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Resumen

Los péptidos y proteinas son biomoléculas con elevado potencial terapéutico por lo que muchas de
ellas se han convertido en principios activos de medicamentos utilizados en el tratamiento de diversas
enfermedades. Sin embargo, su corto tiempo de vida media en el organismo, la generacién de efectos
adversos y la presencia de inmunogenicidad en algunos casos, constituyen importantes desventajas que
han condicionado la busqueda de nuevos sistemas de liberacion de estos biofarmacos. Entre ellos las
microesferas poliméricas constituyen una alternativa muy estudiada ya que puede brindar ventajas tales
como la reduccion de la frecuencia de administracion, disminucion de la dosis total del farmaco
requerida para un tratamiento y reduccion potencial de los efectos adversos. En Cuba se producen
varios principios activos de esta naturaleza, como el interferon alfa 2b (IFN-o2b) y el factor de
crecimiento epidérmico (FCE), cuya inclusion en un sistema de liberacion basado en microesferas
resulta de gran interés. Actualmente no existe en el mercado ningun producto con IFN-a2b o FCE
microencapsulados y, aunque existen algunos trabajos relacionados con la encapsulacion de estas
biomoléculas en matrices derivadas de acido lactico y glicélico (PLGAS), no estan definidas de forma
general las condiciones de encapsulacion que permitan obtener un sistema con las caracteristicas
adecuadas para estas proteinas. En este trabajo se evalud la microencapsulacion del IFN-a.2b y el FCE
con el objetivo de obtener sistemas de liberacion modificada de estas proteinas que sean de utilidad
para el desarrollo de un producto biofarmacéutico de avanzada. Como resultado del estudio de la
microencapsulacién de estas proteinas se obtuvo la relacién entre algunos parametros experimentales y
las caracteristicas de las microparticulas lo que permite disefiar a priori el proceso de encapsulacién
segun las caracteristicas deseadas para las microesferas de IFN-a2b y FCE. Se demostrd que las
caracteristicas intrinsecas de las proteinas encapsuladas y principalmente su caracter hidrofébico
ejercen un efecto muy importante en las propiedades del sistema obtenido, hasta el punto de definir su
utilidad practica, como en el caso del IFN-a2b que a causa de sus interacciones con la matriz
experimenta una liberacion incompleta de las particulas y ademéas sufre modificaciones en sus
propiedades. En cambio, el FCE pudo ser encapsulado conservando sus propiedades. Se demostro
ademas que la encapsulacién de ambas proteinas modifica el comportamiento de la concentracion
sérica de las mismas cuando son administradas en conejos por la via subcutanea con respecto a su
aplicacion sin encapsular. Se probo el efecto cicatrizante del FCE liberado de las microesferas al ser

administradas en heridas de grosor total en ratas.



Abreviaturas

aa — aminoacidos

ADN - &cido desoxirribonucleico

ANOVA - analisis de varianza

DCM - diclorometano

EDTA - Acido etilendiamino tetraacético

EE - eficiencia de encapsulacion

ELISA - ensayo inmunoenzimatico en fase solida

FCE - Factor de crecimiento epidérmico humano recombinante
FTIR — Espectrometria infrarroja por transformada de Fourier
IFN-a2b — Interferon alfa 2b humano recombinante

PBS - solucién tampodn fosfato salino, pH 7,2

PEG - Polietilenglicol

PLA - poli (4cido lactico)

PLGA - poli (4cido lactico-co-glicolico)

PLGAs — polimeros derivados de acido lactico y acido glicélico
PVA - alcohol polivinilico

Q - carga de las microesferas

RP-HPLC - cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa
SDS - Dodecilsulfato de sodio

SDS-PAGE - electroforesis en gel plano de poliacrilamida con SDS
SEM - Microscopia electrdnica de barrido

THF — tetrahidrofurano

w/o/w — agua-en-aceite-en-agua
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1 Introduccién

En las ultimas tres décadas los productos farmacéuticos basados en péptidos y proteinas han ganado
particular importancia en el tratamiento de diversas enfermedades. Sus principales ventajas radican en
la especificidad de su accion en el organismo vy su tolerabilidad. El surgimiento de la era biotecnoldgica
con los avances en la tecnologia del ADN recombinante ha hecho posible el desarrollo de procesos de
produccion eficientes y capaces de proveer grandes cantidades de estas biomoléculas con una pureza
excepcional, optimas para el disefio de productos biofarmacéuticos (1). Actualmente existen varias
proteinas que se utilizan como principios activos de diversas formas farmacéuticas que se venden en el
mercado internacional, entre ellas se encuentran la insulina, la hormona de crecimiento, los interferones
(o, By 7), la eritropoyetina, el factor estimulador de colonias de granulocitos, la estreptoquinasa y los

factores de crecimiento.

Sin embargo, las proteinas como agentes terapéuticos, presentan algunas limitaciones, por ejemplo su
inestabilidad fisico-quimica en algunos fluidos corporales (ej.: en la saliva y los jugos gastricos) lo cual
limita el uso de algunas rutas de administracion, como es el caso de la via oral. Por otra parte, el gran
tamafio de estas biomoléculas limita el uso de la via transdérmica. Como consecuencia de esto la via
mas utilizada para introducir las proteinas en el organismo es la parenteral. A los inconvenientes
propios de esta via, se adicionan otros inherentes al comportamiento de las proteinas como principio
activo: i) corto tiempo de vida media en el organismo, lo cual conlleva a una alta frecuencia de
administracion; ii) generacion de efectos adversos propios de su mecanismo de accion o de efectos

colaterales indeseados v iii) presencia de inmunogenicidad en algunos casos (2-6).

Debido a las limitaciones mencionadas anteriormente se trabaja en la basqueda de nuevos sistemas de
administracion que permitan aprovechar el potencial terapéutico de las proteinas con el minimo de
inconvenientes posible. Los tres sistemas que se han aplicado con mayor éxito a los péptidos y
proteinas son: los basados en la modificacion quimica de las biomoléculas (PEGilacion) y los que se
basan en la encapsulacion de las moléculas en sistemas lipidicos (liposomas) o poliméricos

(microesferas) (2, 7, 8).

La microencapsulacion es una técnica que permite recubrir sustancias en estado sélido, liquido o
gaseoso con una capa de material de diferente naturaleza generando un producto que invariablemente
es un sdlido. Las microesferas que contienen un farmaco pueden proporcionar ventajas tales como: i)
disminucién de la frecuencia de administracion, lo que conlleva a una mayor aceptacion por parte del

paciente, ii) aumento del beneficio terapéutico debido a la eliminacion de las fluctuaciones en los
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niveles séricos del farmaco, iii) potencial disminucion de la dosis total requerida para un tratamiento
debido a una mayor eficiencia en el aprovechamiento de la dosis administrada y iv) potencial
disminucidn de los efectos adversos ya que disminuye la cantidad del farmaco liberado en el organismo
al momento de la aplicacion (9, 10).

La microencapsulacion de estas biomoléculas cobré auge desde finales de la década de los '80 cuando
se aprobo por la “Administracion de Drogas y Alimentos” (FDA, siglas en inglés) de los EE.UU. el
primer producto de esta naturaleza: Lupron Depot. Esta formulacion contiene un péptido (acetato de
leuprolida) encapsulado en microesferas y solo requiere ser administrada cada 3 6 4 meses a pacientes
que padecen cancer de prostata. Sin embargo, sélo han llegado al mercado pocos productos de esta
naturaleza (cuatro péptidos y una proteina) (2), lo cual se debe fundamentalmente a la fragilidad de
estas biomoléculas cuyas propiedades se afectan durante la encapsulacion, y a la complejidad del
proceso de microencapsulacion que hace muy dificil encontrar un procedimiento adecuado para obtener

microesferas de una proteina terapéutica util en el disefio formulaciones de liberacién controlada.

Para microencapsular proteinas se ha usado fundamentalmente una familia de polimeros derivados del
acido lactico y glicolico (PLGAs) (10). Existe una gran cantidad de trabajos cientificos dedicados a
obtener microesferas con estos polimeros cargadas con péptidos y proteinas. La cantidad de variantes
de los métodos de encapsulacién empleados, las diferentes caracteristicas de las matrices poliméricas
disponibles, el uso de otros aditivos con disimiles propdsitos y, sobre todo, la gran variedad en la
naturaleza de las proteinas encapsuladas genera una gran diversidad en las propiedades de los sistemas
obtenidos. En muchos de los trabajos publicados se evallan caracteristicas de las microesferas tales
como el tamafio, el contenido de proteina y la liberacion de la molécula encapsulada en el tiempo.
También suelen publicarse estudios exploratorios in vitro o en modelos animales para encontrar
evidencias de que el sistema disefiado funciona con el objetivo previsto. Sin embargo, se encuentran
muy pocos trabajos en los que se evalUa de forma exhaustiva la conservacion de las propiedades de la
molécula una vez encapsulada. A pesar de esto es frecuente encontrar que las proteinas sufren efectos
negativos en sus propiedades al ser encapsuladas en las matrices de PLGAs. Otro aspecto que a
menudo observan los investigadores de este campo es la liberacién incompleta de la proteina
encapsulada. Estos dos aspectos resultan inaceptables para la aplicacion de las microesferas de
proteinas terapéuticas al desarrollo de productos biofarmacéuticos.

En Cuba se producen péptidos y proteinas recombinantes que constituyen principios activos de
diversos productos farmacéuticos. Actualmente existe un gran interés en desarrollar sistemas

novedosos de liberacion para estas biomoléculas basados en microesferas poliméricas biodegradables
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de matrices derivadas de acido lactico y acido glicdlico. Ha existido particular interés en
microencapsular interferén alfa 2b (IFN-a2b) y factor de crecimiento epidérmico (FCE). El primero es
una citocina cuya efectividad en el tratamiento de enfermedades virales como las hepatitis y varios
tipos de cancer ha sido ampliamente demostrada (11). Sin embargo la frecuencia de administracion
elevada, los largos tiempos de tratamiento y los efectos adversos asociados a su aplicacion, han llevado
a la busqueda de sistemas de liberacion modificada encaminados a reducir estas desventajas. Por su
parte, el FCE se ha aplicado por la via parenteral en Ulceras del pie diabético con un resultado positivo
importante en la prevencion de la amputacion de los miembros inferiores de estos pacientes. El
tratamiento también es frecuente y aunque no es tan largo resulta incobmodo para el paciente por la
manipulacién de las lesiones y la necesidad de realizarlo por personal especializado en una unidad
asistencial. En tal sentido una formulacion de liberacion sostenida pudiera resultar ventajosa con

respecto a la formulacion existente.

Actualmente no existe en el mercado ningin producto con IFN-a2b o FCE microencapsulados v,
aunque existen algunos trabajos relacionados con la microencapsulacion de estas biomoléculas en
matrices de PLGAs, no estan definidas de forma general las condiciones de encapsulacién que

permitan obtener un sistema con las caracteristicas adecuadas para estas proteinas.

Por todo lo anterior como problema cientifico de este trabajo se plantea que en el campo de la
microencapsulacion de proteinas terapéuticas en matrices poliméricas de PLGAs no existen
generalizaciones que permitan obtener microesferas de IFN-a2b y FCE con las caracteristicas
adecuadas en cuanto a carga, perfil de liberacion y conservacion de las propiedades de la proteina
encapsulada, para una aplicacion terapéutica sin la necesidad de realizar un estudio previo exhaustivo

que conduzca a la eleccion del proceso de microencapsulacién apropiado.

Como hipotesis se planteé que el estudio de la relacion entre algunos parametros de la
microencapsulacion, las caracteristicas de las matrices de PLGAs empleadas y fundamentalmente las
propiedades intrinsecas del IFN-a2b y el FCE, con énfasis en su caracter hidrofébico, con las
cualidades de las particulas resultantes, permitira encontrar las condiciones adecuadas para obtener
microesferas cargadas con estas proteinas terapéuticas, utiles para el desarrollo de un producto
biofarmacéutico de liberacién modificada.

Para comprobar la validez de la hip6tesis se traz6 como objetivo general: “Estudiar la obtencién de
microesferas de PLGAs cargadas de IFN-a2b y FCE con potencialidades farmacéuticas mediante el

andlisis del efecto en las caracteristicas de las microparticulas de las variables del proceso de
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encapsulacion, las propiedades de las proteinas y de la matriz polimérica” y los siguientes objetivos

especificos:

- Determinar el efecto de la concentracién de proteina, el volumen de la fase acuosa interna, el
método de preparar la primera emulsién y la velocidad de agitacion de la segunda emulsion sobre:

la carga, la eficiencia de encapsulacion, el tamafio de las particulas y el perfil de liberacion.

- Determinar como influyen, en las caracteristicas de las microesferas obtenidas, las propiedades de
las proteinas encapsuladas, del polimero empleado y de aditivos utilizados durante la

encapsulacion.

- Encontrar un método que permita extraer al IFN-a2b y FCE encapsulados en microesferas de
polimeros del &cido lactico o copolimeros de este con el &cido glicolico para su caracterizacion
fisico-quimica y bioldgica. Analizar como afecta el proceso de encapsulacion al IFN-a2b vy al
FCE.

- Evaluar, mediante estudios in vivo, la utilidad practica de las microesferas cargadas con IFN-a.2b

y FCE obtenidas en este trabajo.

Como resultado de este trabajo se corroboraron resultados generales reportados por otros
investigadores en cuanto al efecto de las variables del proceso de encapsulacion sobre las
caracteristicas de las microesferas obtenidas, pero fue posible ademas encontrar las relaciones
matematicas entre estas variables y las caracteristicas del producto especificamente para las
microesferas de poli (&4cido lactico-co-glicolico) (PLGA) cargadas con FCE. Este resultado permite la
seleccion de las condiciones experimentales necesarias para obtener las microesferas con caracteristicas
especificas elegidas segun cada aplicacion concreta. Por otra parte se determinaron las causas de la
liberacién incompleta del IFN-a2b encapsulado en estas matrices y el efecto de la hidrofobicidad de
estas proteinas sobre las caracteristicas de las microesferas obtenidas; este estudio no existia para el
IFN-a2b y el FCE. Lo mencionado anteriormente contribuye a ampliar el conocimiento de los

aspectos tedricos de la microencapsulacion de estas dos proteinas en matrices de PLGAS.

Otro aspecto novedoso fue hallar un procedimiento de extraccién cuantitativo de las proteinas
encapsuladas, Util para su adecuada caracterizacion fisico-quimica y bioldgica. EI mismo permitié
demostrar el comportamiento diferente de las dos proteinas estudiadas frente al proceso de

microencapsulacién.
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Una parte de los resultados recogidos en este trabajo permitio realizar los estudios que sustentan una
patente, en la cual se reporta por primera vez la ventaja de la aplicacion parenteral de microesferas de
PLGAs con FCE para la prevencion de la amputacion del pie diabético. Esta patente se encuentra

aprobada en Cuba, Europa y otros paises.

Las microesferas cargadas con FCE constituyen un sistema adecuado para estudiar las ventajas que
puede tener la liberacion sostenida de esta proteina en la cicatrizacion de las Ulceras del pie diabético
con respecto a la liberacion rapida del FCE contenido en la formulacion del HeberProt.

Un aporte importante de este trabajo es que sienta las bases para el desarrollo en Cuba de la tecnologia
de microencapsulacion de proteinas terapéuticas en matrices de PLGAs aplicables al desarrollo de

productos biofarmacéuticos de avanzada.
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2 Revision Bibliografica

2.1 Las proteinas como agentes terapéuticos

Por sus importantes funciones en el organismo, las proteinas han sido estudiadas como posibles agentes
terapéuticos desde hace varias décadas. Sin embargo, no fue hasta el surgimiento de la era
biotecnoldgica que las investigaciones cobraron auge debido al desarrollo de procesos de produccién
eficientes y capaces de proveer grandes cantidades de estas biomoléculas con una pureza excepcional,
Optimas para el disefio de productos biofarmacéuticos (1).

Actualmente existen varias proteinas que se utilizan como principio activo de diversas formas

farmaceéuticas que se comercializan en el mercado internacional (Tabla 2.1).

