se describi6 en la metodologia para
cuantificar el péptido encapsulado se empled una curva de calibracién construida
con una solucion stock del péptido sintético modelo. Como se reporta en la tabla 3-
4 la E.E. en los sistemas cargados con el péptido modelo EP2 y EP3 fue de 57,32%
y 57,53% respectivamente. Especificamente el péptido adsorbido corresponde al
48,9% y 37,4% del péptido encapsulado para EP2 y EP3 respectivamente. Los
resultados obtenidos fueron coherentes con lo reportado en trabajos previos del

grupo de investigacion(57,58). Adicional a la informacion reportada en la literatura

10,000.0
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(27), se debe tener en cuenta que la eficiencia de encapsulacion del péptido modelo
en sistemas microparticulares poliméricos obtenidos mediante la metodologia de
formacion de doble emulsién, probablemente fue afectada por diferentes factores,
los cuales fueron evaluados en los ensayos preliminares de esta investigacion. En
este caso en especifico, el solvente organico usado (DCM), fue elegido dado que
el PLGA tiene buena solubilidad en este, su evaporacion fue facilitada por la adicion
de IPA 2% y cuenta con una alta presion de vapor lo que le permite que se evapore
con facilidad. Asociado a este proceso se observo que al permitir por mayor tiempo
la evaporacion del DCM, se evidencié la formacion de porosidades en la superficie
de las microparticulas. Se sugiere como se citd previamente, que durante este
proceso el péptido encapsulado presentd la tendencia a migrar del interior de la
matriz polimérica a la fase externa acuosa, dando lugar a la formaciéon de
microparticulas porosas, afectando negativamente la eficiencia de encapsulacion.
Adicionalmente, el proceso de lavado de las microparticulas puedo afectar
negativamente la eficiencia de encapsulacion, ya que puede remover el péptido
gue se encontraba adsorbido en la superficie de las microparticulas. Finalmente,
los resultados obtenidos permitieron establecer las mejores condiciones para la
obtencién de las microparticulas poliméricas en funcion del tamafio de particula y
la eficiencia de encapsulacion del péptido, con el fin de mantenerlas constantes en
el desarrollo de los sistemas posteriores.

Teniendo en cuenta el resultado obtenido en este estudio y los previamente
reportados en nuestro grupo, es posible sugerir que la eficiencia de encapsulacién
promedio del 60%, es apropiada para este para el sistema microparticular

polimérico conteniendo encapsulado el péptido sintético modelo.

Capacidad de carga: A partir de la eficiencia de encapsulacion, se realizé la
determinacion de la capacidad de carga del péptido modelo en el sistema
microparticular polimeérico desarrollado, la cual corresponde directamente a la
proporcion de péptido presente en una cantidad determinada microparticulas. La
capacidad de carga determinada en los sistemas microparticulares poliméricos
desarrollados fue 5,21% para EP2 y 5,23% para EP4.
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Potencial Z

El potencial Z de la dispersion de microparticulas obtenidas se determiné utilizando
la metodologia de microelectroforésis de laser Doppler. Mediante esta metodologia
las microparticulas dependiendo de su carga superficial son atraidas por el
electrodo con carga opuesta (63). La medida de esta caracteristica propia de las
microparticulas, depende de diversos factores, entre ellos, el pH, la fuerza iénica y
la concentracién, entre otros(64). Por tanto, para realizar esta medicidén se decidié
trabajar con agua desionizada y filtrada a través de una membrana de 0,22um.

El PLGA, material con el cual fueron elaboradas las microparticulas, es un
copolimero de acido polilactico (PLA) y acido poliglicélico (PGA). EI PLGA, contiene
en su estructura un acido carboxilico (65), el cual se encuentra cargado
negativamente en el momento en el que se dispersan la microparticulas en agua
desionizada. En la tabla 3-4, se reportan los resultados obtenidos en la
determinacion del potencial zeta en las dispersiones de microparticulas vacias y
cargadas con el péptido modelo. El potencial Z en los sistemas evaluados se
encontré en un rango entre -18,5 mV y -24,5 mV. Este potencial zeta negativo,
contribuy6 a una mayor estabilidad fisica de las dispersiones, pues segun literatura,
las dispersiones de microparticulas se pueden clasificar de acuerdo al potencial
zeta, en altamente inestables (£0-10mV), relativamente estables (x10-20mV) y
altamente estables (£20-30mV) (64).

Tabla 3-4: Caracteristicas farmacotecnicas de las microparticulas poliméricas vacias y
cargadas.*Péptido adsorbido: péptido asociado en la superficie con respecto del péptido
encapsulado

Ensayo Eficiencia de Péptido Capacidad de  Potencial Z (mV)
encapsulacién  adsorbido(%)* carga (%)
(%) (%)
EP1 N.A N.A N.A -24,5
EP2 57,32 48,9 5,21 -19,3
EP3 57,53 37,4 5,23 -18,5

De acuerdo con los resultados reportados en la tabla 3-4, se observo que el
potencial Z de las microparticulas cargadas (EP2 y EP3), es ligeramente menos
negativo que el de las microparticulas vacias (EP1). Esta caracteristica en las

microparticulas cargadas, fue atribuido probablemente al péptido adsorbido en la
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superficie de las microparticulas, el cual presenta aminoacidos con cadenas
laterales cargadas positivamente que podrian neutralizar parcialmente el potencial
zeta negativo atribuido al PLGA lo que afecta su carga superficial, esto se puede
observar en las imagenes SEM, donde los ensayos EP4 y EP6 que son los que
menor potencial electrocinético muestran, permiten ver reservorios mucho mas
cercanos a la superficie, mas oscuros que en los otros dos ensayos lo que puede
confirmar la teoria de la ubicacién del péptido en la microparticula, sin embargo,
esto se podra estudiar con mayor profundidad en el ensayo de liberacién mediante
posibles efectos burst, donde si el péptido se encuentra en la superficie se
observara una liberacion rapida en un tiempo inicial, a diferencia de si se encuentra

al interior de la matriz polimérica.

Perfil de liberacién: Los perfiles de liberacion del péptido modelo a partir de
diferentes sistemas microparticulares poliméricos se reportan en la figura 3-8. Para
este estudio se trabajo el sistema EP1, microparticulas vacias como referencia
Como se puede observar en la figura los perfiles de los sistemas EP2 y EP3
presentaron un comportamiento trifasico durante el periodo de estudio (44 dias).
Una fase inicial en el dia 1 del estudio, que corresponderia al péptido adsorbido en
las microparticulas y que seria de rapida liberaciéon (efecto burst) (37-49%). Una
segunda fase de baja liberacion posterior al dia 1, hasta el dia 30 del estudio.
Aproximadamente el 20% del péptido fue liberado en el dia 15, seguido de una
liberacion practicamente nula hasta el dia 30. A partir del dia 30 se inicié una tercera
fase hasta el final del estudio. En esta fase se liberd aproximadamente el 30% del
péptido, como consecuencia del tiempo de degradacion del polimero. El perfil de
los dos sistemas evaluados fue similar, presentado al final del estudio una
liberacion del péptido modelo entre el 91 y el 99%. La primera liberacién asociada
con un efecto burst se relaciona con el péptido que quedé adsorbido en la superficie
de las microparticulas. Este resultado se relaciona directamente con la medida de
potencial zeta donde se logré observar que este pardmetro tendia a ser menos
negativo en los sistemas cargados posiblemente asociado a la presencia de péptido
en la superficie de las microparticulas. La velocidad de liberacion en la siguiente
fase esta relacionada con las propiedades fisicoquimicas del polimero utilizado, por

tanto, se evidencia que el polimero tiene un papel importante en el proceso de
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liberacion del péptido, modulando su liberacién en funcién del tiempo y dando lugar
a una liberacion sostenida durante un tiempo prolongado. Algunos autores han
descrito un patron de liberacion del IFA que consiste en un efecto burst
relativamente alto al inicio de la liberacién, una fase de latencia y una fase final de
liberacidn principalmente generada por la erosién del polimero(66) aunque también
se puede tener el caso en el que el activo se libere en las dos primeras fases dando
lugar a un perfil de forma asintética(67,68). En el tiempo que se dej6 el experimento
(44 dias), se alcanzaron a ver las tres fases del perfil, lo que nos permite pensar
gue el polimero se erosiona a lo largo de este periodo, tal como se esperaba por el
tiempo de degradacion reportado en literatura (aproximadamente 30 dias)

Es importante denotar que dado que la liberacion depende principalmente del
polimero, esta se va a dar a medida que el PLGA se degrade mediante una reaccion
de hidrolisis de los enlaces éster al entrar en contacto con el medio de liberacion
generando una estructura de poros o canales en la matriz polimérica llenos del
medio de liberacion lo que hace que el péptido difunda del sistema y sea
liberado(69), es decir, inicialmente se habla de una liberacién controlada por
difusion y posteriormente una liberacion controlada mediante la erosién o la
degradacion del polimero durante la dltima fase (60). Ademas, vale la pena
mencionar que la velocidad de hidrdlisis del PLGA depende especificamente de su
peso molecular o viscosidad intrinseca.

Respecto a las diferentes fases de liberacion del polimero se ha reportado que en
la medida en que el polimero se va hidrolizando, se van generando cadenas de
menor peso molecular, teéricamente estas cadenas tendrian una Tg menor, esto
podria facilitar la formacién de estructuras porosas en los primeros dias de la
liberacion hasta que se da la degradacién completa del polimero (68,70).

Ademas se deben tener en cuenta ciertos parametros que van a tener una fuerte
influencia en el perfil de liberacion, entre ellos, la proporcion de acido lactico y acido
glicdlico, el peso molecular del polimero y la porosidad de las microparticulas(6).
Teniendo en cuenta que en este trabajo no se vario la proporcion de acido lactico
y é&cido glicélico, el peso molecular del polimero ni la porosidad de las
microparticulas no es preciso hacer un analisis respecto a estas variables.

El polimero usado tiene un peso molecular intermedio-alto de aproximadamente
60000 Daltons, esto va de la mano con lo analizado hasta ahora, dado que se

puede observar que realmente la liberacion inicial esta mediada por efectos burst y
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los procesos difusivos en los dias siguientes no son muy altos debido a la baja
porosidad de la microparticula y a la densidad de la misma lo que explica la meseta
en el gréfico de liberacion, en cambio en la medida que pasa el tiempo el polimero
tiende a erosionarse y sera este el mecanismo que se encarga de la liberacion de

aproximadamente el 60% del activo.

Perfil de liberacién Microparticulas Poliméricas
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Figura 3-8: Perfiles de liberacion del péptido encapsulado en las microparticulas poliméricas

3.5 Conclusiones

¢ La metodologia implementada de formacion de una doble emulsién con posterior
extraccién/evaporacion del solvente organico, permiti6 la obtencion de
microparticulas de PLGA 50:50, de forma esférica, con un tamafio de particula
entre 3,08 y 5,60 um, con una eficiencia de encapsulacion del péptido sintético
modelo alrededor del 57%, un potencial Z en un rango entre -18,5y -24,5 mV y un
perfil de liberacion durante 44 dias.

e Se observdé que existen factores que son criticos en la obtencion de las
microparticulas poliméricas, estos son, las condiciones de homogenizacion, el

tiempo de evaporacion del solvente y la manera en la que se adiciona el PVA, con
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el fin de obtener una distribucibn mas estrecha, disminuir la porosidad, mejorar
rendimientos y la adecuada formacion de la segunda emulsién, respectivamente.

e Se cree que el péptido se puede encontrar tanto al interior de la matriz como en su
superficie, esto atribuido al analisis de potencial Z dénde fue posible observar un
cambio en el potencial de las microparticulas cargadas respecto a las particulas
vacias, probablemente por la presencia de péptido adsorbido en su superficie lo

gue afecta la carga superficial de las microparticulas.



4. Obtencion de sistemas particulares
lipidicos

4.1 Introduccidn

En la dltima década las particulas soélidas lipidicas (SLN) han llamado la atencién, pues
pueden ser transportadores de farmacos y por tanto se considerarian como una alternativa
a las microparticulas poliméricas. Cuentan con la ventaja de que el material del que son
elaboradas no es téxico. Son lipidos solidos usados comunmente como excipientes en
numerosas formulaciones farmacéuticas (fosfolipidos, colesterol, triglicéridos, acidos
grasos y sales biliares, entre ellos, triestearina, tripalmitina trilaurina y cetilpalmitato (23,71—
74). Las SLN son particulas compuestas de una matriz lipidica en la que el compuesto
activo esta disuelto o disperso (75). Este sistema puede ser administrado por diferentes
vias entre ellas, via oral, dérmica, parenteral, rectal, ocular y pulmonar (76). De otro lado,
también han sido estudiadas como un SEF para la administracién de péptidos, proteinas,
antigenos, moléculas bioactivas (77-79), antiinflamatorios, anestésicos locales,
antibidticos, antineoplasicos, entre otros (75). Al igual que los sistemas poliméricos, este
sistema cuenta con ventajas y desventajas (76,77,80-82), las cuales se reportan en la
tabla 4-1.
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Tabla 4-1 Ventajas y desventajas de las particulas sélidas lipidicas

Ventajas

Desventajas

Entrega dirigida de IFA, mediante
funcionalizacién de la superficie de la particula

Buena estabilidad fisicoquimica

Buena eficiencia de encapsulacion (Para IFA’s
lipofilicos)

Incremento de la penetracion del IFA en la piel
en administraciones tdpicas

Liberacion controlada del IFA debido a la
movilidad reducida del farmaco y a la
naturaleza hidrofébica de la matriz que
previene la disolucién en medio acuoso

Proteccion del IFA encapsulado de agentes
quimicos y fisicos (incluyendo degradacion
proteolitica, en péptidos)

Matriz compuesta de lipidos, que no son
téxicos por tanto se disminuye el riesgo de
toxicidad aguda y cronica

Facilidad de produccion a gran escala

Posibilidad de encapsular IFA’s hidrofilicos y
lipofilicos (en mayor medida lipofilicos)

Baja polidispersidad
Biodegradabilidad y biocompatibilidad
Bajo costo de los ingredientes

Facilidad de atravesar barrera
hematoencefalica

Expulsion del IFA después de la cristalizacién
o solidificacién de las particulas

Agregacién entre particulas debido al pequefio
tamafio y su gran area superficial
Dificultad en su manejo

Alta posibilidad de presentar efecto “burst”

Baja eficiencia de encapsulacion para
farmacos de naturaleza hidrofilica

Posibilidad de cristalizacién en polimorfos
inesperados

Cinética de liberacion variable

Los péptidos terapéuticos pueden ser incorporados o absorbidos en las SLN vy

posteriormente ser administrados por via parenteral u otras vias de administracion

alternativas (oral, nasal y pulmonar). La formulacion de péptidos en estos sistemas permite

gue se mejore la estabilidad del péptido, lo protege de degradacion proteolitica y ademas

le confiere al sistema una liberacion controlada de las moléculas incorporadas. Algunos
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péptidos como la ciclosporina A, insulina, calcitonina y somatostatina han sido
incorporados en SLN y se encuentran bajo investigacion. Entre las aplicaciones de estos
sistemas se pueden mencionar la inmunizacion de antigenos peptidicos, tratamientos de

enfermedades infecciosas, enfermedades cronicas y terapias para el cancer (79).

Las particulas sélidas lipidicas se pueden clasificar en tres tipos, Tipo | 0 modelo de matriz
homogénea, Tipo Il 0 modelo de recubrimiento enriquecido en farmaco y el Tipo Il o
modelo de nucleo enriquecido en farmaco. Esta clasificacion depende de la naturaleza y
el tipo de lipidos empleados, de la naturaleza quimica y la estructura del farmaco, de la
solubilidad del IFA en el lipido, del tipo y la composicion del surfactante, de la temperatura
durante la obtencion y del método usado (24).

En cuanto a los lipidos usados en el desarrollo de estos sistemas, hay algunos aprobados
por la FDA para su uso clinico (fosfatidil colina, acido estearico, colesterol y monooleato
de glicerol), dado que son inocuos, biocompatibles, biodegradables y de origen natural, lo
cual muestra una ventaja respecto a los demas SEF. Para el desarrollo del sistema
propuesto en el presente trabajo de investigacién se usé como el componente lipidico una
mezcla de triglicéridos Ci,-Cis y &cidos grasos derivados del coco (cocoglicéridos), cuyo
componente principal es acido laurico. De acuerdo a la revision realizada no se ha usado
para el desarrollo de este tipo de sistemas, pues su uso principal es en la producciéon de

supositorios (83).

El uso de lipidos como matriz para SEF, de péptidos y proteinas no ha sido tan investigada,
debido a la naturaleza hidrofébica del material de recubrimiento que puede ser mas
apropiado para encapsular farmacos lipofilicos que péptidos o proteinas de naturaleza
hidrofilica, por tanto esta aproximacion experimental se consideré de gran interés en el

campo farmacéutico (72,82,84).

Finalmente, en este capitulo se reportan los resultados de la implementacion de una
metodologia basada en la formacibn de wuna doble emulsibn y posterior
extraccién/evaporacion del solvente organico para la encapsulacion de un péptido sintético
modelo de naturaleza hidrofilica en particulas sélidas lipidicas elaboradas con una mezcla
de triglicéridos C1>-C1s (Novata® BC PH). El planteamiento inicial para esta aproximacion

experimental fue obtener sistemas particulados con un tiempo de degradacion inferior a un

mes y con un tamafio de particula inferior a 10 ym. Para la implementacién de esta
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metodologia y la caracterizacion de los sistemas obtenidos fueron realizados una gran
cantidad de ensayos preliminares relacionados con la evaluacion de varios aspectos: 1)
Tipo de lipido, 2) Tipo de estabilizante, 3) Orden de adicion de la fase externa acuosa W-
para formar la doble emulsion, 4) Condiciones del proceso de lavados, 5) Ensayos de
redispersion en funcion del estabilizante usado, 6) Uso de lipidos y fosfolipidos en la fase
organica (O) en diferentes proporciones, 7) Adicion de IPA en el proceso de evaporacion
del solvente, 8)Volumen de la fase externa acuosa en la formacién de la segunda emulsién
W1/O/W,, 9) Condiciones en los procesos de homogenizacion, 10) Adicion de
crioprotectores, 11) Tipo de solvente en la fase acuosa W1, 12) Condiciones del proceso
de evaporacion del solvente, 13) Condiciones de la extraccion liquido — liquido para la

eficiencia de encapsulacion, como se puede evidenciar en el Anexo B, tabla 9-3.

Como se citd anteriormente, en este capitulo se reporta la metodologia final para la
obtencion de sistemas solidos lipidicos conteniendo el péptido sintético modelo
encapsulado y vacios. De otra parte, se reporta, la caracterizacion de todos los sistemas
obtenidos desde el punto de vista farmacotecnico. Cabe resaltar que los resultados
obtenidos en esta aproximacion experimental fueron usados como fundamento para el

posterior desarrollo de los sistemas hibridos lipopoliméricos.

4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Materiales y equipos:

e Obtencion de particulas sélidas lipidicas:

Para la obtencién de las particulas sélidas lipidicas, se us6 una mezcla de
triglicéridos Ci12-Cis (Novata® BC PH, BASF), Poloxamer 188 (HANDLER),
diclorometano Honeywell (Muskegon USA),agua desionizada (D.l) (Sistema de
filtracion de agua Aqua Nova — Osmosis Inversa (100 G.P.D), Membrana de
filtracion (0,22 pm,$p47mm) y el péptido modelo 12-14 kDa.

Para la obtencién de los diferentes sistemas se usaron Micropipetas (Select
Bioproducts) (20-200uL y de 100-1000uL), sonicador (Qsonica sonicators,Q125),
homogeinizador de turbina (Miccra, Miccra D-1 010049),Vértex (IKA, Vortex 3),
placa de agitacion multipunto (IKA, RT 10 power),balanza analitica (Ohaus
YPX224), congelador (ICASA), centrifuga (HERMLE, Z206A), liofilizador
(LABCONCO, Lyph-lock 6).
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e Caracterizacion de las particulas lipidicas:
Para la caracterizacion de los sistemas obtenidos se usaron las siguientes
metodologias y equipos: Dispersion dinamica de luz (DLS) (Malvern, Z sizer Nano
ZS — Malvern, Reino Unido), microscopia electrénica de barrido (SEM)
(Microscopio electronico JEOL JXA 8230, Japdn), Kit de ensayo de proteinas Micro
BCA ™, lector de microplacas (Expert Plus, Biochrom Ltd.), agitador orbital (Select
Bioproducts SBS550) y Estufa (Memmert, UN55).

4.3 Metodologia

4.3.1 Obtencion de particulas sélidas lipidicas

Para la obtencién de estos sistemas se siguié la metodologia de formacién de una doble
emulsién — evaporacién del solvente, incluyendo algunas modificaciones. Para esto se
partié de una solucién de componente lipidico (Mezcla de triglicéridos C12-C1g 100mg/mL
DCM), de una solucién acuosa de Poloxamer 0,5% y en el caso de las particulas cargadas
de una solucién acuosa de péptido modelo (50 mg/mL).

Derivado de los ensayos preliminares reportados en el anexo B tabla 9-3, a continuacion
se reporta la forma como se obtuvieron tres sistemas so6lidos lipidicos, los cuales consistian
en un sistema vacio (EL1), y dos sistemas cargados con el péptido sintético modelo (EL2
y EL3). El propésito de este ensayo fue verificar la viabilidad de encapsular el péptido
sintético modelo en la matriz lipidica seleccionada, mediante la técnica seguida. La

composicion de los diferentes sistemas trabajados se relaciona en la tabla 4-2.

Tabla 4-2: Composicion de los ensayos realizados para la obtencién de los sistemas lipidicos.

Ensayo Solucién Lipido Solucién Péptido H.O D.I
EL1 1mL 0 pL 200 pL
EL2 1mL 200 pL 0 puL

EL3 1mL 200 pL 0 pL




Obtencién de sistemas patrticulares lipidicos 63

El procedimiento se realiz6 mediante 5 pasos como se reporta a continuacion:

Formacién de la emulsion 1 (W1/O): Como se describe en la figura 4-1 se dispuso
de un tubo Falcon de 15mL (Reactor 1) al que se adicioné 1mL de la solucién de
lipido que se denomind la fase organica (O) de la primera emulsiéon. Sobre esta
fase se dispers6 200uL de la fase interna acuosa (W1), que en el caso de las
particulas vacias fue H,O D.I. y de solucion acuosa del péptido en el caso de las
particulas cargadas. Esta dispersion se homogeniz6 mediante ultrasonido durante
30 segundos a una amplitud del 100%.

-

200uL H20 D.1./
5 Péptido(50mg/mL)

1mL Lipido ¥ /
(100mg/mL 0

Fase acuosa

L ~m

Fase organica “Sonicador Emulsion 1
30 segundos (W1/0)

Amplitud:100%

Figura 4-1: Representacion grafica del proceso para la formacion de la emulsién 1
(W1/0O).

Formacion de la emulsion 2 (W1/O/W;): Como es posible observar en la figura 4-2,
en un tubo Falcon de 50mL (Reactor 2) se disponen 10mL de Poloxamer 188
(0,5%), sobre este se dispensé la emulsion 1, dando lugar a un fléculo al fondo del
reactor 2 recubierto por la solucion que contiene al estabilizante. Esta dispersion
se someti6 a un proceso de homogenizacion mediante turbina a 20.000 rpm
durante 5 minutos y seguidamente se trasvaso a un recipiente de mayor capacidad

para proceder a la extraccion/evaporacion del solvente organico.
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Emulsién 1 Poloxamer
(W1/0) 188 (0,5%) ~

Reactor 2

Ultraturrax
5 min
20000 rpm

Emulsién 2
(W4/O/W3)

Figura 4-2: Representacion grafica de la formacion de la emulsién 2 (W1/O/W>)

Evaporacion del solvente: Como se observa en la figura 4-3 el sistema (W1/O/W,)
se dispuso en una placa de agitacibn magnética a temperatura ambiente para
realizar la extraccion del solvente organico (DCM). Bajo esta condicion se deja el
sistema por 1 hora, tiempo determinado en los ensayos preliminares para inducir la
insolubilizaciéon de las particulas sélidas lipidicas causada por la evaporaciéon

completa del solvente organico.

DCM 1

1h

Figura 4-3: Representacion grafica del proceso de evaporacion del solvente.

Lavados: La suspensién obtenida luego de la evaporacién del solvente organico se
lleva a un tubo Falcon de 15mL. Como se ve en la figura 4-4, esta suspension se
sometié a un proceso de centrifugacion durante 5 minutos a 6000rpm, pasado este
tiempo, se evidencié una separacion de fases: un pellet de menor densidad
acumulado en la parte superior de una fase liqguida homogénea. Esta fase liquida
se descart6 utilizando una pipeta pasteur y el pellet formado fue posteriormente
dispersado en aproximadamente 5 mL de H>O D.l. usando un vortex y se trasvaso

a un vial de vidrio para ser secado posteriormente mediante liofilizacion.
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Centrifugado
6000 rpm
5 min

H20 D.I ' -

EL1

Vortex 15
sec

Figura 4-4: Representacion gréafica del proceso de lavado de los sistemas lipidicos
obtenidos.

e Liofilizacién: Como se describe en la figura 4-5, el vial que contiene las particulas
en suspension fue llevado a congelacién (-20°C) durante la noche y al dia siguiente

se someti6 al proceso de secado mediante liofilizacién durante 24h.

/’”l%

EL1

EL1

Congelacion

Liofilizacién
24h

Figura 4-5: Representacion grafica del proceso de liofilizacién para la obtencion de los
sistemas lipidicos secas.

4.3.2 Caracterizacion de las particulas sdlidas lipidicas

A continuacion, se reportan las metodologias seguidas para la caracterizacion de los
sistemas obtenidos en términos de la morfologia, el tamafio de particula, capacidad de
carga, eficiencia de encapsulacion, potencial electrocinético (potencial zeta, y el perfil de

liberacion del péptido sintético encapsulado.
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Morfologia: Para evidenciar la forma de las particulas se empleé la técnica de
microscopia electronica de barrido (SEM). Para esto se pesé en un eppendorf de
1,5mL, 2mg de las particulas liofilizadas, las cuales se suspendieron en 100uL de
H20 D.I. y filtrada por una membrana de 0,22um. De esta dispersién de particulas,
se tomd6 una muestra y se dispuso en el portamuestras o “stub”, se dejo secar al
ambiente y se recubrié posteriormente mediante pulverizacién catddica con oro.
Las imagenes se toman en un microscopio electrénico JEOL JXA 8230, a un voltaje
de 25kV, se tomd una imagen panoramica a una magnificacién de 5000X, y una
imagen mas cercana a una magnificacion de 10000X. Las imagenes se procesaron
directamente en el microscopio mediante el software Gatan Microscopy Suite
Digital Micrograph versién 2.32.888.0

Tamafio de particula: La determinacion del tamafio de particula se realizé6 mediante
la técnica de dispersion dinamica de luz (DLS) usando un equipo Zeta Sizer Nano
ZS. Para esta determinacién se pes6 en un eppendorf de 1,5mL, 1 mg de las
particulas liofilizadas, las cuales fueron suspendidas en 500uL de H20 D.1. y filtrada
por una membrana de 0,22um. De esta dispersion de particulas se tomd una
alicuota y se dispuso en una celda de poliestireno (DTS0012), que tenia
previamente 1mL de H20 D.I. y filtrada por una membrana de 0,22um. Las medidas
se llevaron a cabo con agua como medio dispersante y un angulo de dispersion de
173°, a una temperatura de 25°C haciendo 3 lecturas. El tamafio y la dispersién
(PDI) de las particulas lo determiné directamente el equipo mediante el software Z
Sizer version 7.11.

Eficiencia de encapsulacion: Esta determinacién se realiz6 de manera directa
empleando las particulas obtenidas. En primera medida, fue necesario hacer una
extraccion liquido - liquido, con el fin de separar el material de recubrimiento lipidico
del péptido, para esta, se pesaron 2mg de las particulas liofilizadas en un eppendorf
de 2mL, posteriormente se adicion6 1mL de DCM y se agitaron en el vortex hasta
completa disolucion, luego, se adicioné 1mL de H,O D.l. y se llevl posteriormente
a un agitador orbital durante 2 horas tiempo establecido para alcanzar la extraccion
completa del péptido sintético modelo. Pasado este tiempo de agitacion se podian
diferenciar dos fases. El eppendorf fue llevado a centrifugacion por 3 minutos a
6000 rpm. Posteriormente, con una micropipeta se retird la fase menos densa (fase

acuosa) y se colecté en un eppendorf de 1,5 mL. Se permitié la evaporacion del
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DCM que se encuentra saturando el agua durante unos minutos, en esta fase se
tendréa el péptido que se encontraba encapsulado en las particulas.

La determinacion de la concentracion del péptido sintético se realizé en microplaca
de 96 pozos empleando el kit Micro BCA™. Para esto fue necesario realizar una
curva de calibracién entre 0 y 35 pg/mL empleando una solucion acuosa de péptido
sintético modelo. En la misma microplaca se colocaron alicuotas de la fase acuosa
obtenida de la extraccion liquido — liquido y se complet6é a 100uL con un buffer PBS
(Fosfato 0,1M-NaCl (0,15M) pH=7,4). Posteriormente, se preparé el reactivo Micro
BCA™ siguiendo el protocolo sugerido en el kit, y se adicion6 100uL de este
reactivo en cada pozo. La placa se lleva a incubacién a 37°C por 2 horas y pasado
este tiempo se determind la absorbancia a 590 nm en un lector de placas. Mediante
la curva de calibracién se interpolaron los datos obtenidos para las muestras se
cuantificd el contenido de péptido en las particulas y con esa informacion finalmente

se calculé la eficiencia de encapsulacion mediante la siguiente formula:

Peso del activo en las particulas

100
Peso de activo inicial X

e Capacidad de carga: Con la informacion obtenida de la cantidad de activo (péptido
sintético modelo) se determind este pardmetro empleando la siguiente relacion
matematica:

Peso del activo

WLC = x 100
% Peso de las particulas

e Potencial Z: El potencial Z se determiné utilizando el equipo Zeta Sizer Nano ZS,
empleando la celda DTS1070. Brevemente, se pesé en un eppendorf de 1,5mL,
1mg de particulas liofilizadas, estas se dispersaron en 1mL de agua D.|. filtrada por
0,22 ym, y posteriormente se pasaron a la celda. La medicion se llevé a cabo a
25°C. El potencial Z lo determina el equipo teniendo en cuenta las 3 lecturas
realizadas para cada muestra. Los datos procesados mediante el software
Zetasizer version 7.11.

o Perfil de liberacion: Para esta determinacion se pes6é 10mg de cada sistema por
duplicado en un eppendorf de 2 mL, estas muestras se suspendieron en 1 mL de
Buffer PBS (Fosfato 0,1M-NaCl (0,15M), pH:7,4) preservado con azida de sodio
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0,1%, estas muestras se llevaron a un agitador orbital en una estufa a 37°C y se
mantuvieron en agitacion constante. Para determinar el perfil de liberacion se
realizaron muestreos a la primera hora y cada 24h durante dos semanas. Cada vez
gue se realizaba un muestreo, se centrifugaron las muestras a 6000 rpm durante
10 minutos, posteriormente se tomo con una jeringa de 1 mL una muestra de 500
uL de la fase liguida homogénea y se lleva a un eppendorf de 500 pL,
inmediatamente este volumen es reemplazado por PBS (Fosfato 0,1M-NaCl 0,15M,
pH:7,4) preservado con azida de sodio 0,1%. Las muestras tomadas fueron
llevadas a congelacion para su posterior analisis con el kit de ensayo de proteinas
Micro BCA™ de manera similar a como se procedié en la metodologia para

determinar la eficiencia de encapsulacion.