Tabla 2.1. Ejemplos de proteinas terapéuticas que constituyen el principio activo de productos biofarmacéuticos que se
encuentran disponibles en el mercado internacional.

Proteina Producto Compaiiia Indicacion
Eritropoyetina 1) Epogen Amgen Anemia asociada a fallo renal
Interferdn alfa-2b 1) Intron A Schering-Plough Hepatitis C

Interferon alfa-2a

Interferén beta
Insulina

Estreptoquinasa

Factor estimulador de
colonias de granulocitos

Hormona de crecimiento

Interleucina

Factor de Crecimiento
Epidérmico

Factor de crecimiento
derivado de plaquetas

2) Heberon alfa R

1) Roferon A

1) Avonex

1) Humulin

1) Estreptasa
2) Heberkinasa
1) Neupogen

1) Genotropin

2) Nutropin

1) Proleukin
1) HeberProt-P

1) Regranex

HeberBiotec
Roche

Biogen

Eli Lilly
Aventis
HerberBiotec

Roche / Amgen
Pfizer
Genetech

Chiron/Roche

HerberBiotec

Johnson & Johnson

Hepatitis B y varios tipos de cancer

Cancer de pulmon, Hepatitis B,
Sarcoma de Kapossi, Leucemia de
células velludas

Esclerosis Mdltiple
Diabetes

Infarto agudo del miocardio
Infarto agudo del miocardio

Leucemia, Ulceras del pie diabético

Deficiencia de hormona de crecimiento
en nifios

Deficiencia de hormona de crecimiento
en nifios

Cancer renal

Ulceras del pie diabético

Ulceras neuropéticas diabéticas de
miembros inferiores

Sin embargo, las proteinas como agentes terapéuticos, presentan algunas limitaciones, por ejemplo su
inestabilidad fisico — quimica en algunos fluidos corporales (ej.: en la saliva y los jugos gastricos) lo

cual limita el uso de ciertas rutas de administracion como es el caso de la via oral. Por otra parte, el
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gran tamafio de estas biomoléculas limita el uso de la via transdérmica. Como consecuencia de esto la
via parenteral es la més utilizada para introducir las proteinas en el organismo. A los inconvenientes
propios de esta via, se adicionan otros inherentes al comportamiento de las proteinas como principio
activo: i) corto tiempo de vida media en el organismo, lo cual conlleva a una alta frecuencia de
administracion; ii) generacion de efectos adversos propios de su mecanismo de accion o de efectos

colaterales indeseados v iii) presencia de inmunogenicidad en algunos casos (2-6).

Debido a las limitaciones mencionadas anteriormente se trabaja en la bdsqueda de nuevos sistemas de
administracion que permitan aprovechar el potencial terapéutico de las proteinas con el minimo de
inconvenientes posible. Los tres sistemas que se han aplicado con mayor éxito a los péptidos y
proteinas son: los basados en la modificacion quimica de las biomoléculas (PEGilacion) y los que se
basan en la encapsulacion de las moléculas en sistemas lipidicos (liposomas) o poliméricos

(microesferas) (2, 7, 8).
PEGilacion

La conjugacion de las proteinas con polietilenglicol (PEG) es llamada PEGilacion. La idea de la
PEGilacion surgio a finales de los “60 con los trabajos de Davis y cols. (12) y su objetivo inicial fue la
disminucion de la inmunogenicidad de las proteinas. No obstante, después se demostraron otras
caracteristicas deseables que le proporcionaba la conjugacion con PEG a las proteinas tales como
mayor tiempo de vida en el organismo, mayor estabilidad térmica y frente a la accion de proteasas (13,
14). De ellas, en la actualidad, el aumento del tiempo de vida in vivo es la caracteristica mas explotada

de las que le proporciona el PEG al conjugado.

Liposomas

Los liposomas son vehiculos coloidales formados por una bicapa de fosfolipidos capaz de cargar en su
interior sustancias hidrofilicas e hidrofobicas. Las estructuras Unicas de los liposomas les brindan un
nimero de propiedades deseadas. Ellos alteran la distribucion en los tejidos de los farmacos
encapsulados aumentando asi la eficacia y disminuyendo la toxicidad. Los liposomas también pueden
ser usados para dirigir pasivamente los farmacos a los tejidos enfermos. En enfermedades asociadas al
incremento de la permeabilidad capilar (cancer, infeccion, inflamacion) los liposomas se concentran en
una mayor extension en las zonas afectadas con respecto a los tejidos sanos, donde los capilares sanos

no dejan entrar a estas estructuras (15).
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Microesferas

Las microesferas biodegradables de polimeros biocompatibles han sido estudiadas en los ultimos 20
afios como sistemas de liberacién controlada de péptidos y proteinas. Para la encapsulacion de estas
moléculas se han empleado polimeros naturales y sintéticos; entre estos Gltimos se destacan los
homopolimeros y copolimeros del acido lactico y el acido glicélico (2, 10, 16). En las microesferas de
estos polimeros el farmaco esta usualmente distribuido en la matriz polimérica y es liberado mediante
dos mecanismos fundamentales: la difusion a través de la matriz y la degradacion del polimero que

conlleva a la erosién de las particulas.

A pesar de las bondades que estos sistemas ofrecen, cada uno tiene desventajas, por lo que la seleccidn
de alguno de ellos dependerd de la proteina a incluir, asi como de la aplicacion y propiedades del

producto que se desea obtener.

En la Tabla 2.2 aparecen, de forma comparativa, las ventajas y desventajas que ofrecen estos tres

sistemas de liberacién modificada para péptidos y proteinas (6).

Tabla 2.2. Ventajas y desventajas de los sistemas de liberacion mas utilizados para péptidos y proteinas.

Sistema Ventajas Desventajas

PEGilacion ~ Mejora la farmacocinética del producto Disminuye la actividad bioldgica de la
Reduce la fluctuacion en la concentracion del proteina
principio activo Una fraccién importante de las proteinas se
Disminuye la toxicidad del farmaco y la pierde en el proceso
inmunogenicidad El producto final casi siempre es heterogéneo
Incrementa el nivel de vida del paciente (isomeros de posicion)
Incrementa la estabilidad fisico-quimica de la
proteina

Liposomas  Mejoran la farmacocinética del producto Son capturados por el sistema reticulo

Microesferas

Disminuyen la toxicidad del farmaco

Permiten dirigir pasivamente el farmaco a los
tejidos

Mantienen niveles séricos del fa&rmaco por largos

periodos de tiempo

endotelial

Producen debilitamiento vascular

Es dificil lograr una estabilidad fisico-quimica
de larga duracion

Liberacion incompleta de la proteina

Inestabilidad de las proteinas frente a la
microencapsulacién

Garantizan poca fluctuacion en la concentracién
sérica del farmaco

Mejoran la aceptacién del tratamiento por parte del
paciente

De estos tres sistemas, para proteinas terapéuticas, el que mas ha avanzado industrialmente es la
PEGilacién que ya cuenta con varios productos en el mercado (2); sin embargo, las limitaciones que se
relacionan en la Tabla 2, fundamentalmente la disminucién de la actividad biolégica de la proteina
conjugada y la heterogeneidad del producto final obtenido, hacen que muchas compafiias y grupos de
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investigacion se encuentren enfrascados en la microencapsulacion de péptidos y proteinas para el
desarrollo de formulaciones ventajosas de estos farmacos con respecto a las formulaciones de

liberacién inmediata que ya existen.

2.1.1 Interferon alfa-2b
Los interferones son citocinas con propiedades antivirales, antiproliferativas e inmunomoduladoras,

que son producidas por el organismo como respuesta a infecciones virales y tumores asi como para
regular el sistema inmune. Existen tres tipos de interferon: alfa (o), beta (B) y gamma (y) y se clasifican
de acuerdo con su origen celular y el tipo de receptor al cual se unen para realizar su funcion. El
interferén alfa es producido por los leucocitos, el beta por los fibroblastos y el gamma por las células T
y NK activadas. Los dos primeros (o y ) se agrupan como de tipo | ya que se unen a receptores
celulares de tipo 1 y aunque tienen diferentes afinidades por él, presentan similares efectos biologicos,
principalmente de tipo antiviral y antiproliferativo. El interferon y es considerado de tipo 1l ya que se
une al receptor celular de tipo 2 y tiene fundamentalmente propiedades inmunomoduladoras, aunque

también exhibe mas débilmente propiedades antivirales (17).

Este interesante conjunto de biomoléculas fue descubierto por Isaacs y Lindenmann en 1957 (18) y sus
propiedades los han sefialado como potenciales biofarmacos. Durante todo este tiempo se han realizado
estudios para probar su eficacia en el tratamiento de diversas enfermedades de naturaleza viral y varios

tipos de cancer (17).

Por muchos afios la fuente de interferon humano para la investigacién fue limitada por lo costosas que
resultaban las técnicas de obtencion de las proteinas, fundamentalmente de fuentes naturales (19, 20).
Sin embargo, en los afios 80, con el desarrollo de la Ingenieria Genética y la Biotecnologia a nivel
internacional, el interferdn, como otras proteinas, llegd a estar disponible en mayores cantidades, al

producirse en organismos genéticamente modificados (21).

A escala mundial los interferones son ampliamente utilizados como medicamentos. Entre ellos los
interferones alfa son los que mas se producen, siendo el IFN-a.2b el que se obtiene en Cuba desde 1987
por medio de la Ingenieria Genética. La eficacia del interferon cubano en el tratamiento de diversas

patologias virales y oncoldgicas ha sido ampliamente demostrada (11, 22, 23).

En el mercado existen diferentes tipos de formulaciones con IFN-a2b como principio activo. Se
destacan los inyectables liofilizados y liquidos de la molécula nativa o PEGilada (24). EIl IFN-a.2b
cubano se encuentra disponible en estas formulaciones (14, 25-27) y, ademas existe una crema 'y un gel
para aplicaciones tdpicas y un colirio para el tratamiento de afecciones oculares (11).
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El IFN-a2b que se administra por la via parenteral experimenta, como otras proteinas, la eliminacién
del organismo en pocas horas (25). Por esta razdn debe ser administrado 3 veces por semana en la
mayoria de los tratamientos, los cuales se extienden por varios meses. Este inconveniente ha sido
reducido con el desarrollo de una formulacién con el IFN-a2b conjugado a un PEG de 40 x 10° g.mol™
(14, 25, 28) la cual se administra s6lo una vez por semana. No obstante, una formulacion con el IFN-
o2b encapsulado en microesferas pudiera disminuir ain mas la frecuencia de administracion y reducir
los efectos adversos que se producen por la liberacion rapida al organismo de una gran cantidad de la
proteina, debido a que estas particulas funcionan como reservorios de los que es posible liberar

cantidades efectivas menores.

2.1.2 Factor de Crecimiento Epidérmico

El FCE es un polipéptido de 53 aminoacidos (aa) que estimula la proliferacion y diferenciacion de las
celulas epiteliales (29), por lo que se ha estudiado como posible agente terapéutico en el tratamiento de
heridas de diferente naturaleza (30, 31), la reparacién del dafio en la mucosa gastrointestinal (32, 33) y

de otros sistemas (34, 35).

En Cuba se produce esta proteina por la via del ADN recombinante desde 1987 y se ha demostrado su
eficacia en el tratamiento de quemaduras y otros tipos de heridas (31, 36, 37). De hecho, se ha
empleado desde hace varios afios como principio activo de una crema cicatrizante (31, 38). Mas
recientemente se ha comprobado que la deficiencia de FCE que existe en las Ulceras cronicas de los
miembros inferiores de pacientes diabéticos (Ulceras del pie diabético), puede ser contrarrestada con la
administracién local de FCE exdgeno y lograrse la cicatrizacion de estas lesiones (30, 36). En nuestro
pais ya existe una formulacién parenteral que contiene FCE como agente activo (HeberProt-P) y se ha
demostrado su efectividad en la prevencion de la amputacién de miembros inferiores de pacientes
diabéticos (39).

El tratamiento que se aplica a los pacientes diabéticos con el producto HeberProt-P tiene el
inconveniente de ser traumatico ya que la administracion de inyecciones en la lesion es muy dolorosa.
En cada tratamiento deben aplicarse varias inyecciones y el paciente debe recibir el tratamiento en dias
alternos durante un periodo de 5 a 8 semanas. Teniendo en cuenta los inconvenientes de este método, el
empleo de una formulacién con el FCE encapsulado en microesferas biodegradables, pudiera ofrecer
ventajas con respecto a la formulacion de liberacion inmediata existente, especialmente en la reduccion
de la frecuencia de administracion del FCE con lo que se lograria mayor aceptacion del medicamento
por parte del paciente (9, 10)
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2.2 La microencapsulacion de proteinas terapéuticas

2.2.1 Lamicroencapsulacion

La microencapsulacion es el recubrimiento de materiales sélidos, liquidos o gaseosos con una capa de
material polimérico o graso originando particulas de flujo libre del tamafio de micrometros. El producto
resultante de este proceso tecnoldgico recibe el nombre de “microparticula”, “microcapsula” o
“microesfera”, sistemas que se diferencian en su morfologia y estructura interna. Cuando las particulas
poseen un tamafio inferior a 1 um, el producto resultante del proceso de encapsulacién recibe el

nombre de “nanoesfera”, “nanoparticula” o “nanocapsula” (40).

La microencapsulacion surge en el afio 1931, con la publicacién de un trabajo que describia la
formacién de microcapsulas de gelatina segin un procedimiento que recibié la denominacion de
“coacervacion” (40). En los afos siguientes la microencapsulacion diversificé sus aplicaciones a
diferentes ramas tales como la agricultura (microencapsulacion de fertilizantes y pesticidas), las
construcciones navales (elaboracion de cubiertas de tornillos y remaches con el objetivo de protegerlos
contra la corrosion), la industria cosmética (la elaboracion de desodorantes, champus, nebulizadores,
buscando mejorar la estabilidad o biodisponibilidad de los productos) y la industria médico-
farmacéutica. En esta ultima se han ampliado las aplicaciones de la microencapsulacion entre las cuales
se encuentran: enmascarar propiedades organolépticas indeseables que pueden presentar algunas
sustancias (olor, color, sabor desagradable), aislar algiin componente de una formulacién sensible a las
condiciones ambientales o también algiin componente toxico para los operarios o el ambiente, revestir
particulas que por su forma irregular son dificiles de comprimir, convertir principios activos liquidos en
solidos ya que son mas faciles de manipular y, sobre todo, en el disefio de formulaciones de liberacion

controlada de farmacos con diferente fines.

Especificamente en el campo de la liberacion modificada de biomoléculas la microencapsulacién se

emplea con el objetivo de alcanzar una o varias de las siguientes ventajas (9, 10):

- Disminucién de la frecuencia de administracién, lo que conlleva a una mayor aceptacion por parte

del paciente.

- Aumento del beneficio terapéutico debido a la eliminacion de las fluctuaciones en los niveles

séricos de la proteina.

- Disminucién de la dosis total requerida para un tratamiento debido a una mayor eficiencia en el

aprovechamiento de la dosis administrada.
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- Disminucién de los efectos adversos ya que disminuye la magnitud de la cantidad de proteina

liberada en el organismo al momento de la aplicacion.

La variedad de materiales que pueden emplearse para fabricar las microparticulas se ha ampliado
gradualmente en la medida en que surgen nuevos biomateriales y se perfilan nuevas aplicaciones de la
microencapsulacion. De modo general, los materiales capaces de constituirse en microparticulas se
clasifican en tres categorias: grasas, proteinas y polimeros (40). En el campo especifico de la liberacion
controlada de farmacos, los materiales de cubierta mas utilizados son los polimeros, naturales y
sintéticos; y de ellos, los mas ampliamente estudiados son los homopolimeros y copolimeros derivados
de acido lactico y acido glicolico que cominmente se denominan con las siglas en inglés PLGA o
PLGA:s.