4.4 Resultados y discusion

4.4.1 Obtencion de particulas lipidicas

Al igual que las particulas poliméricas, la obtencién de las particulas soélidas lipidicas se
realiz6 mediante la metodologia de formacién de una doble emulsion con posterior
extraccién/evaporacion del solvente organico, que permite trabajar con el lipido sin
necesidad de fundirlo y ademas es apropiada para la encapsulacion de IFA de naturaleza
hidrofilica (76), mejorando su eficiencia de encapsulacién (85). Actualmente esta
metodologia ha sido usada para la encapsulacién de antigenos, dado que la molécula no

se somete a altas temperaturas o estrés fisico (86).

Cabe resaltar que factores como la cantidad de material de recubrimiento usado, cantidad
de péptido usado para encapsular, tiempo de evaporacion del solvente, y el solvente
organico usado, fueron los mismos usados en la metodologia de particulas poliméricas con
el fin de hacer los sistemas comparables entre si, y en funcién de ensayos preliminares se
modificaron variables como el agente estabilizante usado en la formacion de la segunda
emulsién, la forma de obtencién de la segunda emulsion y los tiempos de homogenizacion.
Teniendo en cuenta esto, especificamente en la metodologia seguida, la primera emulsién
(W1/0), estaba compuesta de una fase interna acuosa, que correspondié a una solucion
del péptido para las particulas cargadas o agua desionizada para las particulas vacias,

mientras que la fase organica consisti6 en una solucion de la mezcla de triglicéridos
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(Novata® BC PH) en diclorometano. Al igual que en las particulas poliméricas, la primera
emulsion se realiz6 mediante homogenizacién con ultrasonido. El tiempo de
homogenizacion para este caso se redujo a la mitad, dado que en ensayos preliminares
se obtuvo particulas de tamafio nanométrico manteniendo el tiempo de un minuto,
entonces en busca de que las particulas no fueran tan pequefias y fueran un poco mas
comparables con las particulas poliméricas se decidi6 disminuir el tiempo de
homogenizacién en la primera emulsién. Para la formacién de la segunda emulsion se usé
como estabilizante el Poloxamer 188 (0,5%), el cual es un agente tensioactivo polimérico
no iénico que ayuda a estabilizar la emulsion mediante efecto estérico inducido por los
segmentos hidrofilicos que se ubican en la interfase hacia la fase acuosa dada su
naturaleza anfifilica (85). Se ha reportado que la inclusién de un agente estabilizante de
esta naturaleza puede evitar que el péptido encapsulado migre a la fase acuosa externa
durante el proceso de obtencién de las particulas y con esto, mejorar la eficiencia de
encapsulacion (86). De otro lado se ha reportado que la presencia del Poloxamer 188 en
la superficie de las particulas aumenta su tiempo de circulacién en el organismo,
previniendo que las particulas sean reconocidas y metabolizadas rapidamente por el
sistema reticulo endotelial (RES) (22).

Para la formacion de la segunda emulsion, la adicion de la fase externa o acuosa 2 (W>),
en la cual se encontraba disuelto el agente estabilizante, se realiz6 de manera diferente a
como se describié para obtener las particulas poliméricas. En este caso se adicioné la
emulsion 1 (W1/O) sobre la fase acuosa 2, debido que al hacerlo de manera invertida el
material lipidico se insolubiliz6 rapidamente formando agregados e impidiendo la formacion
de la doble emulsién apropiadamente. Como consecuencia de lo anteriormente descrito,
en este caso la eficiencia de encapsulacion del péptido modelo fue practicamente nula.
Teniendo en cuenta que se ha reportado que al emplear un menor volumen de fase acuosa
externa en la formacion de la doble emulsion podria hacer mas uniforme la distribucion de
tamafio, reducir el PDI y posiblemente incrementar la eficiencia de encapsulacion (85), se
trabajo con voliumenes menores de fase acuosa 2, pero esto ocasiond que la segunda
emulsién fuera de mayor consistencia y dificil manipulacién. Teniendo presente todas las
dificultades descritas, se consideré que este procedimiento para obtener las particulas
lipidicas no era viable y por tal razén se decidi6 realizar la adicion de la emulsion 1 sobre
la fase acuosa 2. Siguiendo este orden de adicion, se evitd la rdpida insolubilizacion del

lipido en forma de agregados y junto con la presencia del poloxamer 188, se favorecio la
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formacion de un floculo que posteriormente se dispersoé facilmente durante el proceso de

homogenizacion.

De manera similar a lo observado en el sistema polimérico la etapa de evaporacion del
solvente es de vital importancia, pues dado que el péptido no es afin por la matriz lipidica,
este tendera a difundir a la fase externa acuosa (78). En este caso se estudio la variable
volumen de fase acuosa W2, mientras que el tiempo de evaporacion se mantuvo constante
en concordancia a lo establecido en el sistema polimérico. Durante el proceso de
evaporacion del solvente, el DCM deja el sistema y puesto que el componente lipidico no
es soluble en agua se da lugar a la insolubilizacién de este y dio lugar a la suspensién de
particulas lipidicas en el medio. En comparacion con la metodologia de las particulas
poliméricas, para este sistema no se adiciond IPA (2%), por lo que ya no se hablaria de
extraccién/evaporacion del solvente sino Unicamente de evaporacion del solvente
organico. La razon por la cual se decidi6 retirar este componente del proceso fue por el
volumen que este aportaba a la fase acuosa externa (W-), y su relacién con la migracion

del péptido del sistema a la fase externa explicada previamente.

Al darse la formacién de las particulas, el péptido va a tender a migrar hacia la superficie,
por lo que se cree que se ubica preferiblemente alli adoptando una estructura tipo Il
(recubrimiento enriguecido de farmaco) (24). Esto resulta relevante en el proceso de lavado
dado que el péptido que se encuentra adsorbido o atrapado en la capa de estabilizante
formada en la superficie de la particula se puede perder en esta etapa. De otro lado, el
lipido al ser menos denso que el agua va a tender a formar el pellet en la parte superior
del tubo lo que hace que sea complicado el proceso de retirar la fase acuosa homogénea
restante y por tanto puede generar pérdidas considerables de las particulas. Teniendo en
cuenta lo anterior, se decidi6 reducir la cantidad de lavados a solo uno, con el fin de retirar

el exceso de poloxamer 188 que no se adhirié a la superficie de la particula.

Finalmente, el paso de liofilizacion debe considerarse puesto que se ha observado que
puede afectar propiedades del producto final. Puede propiciar la formacion de aglomerados
por la modificacion de las propiedades de la capa externa de las particulas. Para evitar
esto, se aconseja el uso de crioprotectores como se reporta en la literatura (87). Una vez
obtenidas las particulas se realiza el calculo del rendimiento, obteniendo rendimientos del

22% en el caso de las particulas vacias y del 74,6% en el caso de las particulas cargadas,
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esta diferencia se atribuye a la presencia del péptido por dos razones, la primera es que
las particulas cargadas tienden a tener un tamafio de particula mayor, lo que puede hacer
que el pellet formado en los lavados sea mas firme y por tanto no se dé una pérdida tan
grande de las particulas en el sobrenadante y por otro lado, se destaca que el péptido
puede actuar como estabilizante al igual que en el sistema polimérico lo que hace que la

formacion de las particulas se haga de manera mas efectiva mejorando su rendimiento.

De otro lado, se sugiere para trabajos posteriores llevar a cabo ensayos de difraccion de
rayos x que permitan identificar las posibles transformaciones polimérficas que puede sufrir
el lipido, ya que como se ha encontrado reportado en literatura los lipidos tienden a tener
estructuras cristalinas definidas que se pueden ver afectadas por procesos de disolucion
o de fusion(78), con el fin de evaluar el efecto de estos polimorfos sobre el comportamiento

del sistema desarrollado.

4.4.2 Caracterizacion:

¢ Morfologia:
El estudio de la morfologia de las particulas se realizé para los tres sistemas
obtenidos. Las micrografias obtenidas por SEM en dos aumentos (5000X vy

10000X), de las particulas lipidicas se reportan en la figura 4-6.
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Figura 4-6: Morfologia de particulas sdlidas lipidicas obtenidas mediante SEM a diferentes magnificaciones. A y D sistemas vacios, B,E,Cy F
sistemas cargados con el péptido sintético hidrofilico.



En ambos casos se observo que la forma de las particulas obtenidas tiende a ser
esférica y que esta Ultima forma tiende a predominar en las particulas cargadas, es
posible ver bordes irregulares, una matriz lipidica densa y sin agregados
considerable. En las imagenes panoramicas (5000X) se observaron varios rangos
de tamafios, lo cual se confirmd en la determinacién de tamafio de particula
mediante DLS. Adicionalmente, se observé en las micrografias de las particulas
cargadas una mayor cantidad de particulas a diferencia de las particulas vacias.
En el caso de las particulas vacias es posible ver aglomerados e incluso particulas
gue no se formaron adecuadamente o que se alcanzan a ver colapsadas, esto
puede estar relacionado con las dificultades que se encontraron desde el punto de
vista metodoldgico y permitiria decir que su formacién no es del todo efectiva. En
cuanto a las particulas lipidicas cargadas, las particulas tienden a ser esféricas con
bordes un poco irregulares para el ensayo EL2, mientras que en el ensayo EL3
tienden a ser un poco mas esféricas (10000X), sin embargo, es importante
mencionar que hay una micrografia que llama la atencién y es la del ensayo EL3 a
5000X, dado que las particulas tienden a verse achatadas y un poco difusas dado
que parece que unas se juntaron con otras. Lo que se presume es que dado que
el punto de fusion del material lipidico usado se encuentra alrededor de 33,0-
34,5°C, y dado que la técnica SEM usa un haz de electrones que interactla con la
muestra y se tiene un nivel de energia asociado a él, por lo que al dejarlo un tiempo
prolongado en contacto con la muestra, puede generar que se inicie un proceso de
fusion de las particulas generando este tipo de micrografias, por tanto, se
recomienda trabajar con voltajes menores a 25kV, sin embargo, esto puede afectar
la calidad de las micrografias en cuanto a nitidez y resolucién. En cuanto a la
superficie se puede ver de manera general que es lisa, suave y solo se observo
ciertas alteraciones en la integridad de la superficie (presencia de poros) de algunas
particulas vacias. A diferencia de las particulas poliméricas estas particulas no
presentan las cavidades internas que alojan al péptido. El hecho de que la particula
tenga una forma especifica, esférica, y una superficie lisa, permitié sugerir que las
condiciones establecidas del proceso en general fueron las adecuadas para la

obtencion de las particulas con las caracteristicas esperadas (51).

Tamafio de particula: Como se puede observar en la tabla 4-3 el tamafio de las

particulas sélidas lipidicas vacias y cargadas se encuentra en un rango entre 135,8
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y 162,9 nm en su gran mayoria, sin embargo, se alcanzan a ver sefales
correspondientes a tamafios mayores que se encuentran en el rango de
micrémetros las cuales pueden estar relacionados con las particulas observadas
en las micrografias obtenidas por SEM. En cuanto al indice de polidispersidad (PDI)
se encontrd que la distribucién es uniforme y monomodal dado que sus valores se
encuentran entre 0,167 y 0,190 que de acuerdo con la clasificacion hecha por
Martinez, N, et al. se trataria de una distribucion moderadamente polidispersa, sin
embargo, al analizar la figura 4-7 que presenta los graficos de distribucion
obtenidos es posible observar una sefial de mayor intensidad. Al comparar el
comportamiento en términos de tamafio de las particulas vacias respecto a las
particulas cargadas se pueden observar ligeras diferencias en el tamafio. Las
particulas cargadas tienden a aumentar su tamafio, esto se puede atribuir a la
inclusion del péptido en el sistema, de otro lado, como se menciond previamente
se cree que el poloxamer se ubica en la superficie de las particulas cumpliendo su
funcién de estabilizante. pero ademas en el caso de las particulas cargadas, es
posible que aloje algunas moléculas de péptido dado su caracter hidrofilico lo que
puede hacer mas espesa la capa superficial y por tanto aumentando ligeramente
su tamafio respecto a las particulas vacias.

Al analizar pardmetros estadisticos como la desviacion estandar se puede observar
gue este parametro es aceptable para todos los casos, sin embargo, cabe notar
gue para las particulas lipidicas vacios tienden a tener un ligero aumento, esto es
posible atribuirlo y relacionarlo con lo observado en SEM, hay particulas que no se

ven del todo formadas o colapsadas, lo que puede afectar su tamafio.
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Figura 4-7: Distribuciones de tamafios de particulas sélidas lipidicas vacias (A) y
cargadas (B) usando DLS mediante el equipo ZetaSizer

Tabla 4-3: Tamafio de particula obtenido por DLS empleando el equipo ZetaSizer

Ensayo Tamafio promedio(nm) PDI Desviacion Estandar
EL1 135,8 0,167 2,261
EL2 162,9 0,174 0,7550
EL3 154,6 0,190 0,8386

e Eficienciade encapsulacion: Aligual que en las microparticulas poliméricas, este
pardmetro es uno de los mas relevantes en los sistemas particulares desarrollados
para la administracién de un IFA. La determinacion se realiz6 de manera directa
similar a lo reportado en el sistema polimérico. En el momento de realizar la
extraccion del péptido encapsulado en la matriz lipidica, fue necesario llevar a cabo
una extraccion liquido-liquido que permitiera separar el componente lipidico del
péptido encapsulado y de esta manera por efecto del coeficiente de reparto,
afinidad por las fases se pudiera extraer el péptido encapsulado en las particulas
lipidicas. Para esto se us6 DCM, como solvente organico, pues en este se disuelve
facilmente el material lipidico usado, y agua como solvente acuoso, dado que se

tiene encapsulado un péptido de naturaleza hidrofilica. Teniendo en cuenta sus
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naturalezas, cada uno migra a una fase distinta y por tanto es posible realizar la
extraccion del péptido. Al igual que en el caso anterior, se realizo el ensayo del
micro acido bicinconinico, y se analiz6 mediante métodos espectrométricos, por
tanto, para este andlisis como se describié en la metodologia para cuantificar el
péptido encapsulado se empled una curva de calibracidbn construida con una
solucién stock del péptido sintético modelo. Como se reporta en la tabla 4-4 la E.E.
en los sistemas cargados con el péptido modelo EL2 y EL3 fue de 39,21% y 41,6%
respectivamente. Especificamente el péptido adsorbido corresponde al 76,4% vy
78,0% del péptido encapsulado para EL2 y EL3 respectivamente.

Como se menciond en el capitulo anterior, la eficiencia de encapsulacion se puede
ver afectada por diferentes factores, de los cuales algunos ya fueron explicados
previamente, sin embargo, en este sistema es necesario resaltar ciertos aspectos,
entre estos, la interaccion entre el péptido y el lipido, que se espera sea minima,
puesto que el lipido tiende a tener un caracter hidrofébico mientras que el péptido
es hidrofilico, entonces solamente por su naturaleza quimica van a tender a
repelerse, y en términos mas relacionados con el sistema, la matriz va a buscar
expulsar el péptido de ella, o el péptido va a querer migrar del sistema a la fase
acuosa externa en el momento en que se da la formacion de las particulas (21), asi
es posible que se tenga una particula con una superficie enriquecida en péptido
debido al péptido adsorbido, evidenciandose en el efecto burst (21), que sera
analizado en el perfil de liberacién. Por otro lado, desde el punto de vista
metodoldgico para la obtencion del sistema se procuré establecer las condiciones
necesarias para mejorar la eficiencia de encapsulacién, desde el volumen usado
en la fase acuosa 2 (F.W.), la cantidad de lavados realizados y con esto lograr una
mejor eficiencia de encapsulacién, todo esto, en funcién de que el lipido no es afin
por el péptido lo que puede hacer que en los diversos pasos empleados para la
obtencion del sistema se pierda afectando la eficiencia de encapsulacién(21), por
esto, se cree que no es uno de los sistemas de eleccion a la hora de encapsular
moléculas de naturaleza hidrofilica. El lipido que se esta usando para la formacion
de la matriz esta compuesto por acidos grasos derivados del coco, puede contener
cadenas de &cidos grasos Ci>-Cig por tanto al momento de evaluar su estructura
cristalina, se cree que su comportamiento sera diferente al de un lipido donde solo

se tenga un tipo de &cido graso pues alli las cadenas pueden tener una
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organizacion mas uniforme que impida la encapsulacién del péptido, a diferencia
de una mezcla de cadenas que pueden dar lugar a un arreglo cristalino irregular lo
gue posiblemente puede dejar espacios donde el péptido se pueda encapsular y
no sea del todo expulsado a causa de los arreglos cristalinos del lipido. Con el
propésito de mejorar la eficiencia de encapsulacion y la estabilidad del sistema se
realizé la adiciébn de SPC (Lipoid S-100) adicional a los ensayos reportados, sin
embargo, no se obtuvieron resultados positivos, pues la teoria que se plantea es
que sirve como un “transportador” del péptido hacia la fase acuosa externa, lo que
hace gue se tenga una superficie rica en péptido y se pueda expulsar facilmente de
la matriz durante el proceso de evaporacién del solvente o lavados posteriores
(Figura 4-8), un comportamiento similar se puede dar en ausencia de la SPC ya
gue el péptido puede migrar de la matriz lipidica tal como se ha mencionado a lo
largo del capitulo, sin embargo, se recomienda seguir con investigaciones en torno
a esta estrategia con el fin de mejorar la eficiencia de encapsulacion de este tipo
de moléculas. Teniendo en cuenta esto, en este caso hay muchos mas factores
gue estan en contra de la encapsulacion del péptido, lo que explica una eficiencia
de encapsulacion baja respecto a la obtenida en el sistema polimérico.
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Figura 4-8: Analisis esquematico del movimiento del péptido hacia la superficie de la particula
y su posterior expulsién del sistema debido al arreglo cristalino del lipido durante el proceso
de evaporacion del solvente.
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Capacidad de carga: A partir de la eficiencia de encapsulacion, se realizé la
determinacion de la capacidad de carga del péptido modelo en el sistema sélido
lipidico desarrollado. La capacidad de carga esta definida por diferentes factores,
entre ellos, la composicion de la matriz, la solubilidad del IFA en el lipido, la
miscibilidad del farmaco y el lipido, la estructura quimica y fisica de la matriz lipidica
y el estado polimérfico del material lipidico (21). La capacidad de carga determinada
en los sistemas desarrollados fue de 2,4% para EL2 y 2,6% para EL3 casi la mitad
de lo obtenido en las microparticulas poliméricas, dado que el péptido no es afin
con la matriz lipidica, por tanto, no permite que se cargue una gran cantidad de
este en la matriz.

Potencial Z: Para la determinacién del potencial electrostatico de las particulas se
trabajo la misma metodologia aplicada en las microparticulas poliméricas, usando
agua desionizada y filtrada a través de una membrana de 0,22 um de tal forma que
la medicion no se viera afectado por la fuerza idnica del medio ni otras particulas
presentes en este.

En la tabla 4-4 se listan los resultados obtenidos de las mediciones realizadas a los
ensayos de particulas sélidas lipidicas, en las que se determiné un potencial Z
negativo, en un rango entre -15,5mV y -29,9mV para las particulas vacias y
cargadas respectivamente. Este potencial, contribuye a mejorar la estabilidad fisica
en especial para las particulas vacias, ya que segun literatura se podria encontrar
en la clasificacién de altamente estable (x20-30mV) (64), sin embargo, el potencial
Z en las particulas cargadas tiende a ser mucho mas bajo y por tanto estaria
clasificado como relativamente estable (£10-20mV). El hecho de tener una carga
superficial puede ayudar en temas de estabilidad y por tanto evitar la formacién de
aglomerados entre las particulas. Esta diferencia de potenciales entre las particulas
al igual que en el caso anterior tiende a ser dada por la presencia del péptido que
como se menciond a estas condiciones tiende a expresar una carga positiva por
las cadenas laterales que se pueden ionizar, en este caso, la diferencia se ve
mucho mas marcada y esto se atribuye a que el péptido puede estar atrapado en
la superficie de la particula, interactuando con los grupos funcionales del material
lipidico cargados negativamente, lo que puede modificar las caracteristicas

superficiales de la particula, entre ellas, el potencial Z.
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La carga de las particulas podria estar dada principalmente por el material de
recubrimiento el cual es un lipido compuesto de una mezcla de triglicéridos C12-Cas,
su estructura quimica general consiste en tres cadenas de &cidos grasos
esterificadas con glicerol, como es bien sabido, los enlaces tipo éster tienden a ser
labiles y se pueden hidrolizar en medios acuosos, por tanto al poner la emulsion en
contacto con la fase acuosa 2 es posible que se dé una hidrdlisis parcial de los
enlaces éster gue se encuentren mas hacia la superficie de la particula, dando lugar
a acidos grasos libres que pueden aportar carga negativa al sistema (88), la cual
puede ser neutralizada por la presencia del péptido, como se menciond
anteriormente. En este caso, el agente estabilizante no juega un papel importante
por interaccidn electrostética, sin embargo, ayudaria a estabilizar las particulas de
manera estérica. De hecho, se propone que si bien el estabilizante se espera rodee
la particula, en este caso, debido a la estructura particular del poloxamer 188, la
cual es una estructura tribloque, con dos bloques hidrofilicos a los extremos y uno
hidrofébico en el medio (89), puede dejar espacios entre cadena y cadena lo cual
va a permitir que quede disponible la carga aportada por los acidos grasos libres
producto de la hidrélisis grupos funcionales del lipido del triglicérido (88), tal como
se puede apreciar en la figura 4-9.

Figura 4-9: Propuesta del arreglo superficial de la particula sélida lipidica cargada con péptido
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Tabla 4-4: Caracteristicas farmacotecnicas de las particulas soélidas lipidicas vacias y cargadas
Péptido adsorbido: péptido asociado en la superficie con respecto del péptido encapsulado

Ensayo Eficiencia de Péptido Capacidad Potencial

encapsulacion  adsorbido de carga Z (mV)

(%) (%) (%)
EL1 N.A N.A N.A -29,9
EL2 39,21 76,4 2,4 -15,5
EL3 41,60 78,0 2,6 -18,4

Perfil de liberacion: Los perfiles de liberacion del péptido modelo a partir de los
diferentes sistemas particulares sélidos lipidicos se reportan en la figura 4-10.
Como se puede observar en la figura el sistema EL1 de particulas vacias se trabajé
como referencia, mientras que los perfiles de los sistemas EL2 y EL3 presentaron
un comportamiento bifasico durante el periodo de estudio (11 dias). Una fase inicial
en el dia 1 del estudio, que corresponde a la liberacion del péptido adsorbido en las
particulas y que seria de rapida liberacion (Efecto burst) (76-78%). Una segunda
fase de liberacion constante posterior al dia 1 hasta el dia 6 del estudio donde ya
se habria liberado casi la totalidad del péptido encapsulado. El perfil de los dos
sistemas evaluados fue muy similar. La liberacion del péptido a partir de estos
sistemas es relativamente rapida respecto al comportamiento observado en las
microparticulas poliméricas. Esta informacién nos permite inferir que a pesar de
gue se tiene péptido asociado en la superficie de las particulas, en concordancia
con lo observado en los resultados del potencial Z, este corresponde a mas de la
mitad del péptido encapsulado en las particulas. Esta rapida liberacion se atribuye
también a una caracteristica especial del lipido y es su punto de fusiéon que se
encuentra entre 33,0°C y 34,5°C. Dado que el perfil de liberacién se desarroll6 a
37°C, el lipido se encontrara fundido, dando lugar a una emulsién, lo que permite
qgue el péptido difunda mas facilmente al medio acuoso externo. La liberacion de
una sustancia hidrofilica como lo es el péptido usado en este caso, a partir de una
matriz compuesta de un material lipofilico como lo es el triglicérido usado va a
depender de diversos factores, entre ellos la composicion de la matriz, las
propiedades del farmaco incorporado (solubilidad en el lipido y en el medio acuoso,
peso molecular, interacciones con la matriz), la presencia de surfactantes y el

método de preparacion (21); en cuanto a la composicion de la matriz y las
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propiedades del péptido, se tiene que el péptido no es muy afin por la matriz lipidica
por lo que se esperaria que al ponerse en un medio acuoso este migre al medio, lo
cual se ve facilitado por la fusién del lipido, ademas, como se tiene una capa
discontinua de estabilizante que permite una interaccion con el agua, por tanto la
liberacion del péptido dependeréa de la difusion del péptido desde la matriz fundida
hasta el medio acuoso externo. También es importante resaltar que el péptido
liberado después del primer dia corresponde a la minima cantidad de péptido que
guedo atrapado en la matriz lipidica en el momento en que se forma la primera, la
segunda emulsién y se realizé el proceso de evaporacion del solvente. Respecto al
método de obtencion usado para las particulas, como se menciond en la seccion
de eficiencia de encapsulacion, se espera que las goticulas de la primera emulsion
vayan migrando lentamente hacia la superficie por la naturaleza hidrofilica del
péptido, lo que va a hacer que parte del péptido migre a la fase externa acuosa,
otra parte quede atrapada en la superficie y otra parte quede en la matriz, y que
con base a esto se tenga una distribucién gradual desde la superficie de la matriz
al nacleo de la misma, lo cual se puede comprobar con el comportamiento en el

perfil de liberacion.

Perfil de Liberacion Particulas Solidas Lipidicas
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Figura 4-10: Perfiles de liberacion del péptido encapsulado a partir de las particulas

sélidas lipidicas
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4.5 Conclusiones

¢ La metodologia de formacion de una doble emulsién con posterior evaporacién del
solvente permite formar particulas sélidas lipidicas vacias y cargadas con forma
esférica, con una superficie lisa con tamafios en el rango nanométrico (135,8-162,9
nm) con una distribucion uniforme, con una eficiencia de encapsulacion baja
(40,3%) respecto al sistema polimérico y un potencial Z negativo entre -15,5y -29,9
mV para las particulas cargadas y vacias respectivamente y con una liberacion
rapida en los primeros cuatro dias.

e Al igual que en el sistema polimérico, las condiciones de homogenizacion, el
estabilizante y la adicion de este al sistema, el tiempo que esta en contacto el
sistema con la fase acuosa, el volumen de fase acuosa externa y los lavados son
variables que se deben tener en cuenta para obtener un sistema con una
distribucion uniforme y con una eficiencia de encapsulacion de acuerdo con la
aproximacion experimental desarrollada, teniendo en cuenta la naturaleza de la
matriz y del péptido.

e La distribuciéon del péptido en la matriz se sugiere es de una cubierta enriguecida,
con alguna cantidad de péptido ubicado hacia el interior de la matriz, esto hace que
se den modificaciones superficiales respecto a las particulas vacias como el
potencial electrocinético, ademas resulta importante conocer como se ubica el
agente estabilizante sobre la matriz y con esto su aporte al control de la liberacion

del activo.



5. Obtencion de sistemas microparticulares
hibridos lipopoliméricos

5.1 Introduccidn

Como se ha mencionado a lo largo del documento los SEF han sido de gran interés en los
ultimos afos (13), debido a esto, se han encontrado diversas aplicaciones incluyendo los
sistemas de liberacion controlada(36). Estos sistemas presentan diferentes ventajas que
ya han sido discutidas previamente, entre estos sistemas, los liposomas, las particulas
sélidas lipidicas y las microparticulas poliméricas han sido los mas estudiados y los mas
exitosos hasta la fecha (13,36,90).

Actualmente, existe un gran interés en aprovechar simultaneamente las caracteristicas de
dos SEF (liposomas/particulas poliméricas) o (particulas sdélidas lipidicas/particulas
poliméricas). Estos sistemas han sido denominados de diferentes formas, entre ellas,
particulas hibridas lipido- polimero, particulas recubiertas con lipido, transportadores
hibridos polimero- lipido, lipomeros (90),lipobridos(91) y particulas lipopoliméricas. El

término hibrido es usado dado que posee las caracteristicas de ambos sistemas(35).

Los sistemas hibridos se caracterizan por tener en su estructura principalmente tres
componentes. Un ndcleo polimérico de naturaleza hidrofébica que permite encapsular
farmacos de baja solubilidad en agua y modulas su liberacién. Una cubierta lipidica que
rodea el nlcleo polimérico, lo que permite una alta biocompatibilidad, una interaccion y
reconocimiento por membranas celulares (células inmunocompetentes), que
posteriormente van a inducir la respuesta inmune y una barrera que mantiene el farmaco
en el nacleo que puede evitar que se presente el metabolismo de primer paso (35). Y por
Gltimo, un polimero de naturaleza hidrofilica ubicado alrededor de la cubierta lipidica que
ayuda a mejorar la estabilidad de la particula y a su vez incrementar el tiempo de

circulaciéon en el organismo (13,35,36,38,92). Una de las maneras de clasificar estos
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sistemas es en hibridos naturales o hibridos sintéticos, dependiendo del origen del material
polimérico que conforma el nucleo (18,93).

La forma en la que se ensamblan cada uno de los componentes es principalmente
mediante interacciones tipo Van der Waals, electrostéticas o fuerzas de tipo no covalente,
sin embargo, el polimero hidrofilico que recubre a la particula puede estar unido mediante
enlaces covalentes a la cubierta lipidica (13,92) En el presente trabajo se desarrollé un
sistema lipopolimérico con una estructura diferente a citado previamente, dado que se
buscé una matriz compuesta por una mezcla fisica del material polimérico (PLGA) vy el
material lipidico (Novata® BC PH) rodeado por un estabilizante (Poloxamer 188) que se

une a la matriz mediante interacciones débiles.

En diferentes estudios se ha logrado mostrar que la combinacién de dos SEF presenta una
serie de ventajas y excluye limitaciones de cada uno de los sistemas por separado
(13,18,92). Por tanto, es posible obtener sistemas con una buena integridad estructural,
de liberacién controlada, biocompatibles, estables y de alta biodisponibilidad (35,36,94).
De acuerdo a lo anterior, se cree que este es un sistema prometedor, con multiples

aplicaciones y con potencial éxito no solo en estudios in vitro sino in vivo (38,93).

Como se ha mencionado a lo largo del documento las particulas lipopoliméricas tienen
ventajas sobre otros SEF de tamafio micrénico y submicrénico lo que hace que sean de
gran importancia en el campo farmacéutico. Esto es posible evidenciarlo mediante algunos

parametros caracteristicos de estos sistemas reportados en la figura 5-1.
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Figura 5-1: Parametros importantes de algunos SEF y su comparacion con los sistemas hibridos

lipopoliméricos

Entre las ventajas més importantes de las particulas lipopoliméricas se tienen:

Caracteristicas como, biodegradabilidad, estabilidad mecénica, alta area superficial
especifica, superficie modificada con ligandos que permiten dirigir la terapia(95),
encapsulacion de farmacos de diferente naturaleza (90).

La cubierta lipidica ofrece caracteristicas de biocompatibilidad dado que es similar
a la estructura de las membranas celulares(38), ademas facilita la adsorcion de
compuestos hidrofilicos y algunos farmacos hidrofébicos.