Los PLGAs son poliésteres que se obtienen mediante la policondensacion lineal de los hidroxiacidos o
mediante la apertura del anillo de las lactonas correspondientes (41) (Figura 2.1).

|| s
}.[D__ CH"’__C,__DH * .H_D_C,H__C_DH Policondensacion lineal
Acido glicolico Acido lactico (D,L)
A
—|—0-CHz C—|—|—0-CH-C—|—
m n
_ PLGA
Ht, o0 0. 0 Apertura del anillo
o’ ~07 “rcH, o o
L-Lactida Glicolida

Figura 2.1. Vias de obtencién de los copolimeros de &cido lactico y &cido glicolico.

Estos polimeros son solubles en solventes organicos como diclorometano (DCM), cloroformo, acetato
de etilo, acetona y tetrahidrofurano (THF); pero no son solubles en agua. Algunos son semicristalinos y
otros amorfos en dependencia de la proporcion de acido lactico y glicélico, siendo precisamente los
amorfos los mas empleados en el disefio de formulaciones de liberacion controlada. Ellos difieren,
ademas de la proporcion de los monémeros que lo componen, en su masa molecular (entre 5y 100 x
10° g.mol™ aproximadamente) y en el grupo terminal (-COOH o —COOR). Estos tres parametros
determinan, en gran medida, su hidrofobicidad y cinética de degradacion vy, a su vez, la eficiencia de
encapsulacion y la velocidad de liberacion de la sustancia encapsulada (42, 43).
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El término biodegradable para estos polimeros se refiere a la hidrolisis de sus enlaces éster por contacto
con los fluidos bioldgicos o artificiales. Esta reaccion produce acido lactico y glicélico, los cuales son
metabolizados en el ciclo de Krebs hasta formar agua y CO, (42). Al ser empleados como matrices en
la obtencién de microesferas, su degradacion ocurre en dos etapas. La primera comprende la escision
hidrolitica de los enlaces éster, propiamente llamada degradacion, y en la cual se generan oligdmeros y
mondmeros con la consiguiente disminucion de la masa molecular del polimero original. En la segunda
etapa, llamada erosion, ocurre la pérdida de masa de la matriz y la velocidad de escision de los enlaces
puede aumentar debido a la accién autocatalitica de los productos de degradacion de naturaleza acida
(44).

Precisamente, el hecho de que estos polimeros no sean solubles en agua pero puedan ser degradados
por ella, los hace de extraordinaria utilidad en el desarrollo de sistemas de liberacién controlada de

farmacos.

Por otra parte, los PLGAs son biocompatibles ya que no presentan toxicidad al ser introducidos en el
organismo por diferentes vias (45). De hecho, desde hace muchos afios, estos polimeros se utilizan en
la produccion de hilo de sutura biodegradable, asi como en la fabricacion de dispositivos ortopédicos

de fijacion tales como discos, tornillos y pernos (46).

Para disolver los PLGAs se han utilizado fundamentalmente el acetato de etilo, el cloroformo y el
diclorometano. Este Gltimo ha sido el mas utilizado por su elevada volatilidad, bajo punto de ebullicion
y su inmiscibilidad con el agua. Ademas, se ha comprobado que las microesferas obtenidas con DCM

como disolvente tienen mayor eficiencia de encapsulacion y mejores caracteristicas morfologicas (10).

Existen numerosos métodos para obtener microparticulas agrupados en tres grupos: fisico-quimicos,
quimicos y mecanicos (40). Los métodos fisico-quimicos, por ejemplo los de coacervacion simple y
compleja, han sido muy estudiados a escala de laboratorio pero no han alcanzado una gran aplicacion a
nivel industrial. Los métodos fisico-mecanicos han sido ampliamente usados en el laboratorio y en la
industria por la factibilidad de su aplicacion y entre ellos se destacan el de extraccion - evaporacion del
disolvente y el de secado por aspersién. Los métodos quimicos como la polimerizacion interfacial y
heterogénea suelen llevarse a cabo bajo condiciones bien toleradas por moléculas fragiles pero no ha

podido evitarse la presencia de residuos del monémero en el producto final.

2.2.2 Técnicas mas empleadas para microencapsular péptidos y proteinas

De la gran variedad de técnicas de microencapsulaciéon que se han ido desarrollando, s6lo algunas han

sido mas aplicadas a la obtencion de microesferas cargadas con sustancias de naturaleza proteica;
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precisamente, por la fragilidad de estas moléculas frente a las condiciones experimentales de los
procesos de microencapsulacion. Entre ellas se encuentran la de coacervacion simple mediante la
adicién de un no solvente, el secado por aspersion, la polimerizacion interfacial y la de evaporacion del
disolvente a partir de una doble emulsion (2, 43). A continuacién de mencionan las principales ventajas

y desventajas de estas técnicas.

El método de coacervacion simple mediante la adicion de un no solvente permite obtener eficiencias de
encapsulacion elevadas, pero la presencia de residuos de solvente en el producto final y la dificultad en
el escalado del proceso, han restringido su empleo en la obtencion de productos biofarmacéuticos (47).
También es dificil obtener particulas pequefias, de varios micrometros de tamafio (16).

El secado por aspersion también permite alcanzar elevadas eficiencias de encapsulacion y es un
procedimiento que puede ser escalado con relativa facilidad; ademas facilita realizar el proceso en
condiciones asépticas (43). Varios autores han evaluado diferentes caracteristicas de la microcapsulas
obtenidas por esta técnica, sin embargo, son pocos los que se refieren a la estabilidad de las proteinas
encapsuladas. Estas pueden resultar afectadas durante el proceso de microencapsulacion al ser
expuestas a condiciones drésticas tales como la presencia de solventes organicos y elevada temperatura.
Por esta razon resulta indispensable verificar la actividad bioldgica de cualquier proteina encapsulada
por este método (48). Otra limitacion de esta técnica radica en las pérdidas de producto final en la
camara de expansion del equipo que se emplea para obtener las microparticulas y en la dificultad para
controlar el tamafio de particula (49).

La polimerizacion interfacial tiene como ventaja fundamental que puede llevarse a cabo bajo
condiciones suaves que permiten conservar toda o gran parte de la actividad biologica de la proteina
encapsulada. Sin embargo, la presencia de residuos del monémero en el producto final, es un

inconveniente que ha limitado su uso para la obtencion de un producto biofarmacéutico (50).

El método evaporacion del disolvente a partir de una emulsiébn simple se ha utilizado
fundamentalmente para encapsular algunos péptidos (51). En los ultimos afios, se ha impuesto el
empleo de una emulsion doble agua-en-aceite-en-agua (w/o/w, siglas en inglés) (10, 52-55), para
farmacos muy hidrofilicos, entre los que se encuentran las proteinas. Este ultimo es el mas empleado a
escala de laboratorio con fines investigativos y, conjuntamente con el de conservacion simple (también
denominado separacion de fases), es el que mas se ha utilizado, a escala industrial, para obtener la
mayoria de los productos que se comercializan (56). Esto se debe a su sencillez en cuanto al
procedimiento experimental y al equipamiento requerido. Su principal desventaja esta relacionada con

las condiciones propias del proceso, pues algunas resultan drasticas para las proteinas (42, 57). Por
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ejemplo, la exposicion a solventes organicos y la agitacion vigorosa para formar las emulsiones pueden
conllevar a una pérdida de la actividad bioldgica del farmaco (58-60). Sin embargo se ha logrado

encapsular varias proteinas con un buen grado de conservacion de su actividad bioldgica (61, 62).

Recientemente se ha disefiado una variante de este Gltimo que ha permitido encapsular la hormona de
crecimiento humana con su actividad bioldgica casi intacta y que consiste en llevar a cabo el método de
doble emulsién - evaporacién del disolvente a la temperatura del nitrégeno liquido; por lo que recibe el
nombre de método criogénico (63, 64).

A pesar de las ventajas de este ultimo método en cuanto a la conservacion de las propiedades de la
proteina encapsulada, su implementaciébn no se ha generalizado debido a la complejidad del
equipamiento que se necesita. Quizas, por su sencillez, el de evaporacion del disolvente sigue siendo el

mas estudiado y el que ha sido probado para un mayor nimero de proteinas.

2.2.3 Caracterizacion de microesferas cargadas con proteinas

Existen diferentes caracteristicas de las microesferas que deben ser evaluadas cuidadosamente para
determinar el impacto de diversos factores experimentales en ellas y para comprobar si las mismas son
adecuadas para emplearse como sistema de liberacién modificada de un farmaco. Finalmente, si la
preparacion estudiada se convierte en un producto farmacéutico, muchas de estas caracteristicas seran
determinadas de forma sistematica como parte del control de calidad del producto. En este epigrafe se
relacionan los pardmetros que mas comunmente se emplean para la caracterizacion de las microesferas
poliméricas que son empleadas como sistemas de liberacion de farmacos. Se describe también la
repercusion que tiene cada una de estas caracteristicas en las propiedades de las microesferas asi como

las técnicas mas empleadas para su estudio.

Morfologia

Los estudios morfologicos de microparticulas revelan caracteristicas importantes de las mismas tales
como: forma; regularidad de la superficie; continuidad de la membrana en el caso de las microcapsulas;
presencia de poros y uniformidad de su distribucion en las particulas, asi como el tamafio de los
mismos; homogeneidad del tamafio de las particulas; presencia de defectos en estas y/o agregacion.
También permite tener una idea del tamafio de las particulas aunque no es la técnica preferida para

determinar este pardmetro.

Estas caracteristicas tienen repercusion en las propiedades y aplicaciones de las microparticulas
obtenidas. Por ejemplo, la presencia de agregacion afecta la homogeneidad del producto elaborado;

ademas en el caso que se desee inyectar las particulas, se pueden tupir las agujas. Por otra parte, la
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cantidad y tamafio de los poros pueden incidir en la liberacion de la sustancia encapsulada y hasta

modificar el mecanismo por el cual ocurre.

La morfologia de las particulas se estudia mediante técnicas de microscopia de las cuales la mas
empleada es la microscopia electrdnica de barrido (SEM, siglas en inglés) (65-67). Aungue con menor
frecuencia, también se han utilizado otros tipos de microscopia. Por ejemplo, la microscopia de fuerza
atdbmica se ha empleado fundamentalmente para el estudio de superficies de nanoesferas (68); la
microscopia confocal se ha utilizado para obtener evidencias de la acidez generada en el interior de las
microesferas como consecuencia de la degradacion del PLGA (69) o para estudiar la distribucion de la
proteina en el interior de la particula (70, 71) y la microscopia de fluorescencia ha sido empleada para

determinar la estructura interna de las particulas (72).

Las propiedades morfologicas de las microparticulas pueden ser afectadas por la técnica de
microencapsulacion empleada y, particularmente, por las condiciones experimentales en que éstas se
lleven a cabo. Por ejemplo, el tipo de solvente y la velocidad de evaporacion del mismo pueden
ocasionar diferencias importantes en la morfologia de las particulas (73, 74). También la adicién de
sales en una o las dos fases acuosas de la doble emulsién, puede generar particulas con diferente

estructura interna (75).

Tamafio de particula

El tamafio de las microesferas es un parametro importante. Para microesferas que van a ser
administradas por la via parenteral se recomienda que no exceda 180 pum (76, 77). Ademas debe
lograrse que este parametro sea reproducible entre los diferentes lotes ya que puede influir en el perfil
de liberacion y en otras caracteristicas tales como la eficiencia de encapsulacion. Varias condiciones
experimentales afectan el tamafio final de las microesferas elaboradas mediante cualquiera de los
métodos relacionados anteriormente. El tipo de polimero y su masa molecular (78, 79), la proporcién
entre el polimero y el farmaco (79, 80), la concentracion del polimero en la fase organica (81, 82), la
concentracion del agente tensoactivo en la fase acuosa externa (80, 81, 83) y la velocidad de agitacion
al formar las particulas (84-86) son los factores que mas inciden en el tamafio de las microesferas.

Por todo lo anterior, el tamafio de la microesferas y su distribucion debe ser determinado
cuidadosamente. Se han desarrollado muchas técnicas para determinar esta caracteristica a sistemas
particulados de diversa naturaleza: centrifugacion, sedimentacion, ultracentrifugacion analitica,
conductividad eléctrica, microscopia Gptica y electrdnica, dispersion de la luz y difraccion laser entre
otros (87). Sin embargo, las diferencias entre los principios de medicion de cada uno y los
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requerimientos de cada equipo para construir los modelos a partir de los datos experimentales, generan
inconsistencia en los resultados que arrojan diferentes equipos al analizar una muestra. Por otra parte,
no todas las técnicas cubren el rango de tamafios que pueden tener estos sistemas; solo la microscopia
electronica cuenta con esta ventaja. Burgess y cols. ofrecen un analisis exhaustivo de este tema y
recomiendan seleccionar el método mas apropiado para cada caso particular, teniendo en cuenta el
proceso productivo, el tamafio de particula requerido para los lotes destinados a la clinica y la
existencia de fendmenos de segregacion de las particulas de acuerdo con el tamafio durante la procesos

fabricacion y el almacenamiento de las formulaciones (87).

Carga vy eficiencia de encapsulacion

La eficiencia de encapsulaciéon (EE) es la fraccion, expresada en porcentaje, de proteina encapsulada
con respecto a la cantidad total que se emplea para realizar el proceso (82). Es un parametro muy
importante para medir la calidad del proceso, que es mas eficiente en la medida que se logre encapsular

una fraccién mayor del farmaco.

Por otra parte, la carga (Q) es la cantidad de proteina encapsulada por masa de microesferas y también
se expresa en porcentaje (82). Este pardmetro puede tener un rango de valores amplio de acuerdo
fundamentalmente con la dosis que se requiere administrar de la proteina y debe ser determinado de
forma exacta, justamente porque define la cantidad de microesferas que deben incluirse en una unidad
de la formulacion. Consecuentemente, es importante demostrar que, al ejecutar un procedimiento de
encapsulacion dado, la carga sea reproducible y, a la vez, que el método elegido para determinarla

también lo sea.

Para determinar estos parametros se han utilizado varias formas de llevar la proteina encapsulada a una
fase acuosa en la cual pueda ser cuantificada adecuadamente. Entre ellas se pueden mencionar la
extraccion en dos fases liquidas inmiscibles, la precipitacion con solventes organicos seguida de
filtracion y la hidrolisis acelerada del polimero mediante la incubacion de las microesferas en presencia
de NaOH (88). De estos tres procedimientos el mas generalizado es el Gltimo ya que genera soluciones
acuosas que luego de neutralizadas pueden analizarse por varios ensayos de cuantificacién de proteinas
totales: absorbancia a 280 nm o especificamente a la longitud de onda de maxima absorcién para la

proteina en cuestion, Lowry, Bradford y microBCA, siendo este Gltimo el més empleado.

La carga y la eficiencia de encapsulacion son afectadas de manera importante por el método de
encapsulacion y las condiciones experimentales en que se obtienen las microparticulas. Entre los

factores que mas los afectan se pueden citar el volumen y la concentracion de la proteina en la fase
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acuosa interna, la concentracion de polimero en la fase organica, el tipo de polimero, los tiempos de
agitacion al formar las emulsiones, asi como la presencia de aditivos en las diferentes fases de las
emulsiones (82, 89, 90).

Humedad residual

La presencia de agua en las particulas puede provocar que ocurran fendbmenos indeseables tales como
cambios en la matriz polimérica por la hidrolisis de los enlaces éster del polimero, o cambios en la
proteina favorecidos por el medio himedo (57). Por esta razon resulta importante determinar la
humedad residual en las microesferas. EI método de Karl-Fisher, que se emplea cominmente para
determinar la humedad de liofilizados, se ha utilizado también para determinar la cantidad de agua

residual presente en las microesferas (63).

La humedad residual en las formulaciones basadas en microesferas depende, en gran medida, de la
técnica de obtencidn de las particulas y del método empleado para secarlas. La liofilizacion ha sido el
método mas generalizado para secar, a escala de laboratorio, las microesferas cargadas con proteinas,
debido a sus bondades en la conservacion de las propiedades de las mismas. Para fabricar lotes
industriales de microesferas se ha utilizado el secado al vacio en equipos especificos. En ambos casos
ha sido posible obtener microesferas con baja humedad residual (63).