Diversos investigadores han reportado que la eficiencia de encapsulacion es
mejorada para farmacos hidrofébicos e hidrofilicos y agentes biolégicos comparado
con otros SEF(90,96-98).

El nacleo polimérico sirve como estructura base que provee estabilidad mecéanica,
morfologia controlada, biodegradabilidad, distribuciones de tamafios estrechas y
area superficial especifica alta(90).

La optimizacion del nucleo polimérico y la cubierta lipidica puede resultar en perfiles

de liberacion sostenida que puede ser ajustada dependiendo o que se desee(99).
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- Estos sistemas muestran estabilidad en el almacenamiento y en circulacion
sistémica durante periodos prolongados de tiempo(90).

- Es posible obtener particulas de tamafio nanométrico lo que las posiciona como un
SEF que permite dirigir terapias a nivel intracelular y también pueden ser usados

como adyuvantes para vacunas(90).

Finalmente, en este capitulo se reportan los resultados de la implementacién de la
metodologia basada en la formacibn de una doble emulsibn y posterior
extraccién/evaporacion del solvente organico para la encapsulacion de un péptido sintético
modelo de naturaleza hidrofilica en microparticulas hibridas lipopoliméricas elaboradas
con PLGA 50:50 y una mezcla de triglicéridos Ci»-Cis. Con base en los resultados
obtenidos en los capitulos anteriores, se plante6 obtener un sistema hibrido que presentara
un tamafio de particula inferior o igual a 10 um y una liberaciéon del péptido modelo
encapsulado en un tiempo intermedio entre los obtenidos para el sistema polimérico y el
sistema lipidico. Para la implementacién de esta metodologia y la caracterizacion de los
sistemas obtenidos fueron realizados una gran cantidad de ensayos preliminares
relacionados con la evaluacion de varios aspectos: 1) Agente estabilizante utilizado en la
F.W,, 2) Condiciones de los procesos de homogenizacion, 3) Proporcién polimero-lipido y
4) Orden de adicion de la fase externa acuosa W, para formar la doble emulsién, como se

puede evidenciar en el anexo B, Tabla 9-4.

Como se citd anteriormente en este capitulo se reporta la metodologia final para la
obtencion de los sistemas microparticulares hibridos lipopoliméricos conteniento el péptido
sintético modelo microencapsulado y sistemas vacios. De otra parte, se reporta la
caracterizacion de todos los sistemas obtenidos desde el punto de vista farmacotecnico.
Cabe resaltar que la metodologia implementada para este sistema fue planteada en
funcién de la informacion obtenida en el desarrollo de las metodologias para la obtencién

de las microparticulas poliméricas y las particulas solidas lipidicas.
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5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Reactivos y equipos

Obtencién de microparticulas lipopoliméricas:

Para la obtencion de las microparticulas lipopoliméricas se usé PLGA 50:50 de
viscosidad inherente 0,8 dL/g (Lactel, Birmingham Polymers, Inc.), mezcla de
triglicéridos Ci,-Cis (Novata® BC PH, BASF Ludwigshafen, Alemania),
diclorometano Honeywell (Muskegon USA), agua desionizada (D.l.) (Sistema de
filtracion de agua Agua Nova — Osmosis Inversa, membrana de filtracion (0,22
um,$47mm), Polivinilalcohol (PVA) (Mw 31000-50000,98-99% hidrolizado) USA) y
el péptido sintético modelo 12-14kDa.

Para la obtencién de los diferentes sistemas se usaron Micropipetas (Select
Bioproducts) (20-200uL y de 100-1000uL)., sonicador (Qsonica sonicators,Q125),y
un homogeneizador de turbina (Miccra, Miccra D-1 010049),Vértex (IKA, Vortex 3),
placa de agitacion multipunto (IKA, RT 10 power),balanza analitica (Ohaus Y
PX224), Congelador (ICASA, Congelador Junior),centrifuga (HERMLE, Z206A), ,
liofilizador (LABCONCO, Lyph-lock 6).

Caracterizacion de las microparticulas lipopoliméricas:

Para la caracterizacion de los sistemas obtenidos se usaron las siguientes
metodologias y equipos: Difraccién laser (DL) (Malvern Master Sizer 3000, Reino
Unido), microscopia electrénica de barrido (SEM) (Microscopio electrénico JEOL
JXA 8230, Japon)., Kit de ensayo de proteinas Micro BCA ™ | lector de microplacas
(Expert Plus, Biochrom Ltd), agitador orbital (Select Bioproducts SBS550), Estufa
(Memmert, UN55).

5.3 Metodologia

5.3.1 Obtencion de microparticulas lipopoliméricas

Para la obtencion de estos sistemas se siguio la metodologia de formaciéon de una doble

emulsién — evaporacion del solvente, incluyendo algunas modificaciones. Para esto se

partié de una solucién de polimero (100mg PLGA/mL DCM), de una solucién de lipido

(Mezcla de triglicéridos C12-C15 100 mg/mL DCM), una solucion acuosa de PVA 5%y en el
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caso de las microparticulas cargadas de una solucion acuosa de péptido modelo (50
mg/mL).

Derivado de los ensayos preliminares a continuacion se reporta la forma como se
obtuvieron tres sistemas microparticulares lipopoliméricos, los cuales consistieron en un
sistema vacio (ELP1), y dos sistemas cargados con el péptido sintético modelo (ELP2 y
ELP3). La composicién de los diferentes sistemas trabajados se reporta en la tabla 5-1.

Tabla 5-1: Composicién de los ensayos realizados para la obtencién de las microparticulas

lipopoliméricas.

Ensayo Solucion Polimero Solucion Solucion Péptido H.O D.I
Lipido
ELP1 900uL 100uL OpL 200 pL
ELP2 900uL 100uL 200 pL OpL
ELP3 900puL 100pL 200 pL OpL

El procedimiento se realiz6 mediante 5 pasos como se reporta a continuacion:

*» Formacion de la emulsién 1 (W1/O): Como se describe en la figura 5-2, se realizd
una mezcla de los materiales de recubrimiento, para esto se tomaron 900uL de la
solucion de polimero y se llevaron a un eppendorf, sobre este se adicionaron 100
uL de la solucién de lipido y se realizé una agitacion para la incorporaciéon de los
dos materiales. Posteriormente se dispuso de un tubo Falcon de 15mL (Reactor 1)
al que se adiciona la mezcla de los materiales de recubrimiento que se denomin6
la fase orgéanica (O) de la primera emulsién. Sobre esta fase, se dispersé 200uL de
la fase interna acuosa (W1), que en el caso de las microparticulas vacias fue H.O
D.l. y de solucién acuosa del péptido en el caso de las microparticulas cargadas.
Esta dispersion se homogenizé mediante ultrasonido durante 1 minuto a una
amplitud del 100%.
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Figura 5-2: Representacion grafica de la formacion de a emulsién 1 (W1/O)

Formacioén de la emulsion 2 (W1/O/W;): Como es posible observar en la figura 5-3,
en el tubo Falcén en donde se encontraba la emulsion 1 (W1/O), se dispens6 1mL
de solucién acuosa de PVA 5% (W-), se dispers6 mediante la utilizacion de un
vortex durante 15 segundos. A este sistema se realizaron adiciones sucesivas de
la solucion de PVA 5% hasta completar 10mL, empleando las mismas condiciones
de agitacién. Finalmente, para obtener la emulsion 2 (W1/O/W;) el sistema se
sometié a un proceso de homogenizacién mediante turbina a 20.000 rpm durante
5 minutos y seguidamente se trasvas6 a un recipiente de mayor capacidad para

proceder a la extraccion/evaporacion del solvente organico.
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Figura 5-3: Representacion grafica de la formacion de la emulsion 2 (W1/O/W2)

» Evaporacion del solvente: Como se observa en la figura 5-4 el sistema (W1/O/W>)
se dispuso en una placa de agitacion magnética para realizar la extraccion del
solvente organico (DCM). Bajo esta condicion se deja el sistema por 1 hora, tiempo
determinado de las metodologias desarrolladas para los demas sistemas para

inducir la insolubilizacién de las microparticulas lipopoliméricas.

DCM 1

T Ll

1h |0

Figura 5-4: Representacion grafica del proceso de extraccion/evaporacion del
solvente.
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» Lavados: La suspension obtenida luego de la evaporacién del solvente organico,
se llevo a un tubo Falcon de 15mL. Como se ve en la figura 5-5, este se sometio a
un proceso de centrifugacion durante 5 minutos a 6000rpm, pasado este tiempo,
se descarto el sobrenadante y se reemplaz6 por 10mL de H.O D.I. en cada tubo y
se dispers6 nuevamente el sistema. Con el propdsito de lavar las microparticulas,
este procedimiento se realizé 3 veces y finalmente los sedimentos se dispersaron
en aproximadamente 4mL de H,O D.l. y se trasvasaron a un vial de vidrio para ser

secados posteriormente mediante liofilizacion.

*:‘{ N
L= T=CE~] 7 |~
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/\ W 5mii1? //\‘
UV_’ -

Desechos

H20D.I

Centrifugado

6000 rpm
Redispersion 5 min

||
Repetir 3 veces

Figura 5-5: Representacion grafica del proceso de lavados de las microparticulas
lipopoliméricas obtenidas.

» Liofilizacion: Como se describe en la figura 5-6, el vial que contiene las
microparticulas en suspension se llevé a congelacion (-20°C) durante la noche y al

dia siguiente se sometid al proceso de secado mediante liofilizacion durante 24h.
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Figura 5-6: Representacion gréafica del proceso de liofilizacion para la obtencion de las
microparticulas lipopoliméricas secas.

5.3.2 Caracterizacion de microparticulas hibridas lipopoliméricas

A continuacién, se reportan las metodologias seguidas para la caracterizacién de los

sistemas obtenidos en términos de la morfologia, el tamafio de particula, la capacidad de

carga, eficiencia de encapsulacién, el potencial electrocinético (potencial zeta), y el perfil

de liberacién del péptido sintético encapsulado.

Morfologia: Para evidenciar la forma de las microparticulas se empleé la técnica de
microscopia electronica de barrido (SEM). Para esto se pes6 en un eppendorf de
1,5mL, 2mg de las microparticulas liofilizadas, las cuales se suspendieron en 200uL
de H20 D.l. y filtrada por una membrana de 0,22um. De esta dispersién de
microparticulas, se tomd una muestra y se dispuso en el portamuestras o “stub”, se
dej6 secar al ambiente y se recubrié posteriormente, mediante pulverizacion
catddica con oro. Las imagenes se tomaron en un microscopio electronico JEOL
JXA 8230, a un voltaje de 25kV, se tomO una imagen panoramica a una
magnificacion de 1000X, y una imagen mas cercana a una magnificacion de 5000x.
Las imagenes se procesaron directamente en el microscopio mediante el software
Gatan Microscopy Suite Digital Micrograph version 2.32.888.0

Tamafo de particula: La determinacién del tamafio de particula se realiz6 mediante
la técnica difraccion de luz laser (DL) usando un equipo Master Sizer. Para esta

determinacion se pes6 en un eppendorf de 1,5mL, 8mg de las microparticulas
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liofilizadas, las cuales fueron suspendidas en 1mL de H20O D.I. y filtrada por una
membrana de 0,22um. Esta dispersioén de microparticulas se adicioné a un vaso de
precipitado con 600mL con agua destilada fresca y se empled una unidad de
dispersién de muestra en via humeda, la cual esta directamente acoplada al equipo.
Se inici6 el proceso de dispersion y recirculacion continua de la muestra hasta
alcanzar una obscuracion >2%. La medicion se llevo a cabo a 25°C haciendo 5
lecturas. El tamafio y la uniformidad de la dispersion, lo determiné directamente el

equipo mediante el software Master Sizer 3000 versién 3.62.

e Eficiencia de encapsulacion: Esta determinacion se realiz6 de manera directa
empleando las microparticulas obtenidas. En primera medida, fue necesario hacer
una extraccioén liquido - liquido, con el fin de separar el material de recubrimiento
polimérico y lipidico del péptido, para esta, se pes6 2mg de las microparticulas
liofilizadas en un eppendorf de 2 mL, sobre estas se afiadi6 1 mL de DCM, estas
se agitaron en el vortex hasta completa disolucién, luego, se adicioné 1 mL de H.O
D.l. y se dispuso en el agitador orbital durante 2 horas. Al finalizar este tiempo de
agitacion se obtuvo una solucién compuesta por dos fases la cual se llevé a
centrifugar por 3 minutos a 6000 rpm. Con una micropipeta se retiro la fase superior
(fase acuosa) y se colecté en un eppendorf de 1,5 mL. Se permiti6 la evaporacién
del DCM que se encuentra saturando el agua durante unos minutos, en esta fase
se tendra el péptido que se encontraba encapsulado en las microparticulas.

La determinacién del péptido modelo encapsulado se realiz6 en microplaca de 96
pozos empleando el kit Micro BCA™. Para esto fue necesario realizar una curva de
calibracion de 0 a 35ug/mL empleando una solucion del péptido sintético modelo.
En la misma microplaca se colocaron alicuotas de la muestra producto de la
extraccion liquido-liquido de las microparticulas y se completé a 100uL con un
buffer PBS (Fosfato 0,1M-NaCl (0,15M) pH=7,4). Posteriormente, se preparé el
reactivo Micro BCA™ siguiendo el protocolo sugerido por el kit, y se adicion6 100uL
de este reactivo en cada pozo. La placa se llevo a incubacion a 37°C por 2 horas y
pasado este tiempo, se determiné la absorbancia a 590nm en un lector de placas.
Mediante la curva de calibracion se interpolaron los datos obtenidos para las
muestras, con la ecuacion de la curva se cuantificé el contenido de péptido en las
microparticulas, y con esa informacion finalmente se calculé la eficiencia de

encapsulacion mediante la siguiente formula:
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Cantidad del activo en las particulas
= x100

Cantidad de activo inicial

Capacidad de carga: Con la informacion obtenida de la cantidad de activo (péptido
sintético modelo) encapsulado, se determin6 este parametro empleando la

siguiente relacidbn matemaética:

WLC = Cantidad de activo < 100
**" ~ Cantidad de particulas

Potencial Z: El potencial Z se determiné utilizando el equipo Zeta Sizer Nano ZS,
empleando la celda DTS1070. Brevemente, se pesé en un eppendorf de 1,5mL,
1mg de microparticulas liofilizadas, estas se dispersaron en 1mL de agua D.I. y
filtrada por 0,22um, y posteriormente se pasaron a la celda. La medicion se llevo a
cabo a 25°C. El potencial Z lo determiné el equipo teniendo en cuenta las 3 lecturas
realizadas para cada muestra. Los datos fueron procesados mediante el software
Zetasizer version 7.11.

Perfil de liberacion: Para este ensayo se seleccionaron los tres sistemas ELP1
(vacio) y los sistemas cargados con el péptido modelo ELP2 y ELP3. Para esta
determinacion se pes6 10 mg de cada sistema por duplicado, en un eppendorf de
2mL, estas muestras se suspendieron en 1 mL de Buffer PBS (Fosfato 0,1M-NaCl
(0,15M), pH:7,4) preservado con azida de sodio 0,1%, se pusieron en un agitador
orbital en una estufa a 37°C y se mantuvieron en agitacion constante. Para
determinar el perfil de liberacion se realizaron muestreos a la primera hora y a las
24 horas durante los primeros diez dias posteriormente se hacen muestreos cada
tercer dia y finalmente un muestreo semanal. Cada vez que se realizaba un

muestreo, se centrifugaban las muestras a 6000 rpm durante 5 minutos,
posteriormente se tom6é con una micropipeta una muestra de 500uL del
sobrenadante y se llevd a un eppendorf de 500uL, inmediatamente este volumen
fue reemplazado por PBS (Fosfato 0,1M-NacCl (0,15M), pH:7,4) preservado con

azida de sodio 0,1%. Las muestras tomadas fueron llevadas a congelacion para su

posterior analisis con el kit de ensayo de proteinas Micro BCA™ de manera similar
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a como se procedid en la metodologia para determinar la eficiencia de

encapsulacion.

5.4 Resultados y discusion

5.4.1 Obtencidén de microparticulas lipopoliméricas

En concordancia con los deméas sistemas desarrollados, las microparticulas hibridas
lipopoliméricas se obtuvieron mediante la metodologia de formacién de una doble emulsién
con posterior extraccién/evaporacion del solvente organico. Se tenia como informacion de
partida las metodologias desarrolladas previamente para el sistema polimérico y para el
sistema sdélido lipidico, adicionalmente se realizaron ensayos previos que permitieran
plantear qué metodologia era la mas apropiada para este caso. Para esto, la F.W; de la
primera emulsion (W1/O) se constituia de una solucion de péptido en el caso de las
microparticulas cargadas o agua desionizada para las microparticulas vacias. La F.O. se
trabajé inicialmente en proporcion 50:50 de material lipidico (Mezcla de triglicéridos Ciz-
Cis) y material polimérico (PLGA) en diclorometano; posteriormente la proporcion de
componente polimérico y componente lipidico fue variada con el fin de determinar la
proporcion de materiales mas adecuada para obtener un sistema con las mejores
propiedades. Las proporciones trabajadas fueron (70:30, 50:50,40:60, 30:70, 20:80 y
10:90), de esto se logré observar que a medida que aumenta la concentracion de polimero
también aumenta la eficiencia de encapsulaciéon. Algo que también se logré ver en los
diferentes sistemas estudiados es que las proporciones trabajadas en las que se tenia la
mayor cantidad de lipido se formaban microparticulas poliméricas y particulas sélidas
lipidicas por separado, lo que se evita al adicionar una mayor proporcion de polimero. Con
base a estos resultados, se decidié trabajar con una mayor proporcién de polimero, con lo
gue se pudo concluir que al trabajar con la proporciébn 10:90 se obtenian mejores
eficiencias de encapsulacion sin afectar las demas caracteristicas de las microparticulas
(tamafio, potencial Z, morfologia.). Al igual que las microparticulas poliméricas y las
particulas lipidicas la homogenizacién de la primera emulsion se llevd a cabo mediante
ultrasonido bajo las mismas condiciones usadas para las microparticulas poliméricas con
el fin de preservar un tamafio comparable entre los sistemas usados en funcion del

componente usado en mayor proporcion.
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De manera simultanea a los ensayos mencionados previamente se realizaron ensayos
usando cada una de las metodologias antes desarrolladas para la obtencién de los
sistemas poliméricos y los sistemas solidos lipidicos. En estos ensayos se observo que al
usar Poloxamer 188 como estabilizante en la F.W; se determin6 que no era adecuado para
el desarrollo del sistema. Esto se puede atribuir posiblemente a la naturaleza hidrofilica
caracteristica de esta molécula lo cual genera una interaccién negativa con el polimero
(insolubilizacion). Para la segunda emulsién se utilizé PVA al 5% como estabilizante, pues
como se mencion6 anteriormente cuando se utilizd el Poloxamer 188 no se evidencio
buenos resultados al entrar en interaccion con el polimero. Al igual que en las
microparticulas poliméricas la adicion del estabilizante se realiz6 fraccionadamente segun
lo estudiado en su respectivo capitulo. Respecto al uso de IPA (2%) en la F.W se decidi6
no agregarlo a la formulacién dado que en el sistema sélido lipidico se concluyé que al
trabajar con un volumen de fase acuosa externa de menor volumen se podria mejorar la
eficiencia de encapsulacion ya que se evita la migracion del péptido a la fase acuosa
externa. (11). Los demas pasos de homogenizacion, evaporacion del solvente y lavados

se realizaron de manera similar, como se estudio en el sistema polimérico.

5.4.2 Caracterizacion

¢ Morfologia:
El estudio de la morfologia de las microparticulas lipopoliméricas se realizé para
los tres sistemas obtenidos. Las micrografias obtenidas por SEM en dos aumentos
(1000X y 5000X) se reportan en la figura 5-7.
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Figura 5-7: Morfologia de microparticulas lipopoliméricas obtenidas mediante SEM a diferentes magnificaciones A y D sistemas vacios, B,E,C y
F sistemas cargados con el péptido sintético hidrofilico.



En ambos casos se observé que la forma de las microparticulas obtenidas es
esférica y similar a la morfologia observada en las microparticulas poliméricas tanto
cargadas como vacias reportadas en la figura 3-6. Especificamente en las
imagenes panoramicas (1000X) se observl que se presentaron varios rangos de
tamafio predominando uno en especifico, tal como se confirmé posteriormente en
la determinacion de tamafio de particula mediante DL. Adicionalmente, se observé
en las micrografias de las microparticulas cargadas que tendian a aglomerarse mas
que las microparticulas vacias, comportamiento similar al de las microparticulas

poliméricas.

De otra parte, en las imagenes de mayor aumento se observé que la superficie de
las microparticulas es lisa y suave, sin embargo, hay algunas microparticulas que
presentan alteraciones en la integridad de la superficie (presencia de poros) de
algunas microparticulas cargadas. También es posible observar un cambio en la
tonalidad de las microparticulas las cuales se podrian atribuir a las cavidades
internas de la microparticula que alojan al péptido encapsulado. Es importante
resaltar que el cambio en la tonalidad de estas microparticulas difiere de las
presentadas en las microparticulas poliméricas, en este caso tienden a ser menos
definidas y esto podria deberse a la presencia del lipido en la matriz. Ademas, a
diferencia de las microparticulas poliméricas no es una caracteristica en comun
para todas las microparticulas que se alcanzan a observar en la micrografia.
Finalmente, este aspecto fue de relevancia para la investigacion dado que la
morfologia e integridad de las microparticulas lipopoliméricas esta indirectamente
relacionada con la manera como se liber6 el péptido sintético encapsulado. Por
tanto, fue importante tener control sobre estos aspectos, con el fin de que la
liberacién dependiera mayoritariamente de la degradacion de los materiales de
recubrimiento. Ademas, el hecho de que las microparticulas se hayan obtenido con
una forma definida, esférica y una superficie lisa e integra, permitié sugerir en este
trabajo y como se reporta en la literatura que las condiciones establecidas del
proceso de evaporacion del solvente fueron las adecuadas para la obtencion de las

microparticulas con las caracteristicas esperadas.

Respecto al comportamiento de las microparticulas en conjunto, se mantiene la
caracteristica de las microparticulas poliméricas de que las particulas cargadas se

aglomeran mas que las microparticulas vacias, esto era un comportamiento que
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podia darse debido a que se esta trabajando con el mismo estabilizante y polimero
en una proporcion alta respecto al lipido, por tanto, el comportamiento superficial
serd muy similar al estudiado en las microparticulas poliméricas, el cual se

profundizard con mayor detalle en el apartado de potencial Z.

e Tamafo de particula:

Como se puede observar en la tabla 5-2 el tamafio de las microparticulas vacias y
cargadas se encuentran en un rango entre 3,23 y 3,93 um. Al analizar las gréaficas
de distribuciones de tamafo reportadas en la Figura 5-9 se puede determinar que
para las microparticulas vacias la distribucién tiende a ser amplia y polidispersa con
un valor de uniformidad de 2,715, sin embargo, para el caso de las microparticulas
cargadas se tiene que la distribucién mejora en gran medida dando lugar a una
distribucién mas uniforme con tendencia monomodal cuya uniformidad se encontré
entre 0,280-0,299 sin embargo, se evidencian algunos sefiales por debajo de
100um como se observa en la figura 5-9B. Estas sefiales de mayor tamafio
probablemente se atribuyen a la formacion de agregados como se evidencio en las
imagenes obtenidas en SEM para estos sistemas cargados con el péptido modelo.
En cuanto a la desviacion estdndar como pardmetro estadistico, es posible
observar que para todos los ensayos es baja, lo cual nos indica que los datos
obtenidos para los diferentes sistemas tienden a estar agrupados cerca de la media
y por tanto se trataria de datos con un alto nivel de confianza.

Como se puede ver en la figura 5-8 las distribuciones de tamafio de particula
obtenidas, en el caso de las microparticulas vacias (ELP1) presentaron una
distribuciéon multimodal, en donde se observé una pequefia sefial entre 0,8 y 2 um,
una sefal mayoritaria entre 2 y 10 um y otras sefiales de menor intensidad en un
rango muy amplio de tamafio entre 20y 110 um. Como se describid anteriormente,
la presencia de estas sefiales de mayor tamafio en la distribuciéon, lo cual fue
evidenciado en las micrografias obtenidas por SEM, fue atribuido a la formacién de
agregados favorecida por la reduccion del potencial zeta de las microparticulas,
ocasionada por la presencia del péptido asociado a la superficie de estos sistemas.
Es importante resaltar que, tanto en las microparticulas vacias como cargadas, la
sefial mayoritaria en la distribucion de tamafio corresponde al 90% en un rango
entre 2 y 10 um, el cual corresponde al tamafio propuesto para el desarrollo de

estos sistemas. De otra parte, estos resultados nos permitieron confirmar que las
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condiciones establecidas y utilizadas de tiempo e intensidad en los procesos de
homogenizacion, fueron las indicados para obtener sistemas microparticulares

lipopoliméricos con esta caracteristica de tamafio.
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Figura 5-8: Distribuciones de tamafios de microparticulas hibridas lipopoliméricas vacias
(A) y cargadas (B) usando LD mediante el equipo MasterSizer.

Tabla 5-2: Datos de tamafio de particula obtenidos de las lecturas por LD en el equipo Master

Sizer

Ensayo Tamarfio D[3,2](um) Uniformidad  Desviacion estandar
ELP1 3,22 2,715 0,154
ELP2 3,93 0,299 0,140
ELP3 3,84 0,280 0,126

Eficiencia de encapsulacion: Como se mencion6 en el sistema polimérico este

pardmetro es uno de los mas relevantes en los sistemas microparticulares

desarrollados. De manera similar a los demas sistemas desarrollados, la E.E. se

determin6 de manera directa con el propésito de tener mayor certeza en el

parametro. Como se describi6 en la metodologia para cuantificar el péptido

encapsulado se empled una curva de calibracion construida con una solucién stock

del péptido sintético modelo. Como se reporta en la tabla 5-3 la E.E. en los sistemas

cargados con el péptido modelo ELP2 y ELP3 fue de 42,6% y 43,7%

respectivamente. Especificamente el péptido adsorbido corresponde al 36,4% y
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34,1% del péptido encapsulado para ELP2 y ELP3 respectivamente. Los resultados
obtenidos fueron coherentes respecto a lo esperado en base a lo obtenido para los
sistemas poliméricos y solidos lipidicos. Analogo a los casos anteriores es
importante conocer la incorporacion del péptido en el sistema, se trabajaron las
mismas cantidades de material de recubrimiento y de péptido que en los sistemas
previos. En este caso como se tenian dos componentes en el material de
recubrimiento la digestion del polimero no seria suficiente para extraer al péptido
del sistema, por tanto, teniendo en cuenta que el polimero es soluble en DCM al
igual que el lipido, se decidi6é optar por la metodologia empleada para determinar
la EE en las particulas sélidas lipidicas, que consistia en una extraccion liquido —
liquido del péptido encapsulado. Asi de esta forma, se obtiene una fase acuosa que
contiene el péptido encapsulado en las microparticulas, esta muestra fue analizada
mediante el ensayo de micro acido bicinconinico. Los resultados hasta ahora nos
permitieron observar en los sistemas lipopoliméricos, caracteristicas intermedias
entre el sistema polimérico y el sistema lipidico, especificamente en la eficiencia de
encapsulacion, en la cual se presentd mayor valor para las microparticulas
poliméricas, seguida de las microparticulas lipopoliméricas y por Gltimo una
encapsulacion mas baja en las particulas sélidas lipidicas. Es posible sugerir que
esto puede deberse a la interaccion del péptido a encapsular y la hidrofobicidad de
la F.O. asociada a cada sistema. Al utilizar un 10% de lipido en la F.O., la matriz se
tiende a volver mas hidrofébica por la presencia del lipido que aumenta el
componente apolar, por tanto, el péptido va a ser un poco menos afin por el sistema
lo que hace que se disminuya el valor de eficiencia de encapsulacion a
comparacion a cuando se tiene un 100% de polimero(11). En este caso se debe
tener en cuenta los comportamientos de los sistemas poliméricos y lipidicos por
separado, se cree gue se tendria una suma de factores que pueden venir afectando
esta caracteristica, entre ellos, la solubilidad tanto del polimero como del lipido en
el solvente orgénico, la miscibilidad del solvente organico en agua, la concentracion
de ambos materiales de recubrimiento usados, la proporcién de la fase dispersa y
la fase continua, la velocidad de remocion del solvente orgénico y la solubilidad del
péptido en la fase continua. En este caso se sigui6 trabajando con diclorometano
como solvente organico, ya que tanto el polimero como el lipido son solubles en él,

ademas es capaz de difundir en la fase acuosa lo que lo hace apto para la
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metodologia empleada. En cuanto a la cantidad y proporcion usada de los
materiales de recubrimiento se mantuvo con respecto a la utilizada en la obtencién
los sistemas anteriores, la diferencia reside en la proporcion de polimero y de lipido,
determinado que al usar una menor cantidad de lipido se encontr6 una eficiencia
de encapsulacion mejor. Esto porque en cierta forma la matriz seria menos apolar
y un poco mas afin por el péptido a diferencia de si se trabaja con una proporcién
elevada de lipidos. En cuanto a la proporcion de la fase continua, esta se disminuy6
respecto a la usada en la metodologia de los sistemas poliméricos, dado que no se
agrego alcohol isopropilico, esto tomado de la metodologia de las particulas sdlidas
lipidicas, pues se comprob6 que no era necesario para que el DCM difundiera y se
evaporara en los tiempos establecidos, sin embargo, este tiempo de evaporacion
se establecio en funcién de estudios previos del grupo. Para posteriores desarrollos
sera necesario verificarlo como una variable adicional y ademas cuantificar el
contenido de DCM en el producto final mediante una técnica analitica como la
cromatografia de gases. Esto permite que haya un menor volumen de fase acuosa
externa y por tanto es posible que se mitigue la migracion del péptido a la fase
acuosa mientras se da la evaporacioén del solvente. Como se ha venido discutiendo
la interaccion entre el polimero/lipido con el péptido no resulta ser la mejor, pues
en este caso solo podria interactuar con los segmentos polares que aportan los
materiales de recubrimiento, sin embargo, la matriz tiende a tener una naturaleza
predominantemente hidrofébica lo que afecta la afinidad entre el péptido y la matriz
usada. Por tanto, el péptido este preferird migrar a la fase externa acuosa que
guedarse alojado en la matriz hibrida lo que hace que disminuya la eficiencia de
encapsulacion respecto a las microparticulas poliméricas.

e Capacidad de carga: De manera similar a lo realizado en los sistemas anteriores,
la capacidad de carga del péptido modelo en el sistema lipopolimérico desarrollado
se realiz6 a partir de los datos obtenidos de la eficiencia de encapsulacion, con el
fin de determinar la proporcion de péptido en una cantidad determinada de
microparticulas. La capacidad de carga determinada en los sistemas
microparticulares poliméricos desarrollados fue de 3,88% para ELP2y 3,97% para
ELP3. Estos valores son intermedios a los encontrados en los dos sistemas
desarrollados anteriormente, sin embargo, es mas cercano al obtenido para las
microparticulas poliméricas y es congruente ya que el 90% de la matriz esta

compuesto por polimero. Dado que se incluyé un componente lipidico la matriz va
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a ser mas hidrofébica, lo cual puede contribuye a disminuir la capacidad de carga
de una molécula hidrofilica, como lo es el péptido modelo utilizado en este caso.