Solvente residual

Los solventes residuales en formas farmacéuticas se definen como productos quimicos organicos
volatiles que se utilizan o se producen en la fabricacion de medicamentos y excipientes. Debido a la
toxicidad de estas sustancias, debe evitarse su presencia en cualquier medicamento. Sin embargo, en la
mayoria de los casos resulta imposible eliminarlos totalmente durante los procesos tecnoldgicos de
produccion, por lo tanto deben ser cuantificados como parte del control de calidad de las formulaciones
y su contenido debe ser inferior al limite establecido por las agencias reguladoras (91).

La cromatografia gaseosa ha sido la técnica mas utilizada para determinar estas sustancias en las

microesferas (63, 73, 91), aunque recientemente se estudian técnicas alternativas para este fin (92).

El método de encapsulacion puede influir de forma notable en el contenido de solvente residual en las
microesferas, asi como el tipo de solvente empleado especificamente (73). Otro factor importante que

afecta directamente este parametro es el método de secado y las condiciones en que éste se realiza.
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Perfil de liberacion

Este pardmetro resulta de gran importancia al disefiar microesferas de proteinas con fines terapéuticos.
Es un parametro que se estudia in vitro y que puede correlacionar o no con las caracteristicas de la
liberacion in vivo. No obstante, generalmente el estudio in vitro ofrece una idea de la potencialidad del
sistema obtenido para satisfacer el propdsito con el cual se desarrolla.

La liberacion de proteinas contenidas en microesferas de PLGAs exhibe cominmente un patron
compuesto por tres etapas: 1) una de liberacidn inicial rapida que ocurre generalmente durante el
primer dia y que esta determinada fundamentalmente por la proteina que se encuentra en la superficie
de las microesferas y de los poros y canales que componen la estructura interna de la microparticula,
los que se llenan con el medio de incubacion durante las primeras horas del ensayo; 2) otra de
liberacion lenta en la que se libera muy poca o ninguna proteina y 3) la ultima de liberacién mas rapida
determinada por la erosion de las particulas (7, 93, 94). En ocasiones la liberacion puede ocurrir en dos
etapas y el perfil muestra una forma asintética (88) (Figura 2.2).
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Figura 2.2. Patrones de liberacion de las proteinas
encapsuladas: a) en tres etapas, b) asintético.

A la liberacién de las proteinas encapsuladas en microesferas de PLGASs contribuyen generalmente los
procesos de difusion de la misma a través de los poros y canales que tienen las particulas y la erosion
de estas que ocurre como consecuencia de la degradacion de la matriz polimérica (7). Los poros y
canales de las microparticulas se forman como producto del propio proceso de fabricacion o por la
modificacion de la estructura como consecuencia de la degradacion del polimero (43). Entre los
factores que influyen en el perfil de liberacion de las proteinas encapsuladas en microesferas de PLGAS

se destacan las caracteristicas de la matriz polimérica empleada y de la proteina encapsulada, la
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estructura de la microparticula obtenida, la técnica de encapsulacion y las condiciones experimentales

en que se lleva a cabo la misma, asi como la co-encapsulacion de aditivos con diversos fines (9).

Ademas de las caracteristicas de las microesferas que determinan el perfil de liberacidn, existen otros
factores relacionados con las condiciones en que se realizan estos estudios que también pueden afectar
la liberacién, por ejemplo la composicion y el volumen del medio de incubacién, la temperatura, el
dispositivo que se emplee para estudiar el perfil, la forma y velocidad de agitacion, y el modo de
recambiar el medio de incubacion (parcial o completo) (7, 66, 95, 96).

Al realizar los estudios de liberacion en las microesferas cargadas con proteinas, a menudo se obtiene
una gran variabilidad en los resultados debido a la degradacién de las biomoléculas como consecuencia
del efecto del medio acido generado por los productos de degradacion de la matriz polimérica y de la
exposicion de las mismas al medio acuoso. Este inconveniente puede ser resuelto cambiando el medio
de incubacién frecuentemente o midiendo la cantidad de proteina que queda en las microesferas en vez

de la concentracion existente en la solucion de incubacion (87).

Otro aspecto importante a considerar es la variacion que en los perfiles de liberacion pueden ocasionar
los cambios indeseados en las propiedades de la proteina. Por ejemplo, la formacién de agregados
durante el proceso de encapsulacion y/o durante el estudio de liberacién, asi como la presencia de
interacciones hidrofobicas entre la proteina y las matrices poliméricas. Lo anterior esta estrechamente
relacionado con las propiedades de la proteina encapsulada, la matriz polimérica empleada y las
condiciones de la encapsulacion (97, 98).

Esterilidad

Las formulaciones elaboradas con estos sistemas no pueden ser esterilizadas por vapor o irradiacion ya
que las propiedades de la matriz polimérica y de la biomolécula encapsulada pueden sufrir
modificaciones indeseadas. Por otra parte, el tamafio de las particulas impide el empleo de la filtracion
para esterilizar el producto final. Estas limitaciones han obligado a producir estas formas farmacéuticas
en condiciones asépticas, por lo que resulta de vital importancia verificar la esterilidad interna y externa
de las mismas (56, 87).

2.2.4 Caracterizacion de las proteinas encapsuladas

La caracterizacion que se debe hacer de la proteina encapsulada esta estrechamente relacionada con la
naturaleza de cada molécula particular y debe poder reflejar la aptitud de la misma para realizar su
funcion. De forma general se emplean técnicas cromatograficas, electroforesis, ensayos

inmunoenzimaticos y de actividad bioldgica (1).
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Debido a que los PLGASs no son solubles en agua se requiere disefiar un procedimiento de extraccion
de la proteina encapsulada. Este procedimiento no debe introducir cambios en las propiedades de la
proteina encapsulada y debe generar muestras acuosas apropiadas para caracterizar a la molécula en
cuestion (1). Se han referido varios métodos basados en la extraccion de la proteina mediante un
sistema de dos fases liquidas inmiscibles (99), la extraccion por precipitacion de la proteina con
solventes organicos en los cuales el polimero es soluble (88, 100) y la extraccion mediante
electroforesis (65, 101, 102). Especificamente, la extraccion en sistemas de dos fases liquidas no
miscibles ha sido utilizada por algunos investigadores con buenos resultados para la evaluacion de las
propiedades de péptidos encapsulados (51, 103, 104), mientras que otros autores han encontrado que el
recobrado de la biomolécula puede verse afectado debido a que las proteinas tienden a distribuirse entre
la interfase y la fase acuosa (88). Ademas este hecho también puede producir cambios en la proteina
extraida alterando los resultados reales. No obstante, este tipo de extraccion pudiera ser empleado si se
demuestra que es aplicable al sistema en estudio. Con los métodos de precipitacion ocurre algo similar,
existen proteinas que pueden experimentar interacciones con los materiales poliméricos en las
condiciones en las que se realiza la extraccion lo cual conlleva a obtener recobrados no cuantitativos.
De manera general, todos estos procedimientos tienen ventajas y desventajas, y pueden ser apropiados
0 no para la proteina de interés, de modo que para cada sistema debe seleccionarse el método adecuado.

Existe otro conjunto de técnicas que potencialmente pudieran emplearse para el estudio de las
caracteristicas de la proteina sin necesidad de extraerla previamente de las microesferas. Actualmente
solo la espectrometria infrarroja por transformada de Fourier (FTIR, siglas en inglés) ha comenzado a
imponerse con buenos resultados (70, 105-107). Sin embargo, existen investigaciones recientes acerca
de la utilidad potencial de otras técnicas con este fin. Por ejemplo, el dicroismo circular y la
espectroscopia fotoelectrénica de rayos X han sido utilizadas para estudiar las caracteristicas de

proteinas adsorbidas a superficies (8).

2.2.5 Estabilidad de las proteinas frente al proceso de encapsulacién. Estrategias de estabilizacién

Las proteinas son moléculas fragiles por lo que experimentan cambios en su estructura con relativa
facilidad durante los procesos de produccion, formulacion y/o almacenamiento. Las modificaciones
mas frecuentes que sufren estas moléculas son: la desnaturalizacion, la agregacion covalente y no
covalente, la desamidacion, la oxidacion y el ensamblaje incorrecto de los puentes de disulfuro (43,
108-110).

Durante la microencapsulacion se llevan a cabo operaciones que favorecen determinados cambios en la

estructura de las proteinas los cuales repercuten luego en sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas.
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Especificamente en el procedimiento de encapsulacion por doble emulsion - evaporacion del
disolvente, las proteinas se exponen a interfases extensas, a la presencia de solventes organicos vy,
ademas, a fuerzas de cizalla originadas por la agitacion requerida para formar las emulsiones (1, 8, 57).
Esto genera principalmente modificaciones asociadas a cambios en la conformacion de las proteinas,
por ejemplo desnaturalizacion y agregacion. Estas modificaciones, conjuntamente con la adsorcion a la
superficie de la matriz polimérica, invalidan la utilidad del sistema disefiado para su empleo en el
desarrollo de productos farmacéuticos. Esto se debe a que las especies formadas a menudo son
indeseables y porque impiden lograr las propiedades buscadas al disefiar el sistema, principalmente la
liberacién controlada y completa de la molécula que se encapsula.

Por la importancia que tiene la adsorcion de las proteinas a interfases y, de forma particular, a
superficies solidas, en las caracteristicas de un sistema de liberacion basado en microesferas, se trataran

a continuacion algunos aspectos relacionados con este tema.

La adsorcion de proteinas a superficies

Las proteinas son grandes moléculas anfipaticas lo que las convierte en especies quimicas con actividad
superficial en la que se involucran varios tipos de interacciones. Por una parte se encuentran las
interacciones intermoleculares tales como las fuerzas de Coulomb, las fuerzas de van der Waals, las
fuerzas acido-base de Lewis y las interacciones hidrofobicas; y por otra, las interacciones
intramoleculares que también contribuyen a la conformacion espacial que adopta la proteina en un

medio determinado (111).

Las interfases que favorecen las interacciones hidrofobicas de las proteinas con ellas (por ejemplo: los
materiales hidrofobicos) generalmente causan cambios estructurales permanentes en las proteina y

aceleran su agregacion en solucion (112).

Cuando las proteinas se adsorben a una interfase los cambios que experimenta su conformacion

favorecen la interaccién entre ellas (112) por lo que la adsorcion se convierte en causa y efecto a la vez.

La adsorcion de la molécula a una superficie ocurre solo si su interaccion con ella resulta favorable y
ésta se produce a traves de su unién a la superficie por miltiples puntos, tantos como le permita la
pérdida de entropia conformacional que se produce (113). En la Figura 2.3 aparece un esquema que

ilustra la forma en que se adsorbe una molécula polimérica a una superficie.
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Figura 2.3. Representacion esquematica de una molécula polimérica
adsorbida a una superficie a través de multiples sitios de union.

Cuando la molécula se encuentra en el punto isoeléctrico su estructura se encuentra menos expandida
por la disminucion de la repulsion interna de los grupos con igual carga. Este hecho, conjuntamente con
la electroneutralidad relativa que presenta, hace que una mayor cantidad de moléculas puedan
“acomodarse” en igual area superficial (Figura 2.4).

(b

Figura 2.4. Representacion esquematica de la adsorcidn superficial de un conjunto de moléculas
anfifilicas: (a) en el punto isoeléctrico, (b) en condiciones alejadas de su punto isoeléctrico.

El proceso de adsorcidn de las proteinas a superficies puede comprenderse como el resultado de las
contribuciones de la entropia y la energia libre originadas por: i) los cambios en la hidratacion de la
superficie adsorbente y la proteina, ii) la redistribucion de los grupos cargados y movimiento de iones
presentes en el entorno cuando se solapan la doble capa eléctrica entre la proteina y la superficie, y iii)

los reordenamientos estructurales que ocurren en la proteina (Figura 2.5).

proteina, la superficie y el entorno durante la adsorcién de proteinas a superficies.
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Con la adsorcion las areas de contacto entre la proteina y la superficie cambian su estado de
hidratacién. Si estas zonas de contacto son hidrofilicas su hidratacién es favorable por lo que una parte
del agua presente en ellas puede quedar retenida entre la proteina y la superficie adsorbente. Por el
contrario, la deshidratacion de areas hidrofébicas, disminuye la energia de Gibbs del sistema
favoreciendo la adsorcion. A menudo esta contribucidn es muy importante en la adsorcion de proteinas
a superficies hidrofébicas lo que explica por qué ellas se adsorben a este tipo de superficies a pesar de
que existan condiciones adversas desde el punto de vista de las interacciones electrostaticas que
pudieran producirse (113, 114). La superficie de las proteinas solubles en agua son mayormente
hidrofilicas pero pueden contener regiones hidrofébicas cuyo nimero y extension influye en la afinidad

de la misma por las superficies de esta naturaleza.

Generalmente las superficies de la proteina y del adsorbente se encuentran eléctricamente cargadas.
Estas cargas son neutralizadas por otras especies cargadas presentes en la solucion que las rodea por lo
que en la interfase entre la proteina y la superficie se forma una doble capa eléctrica. Cuando la
proteina y la superficie se acercan se produce un solapamiento de estas capas eléctricas dobles que
conlleva a una redistribucién de los grupos cargados en la superficie, la proteina y la solucion. Se han
encontrado evidencias experimentales de que la afinidad de la proteina por la superficie es mayor
cuanto menor es la cantidad de iones en solucidn que se requieren para neutralizar la carga de éstas en

las regiones de contacto (114).

La transferencia de una molécula de proteina de la solucién a la superficie ocasiona cambios en el
entorno que pueden inducir, a su vez, modificaciones y/o reordenamientos en la estructura de la
proteina. En un medio acuoso las partes hidrofobicas de las proteinas se encuentran acomodadas en el
interior de la molécula pero durante la adsorcidn estas partes pueden exponerse hacia la superficie sin
contactar con el agua. Estos cambios producen un debilitamiento o pérdida de las interacciones
hidrofobicas intramoleculares. Las interacciones hidrofobicas que ocurren entre las cadenas laterales de
los amino&cidos son las que soportan la estructura secundaria en forma de hélice alfa o de hoja beta por
lo que la afectacion de las mismas genera una disminucién de la presencia de estas estructuras
generando un aumento en la libertad de giro de la cadena polipeptidica y por tanto un aumento de la
entropia conformacional de la molécula que muchas veces es suficiente para compensar la entalpia

positiva de la adsorcion (114).

La magnitud de la adsorcion de una proteina en una superficie y el efecto de la misma sobre la proteina

estan relacionados ademas con la fortaleza de su estructura. Aquellas moléculas cuya estructura
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presenta una cohesion interna fuerte y, por tanto, mayor rigidez, son menos susceptibles a los

reordenamientos estructurales provocados por el efecto de la cercania de la superficie (113, 114).

Si la proteina que se encapsula se adsorbe en determinada proporcion a la matriz polimérica, el
fendmeno por si solo puede influir directamente en la liberacion incompleta de la misma (97). Pero,
adicionalmente, puede contribuir a que ocurran cambios conformacionales en las moléculas que
conlleven a la desnaturalizacion y a la formacion de agregados (1, 97, 110). También pueden formarse
agregados durante la preparacion de las emulsiones debido al contacto de las proteinas con las
interfases liquido-liquido. Los procesos de secado contribuyen también a eliminar el agua en las
interfases proteina-superficie polimérica por lo que esta etapa puede favorecer la adsorcion superficial

con sus consecuencias negativas para la estabilidad de las proteinas encapsuladas.

Para reducir los efectos negativos que en la estabilidad de las proteinas pueden tener los diferentes
procesos que ocurren durante la microencapsulacion de éstas en matrices poliméricas, se han disefiado

algunas estrategias de estabilizacion (8, 43, 57).

Algunas de las soluciones empleadas por los diferentes investigadores para evitar el cambio en las
propiedades de las biomoléculas microencapsuladas aparecen en la Tabla 2.3.