Potencial Z: La medida de potencial Z se llevé a cabo teniendo en cuenta las
mismas consideraciones que para los sistemas anteriores. En este caso el material
de recubrimiento consta de una mezcla de PLGA con triglicéridos C12-Cis, por tanto,
en base a los resultados obtenidos en los sistemas por separado y a los grupos
funcionales presentes en cada uno de los materiales, se espera que el potencial Z
tenga valores negativos principalmente atribuidos al PLGA que se propone se
ubique hacia la interfase con la fase acuosa externa, mientras que al interior de la
microparticula se cree se ubican los triglicéridos correspondientes al componente
lipidico. En la tabla 5-3 se pueden observar los resultados obtenidos de las
mediciones realizadas para las microparticulas hibridas vacias y cargadas, tal
como se esperaba se tiene un potencial Z negativo, el cual se encuentra en un
rango entre -20,0 mVy -26,1 mV, el cual es bastante similar a los valores obtenidos
para las microparticulas poliméricas y es apenas l6gico dado que el mayor
porcentaje de material de recubrimiento corresponde al material polimérico. Estos
valores permiten pensar que se puede dar una estabilidad a nivel coloidal por medio
de repulsion de cargas, teniendo en cuenta la clasificacion estudiada en el capitulo
de las microparticulas poliméricas, por tanto, se obtendria un sistema entre
relativamente estable y altamente estable en el caso de las microparticulas vacias.
Al igual que en los casos anteriores se observé una disminuciéon del potencial
electrocinético en las microparticulas cargadas, lo cual como se ha venido
analizando a lo largo del documento es atribuido al péptido que se encuentra cerca
asociado o adsorbido en la superficie de las microparticulas. En este caso la
disminucion es bastante similar a la vista en el caso de las microparticulas
poliméricas, pero totalmente distante a las particulas sélidas lipidicas en las que se
esperaba se tuviera gran cantidad de péptido asociado a la superficie de las
particulas. En este caso, lo que se propone es que se presenta una estructura
matricial en la que hay un distribucion del péptido hidrofilico en la cual tiende a
ubicarse en la superficie de la matriz, ya que como se menciond antes se propone
gue el nucleo esté compuesto principalmente de lipidos que son poco afines por el
péptido, ademas de la posible migracién hacia la fase acuosa externa de la

molécula encapsulada (36).
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Tabla 5-3: Caracteristicas farmacotecnicas de las microparticulas lipopoliméricas vacias y
cargadas Péptido adsorbido: péptido asociado en la superficie con respecto del péptido

encapsulado

Ensayo Eficiencia de Péptido Capacidad Potencial Z
encapsulacion adsorbido  de carga (mV)
(%) (%) (%)
ELP1 N.A N.A N.A -26,1
ELP2 42,68 36,44 3,88 -20,8
ELP3 43,70 34,10 3,97 -20,0

o Perfil de liberacién: Los perfiles de liberacion obtenidos a partir de las
microparticulas hibridas lipopoliméricas se reportan en la figura 5-9. Como se
puede observar en la figura los perfiles de los sistemas ELP2 y ELP3 presentaron
un comportamiento trifasico durante el periodo de estudio (26 dias). Una fase inicial
en el dia 1 del estudio, que corresponderia al péptido adsorbido en las
microparticulas y que seria de r4pida liberacion (efecto burst) (36-34%). Una
segunda fase de liberacién creciente y lenta posterior al dia 1, hasta el dia 9 del
estudio (60%). A partir del dia 9 se inici6 una tercera fase hasta el final del estudio.
En esta fase se liber6 aproximadamente el 40% del péptido, como consecuencia
de la degradacion de los materiales de recubrimiento empleados. El perfil de los
dos sistemas evaluados fue similar, presentando al final del estudio una liberacion
del péptido modelo entre el 99,6% y el 100%. Para este estudio se utilizé el sistema
ELP1, microparticulas vacias como sistema de referencia. La primera liberacion
asociada con un efecto burst se relaciona con el péptido que quedé adsorbido en
la superficie de las microparticulas comportamiento similar al de las microparticulas
poliméricas. Este resultado se relaciona con la medida de potencial Z donde se
observo que este parametro tendia a ser menos negativo en los sistemas cargados
posiblemente por la carga que aporta el péptido al sistema. Posterior a la liberacion
inicial se tiene una liberacion que tiende a aumentar en funcién del tiempo, similar
al comportamiento obtenido en las particulas sélidas lipidicas, esto podria
explicarse por la forma en la que se organiza el péptido en la particula, se cree que
al ser la particula un poco més hidréfoba que las particulas poliméricas, el péptido
va a tender a quedarse cerca de la superficie de la particula lo que hace que su

liberacion sea mucho mas répida, a diferencia de las particulas poliméricas.
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Ademas, como se tiene el lipido como parte de la matriz de la microparticula, se
cree que en consideracion de su punto de fusion va a hacer que el péptido difunda
mas facilmente a diferencia de cuando la liberacion solo esta dada por la hidrélisis
de la matriz polimérica, esta ayudara a que la liberacion sea mas prolongada en el

tiempo.
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Figura 5-9: Perfiles de liberacion del péptido encapsulado en las microparticulas hibridas

lipopoliméricas

5.5 Conclusiones

e Las microparticulas obtenidas presentaron forma esférica, superficie lisa e integra,
con tamafos de particula entre 3,22-3,93 um, una distribucién que tiende a ser
monomodal con una uniformidad entre 0,280 y 2,715, con una eficiencia de
encapsulacion del péptido sintético modelo alrededor de 43,2%, un potencial Z
negativo entre -20,0 y -26,1 mV y un perfil deliberacion durante 25 dias trifasico.

e En este sistema la proporcién 90:10 usada del componente polimérico y lipidico es
la que muestra mejores resultados en cuanto a la eficiencia de encapsulacion, por
tanto, definir esta proporcion de los componentes es de vital importancia para el

sistema.
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e Dado que el material de recubrimiento usado en mayor proporcion fue el PLGA, la
mayoria de las condiciones aplicadas en el desarrollo de las microparticulas
lipopoliméricas derivaron de la metodologia obtenida para la obtencion de las
microparticulas poliméricas por lo que se cree que dependiendo del material de
recubrimiento se podran emplear unas condiciones definidas de acuerdo a las

caracteristicas propias del material de recubrimiento .



6. Comparacion entre los diferentes
sistemas microparticulares desarrollados

Con el fin de establecer un analisis comparativo de los tres sistemas desarrollados,
se plante6 una prueba MANOVA, prueba estadistica que permite analizar la relacién
entre varias variables respuesta, verificar efectos significativos de las variables, las
interacciones y el grado de asociacién de las variables estudiadas. Esta prueba se
us6 con el fin de analizar la relacion entre diferentes variables respuesta (tamafio,
potencial Z y eficiencia de encapsulacion) de diferentes factores (microparticulas
poliméricas, particulas lipidicas y microparticulas lipopoliméricas) como un estudio
preliminar, teniendo en cuenta la cantidad limitada de ensayos. A partir de este
andlisis se logré determinar que los tres sistemas muestran diferencias significativas
entre si para las diferentes variables respuestas estudiadas, sin embargo, resulta
muy generalizado dado que no permite saber qué variables especificas son las
responsables de estas diferencias. Por tanto, se decidi6 realizar una prueba ANOVA,
en donde se evaluaron los tres factores con cada variable respuesta por separado,
con el fin de estudiar si al menos existia una variable que no tuviera diferencias en
los diferentes sistemas. De esta prueba se obtuvo que el potencial Z es una variable
gue no muestra diferencias entre los tres sistemas a diferencia del tamafio y de la
eficiencia de encapsulacion. Con el fin de ver esto de una manera mas grafica se
decidi6 reportar estos resultados mediante una grafica de cajas que permitiera ver el
comportamiento de los tres sistemas en funcion de las variables respuestas (Figura
6-1), obteniendo de esta forma una correlacion con lo encontrado tanto en el andlisis
de MANOVA inicial y de ANOVA. Esta gréafica nos permite tener un vistazo general
de los sistemas en funcion de las caracteristicas farmacotecnicas estudiadas, para
los tres casos se ven diferencias entre los sistemas, sin embargo, en las dos

variables respuesta que son mas significativas es en el tamafio y en la eficiencia de
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encapsulacion. Algo que vale la pena destacar de esta gréfica, es el comportamiento
de las microparticulas lipopoliméricas que por lo menos para efectos del tamafio y
de la eficiencia de encapsulacibn muestra un comportamiento intermedio, sin
embargo, para el caso de la eficiencia de encapsulacion el comportamiento tiende a
ser mas parecido a las particulas lipidicas y esto esta relacionado con la
hidrofobicidad de las particulas, dado que al incorporar el lipido la matriz va a ser
menos afin por el polimero lo que afecta su eficiencia de encapsulacion como se
menciond previamente.

En cuanto a los perfiles de liberacion se realizé un analisis por separado, con el fin
de evaluar en tres puntos especificos el comportamiento de los tres sistemas. Con
base en esto se decidio hacer tanto un analisis MANOVA como un analisis ANOVA
con el fin de establecer las posibles diferencias entre los tres sistemas. A partir de
las aproximaciones anteriores se encontré que en el dia 1, un tiempo de liberacién
inicial, no se ven diferencias significativas, pero en el dia 6 y el dia 11 ya todos los
sistemas muestran un comportamiento diferente. Esto también se analizé
graficamente mediante diagramas de cajas (Figura 6-2), de los que se puede
observar y concluir que el comportamiento de las microparticulas lipopoliméricas es

intermedio en cuanto a la liberacion del activo.

Por tanto, se resalta que el sistema desarrollado presenta propiedades tanto de las
microparticulas poliméricas como de las particulas lipidicas, lo cual permite sugerir
gue se puede mejorar su desempefio in vivo, tiempo de residencia y liberacion del
farmaco. Estas propiedades deben ser estudiadas a mayor profundidad en

investigaciones futuras.
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Figura 6-1: Grafica comparativa de las caracteristicas farmacotecnicas estudiadas en funcion de los sistemas obtenidos
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Conclusiones

Se logro obtener un sistema microparticular lipopolimérico que permite encapsular
un péptido sintético modelo de naturaleza hidrofilica mediante una metodologia de
formacion de doble emulsién y posterior evaporacion del solvente, con eficiencias
de encapsulacion de alrededor del 43%, tamafios entre 3,22 y 3-93 um, forma
esférica y superficie suave integra, con un potencial zeta negativo que ayuda a
estabilizar el sistema.

El desarrollo de una metodologia para un sistema especifico tiene sus
particularidades, es importante tener en cuenta la naturaleza tanto del material de
recubrimiento como del farmaco a encapsular, dado que sus interacciones,
afinidades y caracteristicas fisicoquimicas influenciaran en el comportamiento de
los diferentes materiales a lo largo de la obtencion de un SEF como los obtenidos
en este trabajo.

En un sistema hibrido lipopolimérico no siempre se obtiene una mejora de los
sistemas poliméricos vy lipidicos, en el caso de moléculas hidrofilicas como el
péptido modelo trabajado, la eficiencia de encapsulacién no se mejor6 dada la
naturaleza hidrofébica de la matriz.

Respecto a las caracteristicas farmacotecnicas, se observo que el comportamiento
del sistema tiende a ser intermedio entre las microparticulas poliméricas (Tamafio

y morfologia) y las particulas sélidas lipidicas (E.E y Perfil de liberacion).
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Recomendaciones

Para lograr una mejora en la eficiencia de encapsulacién de las microparticulas
hibridas lipopoliméricas se podria hacer una modificacion del péptido acoplandolo
mediante enlaces covalentes a una molécula mas apolar que no afecte su actividad,
o también se puede probar la formacién de complejos con SPC que mediante
interacciones electrostaticas y Van der Waals, hagan que la molécula sea més afin
con la matriz. De esta manera seria posible incorporar una cantidad mayor de
péptido en el sistema y con esto evaluar su comportamiento.

Se recomienda partir de un material de recubrimiento en el que el polimero vy el
lipido se encuentren enlazados covalentemente en diferentes proporciones para
utilizarlos considerando las propiedades de una sola molécula y con esto evitar la
formacion de los sistemas por separado.

Se recomienda trabajar con metodologias analiticas mas sensibles y con menor
variacion que la espectrometria dado que por errores asociados a esta los datos
pueden cambiar de una manera indeseada.

Se recomienda hacer ensayos in vivo con los sistemas desarrollados con el fin de
evaluar mejoras en otros parametros como la biodisponibilidad y el tiempo de
residencia en el organismo.

Se recomiendan como estudios adicionales la verificacion de la integridad de la
molécula desde sus propiedades fisicoguimicas como de su integridad biol6gica
mediante diferentes metodologias analiticas.

Se recomienda buscar una metodologia que permita conocer la cantidad de

estabilizante adsorbida en la superficie de las microparticulas formadas.



9. Anexos

9.1 Anexo A: Estado del arte de los sistemas hibridos
lipopoliméricos desarrollados por diferentes
metodologias en los ultimos afios y sus aplicaciones

Tabla 9-1:Sistemas hibridos lipopoliméricos desarrollados en los Ultimos afios con sus
caracteristicas y aplicaciones

Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E Aplicacién  Ref.
Activa de %
particula
Doble emulsién Lisozima PCL SPC/Tripalm  58,04-2009 5,81- - (100)
evaporacion del itato de nm 60,32
solvente Glicerilo
Doble emulsion Lisozima PLGA Trilaurina, 12,17- 12,61 - (101)
evaporacion del tripalmitina, 24,15 pm -
solvente tibeheneato, 62,67
captex
300,4cido
caprilico,
monoesteara

to de glicerol
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E  Aplicacion Ref.
Activa de %
particula
Sonicacién Erlotinib PCL Fosatidilcolin 159,6- 18,1- Céancer de (99)
a de soya 173,0 nm 66,4 pulmoén de
hidrogenada/ células no
1,2- pequefias
distearoil-sn- avanzado
glicero-3-
fosfoetanola
mina-N-
[amino(poliet
ilenglicol)-
2000]
Difusion de solvente  Rapamicin PLGA DOPC, 174-224 57-84 Stent (102)
modificada por una  a/Propolis DOTAP, nm liberador de
emulsificacion DOPC:DOT farmacos
espontanea (SESD) AP,
DOPC:DOT
AP:DSPE-
PEG
Nano precipitacion ~ Rapamicin PLGA DSPE- 129,1nm 63,70 Hemangiom (103)
a PEG2000- a
Mal,DSPE-
PEG2000
Doble emulsién Zidovudin Gelatina Acido 526-715 52,7- VIH (104)
evaporacion del a esteérico, nm 89,5
solvente Gliceril

beheneato
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E Aplicacién  Ref.
Activa de %
particula
Emulsién Proteina PLGA/Quit bromuro de 220-227,5 41.5 Vacuna para (105)
evaporacion del de fusion osano- dimetildiocta nm +6.8 administracio
solvente recombina Glicol decilamonio n por
nte (DDA), mucosa
CTH522 Trealosa-
6,6'-
dibeheneato
(TDB)
Dialisis Doxorrubi PAE(-ss- PEG-DSPE  88,7-136,1 50,2- Cancer (106)
cina mPEG)-g- nm 55,4
Col
Gelacion iénica Luteina Quitosano/  Acido oleico  40-160nm - Retinopatia, (107)
Alginato de degeneracio
Sodio n macular
Nano precipitacion Acido PLGA Lecitina de 136.11 78,23 Céncer de (108)
mico soya, 1,2- 12.4y 176 mama
fendlico/Q distearoil-sn-  + 34.65 nm
uercetina glicero-3-
fosfoetanola
mina-N-
[amino(poliet
ilenglicol)]
Doble emulsioén siRNA PLGA DOTAP,lipoi  180-250nm  50-90 EPOC (109)
evaporacion del d5