Tabla 2.3. Estrategias y mecanismos de estabilizacion de las proteinas frente a las condiciones del proceso de
microencapsulacién por la técnica de doble emulsidn - evaporacion del disolvente.

Factor de estrés Estrategia de estabilizacion (ejemplos) Mecanismo de estabilizacion
Interfase agua / Adicién de azucares, polioles, PEG (106, 115, Aisla a la proteina de la interfase
solvente organico 116)
Aumento de la concentracién de la proteina Disminuye la proporcién interfase / proteina
(115, 117, 118)
Adicién de otras proteinas (82, 119) Compite por la interfase
Pre-encapsulacion de la proteina en un ndcleo Aisla a la proteina de la interfase
hidrofilico (120)
Contacto entre el Adicion de tensoactivos (121-123) Compite por el PLGA
PLGA vy la proteina . . , N
ya protel Pre-encapsulacion de la proteina en un nicleo Blindaje contra el PLGA
hidrofilico (120)
PEGilacidn de la proteina (124-128) Disminuye la adsorcion a la superficie
Cizalla Reduccion del tiempo de agitacion Minimiza el tiempo de exposicidn a la
cizalla
Evitar el ultrasonido para formar la primera Disminuye la exposicion a la cizalla

emulsion (129)

Secado Adicion de agentes protectores en la liofilizacion ~ Aumenta la energia libre de Gibbs para el
plegamiento incorrecto de la proteina

Sustitucion de la liofilizacion por otro método Elimina la etapa de congelacion
de secado
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Estas estrategias han sido estudiadas fundamentalmente desde el punto de vista académico, sin
embargo, su aplicacién practica en microesferas de proteinas que van a ser incluidas en un producto
farmacéutico debe ser cuidadosamente valorada. Esto se debe a las desventajas que algunas de ellas
pueden tener desde el punto de vista de su introduccion a nivel productivo y desde el punto de vista

regulatorio en el caso de los aditivos que puedan quedar en la formulacion final.

2.3 Microesferas de PLGAs cargadas con IFN-a2b

Se han encontrado 13 reportes acerca de la microencapsulacion de interferones alfa en diversos
sistemas poliméricos (54, 60, 77, 127, 130-138) pero sOlo 5 de ellos describen la obtencion y
caracterizacion de microesferas de PLGAs cargadas con IFN-a.2b (54, 77, 133, 135, 138).

En 1998, Khan y cols. describieron un método para obtener microesferas de PLGA cargadas con IFN-
a2b previamente estabilizado con el catién Zn** (77). Estos autores usaron interferén alfa 2b producido
por Schering Plough (Kenilworth, NJ, EE.UU.), el cual fue encapsulado mediante el método criogénico
(63, 64). La estabilidad del interferén durante la encapsulacién fue mejorada por la adicién de Zn*".

En el afio 2008, Zhou y cols. publicaron la preparacion y caracterizacion de microesferas magnéticas de
PLA y PLGA 75:25 de 12 x 10° g.mol™ cargadas con IFN-a2b de Shenzhen KeXing Biotechnology
Company (GuangDong, China) mediante la técnica de doble emulsion - evaporacion del disolvente
(54). Ellos incluyeron nanoparticulas de magnetita en las microesferas conjuntamente con el IFN-a.2b y
comprobaron mediante microscopia electronica de transmision que las mismas quedaron distribuidas
en el interior de las particulas. Las microesferas obtenidas por estos investigadores con los dos
polimeros tuvieron un tamafio similar, de lo cual infieren que la masa molecular incide maés
fuertemente en las caracteristicas de las particulas que el tipo de polimero. Los autores estudiaron
ademas el efecto de otros parametros experimentales (por ejemplo la velocidad de agitacién durante la
formacién de las particulas, la concentracion de PVA en la fase acuosa externa y el porcentaje de
nanoparticulas de magnetita) en el tamafio de las particulas y encontraron un incremento en la talla de
las particulas hechas con los dos polimeros cuando: 1) el porcentaje de magnetita aumento, 2) la
concentracion de PVA disminuy6 y 3) la velocidad de agitacion durante la formacion de las particulas
decrecid. Zhou y cols. atribuyeron el segundo hallazgo a la accién del tensoactivo el cual previene la
agregacion de las nanoparticulas de magnetita que de ocurrir favorece la formacion de particulas de

mayor tamano.

Zhang y cols. publicaron un trabajo, también en el afio 2008, acerca de la obtencion de microesferas de

PLGA cargadas con IFN-a2b por la técnica de doble emulsion - evaporacion del disolvente (135).
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Estos autores encapsularon IFN-a2b de Shenzhen Neptunus Interlong Bio-Tech Co, Ltd. (Shenzen,
China) y varios PLGAs con diferente viscosidad inherente y comprobaron que al emplear polimeros
con menor viscosidad inherente se obtenian microesferas mas porosas, de menor tamafio y con una
cantidad total de proteina liberada mayor. Las microesferas de IFN-a2b obtenidas por estos autores
fueron administradas en monos y se comprobd que el perfil farmacocinético de las mismas fue
diferente del que se obtuvo al administrar la proteina en solucién. Ademas el tiempo medio de
residencia en sangre y el area bajo la curva de la concentracion sérica de IFN-a2b en el tiempo fue

mayor cuando se administro la proteina encapsulada (135).

Un trabajo publicado en 2010 por Yang y cols., detalla la preparacién de microesferas de PLGAS con
IFN-a.2b de Shenzhen Neptunus Interlong Bio-Tech Co, Ltd. (Shenzen, China) (133). De forma similar
al trabajo anterior, estos autores encontraron que al disminuir la viscosidad inherente del polimero
utilizado para preparar las microesferas el tamafio de estas fue menor, su estructura mas porosa y la
cantidad total de proteina liberada aumentd; sin embargo disminuyo la carga y la eficiencia de
encapsulacion. Estos autores comprobaron ademas que las microesferas obtenidas con el polimero de
viscosidad inherente igual a 0,89 dL/g, con sus condiciones de encapsulacién, mostraron un perfil de
liberacion de IFN-a2b in vitro adecuado y que la proteina liberada mantuvo una actividad biologica

aceptable durante 7 dias.

El trabajo més reciente, publicado en 2011 por Li y cols., describe la encapsulacién de IFN-a.2b en
microesferas de PLGA obtenidas por 3 variantes del método de evaporacion del disolvente que se
diferencian en las caracteristicas de las tres fases que forman el sistema (138). El primero introduce la
proteina mezclada con gelatina en forma de particulas que se dispersan en una solucion del polimero y
la suspensidn se dispersa en otra fase oleosa inmiscible con la primera. En el segundo procedimiento se
prepara una solucion acuosa de la proteina que se mezcla con una solucién del polimero y la emulsion
formada se dispersa en una segunda fase acuosa para formar la doble emulsion. El tercer procedimiento
es similar al segundo pero la proteina se introduce en forma de particulas. Los autores encontraron que
este ultimo procedimiento permitié obtener microesferas de tamafio adecuado (35,4 um), con mayor
eficiencia de encapsulacion (81,41%) y un mejor perfil de liberacion. Seleccionaron ademas las
microesferas dptimas basados en el efecto producido en ellas por el tamafio de las particulas de IFN-
a2b y gelatina conjuntamente con la matriz polimérica empleada. Estas microesferas se obtuvieron con
86,01% de eficiencia de encapsulacion, un diametro promedio de 28,94 pum y mostraron una liberacion

inicial de 16,69% seguida de un perfil de orden cero que alcanz6 una liberacion total de 83,06% a los
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23 dias. Un estudio farmacocinético en ratas mostr6 que el perfil sérico de la proteina fue modificado al

encapsular el IFN-a2b en las microesferas estudiadas.

2.4 Microesferas de PLGAs cargadas con FCE

Se han encontrado 11 articulos acerca de la encapsulacion de FCE humano en microesferas poliméricas
los cuales han sido publicados entre 1996 y 2010. De ellos s6lo 4 describen la preparacion de
microesferas de FCE en matrices derivadas de los acidos lactico y glicélico a través del método de
doble emulsién - evaporacion del disolvente (53, 128, 139, 140).

En el primer trabajo, publicado por Han y cols. en 2001, se describe la preparacion de microesferas de
poli (&cido L-lactico) cargadas con FCE de Daewoong Pharm (Seoul, South Korea) cuya liberacién
sostenida mejoro la cicatrizacion de Glceras gastricas provocadas en ratas. Los autores encontraron que
el aumento de la concentracion del polimero de 2,5 a 5% produjo un aumento de la eficiencia de
encapsulacion la cual disminuyé dramaticamente al llevar la concentracion del polimero hasta 10%.
Esta disminucion fue atribuida al aumento excesivo de la viscosidad de la solucion polimérica (139).
Conjuntamente se observd una disminucion de la liberacion inicial de FCE en los estudios in vitro.
Otro parametro experimental evaluado fue la presién osmotica en la fase acuosa interna cuyo aumento
gener6 mayor eficiencia de encapsulacion y una disminucién de la liberacién rapida inicial. Los
perfiles de liberacion de FCE mostraron dos etapas bien definidas, siendo la liberacion inicial una
caracteristica dependiente de la concentracion del polimero, la presion osmotica y el volumen de la fase
acuosa interna. Los autores consideraron que la liberacion de la proteina esta gobernada por la difusion

puesto que la estructura de las microesferas permanecié invariable durante el periodo de incubacion.

El trabajo publicado por Kim y cols. en 2002 demostr6 que la conjugacion de FCE (Daewoong
Pharmaceutical Co., Seoul, Korea) con PEG modifica su comportamiento frente a la encapsulacion en
microesferas de PLGA 50:50 (128). El principal hallazgo fue la disminucion de la liberacién inicial de
FCE cuando el mismo se conjuga con PEG ya que la cantidad total de proteina liberada fue
aproximadamente la misma: 100% en 25 dias. Este efecto fue atribuido al mayor volumen
hidrodinamico del FCE conjugado que dificulta su difusion a través de los poros y canales de las

microesferas.

En 2006 Goraltchouk y cols. detallan la obtencion de microesferas de PLGA 50:50 con FCE de
Peprotech Inc (Rocky Hill, NJ, EE.UU.) para incorporarlas a minitubos de quitosana que pueden

funcionar como guias para la regeneracion de nervios (53). Las particulas obtenidas fueron esféricas y
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con un tamafio promedio de 74,12 um. La cantidad total de FCE liberada fue muy pequefia: 8,8% en 56
dias y los autores s6lo encontraron actividad bioldgica en las fracciones de FCE liberadas hasta 14 dias.

El trabajo més reciente, publicado por Dong y cols. en 2008, refiere la obtencion de microesferas de
PLGA cargadas con FCE por el método de doble emulsion - evaporacién del disolvente con un 86,5%
de eficiencia de encapsulacion (140). Las particulas obtenidas aceleraron la velocidad de crecimiento
de los fibroblastos y la cicatrizacion més eficientemente que el FCE en solucion.

2.5 Consideraciones finales

En el campo de la microencapsulacion de proteinas terapéuticas, de manera general, se han estudiado
las caracteristicas de las microesferas obtenidas en relacion con algunos parametros experimentales y/o
algunas de las propiedades de las matrices de encapsulacion. Sin embargo, los resultados alcanzados no
permiten hacer generalizaciones pues los mismos se encuentran muy ligados a la proteina empleada y a
las demas condiciones del proceso de encapsulacion que involucra una gran cantidad de variables. Por
otra parte, se verifican escasamente las propiedades de la proteina encapsulada lo cual resulta esencial
en la demostracién de la utilidad de un sistema para ser empleado en la practica. La mayoria de los
autores sustentan en gran medida la utilidad de las microesferas que obtienen en los perfiles de
liberacién in vitro o farmacocinéticos, que aunque sean perfectos carecerian de utilidad préctica si la
proteina contenida en las microesferas no ha conservado las propiedades que le permiten ejercer su
actividad bioldgica. Debe profundizarse en el estudio del perfil de liberacion in vitro que, si bien no
refleja en toda su magnitud lo que ocurrird in vivo, constituye un indicio de la capacidad que tendran
las microesferas para liberar todo su contenido en el sitio de administracion. En este sentido es
importante garantizar que se libere un porcentaje alto de la proteina pues es poco probable alcanzar una
liberacion in vivo mayor que in vitro debido a las diferencias légicas entre estos dos medios en los

cuales se depositan las particulas.

Aunque existen muchos estudios relacionados con la microencapsulacion de péptidos y proteinas, son
muy pocos los productos que se comercializan actualmente. Para ampliar el nGmero de productos
biofarmacéuticos basados en microesferas es necesario lograr resultados satisfactorios en varios
aspectos. Por ejemplo, se requiere el desarrollo de métodos de microencapsulacion escalables y que
permitan encapsular estos principios activos sensibles sin afectar sus propiedades fisico-quimicas y
bioldgicas. El disefio de procedimientos sencillos y adecuados para la caracterizacion de las
biomoléculas encapsuladas es otro de los problemas que se necesita resolver. Aunque todavia queda

mucho por investigar para que las formulaciones de proteinas encapsuladas en microesferas se
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conviertan en formas farmacéuticas de facil manufactura y control de calidad, constituyen sistemas de
liberacion muy atractivos por las ventajas que brindan, lo cual es el principal elemento que impulsa el

desarrollo acelerado de este campo de investigacion.
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3 Materiales y Métodos

3.1 Materiales

El IFN-a2b y el FCE utilizados en este trabajo fueron producidas por el Centro de Ingenieria Genética
y Biotecnologfa (La Habana, Cuba). Los polimeros PLGA 50:50 (Lactel BP-0100, 40-75 x 10° g.mol
1y, PLGA 50:50 (5-15 x 10° g.mol™), PLGA 75:25 (Lactel-0300, 66-107 x 10° g.mol™) y PLLA (Lactel
BP-0600, 85-160 x 10° g.mol™) fueron obtenidos de Sigma (St. Louis, EE.UU.). Los polimeros PLGA
50:50 (RESOMER RG 503 H, 24-38 x 10% g.mol™), PLGA 50:50 (RESOMER RG 502, 7-17 x 10°
g.mol™), PLGA 50:50 (RESOMER RG 502 H, 7-17 x 10% g.mol™), PLLA (RESOMER L 206 S, 80-
130 x 10° g.mol™) y P(DL)LA (RESOMER R 202 H, 10-18 x 10° g.mol™) fueron adquiridos de
Boehringer-Ingelheim (Ingelheim, Alemania). El alcohol polivinilico (PVA, siglas en inglés) y los
tensoactivos Pluronic F-68, Pluronic F-127, Triton X-100 y NP-40 se obtuvieron de Sigma (St. Louis,
MO, EE.UU.). El juego de reactivos para la cuantificacion de proteinas, “MicroBCA™ Protein Assay
Reagent Kit” fue suministrado por Pierce (Rockford, IL, EE.UU.). Los demés reactivos fueron

adquiridos de Merck (Darmstadt, Alemania).

3.2 Procedimiento de encapsulacion

3.2.1 Variante 1

Las microesferas de PLGAs cargadas con IFN-a2b y FCE se prepararon por la técnica de doble
emulsion - evaporacién del disolvente segin el procedimiento descrito por Cohen y cols. en 1991 (61),
al cual se le realizaron algunas modificaciones. De forma breve, 100 pL de la solucion de proteina se
agitaron durante 30 s con 1 mL del polimero al 10% en DCM. Para ello se usé un equipo de ultrasonido
modelo IKASONIC U 200 S control (IKA Labortechnik, Alemania). La emulsion se vertié en 40 mL
de alcohol polivinilico al 1% en agua y se obtuvo la segunda emulsion (w/o/w), mediante agitacion
durante 2 min con un dispersor Ultraturrax T8 (IKA Labortechnik, Alemania) a una velocidad de
agitacion de 14 000 rpm. La doble emulsién se vertié en 140 mL de PVA al 1% en agua y se agito en
un homogeneizador de paleta tipo hélice (IKA Labortechnik, Alemania) para evaporar el DCM.
Finalmente, las microesferas se colectaron por filtracion, se lavaron 5 veces con agua destilada (20 mL
cada vez) y se secaron por congelacién-deshidratacion en una liofilizadora (Edwards, Reino Unido). Se
obtuvieron microesferas vacias con el mismo procedimiento, pero sustituyendo la solucion de proteina

por agua destilada o un tampdn de igual composicion al empleado para almacenar las proteinas
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utilizadas en este trabajo. La Figura 3.1 ilustra el procedimiento general de obtencion de microesferas
por la técnica de doble emulsién - evaporacion del disolvente.

Solucionde s Solucidn del
proteita politnero i I3
Pmmw \/ Segunda
6 % erlsidn Fase acunsa enulsiin
extema I
& |@ == ] 3
,-::L;. @ @ é.. %‘ Fase de
TR = @ ® _é}. é extraccidn
@ Primera emulsion @ Serunda emulsién @ mitil:e\mpnmién
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P @ Secado l

@ Coleccion y lavado

Figura 3.1. Diagrama general del proceso de obtencion de las microesferas por la
técnica de doble emulsidn - evaporacion del disolvente.

3.2.2 Variante 2

Las microesferas se prepararon también mediante una variante modificada del procedimiento descrito
por Han y cols. en 2001 (139). De forma breve, 100 uL de la solucién de proteina se agitaron durante 2
min con 1 mL del polimero al 5% en DCM. Para ello se usé un dispersor Ultraturrax T8 (IKA
Labortechnik, Alemania) con el util de dispersion S8N-5G. La emulsion se vertio en 30 mL de PVA al
1% en agua y se obtuvo la segunda emulsién (w/o/w), mediante agitacién durante 3 min con un
dispersor Ultraturrax T8 (IKA Labortechnik, Alemania) con el Gtil de dispersion S8N-8G y una
velocidad de agitacion de 14 000 rpm. La doble emulsion se vertié en 270 mL de PVA al 1% en agua y
se agitdé en un homogeneizador de paleta tipo hélice (IKA Labortechnik, Alemania) para evaporar el
DCM. Finalmente, las microesferas se colectaron por filtracion, se lavaron 5 veces con agua destilada
(20 mL cada vez) y se secaron por congelacion-deshidratacién en una liofilizadora (Edwards, Reino
Unido). Se obtuvieron microesferas vacias con el mismo procedimiento, pero sustituyendo la solucién
de proteina por agua destilada o un tampdn de igual composicion al empleado para almacenar las
proteinas utilizadas en este trabajo.
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3.3 Caracterizacion de las microesferas de IFN-a2b y FCE

3.3.1 Morfologia
Las microesferas secas, previamente fijadas en el portamuestras, se recubrieron con platino en un

metalizador JFC-1100 (Jeol, Japdn) con una corriente directa de 1,2 kV y 15 mA durante 2 min. Las
muestras se observaron en un microscopio electronico de barrido (Philips Electron Optics, Holanda)
operado a un voltaje de aceleracion de 5kV.

3.3.2 Tamaio de las particulas

Veinte miligramos de microesferas se resuspendieron en 100 pL de agua destilada. La suspension se
homogeneizé mediante ultrasonido durante 5 s, para desagregar completamente las particulas. Un
volumen de 20 pL de cada muestra se coloco, con cuidado, en la celda de medicion del equipo de
difraccion por laser Coulter LS 230 (Coulter, EE.UU.). La distribucion de tamafios de particula se
obtuvo mediante el empleo automatizado del modelo éptico de Fraunhoffer.

3.3.3 Carga y eficiencia de encapsulacion

Diez miligramos de microesferas se incubaron en 0,5 mL de NaOH (1 mol/L) a temperatura ambiente
(25°C), durante 16 h y con agitacién moderada. La solucién se neutraliz6 con 1 mol/L de HCI vy la
concentracion de la proteina se determind por duplicado mediante el método del &cido bicinconinico
utilizando el juego de reactivos para la determinacion de proteinas microBCA (Pierce, EE.UU.). Este
ensayo se describe en el epigrafe 3.7.1. La carga (Q) de las microesferas fue determinada dividiendo la
masa de proteina, determinada mediante el ensayo de microBCA, por la masa de particulas disueltas y
se expresd en porcentaje (ecuacién 3.1). La eficiencia de encapsulacién (EE) se calculd como la
proporcion de la carga real de las particulas con respecto a la carga tedrica y se expresd en porcentaje
(ecuacion 3.2). La carga teorica de la proteina fue definida como el cociente de la masa de IFN-a.2b o
FCE introducida en el proceso entre la masa inicial de polimero utilizada para formar la primera
emulsion, también se expresé en porcentaje (ecuacion 3.3). Se asumid que la masa de proteina utilizada

para microencapsular es muy pequefia con respecto a la masa de polimero.

ol Masa de proteina en !as partllculas disueltas <100% (3.1)
Masa de particulas disueltas
EE- Carga exper,er]entaI Q) «100% (3.2)
Carga Teorica (Qt)
Ot= Masa inicial de proteina «100% (3.3)

Masa inicial de polimero
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3.3.4 Perfil de liberacion
Veinticinco miligramos de microesferas se resuspendieron en 0,5 mL de solucién tampdn fosfato

salino, pH 7,2 (PBS) con Tween 80 al 0,001% Yy azida sddica al 0,1% (esta solucién se denomina en lo
adelante medio de liberacién o fluido receptor). La suspension se incubd a 37°C con agitacion
moderada. A diferentes intervalos de tiempo las microesferas se centrifugaron durante 5 min a 5000
rpm en una centrifuga Hettich Mikroliter modelo D-73582 (Hettich Zentrifugen, Alemania). El
sobrenadante se colectd y se determind la cantidad de IFN-a2b o FCE presente mediante el ensayo de
microBCA.

3.4 Efecto de las variables experimentales del proceso de encapsulacion en las caracteristicas de
las microesferas obtenidas

3.4.1 Efecto de la concentracion de la proteina y volumen de la fase acuosa interna

3.4.1.1 Sobre la cargay la eficiencia de encapsulacién

Para evaluar el efecto de la concentracion de IFN-a2b de la fase acuosa interna sobre la carga y la
eficiencia de encapsulacion se obtuvieron microesferas, por la variante 1 (epigrafe 3.2.1), a partir de
tres soluciones con diferente concentracion de la proteina (5, 10 y 20 mg/mL). Para determinar la
influencia del volumen de la fase acuosa interna sobre la carga y la eficiencia de encapsulacion se
prepararon microesferas a partir de dos volimenes diferentes (50 y 100 pL) de una solucién de IFN-

o2b a una concentracion de 20 mg/mL.

El efecto de la concentracion de FCE y el volumen de la fase acuosa interna en la carga y la eficiencia
de encapsulacién fue evaluado mediante un disefio factorial completo en tres niveles (3?). La
concentracion de FCE fue estudiada en tres niveles: 5, 10 y 20 mg/mL y el volumen de la fase acuosa
interna también: 50, 100 y 200 pL. Las diferentes muestras de microesferas se obtuvieron de forma

aleatoria, mediante la variante 1 descrita anteriormente (ver el epigrafe 3.2.1).

Los valores de las respuestas estudiadas (EE y Q) fueron hallados en todas muestras como se describid
en el epigrafe 3.3.3.

3.4.1.2 Sobre el tamafio de las particulas

El efecto de la concentracion de proteina en la fase acuosa interna sobre el tamafio de las particulas fue
evaluado mediante la determinacion del mismo (como se describe en el epigrafe 3.3.2.) a muestras de
microesferas de IFN-a2b y FCE obtenidas con diferente concentracion de la proteina (5, 10 y 20

mg/mL para el IFN-a2b y los valores extremos de 5y 20 mg/mL de FCE).
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Para estimar el efecto del volumen de la fase acuosa interna en el tamafio de las particulas se analizaron

microesferas de FCE obtenidas con 50, 100 y 200 pL de solucion acuosa de la proteina.

Todas las muestras analizadas fueron fabricadas por la variante 1 descrita en el epigrafe 3.2.1 con las

modificaciones propias del estudio mencionadas anteriormente.

3.4.2 Influencia de la velocidad de agitacion de la sequnda emulsion

Se obtuvieron microesferas de PLGA cargadas con IFN-a2b siguiendo el procedimiento general
descrito en el epigrafe 3.2.1 (variante 1) pero con tres velocidades de agitacion diferentes para formar
la segunda emulsion: 8 000, 14 000 y 20 000 rpm. El tamafio de las particulas se determind como se
describe en el epigrafe 3.3.2.

3.4.3 Efecto del modo de preparar la primera emulsion

Se prepararon microesferas de IFN-a2b y FCE mediante la variante de encapsulacion 1 (epigrafe
3.2.1), pero se emplearon dos formas diferentes para dispersar la fase acuosa interna en la fase
orgénica: 1) agitacion mecanica mediante un dispersor Ultraturrax T8 (IKA Labortechnik, Alemania) y
2) agitacion por ultrasonido con un equipo de sonda modelo IKASONIC U 200 S control (IKA
Labortechnik, Alemania). A continuacion aparecen las condiciones de trabajo para cada forma de

obtener la primera emulsion:

Agitacion mecénica Agitacioén por ultrasonido
Dispositivo dispersor: SBN-5G Sonda: @ =2 mm
Velocidad de agitacion: 14 000 rpm Amplitud: 40%

Tiempo: 2 min Tiempo: 30 s

Ciclo: 0,5 (pulsos de 0,5 s)

A las microesferas obtenidas se les determind Q y el perfil de liberacion de acuerdo con los
procedimientos descritos en los epigrafes 3.3.3 y 3.3.4 respectivamente.

3.5 Efecto de la naturaleza de los componentes del sistema en las caracteristicas de las

microesferas obtenidas

3.5.1 El caracter hidrofobico de la proteina encapsulada

Se prepararon microesferas con IFN-a2b y FCE mediante el procedimiento descrito en el epigrafe
3.2.1 con las modificaciones correspondientes segin el proposito del estudio. Estas modificaciones se
especifican en los acéapites correspondientes en la discusién de los resultados. Las microesferas
obtenidas fueron comparadas en cuanto a Q, EE vy perfil de liberacion de las proteinas encapsuladas.
Estos pardmetros se determinaron por los métodos descritos en los epigrafes 3.3.3 y 3.3.4.
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3.5.1.1 Factores que influyen en la liberacién incompleta del IFN-a2b

- Adsorcién del IFN-a2b a la matriz polimérica

La adsorcion de IFN-a2b al polimero se estudié de dos formas:

i) incubacién a 37°C de una solucion de concentracion conocida de la proteina con microesferas de
PLGA vacias

Se obtuvieron microesferas vacias mediante el procedimiento descrito en el epigrafe 3.2.1. Quince
miligramos de estas microesferas se incubaron, con agitacion moderada, en 300 pL de solucién de IFN-
o2b a 200 pug/mL en PBS. A determinados intervalos de tiempo (4, 7 y 14 dias) las muestras se
centrifugaron, se tomé una pequefia fraccion del sobrenadante (50 pL) y se determind la cantidad de
IFN-a2b presente por el ensayo de microBCA. Como referencia se incubd sin microesferas, en iguales
condiciones, la misma solucién de IFN-a.2b que se mezcld con las particulas vacias. La concentracion

de IFN-a2b en la muestra de referencia también fue analizada mediante microBCA.
ii) adicion de un agente tensoactivo al medio receptor utilizado para realizar el perfil de liberacion

Se estudid la presencia de proteina adsorbida en la matriz polimérica en las microesferas cargadas con
IFN-a.2b, mediante la incubacion de las particulas en presencia de dodecilsulfato de sodio (SDS). En
detalle, diez miligramos de microesferas con IFN-a2b se resuspendieron en 200 pL del medio de
liberacion y otra fraccion de igual masa de particulas fue incubada en el medio de liberacion con SDS
adicionado a 5mM. Las suspensiones fueron incubadas a 37°C con agitacion moderada. A
determinados intervalos de tiempo (1, 4, 7 y 14 dias) se centrifugaron las muestras de microesferas y se
extrajo el sobrenadante, el cual fue reemplazado por igual volumen del medio de liberacion
correspondiente. Se determind, mediante el ensayo de microBCA (ver el procedimiento en el epigrafe

3.7.1), la cantidad de IFN-a.2b presente en los sobrenadantes.

- Degradacion de la matriz polimérica durante el periodo de liberacién in vitro

Las microesferas, luego del periodo de liberacion in vitro, se secaron mediante congelacién-
deshidratacion y se almacenaron a 4°C. La morfologia de las microesferas antes y después de la
liberacién fue evaluada mediante microscopia electrénica de barrido siguiendo el procedimiento
descrito en el epigrafe 3.3.1. La masa molecular del polimero antes y después de la incubacién fue

determinada mediante cromatografia de permeacion en gel.
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Cromatografia de permeacién en gel

Se utiliz6 un sistema de cromatografia liquida de alta resolucién LaChrom equipado con un detector de
indice de refraccion (Merck, Alemania). Las microesferas, disueltas en THF, se eluyeron con este
mismo solvente (a un flujo de 1 mL/min) a través de una columna TSK-GEL GMHHR-N (7,8 mm x 30
cm; 5 um) (TOSOH BIOSEP, Japdn). La masa molecular promedio aparente se calcul6 con respecto a
una curva patrén de poliestireno (TOSOH BIOSEP, Japén; rango de MM: 1050 — 96400 g.mol™). Estos
resultados se corrigieron seguin la ecuacion de Mark—Houwink (coeficientes Mark-Houwink en THF:
KpLeaso50=1,07 X 107 mL/g, otpLcaso50=0,76; Kps=1,41 X 107 mL/g, aps=0,74) (141).

- Formacién de agregados de IFN-a2b durante la obtencidn de la primera emulsién

Se adicion6 a un tubo de vidrio 100 pL de IFN-a2b en PBS y se colocé en un bafio de hielo, luego se
afiadié 1 mL de DCM y se emulsiond con el equipo de ultrasonido modelo IKASONIC U 200 S control
(IKA Labortechnik, Alemania) durante 30 s y 1 min. Se adiciono a la emulsién 1 mL de PBS, se agit6
vigorosamente en un agitador de tipo vortice modelo MS2 S1 (IKA Works Inc., EE.UU.) y luego se
centrifugd durante 5 min a 5 000 rpm en una centrifuga Hettich Mikroliter modelo D-73582 (Hettich
Zentrifugen, Alemania). La fase acuosa (superior) fue extraida con cuidado de no tomar interfase o fase
organica. El residuo fue extraido nuevamente con 1 mL méas de PBS. La fase organica fue separada de
la interfase y ambas se secaron al vacio para eliminar el DCM. EI residuo de la fase orgénica fue
resuspendido en 50 pL de PBS y el de la interfase se resuspendi6 en 100 pL del mismo tampdn. La
cantidad de IFN-a2b presente en todas las muestras fue determinada por el ensayo de microBCA
(epigrafe 3.7.1) y se analizaron ademas las caracteristicas de la proteina mediante electroforesis en gel
plano de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE, siglas en inglés) y ensayo inmunoenzimatico en fase

solida (ELISA, siglas en inglés) (epigrafes 3.7.4 y 3.7.2, respectivamente).
3.5.1.2 Efecto de la variacién de la hidrofobicidad del FCE y el IFN-a2b sobre las propiedades de
las microesferas

Teniendo en cuenta que el FCE producido por el CIGB es una mezcla de dos especies: una de 52 aa y
otra de 51 aa cuyo caracter hidrofébico es diferente, se encapsularon tres mezclas con diferentes

proporciones de las dos especies:
= FCE 51aa — 70,94% + FCE 52aa — 25,28%
= FCE 51aa — 64,78% + FCE 52aa — 31,57%

= FCE 51aa — 33,47% + FCE 52aa — 62,56%
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En el caso del IFN-a.2b se encapsuld la especie nativa y tres especies derivadas de ésta cuyo caracter

hidrofobico fue modificado mediante su conjugacién a diferentes moléculas de PEG:

IFN-a2b

IFN-a.2b conjugado a una molécula de PEG lineal de 12 x 10% g.mol™ (IFN-0:2b-PEG5)

IFN-a2b conjugado a una molécula de PEG de 24 x 10° g.mol™ compuesta por dos ramas de 12 x

10° g.mol™ cada una (IFN-02b-2PEG15)

IFN-a.2b conjugado a una molécula lineal de PEG de 40 x 10% g.mol™ (IFN-a:2b-PEG 4)

La encapsulacién del interferon y sus derivados PEGilados se realiz6 mediante la variante 1 que
aparece detallada en el epigrafe 3.2.1, mientras que la encapsulacion del FCE se realiz6 mediante la
variante 2 descrita en el epigrafe 3.2.2. La caracterizacién de las microesferas en cuanto a Q, EE y
perfil de liberacion de las moléculas encapsuladas se llevé a cabo como aparece en los epigrafes 3.3.3 y
3.3.4.