solvente
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E  Aplicacion Ref.
Activa de %
particula
Doble emulsién Budesonid PLGA DOTAP 150nm 36 EPOC (110
evaporacion del a
solvente
Nano precipitacion Rifampicin  Gantrez®A Monoesteara 300-400 52,6- Tuberculosis  (111)
a N-119 to de nm 95,2
glicerilo
Nano precipitacion ~ Metotrexat PLGA Fosfatidil 176-308 76,7- Cancer (112)
0 colina de nm 82,4
soya
Nano Colesterol PLGA Colesterol 190-330 N/A Enfermedad (113)
precipitacion/Emulsi nm de
6n simple Huntington
Nano precipitacion-  Enoxapari  Quitosano  Mono oleato 295,9- 84,76  Desordenes @7
autoensamblaje na de glicerilo 306,1 nm - vasculares
85,42
Doble emulsion Hidrocloru PLGA SPC,DSPE- 237 nm 45,20 Cancer (114)
evaporacion del ro de PEG
solvente Gemcitabi
na
Nano precipitacion  Cisplatino, PLGA DSPE- 91,6-163,4 81,5- Cancer (115)
Curcumin PEG,coleste nm 89,5 cervical
a rol
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E Aplicacién  Ref.
Activa de %
particula
Evaporacion del Cisplatino Triglicérido 141,2 nm >80 Carcinoma (116)
solvente caprilico/Cap de ovario
PLA rico, lecitina
Nano precipitacion- Bupivacai PLGA Lecitina, 175 nm 89,20 Analgesia (117)
autoensamblaje na DSPE-PEG
2000
Nano precipitacion Acido PLGA Lecitina de 100-200 89,1- Isquemia (118)
salviandlic soya, DSPE- nm 91,2 aguda de
0B, PEG 2000- miocardio
Panax NH2-RGD
notoginse
nosido
Nano precipitacion ~ Docetaxel, PLA-PEG Acido 150,5- 88,3- Céncer de (119)
Resveratr esteérico 191,5 nm 94,1 pulmén de
ol células no
pequefias
avanzado
Emulsién Gefitinib PLGA Acido folico- 150nm 90,8- Carcinoma (120)
evaporacion del PEG- 92,3 nasofaringeo
solvente DSPE,DLPC avanzado
Nanoprecipitacion Afatinib PLGA Colesterol- 103.5+4.1 90 Céncer de (121)
PEG-SS- nm pulmén de
Transferrina, células no
lecitina pequefias
avanzado
Sonicacion/Evapora Erlotinib, PCL SPC, HA- 100-120 80,8- Cancer de (122)
cién del solvente bevacizum ADH-PEG nm 85,3 pulmén
ab avanzado
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E  Aplicacion Ref.
Activa de %
particula
Homogenizacién Vancomici Eudragit Gliceril 202,5- 27,8- Infecciones (123)
caliente a alta na RS100 tripalmitato 250,9 nm 69,3 bacterianas
presion, ultra
sonicacion
Emulsion RNAI PEI Tripalmitina, 108-125nm - Cancer (124)
evaporacion del trioleina,
solvente DSPC,
DSPE-PEG,
DSPE-PEG-
maleimida,D
SPE-PEG-
EGF
Emulsién Metotrexat PLGA acido 100-150nm - Artritis (125)
evaporacion del o] esteérico- reumatoidea
solvente octa
arginina-
acido félico,
PC de huevo
Doble emulsion siRNA PLGA Lipidoide L5 210 nm 93.3 Artritis (126)
evaporacion del +5.7 reumatoidea
solvente
Secado por Leuprolide PLGA Gliceril 4-10 pym 67,8- Céncer de (127)
aspersion tribeheneato 100 prostata
gliceril avanzado
triestearato,
SPC
Nanoprecipitacion Doxorubici PLGA MAL-PEG- 116,8- 68,3- Carcinoma (128)
na,Sorafe DSPE, SP 126.3 nm 91,6 hepatocelula
nib de huevo r
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E Aplicacién  Ref.
Activa de %
particula
Nanoprecipitacion Metotrexat PCL Phospholipo 102,5- 81,1- Céncer de (1)
o] n S100-L- 1545nm 89,62 mama
fucosa, D-
manosa, and
D-galactosa
Nanoprecipitacion Curcumin  PLGA,Vita DSPE-PEG, 70,2-135,1 - Cancer (129)
a mina B12- SPC nm
Quitosan,
poli(N-(2-
hidroxiprop
il)
metacrilami
da)
Doble emulsion Insulina PLGA, Lecitina de 240nm 50 Diabetes (130)
evaporacion del PEG soya,
solvente trimiristina
Emulsién- Dapsona HPMC Gliceril 277 nm 75,81 Acné (131)
Ultrasonicacion monoesterat
0, isopropil
miristato
Emulsién Carbamaz  Quitosano Acido 78.88- 62.66 Epilepsia (132)
evaporacion del epina esteérico, 790nm -
solvente gliceril 88.31
monoesteara

to




122 Disefio y desarrollo de un sistema microparticular lipopolimérico para la

administracién de un péptido sintético modelo de naturaleza hidrofilica

Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E  Aplicacion Ref.
Activa de %
particula
Nanoprecipitacion Doxorubici PLGA Lecitina 178-197 - Cancer (133)
na nm
Nanoprecipitacion Doxorubici PLGA Lecitina, 173-208 17,8- Cancer de (134)
na DSPE-PEG nm 59,8 mama
2000
Nanoprecipitacion mMRNA PLGA,PLA DOPE, 100-250 80-90 Vacunas, (135)
DMG- nm céncer,
PEG2000, terapia de
colesterol, reemplazo
lipido TT3 de proteinas
y edicion del
genoma
Emulsién Astaxantin mPEG- DMPC 90,76- ~50 Ototoxicidad (136)
evaporacion del a PLA 132,28 nm generada
solvente por
quimioterapi
a
Emulsion Docetaxel, PLGA PC,18:0 88,4-141,5 10-70 Cancer de (137)
evaporacion del fingolimod PEG2000 nm prostata
solvente PE, metastasico
Colesterol
Nanoprecipitacion B- PLGA DSPE- 181,5nm 94,42 Hepatoprote (138)

Sitosterol PEG2000 ccion




Anexos

123

Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E Aplicacién  Ref.
Activa de %
particula
Emulsién JQ1, PLGA Colesterol 164,6- 21,1- VIH (139)
evaporacion del Disulfiram, butirato, 219,3 nm 93,3
solvente Ingenol-3- DOTAP
angelato,p
rotratin,pa
nobinostat
Emulsion Metotrexat PCL DSPE-PEG 150 nm 85-90 Céancer de (140)
evaporacion del o, (2000)-NH2, mama
solvente Aceclofen Gelucire
ac 48/16,
phospholipid
S100,
Fucosa
Emulsion Lidocaina  Quitosano  DLPC,colest 88,6 nm 85,20 Anestesia (141)
evaporacion del erol,DSPE- local
solvente PEG2000,H
A
Nanoprecipitacion Cabazitax PLGA BN-PEG- 184,9 nm 89,6- Cancer de (142)
el DSPE, 90,3 prostata
DSPE-PEG
Doble emulsion miR-21, PCL,PLGA L-alfa- 91,3-216,0 14,5- Glioblastoma  (143)
evaporacion del pemetrexe fosfatidilcolin nm 82,1 multiforme
solvente d a:trimiristina
Nanoprecipitacion Doxorubici PCL NH2- 131,2- 84,7- Leucemia (144)
na, acido PEG3400- 165,7 nm 88,9 mieloide
gélico DSPE, HA, aguda

Lecitina
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E  Aplicacion Ref.
Activa de %
particula
Nanoprecipitacion Carboplati PCL FA-PEG-HZ- 121,3- 80,9- Cancer (145)
no, GO, lecitina 171,3 nm 84,2 cervical
paclitaxel de soya
Nanoprecipitacion Salinomici PLGA DSPE- 95 nm 63 Osteosarco (146)
na PEG2000- ma
Mal, lecitina
de soya
Nanoprecipitacion isoliquiritig PLGA DSPE- 137,2nm 90,40 Cancer de (147)
enina PEG2000- mama
Mal-iRGD,
lecitina de
soya
Gelacién idnica Cisplatino  Quitosano Lipoid S75 181-218nm  83,2- Cancer (148)
89,4
Emulsién difusion Insulina PLGA,Eudr Oleato de 213 nm- 94,60 Diabetes (149)
del solvente, secado agit® FS sodio 5um
por aspersion 30D
Nanoprecipitacion Rodamina PLGA Gadolinio- 65-110 nm - Céancer (150)
6G, PEG-DSPE

paclitaxel
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E Aplicacién  Ref.
Activa de %
particula
Nanoprecipitacion Doxorubici PLGA, Lecitina,Gd- 122,6nm 76,30 Diagnéstico (151)
na mPEG-S- DTPA- y tratamiento
S-C BC16,DSPE- de cancer
PEG2000-
Folato
Nanoprecipitacion Salinomici PLGA Lecitina de 123,2- 55,4- Cancer de (152)
na soya, DSPE- 135,6 nm 59,2 mama
PEG2000,
DSPE-PEG-
Mal,CFPE
Dialisis Doxorubici PLGA,mPE Lecitina de 108-120 58,3- Cancer (153)
na, G-S-S-C16 soya nm 80,2
triptolide
Nanoprecipitacion Doxorubici PBAE-ss- DSPE- 95,3-130,7 40,2- Cancer (154)
na mPEG mPEG nm 79,4
Doble emulsién BSA PLGA Colesterol, 144 nm 80-96 - (155)
evaporacion del DOTAP,
solvente DSPE-
PEG2000-
NH2
Doble emulsién KLH PLGA DOTAP, 120,1- - Vacuna (156)
evaporacion del DOPC, 127,5 nm
solvente, método de CHEMS,
dos pasos DOPE,
DSPE-
PEG2000,N

BD PE
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E  Aplicacion Ref.
Activa de %
particula
Nanoprecipitacion Docetaxel PLGA DSPE- 25nm - Cancer (157)
PEG2000
Doble emulsion KLH PLGA DOTAP, 232-260 - Adiccion a (158)
evaporacion del DSPE-PEG nm nicotina
solvente, método de 2000-
dos pasos Nicotina
Emulsién Etravirina, PLGA DOPC, MPB 115,7- 1,23- - (159)
evaporacion del azidotimidi 1000nm 90,3
solvente na,
BSA,Oval
bumina,
plasmido
EGFP
Emulsién Salinomici PLGA DSPE-PEG- 125,6- 74,2- Cancer de (160)
evaporacion del na Mal,PECF,P 139,9 nm 76,3 prostata
solvente C, Col
Doble emulsion Isoniazida, PLGA Lecitina de 111,81- 63,64 Tuberculosis  (161)
evaporacion del Ciprofloxa soya, DSPE- 172,23 nm -
solvente cino PEG2000 68,49 (161)
Nanoprecipitacion Silimarina  Quitosano DSPE- 125,8- 97,05 Enfermedad (162)
PEG2000 286,5nm - del higado
97,39 graso no

alcohdlico
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Método Molécula Polimero Lipido Tamafio E.E Aplicacién  Ref.
Activa de %
particula
Doble emulsion mMRNA PLGA DOTMA 217,5- 87,0- Vacunas (163)
evaporacion del 322,2 nm 92,8
solvente
Emulsién Paclitaxel Mal— lecitina 180-195 83,18 Céancer (164)
evaporacion del PEG2000- nm -
solvente NHS 86,04
Nanoprecipitacion Rutina PLGA Lecitina, 203- 64,32 Alzheimer (165)
SPC 272,5nm -
74,23
Nanoprecipitacion/A  Docetaxel, PLGA Lecitina, 169,6 nm 81,9- (166)
utoensamblaje curcumina DSPE-PEG 89,8
Cancer de
prostata
Emulsion Hidrocloru  Gantrez®A PGDS, 622,5 nm 62,80 Disfuncion (167)
evaporacion del ro de N-119 gliceril eréctil
solvente Vardenafil triestearato
Doble emulsion Acido Quitosano Gellucire®, 310,56 nm 78,56 Infecciones (168)
evaporacion del fusidico alcohol por SARM
solvente cetilico
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9.2 Anexo B: Aspectos evaluados en ensayos
preliminares para la obtencion de los SEF

desarrollados

Tabla 9-2: Aspectos evaluados en ensayos preliminares para la implementacion de la
metodologia, obtencién y caracterizacion de las microparticulas poliméricas

Aspecto evaluado

Tipo de PLGA

Concentracion de PLGA (F.O)

Proporcién de fases en la formacion de la
primera emulsién W1/O

Forma de adicion del estabilizante (W2)

Concentracion del estabilizante (W>2)

Tiempo de homogenizacién en Ultrasonido

Amplitud en ultrasonido

Velocidad de homogenizacién en Ultraturrax

Tiempo de evaporacion del solvente
Equipo usado para la determinacion de

tamafio

Momento de andlisis del tamafio de particula

Eficiencia de encapsulaciéon

50:50;75:25

25%,50%,100%

10:1, 10:2

Adicion total, Adicién 3mL y luego 7mL,
Adicion de 1mL en 1mL.

5%, 2,5%, 1%

30s, 60s

60%, 100%

10000 rpm, 20000 rpm

60 min, 90 min

Master Sizer 3000, Zeta Sizer Nano Zs

Recién obtenidas (Final evaporacién), Antes
de congelar para liofilizar y liofilizadas

Tiempo de digestion del polimero, Ajuste del
pH y curva de calibracién
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Tabla 9-3: Aspectos evaluados en ensayos preliminares para la implementacion de la
metodologia, obtencién y caracterizacion de las particulas sélidas lipidicas.

Aspecto evaluado

Tipo de lipido
Uso de lipidos y fosfolipidos en la F.O

Tipo de solvente en la fase acuosa W1

Tipo de estabilizante y concentracién

Volumen de la fase externa acuosa W2

Orden de adicién de la fase externa acuosa W-

Adicién de IPA

Condiciones del proceso de lavado

Tiempo de homogenizacion en Utrasonido
Tiempo de homogenizacién en Ultraturrax

Condiciones del proceso de evaporacién del
solvente

Adicién de crioprotectores

Condiciones eficiencia de encapsulacion

Novata BD PH, Novata B PH, Novata BC PH
Novata BD PH: Lipoid S100 (9:1), (7:3), (5:5)
Agua D.l. y Buffer PBS (Fosfato 0,1M-NaCl
0,15M, pH:7,4)
PVA(2,5%,5%), Poloxamer (1%,0,5%,0,25%),
Sin estabilizante (Agua)
10mL, 15 mL, 4mL

De 1 mL en un 1mL, verter la emulsion 1 (W1/O)
en el poloxamer

(20mL, 5mL, OmL)

Cincrotrones, filtracion al vacio, centrifuga
(Cantidad de lavados 1, 2 ,3)

60s,30 s

5 min, 2:30 min

Agitacién magnética y uso de centrivap

Fructosa y Maltosa

Proporcién de fases acuosa y organica para la
extraccién liquido — liquido,
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Tabla 9-4: Aspectos evaluados en ensayos preliminares para la implementacion de la
metodologia, obtencién y caracterizacion de las microparticulas lipopoliméricas

Aspecto evaluado

Estabilizante usado en la fase externa acuosa PVA (5%) y Poloxamer (0,5%)

W-

Orden de adicién de la fase externa acuosa De 1 mL en un 1mL, verter la emulsién 1
W2 (W1/O) en el poloxamer

Tiempo de homogenizacion en ultrasonido 60s,30s

Proporcién Polimero — Lipido (7:3),(5:5),(3:7),(6:4),(2:8),(1:9)
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