Para determinar la superficie hidrofobica del FCE se utilizaron las herramientas computacionales de
modelacion de estructuras de proteinas. De la base de datos de estructuras de proteinas (www.pdb.org)
se obtuvieron 10 modelos para el FCE de 53 aa (2KV4), los cuales estan construidos a partir de la
estructura determinada por resonancia magnética nuclear (142). Con la ayuda del “WHAT IF Web
Interface” (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html) se construyeron los modelos para las
especies de 52 y 51 aa y se calculd el area superficial para los diferentes tipos de atomos. A partir de
estos datos se calculo el area superficial hidrofébica (ver el Anexo 2). Las imégenes de la estructura
tridimensional de ambas moléculas y la distribucién de superficie hidrofilica e hidrofobica fueron
obtenidas mediante el programa UCSF Chimera (Resource for Biocomputing, Visualization, and
Informatics at the University of California, EE.UU., http://www.cgl.ucsf.edu/chimera).

3.5.2 Las propiedades de la matriz de encapsulacion

Las dos proteinas estudiadas en este trabajo fueron encapsuladas en varias matrices poliméricas con
diferente composicion de acido lactico y glicélico, diferente masa molecular y grupo terminal (Tabla
3.1). El perfil de liberacidn se determind segun el procedimiento descrito en el epigrafe 3.3.4.
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Tabla 3.1. Propiedades de las matrices poliméricas empleadas para encapsular IFN-a2b y FCE.
Composicion (%)

Polimero Fabricante Acido D.L- Acido ';/I M 4 Grupo

P, Iapte (10° g.mol™)  terminal

lactico glicolico

PLGA 50:50 (Lactel BP-0100) Sigma 50 50 40-75 -COOR
PLGA 50:50 Sigma 50 50 5-15 -COOR
PLGA 75:25 (Lactel BP-0300) Sigma 75 25 66 - 107 -COOR
PLLA (Lactel BP-0600) Sigma 100** 0 85 - 160 -COOR
PLGA 50:50 (RESOMER RG 503 H) Boehringer- Ingelheim 50 50 24 - 38 -COOH
PLLA (RESOMER L 206 S) Boehringer-Ingelheim 100** 0 80 -130 -COOH
PLGA 50:50 (RESOMER RG 502) Boehringer Ingelheim 50 50 7-17 -COOR
PLGA 50:50 (RESOMER RG 502 H)  Boehringer Ingelheim 50 50 7-17 -COOH
PLA (RESOMER R 202 H) Boehringer Ingelheim 100 0 10-18 -COOH

* Masa molecular reportada por el fabricante.
** Acido L-lactico.

3.5.3 Efecto de aditivos co-encapsulados

Se estudié el efecto de 8 aditivos: Pluronic F-68, Pluronic F-127, Tween 20, Tween 80, manitol,
trehalosa, lisina y acido etilendiamino tetraacético (EDTA, siglas en inglés). El contenido de cada
aditivo introducido en la fase acuosa interna de la doble emulsién se definid segun un disefio factorial

fraccionario 2%* con resolucién IV (Tabla 3.2).

- Compatibilidad del IFNa-2b con los excipientes

Las soluciones de la proteina con los aditivos disueltos conjuntamente, en las proporciones expresadas
en la Tabla 3.2, fueron analizadas mediante ELISA y SDS-PAGE segun se describe en los epigrafes
3.7.2'y 3.7.4, respectivamente.

- Perfil de liberacién

El procedimiento de encapsulacion fue el mismo descrito en el epigrafe 3.2.1. El perfil de liberacién de
cada una de estas microesferas se determind basicamente por el procedimiento detallado anteriormente

(epigrafe 3.3.4), pero se detuvo a los 14 dias.

Las variables de respuesta estudiadas fueron: 1) el porcentaje de proteina liberada durante el primer dia
y 2) la liberacién de IFN-a.2b entre los dias 1 y 14. Cada muestra del plan experimental (Tabla 3.2) fue

preparada por duplicado y en orden aleatorio.
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Tabla 3.2. Plan experimental de la composicidn de las diferentes fases acuosas a preparar.
Lisina  Pluronic F-68 EDTA  Tween 20 Manitol Pluronic F-127  Tween 80  Trehalosa

(mM) (%) (mg/mL)  (mg/mL) (%) (%) (mg/mL) (%)
1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 50 0 0 0 0 5 05 1,5
3 0 5 0 0 1 0 05 1,5
4 50 5 0 0 1 5 0 0
5 0 0 05 0 1 5 05 0
6 50 0 05 0 1 0 0 1,5
7 0 5 05 0 0 5 0 1,5
8 50 5 05 0 0 0 05 0
9 0 0 0 05 1 5 0 1,5
10 50 0 0 05 1 0 05 0
11 0 5 0 05 0 5 05 0
12 50 5 0 05 0 0 0 1,5
13 0 0 05 05 0 0 05 1,5
14 50 0 05 05 0 5 0 0
15 0 5 05 05 1 0 0 0
16 50 5 05 05 1 5 05 1,5

3.6 Evaluacion de la utilidad de las microesferas obtenidas para el desarrollo de formulaciones

de liberacién modificada

3.6.1 Caracterizacion de las proteinas encapsuladas

3.6.1.1 Extraccién por precipitacion

El IFN-a2b fue extraido de las microesferas con una mezcla de solventes (DCM vy acetona, 1:3 (V/V))
utilizada por Johnson y cols. para extraer la hormona de crecimiento humana de microesferas de PLGA
(100). Veinte miligramos de microesferas cargadas con IFN-a2b fueron suspendidas con 2 ml de la
mezcla de solventes, primero en un agitador de tipo vortice modelo MS2 S1 (IKA Works Inc., EE.UU.)
durante 1 min y luego durante 20 min en un balancin Roto-Shake Genie (Scientific Industries Inc.,
EE.UU.). La suspension resultante se centrifugd 5 min a 5000 rpm en una centrifuga Hettich Mikroliter
modelo D-73582 (Hettich Zentrifugen, Alemania). El sobrenadante fue desechado y el sélido fue
resuspendido y extraido nuevamente con 2 mL de la mezcla de solventes. La suspension fue
centrifugada y el sélido fue secado por congelacion-deshidratacién luego de desechar el sobrenadante.
El residuo seco fue resuspendido en 100 pL de PBS. La cantidad de proteina extraida se cuantifico
mediante el ensayo de microBCA y las propiedades de la misma fueron evaluadas mediante SDS-
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PAGE, cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa (RP-HPLC, siglas en inglés),

reconocimiento inmunoenzimatico por los anticuerpos del ELISA vy titulacion antiviral.

3.6.1.2 Extraccion mediante un sistema de dos fases liquidas no miscibles

El procedimiento basico para la extraccion de las proteinas encapsuladas mediante un sistema de dos
fases liquidas no miscibles emplea DCM como fase organica y PBS como fase acuosa. De forma breve,
10 mg de microesferas se resuspendieron en 0,5 mL de DCM mediante agitacion vigorosa por 30 s en
un agitador de tipo vortice modelo MS2 S1 (IKA Works Inc., EE.UU.). Luego se agitaron por 10 min
en un balancin modelo Roto-Shake Genie (Scientific Industries Inc., EE.UU.). A la mezcla obtenida se
le adiciond un volumen de 250 pL de la fase acuosa y se agitd vigorosamente durante 30 s en el
agitador de tipo vortice. La emulsién obtenida se centrifugd durante 20 min a 5 000 rpm en una
centrifuga Hettich Mikroliter modelo D-73582 (Hettich Zentrifugen, Alemania) para favorecer la
separacion de las fases. La fase acuosa se recuper6 cuidadosamente con la ayuda de una micropipeta y
se transvasd a un microtubo de ensayo de 0,5 mL. A la fase organica remanente se le adiciond otro
volumen de la fase acuosa (250 uL) y se realizd nuevamente la extraccion. La fase acuosa obtenida
luego de la segunda extraccion se mezcld con la primera y la muestra (500 pL) se almacen6 a 4°C hasta

el momento de su cuantificacion y analisis.

De acuerdo con el propésito de cada estudio particular la fase acuosa puede tener otra composicion, la

cual sera descrita segun corresponda.

- Compatibilidad de las proteinas con los tensoactivos estudiados. Seleccion de la fase de extraccion

Para evaluar la compatibilidad de las proteinas utilizadas con las sustancias tensoactivas a estudiar
como posibles aditivos para aumentar la recuperacion de las proteinas en la fase acuosa del sistema de
extraccion, se prepararon soluciones de IFN-a2b y FCE en presencia de los tensoactivos. La
concentracion de cada proteina en dichas mezclas fue determinada por el ensayo de microBCA y sus
propiedades fueron evaluadas mediante las técnicas de ELISA y RP-HPLC.

Las sustancias tensoactivas evaluadas fueron: SDS, Triton X-100, NP-40, Tween 20, Tween 80,
Pluronic F-68 y Pluronic F-127. Todos se emplearon a una concentracion de 0,1%. La fase de

extraccion sin aditivo (PBS) se tomé como referencia del estudio.

Los valores de concentracion obtenidos por el ensayo de microBCA y por la técnica de ELISA fueron
el resultado de la determinacion, por duplicado, de 4 réplicas preparadas de forma independiente, en

dias diferentes. La comparacién de las medias de la concentracién de proteina de los 8 grupos
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experimentales se realizé mediante un analisis de varianza (ANOVA). En el caso en que se detectaron
diferencias entre los grupos, se realizé la prueba de Intervalos Multiples de Duncan para conocer
especificamente en qué pares de grupos se encontraban tales diferencias.

- Efectividad de la extraccion de las proteinas encapsuladas con la adicibn de una sustancia

tensoactiva en la fase acuosa

En el caso del IFN-a.2b se evaluaron 5 lotes experimentales mediante la extraccién empleando PBS sin
tensoactivo y con SDS al 0,1% como fase acuosa. Se comparé el recobrado de la proteina determinado
por los dos sistemas de extraccion mediante una prueba tsqent. Las muestras de cada extraccion fueron
analizadas mediante SDS-PAGE para comprobar el aumento de la cantidad de proteina extraida al
incluir SDS en la fase acuosa. Se determin6 ademas si existian cambios en las propiedades del IFN-a2b
debidas al procedimiento de extraccion; para ello se evalud, mediante ELISA y RP-HPLC, una muestra
construida con microesferas vacias y una cantidad conocida de la proteina. Como referencia se empled
una solucién de IFN-a.2b de concentracion similar a las muestras. Se incluyd también una muestra de

microesferas cargadas con IFN-a2b.

La efectividad de incluir el Pluronic F-68 en el sistema de extraccion, disefiado para la caracterizacion
del FCE encapsulado, fue comprobada mediante la comparacion de la proteina recuperada en varias
muestras tratadas en presencia o no del tensoactivo en la fase acuosa. El anélisis estadistico se realiz6
mediante una prueba tsugent. Como referencia de la cuantificacién adecuada del FCE mediante el
ensayo de microBCA y ELISA se utiliz6 una solucion de concentracion conocida de la proteina. Se
verificO ademas que el procedimiento de extraccion no introduce cambios adicionales en las
propiedades del FCE. Para ello se preparé una muestra de microesferas vacias con FCE adicionado,
que posteriormente se secd y se extrajo mediante el procedimiento disefiado. Las caracteristicas del
FCE tratado fueron evaluadas por las técnicas siguientes: ELISA, RP-HPLC y actividad bioldgica.

- Caracterizacion de las proteinas encapsuladas mediante su extraccion por un sistema de dos fases

liguidas no miscibles

Se evalu6 el reconocimiento inmunoenzimatico del IFN-a2b encapsulado en siete muestras que fueron
extraidas mediante el sistema de dos fases con SDS al 0,1% en la fase acuosa. Se utiliz6 una muestra de
IFN-a2b sin encapsular como referencia. La presencia de modificaciones quimicas en la proteina fue
investigada mediante RP-HPLC (epigrafe 3.7.5) y la actividad bioldégica mediante el ensayo de
actividad antiviral descrito en el epigrafe 3.7.6. También se analizé la presencia de agregados de la
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proteina mediante el analisis densitométrico del gel resultante de la electroforesis realizada a las
muestras segun aparece en acapite 3.7.4).

Las caracteristicas del FCE encapsulado se evaluaron en tres lotes experimentales de microesferas de
PLA mediante el andlisis de la proteina extraida por ELISA, RP-HPLC vy actividad biologica de
acuerdo con los procedimientos experimentales detallados en los epigrafes 3.7.3, 3.7.5 y 3.7.7,

respectivamente.

3.6.2 Evaluacién in vivo de las microesferas cargadas con IEN-a2b y FCE

3.6.2.1 Interferén alfa-2b

Para estudiar in vivo las propiedades de las microesferas cargadas con IFN-a2b como sistema de
liberacion modificada de la proteina se realiz6 una evaluacion farmacocinética exploratoria de las
mismas. Para ello, se usaron microesferas poliméricas de PLGA 50:50 (MM: 40 000-75 000 g.mol™)
(Sigma, EE.UU.), las cuales contenian 0,66% de IFN-a2b. Se utilizaron conejos machos Nueva
Zelanda de 1,5 kg de peso promedio. A seis animales se les administrd, por la via subcutanea, una dosis
de microesferas equivalente a 200 pug de IFN-a.2b por animal. Para inyectar las microparticulas, estas
fueron resuspendidas en un vehiculo apropiado (carboximetilcelulosa al 0,3%, NaCl al 0,9% y Tween
20 al 0,1%.) en el momento de la aplicacién. A determinados intervalos de tiempo se le extrajo sangre a
los animales y la concentracion de IFN-a2b en suero se determind mediante el ELISA descrito en el
epigrafe 3.7.2. Como referencia se administro, por la misma via, IFN-a2b libre a otro grupo de 6

animales.

3.6.2.2 FCE

- Evaluaciéon farmacocinética exploratoria

Para realizar el estudio se utilizaron conejos machos Nueva Zelanda con un peso promedio de 1,5 kg.
Se emplearon microesferas de PLA (MM: 85 000 — 160 000) (Sigma, EE.UU.) cargadas con FCE al
0,39%. Para inyectar las microparticulas, éstas fueron resuspendidas en un vehiculo apropiado
(carboximetilcelulosa al 0,3%, NaCl al 0,9% y Tween 20 al 0,1%.) en el momento de la aplicacién que
se realiz6 por la via subcutanea a 6 animales. La cantidad de FCE administrado fue de 300 pg por
animal en cada grupo experimental. A determinados intervalos de tiempo se le extrajo sangre a los
animales y la concentracion de FCE en suero se determind mediante el ELISA descrito en el epigrafe
3.7.3. Como referencia se administrd, por la misma via, 300 pug de FCE libre a otro grupo de 6

animales.



Materiales y Métodos 44

- Evaluacién farmacodinadmica exploratoria

Se utilizaron ratas Wistar, machos, con un peso entre 250-300 g. A las mismas se les indujeron heridas
(dos por animal) controladas de grosor total de 1 cm?, paravertebrales, simétricas y equidistantes.

Los grupos de tratamiento fueron los siguientes:
- dosis Unica de 75 pg de FCE encapsulado en las microesferas
- dosis unica de microesferas vacias (igual masa que las particulas cargadas con FCE)
- tres dosis de 75 pg de FCE libre administradas en dias alternos (HeberProt-P)
- tres dosis administradas en dias alternos del placebo del HeberProt-P
- sin tratamiento

En cada grupo se incluyeron 6 animales. El volumen de cada una de las formulaciones (1 mL) se
dividi6 en 5 fracciones de 200 pL de las cuales se inyectd una en el centro de la herida y las restantes

en 4 puntos del borde.

Al finalizar el estudio (9 dias) se tomaron muestras de las heridas y de cada una se preparé un corte
histolégico con la tincion Tricromica de Picro Mallory para evaluar la existencia de eventos
correspondientes a procesos de cicatrizacién y otro corte tefiido con Hematoxilina-Eosina para observar

la presencia de elementos indicadores de reaccion a cuerpo extrafio.

3.7 Técnicas analiticas empleadas en la evaluacion in vitro e in vivo del IFN-a2b y el FCE

3.7.1 Cuantificacion de Interferon alfa-2b y FCE por microBCA

Este ensayo se realiz6 mediante un juego de reactivos “Micro BCA™ Protein Assay Reagent Kit”
(Pierce, EE.UU.) y se siguid el procedimiento indicado por el fabricante. De forma abreviada, se
adicionaron en dos pocillos de una placa de poliestireno de 96 pocillos 150 pL del blanco y de las
muestras, las cuales se diluyeron apropiadamente para que su concentracion aproximada se encontrara
entre 2 y 20 ug/mL. A cada pocillo empleado se le agregaron 150 pL del reactivo de trabajo preparado
previamente segun se indica mas adelante. La placa se cubri6 con su tapa y se incub6 a 37°C durante 2
h. Al término de este tiempo la placa se dejé enfriar por 10 min y luego se leyé la absorbancia a 540
nm en un lector de placas Multiscan (Merck, Alemania). Los valores de concentracién se determinaron
con la ayuda de una curva de calibracion con un material de referencia de albimina de suero bovino
para las muestras de IFN-a2b; mientras que para la cuantificacion de las muestras de FCE fue preciso

emplear un material de referencia de la misma proteina.
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Preparacion del reactivo de trabajo: Se mezclaron 25 partes del reactivo MA, 24 partes del reactivo
MB y una parte del reactivo MC. Se agitd bien la mezcla y se utilizé en el momento o hasta 24 h

despueés de su preparacion, almacenada a temperatura ambiente (25°C).

3.7.2 Cuantificacion de Interferon alfa-2b por ELISA
Este ensayo se realiz6 mediante el procedimiento descrito por Santana y cols. en 1999 (143). De forma

breve, cada pocillo de la placa se recubrié con 100 pL de anticuerpo monoclonal anti IFN-a2b
CBIFNA 2.3 (CIGB, Cuba) a 15 pg/mL en solucion tampdn de recubrimiento (0,05 M de Na,CO3 y
0,05 M de NaHCOg3, pH 9,6) y se incubd a 37°C durante 3 h. La placa se lavo una vez con la solucién
de lavado (Tween 20 al 0,05% en PBS). A continuacién, 100 pL de las muestras diluidas, de forma
adecuada, en la solucion tampdn de ensayo (leche deslipidizada al 0,5% en PBS) se adicionaron a los
pocillos y la placa se incubd a 37°C durante 30 min. La placa se lavo 5 veces con la solucién de lavado.
Posteriormente se adiciond, a cada pocillo, 70 pL de otro anticuerpo monoclonal (CBIFNA 2.4) contra
IFN-a.2b conjugado con peroxidasa de rabano picante (CIGB, Cuba) diluido 1:10 000 (v/v) en la
solucion tampdn de ensayo. La placa se incubd a temperatura ambiente (25°C) durante 1 h y se lavo 8
veces. El revelado de la placa se llevo a cabo mediante la adicion de 100 pL de la solucion reveladora
(5 mg de o-fenilendiamina y 5,5 pL de H,0; en 11 mL de soluciéon tampdn del sustrato (0,1 M de
NaHPO,, 0,048 M de &cido citrico monohidratado, pH 5,5)). La reaccion se detuvo mediante la
adicién, a cada pocillo, de 50 pL de H,SO4 (2,5 M). La absorbancia se midi6 a 492 nm en un lector de
placas Multiscan (Merck, Alemania). Para obtener la curva de regresion se emplearon soluciones, de

concentraciones entre 0,2 y 10 ng/mL, de un estdndar de IFN-a.2b (CIGB, Cuba).

3.7.3 Cuantificacion de FCE por ELISA
Este analisis fue descrito por Martinez y cols. (144). Cada pocillo de la placa se recubrié con 0,2

pg/mL de anticuerpo monoclonal anti FCE CB EGF1 (CIGB, Cuba), en 0,1 mL de solucién tampon de
recubrimiento (0,05 M Na,COs3, 0,05 M Na,HCO3, pH 9,6) y se incubd por 3 h at 37°C. La placa se
lavé dos veces con (Tween 20 al 0,05% (v/v) en agua). Entonces, 100 uL de las muestras diluidas, de
forma adecuada, en la solucién tampdn de ensayo (leche deslipidizada al 0,5% en PBS) se adicionaron
a los pocillos y la placa se incubd a 37°C durante 1 h. La placa se lavé 5 veces con la solucién de
lavado. Posteriormente, se adicionaron, a cada pocillo, 80 pL de otro anticuerpo monoclonal anti FCE,
CB EGF2 conjugado con peroxidasa de rabano picante (CIGB, Cuba), diluido 1:8 000 (v/v) en la
solucion tampdn de ensayo. La placa se incubd a temperatura ambiente (25°C) durante 1 h y se lavo 8
veces. El revelado de la placa se llevo a cabo mediante la adicion de 100 pL de la solucion reveladora
(5 mg de o-fenilendiamina y 5,5 pL de H,0; en 11 mL de soluciéon tampdn del sustrato (0,1 M de
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NaHPO,, 0,048 M de &cido citrico monohidratado, pH 5,5)). La reaccion se detuvo mediante la
adicién, a cada pocillo, de 50 pL de H,SO4 (2,5 M). La absorbancia se midi6 a 492 nm en un lector de
placas Multiscan. Para obtener la curva de regresion se emplearon soluciones, de concentraciones entre
0,3y 10 ng/mL, de un estandar de FCE (CIGB, La Habana, Cuba).

3.7.4 Electroforesis de IEN-a2b en gel plano de poliacrilamida

Las muestras se analizaron en un gel al 12,5% de poliacrilamida, basicamente como describié Laemmli
en el afio 1970 (145). Las muestras se diluyeron 1:5 en solucion tampén Tris-HCI (625 mM), pH 6,8,
con SDS al 5%, glicerina al 50%, 50 mM de ditiotreitol y bromofenol azul al 0,025%. Al concluir la
corrida, las muestras se visualizaron mediante su tinciébn con azul de Coomassie. El analisis
densitométrico de la imagen digitalizada del gel se realizd mediante el programa Molecular Analyst
version 1.4.1 (Laboratorios Bio-Rad, Hercules, EE.UU.).

3.7.5 Andlisis de IFN-a2b y FCE mediante RP-HPLC
El analisis se llevo a cabo en una columna (5 pum, 250 x 4,6 mm) C8 (octil, de poro ancho) de Vydac

(Hesperia, EE.UU.). La elucidén se realiz6 con un flujo de 0,8 mL/min con un gradiente de A en B
especificado en cada Figura segun corresponde (A: acido trifluoroacético al 0,05% en acetonitrilo; B:
acido trifluoroacético al 0,1% en agua). La deteccién de las proteinas se realiz6 a 226 nm con
procesamiento automatico de los datos, mediante el sistema D-7000 Multi HSM (Merck, Alemania).

3.7.6 Actividad biolégica del IEN-a2b
La actividad antiviral del IFN-a2b se evalu6 mediante la cuantificacién de la inhibicién del efecto

citopatico producido por el virus Mengo sobre células Hep-2 (ATCC No. CCL23), de acuerdo con el
procedimiento descrito por Ferrero y cols. en 1994 (146). Brevemente, una monocapa de células se
incubd, en una atmosfera de CO, al 3% y 95% de humedad relativa, en cada pocillo de la microplaca
durante 24 h a 37°C con las muestras de IFN-a2b. El interferon se diluyd de forma apropiada en medio
esencial minimo con suero fetal bovino al 2% y gentamicina a 40 ug/mL. El virus (10° TCID) se
adiciono a cada pocillo y la placa se incubd en las mismas condiciones hasta que el efecto citopatico
(90% de lisis) se observé en el pocillo control; ello ocurrié después de un periodo de 18-20 h. El grado
de destruccion de la monocapa celular se midié después de fijar y tefiir las células remanentes con
violeta cristal. La determinacion del efecto citopatico se realizé en un sistema ultramicroanalitico
“SUMA” (Tecnosuma, Cuba). La unidad de actividad antiviral se defini6 como el reciproco de la
dilucion de la muestra que produce el 50% de proteccion de la monocapa de células contra el efecto

citopatico del virus. Los valores de titulo antiviral (expresados en unidad internacional) de las muestras
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se obtuvieron de forma automatizada, con respecto a un material de referencia secundario calibrado

contra el estandar internacional de IFN-a.2b 60/19 de la Organizacién Mundial de la Salud.

3.7.7 Actividad biologica del FCE
La actividad biologica del FCE se evalu6 mediante la cuantificacion de la actividad inductora de

proliferacion de células 3T3 A31. El método se basa en la capacidad del factor de crecimiento
epidérmico humano recombinante de inducir proliferacion en células 3T3 A31. La cuantificacion se
realiza mediante el método de absorcion del colorante cristal violeta por las células vivas. El resultado
se expresa en Unidades Internacionales/mL debido a que se emplea un material de referencia de
laboratorio el cual fue calibrado con la preparacion de referencia internacional de FCE 91/530 del

Instituto Nacional para los Controles y Estandares Bioldgicos del Reino Unido (NIBSC).

3.8 Andlisis estadistico

El analisis estadistico de los datos experimentales se realizd mediante el programa Statgraphics Plus
5.1 (Statistical Graphics Corp., EE.UU.).
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4 Resultados y Discusion

El proceso de obtencion de las microesferas mediante la técnica de doble emulsion - evaporacion del
disolvente consta de 5 etapas bien definidas, como se ilustro de forma resumida en la Figura 3.1: i)
formacién de la primera emulsion, ii) formacién de la segunda emulsién, iii) evaporacién del
disolvente, iv) coleccion y lavado de las microesferas y v) secado. El proceso requiere de 20 h para su

culminacidn; siendo la etapa de secado la mas larga, con una duracién aproximada de 18 h.

Los estudios morfolégicos de las microparticulas revelan caracteristicas importantes tales como: forma;
regularidad de la superficie; presencia de poros y uniformidad de su distribucion en las particulas, asi
como el tamafio de los mismos; homogeneidad del tamafio de las particulas; presencia de defectos;

agregacion y permite tener una idea de su tamafio aunque no es la técnica preferida para determinarlo.

Todas estas caracteristicas tienen repercusion en las propiedades y aplicaciones de las microparticulas
obtenidas. Por ejemplo, la presencia de agregacion resulta indeseable ya que afecta la homogeneidad
del producto elaborado; ademas en el caso que se desee inyectar las particulas, se pueden tupir las
agujas. Por otra parte, la cantidad y tamafio de los poros puede incidir en la liberacién de la sustancia

encapsulada y hasta modificar el mecanismo por el cual ocurre dicha liberacion.

Como resultado de la encapsulacion, en matrices de PLGAs, de las dos proteinas empleadas en este
trabajo se obtuvieron particulas esféricas, de superficie regular con poros aleatoriamente distribuidos
(Figura 4.1). Estos resultados son similares a los obtenidos por otros autores que han encapsulado IFN-
a2b (54, 133, 135) y FCE (53, 128, 139) en estas mismas matrices por medio de la técnica de doble

emulsion - evaporacion del disolvente.

De forma general, las microesferas con IFN-a2b tuvieron mayor tamafio que las de FCE preparadas
con las mismas condiciones experimentales. Esto pudiera deberse a que la composicion de la fase
acuosa interna no es la misma pues el FCE empleado para obtener las microesferas mostradas en la
Figura 4.1 se encontraba disuelto en agua mientras que el IFN-a2b estaba disuelto en PBS. La
presencia de sales en la fase acuosa interna hace que exista un gradiente de concentracion de estas
sustancias entre la fase acuosa interna y la fase externa, lo que favorece el flujo de agua hacia la fase
acuosa interna durante la formacion de las particulas. Este fendmeno provoca que el tamafio de las

microesferas sea mayor (139).

En algunas preparaciones de microesferas de PLGA 50:50 cargadas con IFN-a2b se encontraron

pequefios defectos (Figura 4.2), probablemente generados durante su formacién. Estos defectos son
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causados generalmente por la extraccion rapida del disolvente contenido en las goticulas formadas al
dispersar la primera emulsion, que son las precursoras de las microesferas. Algunos autores han
propuesto la adicion de una cantidad del disolvente a la fase acuosa externa, con el objetivo de
disminuir la velocidad de extraccion de este. Sin embargo, en nuestro caso, ello no es recomendable
porque la sustancia que se encapsula es una proteina y puede disminuir la eficiencia de encapsulacion,

como describieron Cleland y cols. en 1997 (147).

Figura 4.1. Micrografias de microesferas de PLGA cargadas con IFN-a2b
(izquierda) y FCE (derecha), obtenidas por el método de doble emulsion -
evaporacion del disolvente. Las particulas con IFN-a2b son més grandes (didmetro
promedio: 28.1 £ 0.4 um) que las microesferas cargadas con FCE (diametro
promedio: 18.0 £ 0.1 pum).

Figura 4.2. Micrografias de microesferas de PLGA cargadas con IFN-a2b, que
muestran algunos defectos (sefialados con flechas) probablemente generados
durante su formacion.
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4.1 Efecto de las variables experimentales del proceso de encapsulacion en las caracteristicas de

las microesferas obtenidas

La microencapsulacion de una proteina es un proceso complejo en el que las caracteristicas del
producto final dependen, de manera notable, de un conjunto grande de factores. Especificamente, en la
microencapsulacién mediante doble emulsién - evaporacion del disolvente, se obtienen particulas con
caracteristicas que dependen en gran medida de los factores que intervienen en las etapas de formacion
de las emulsiones; por ejemplo: la concentracion del polimero y de la sustancia a encapsular, del
volumen de la fase acuosa interna y la concentracion de sales presentes en ella, la forma de hacer las

emulsiones (equipo, dispositivo, velocidad y tiempo de agitacion), entre otros (9, 10, 89, 148).

En este trabajo se estudid el efecto de varios parametros experimentales de la encapsulacion en algunas
de las caracteristicas de las particulas que, por su importancia, definen la utilidad del sistema para ser
empleado en el disefio de productos biofarmacéuticos de avanzada. Por ejemplo, la carga, la eficiencia
de encapsulacion, el tamafio de las particulas y el perfil de liberacion de la proteina encapsulada.

4.1.1 Efecto de la concentracion de la proteina y volumen de la fase acuosa interna

4.1.1.1 Sobre la cargay la eficiencia de encapsulacion

Al estudiar el efecto de la concentracion de IFN-a2b en la fase acuosa interna sobre la eficiencia de
encapsulacion y la carga de las microesferas, se encontrd que al emplear soluciones méas concentradas
de la proteina, se encapsulé mayor cantidad de esta, aunque con menor eficiencia en el proceso de

encapsulacion (Figura 4.3).
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Figura 4.3. Efecto de la concentracion de IFN-a2b en la fase
acuosa interna sobre la carga y la eficiencia de encapsulacion de
las microesferas obtenidas por el método de doble emulsion -
evaporacion del disolvente.
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El efecto de la concentracion de la proteina sobre la eficiencia de encapsulacion coincide con lo

descrito por otros autores al encapsular albimina sérica humana (82) y albumina de suero bovino (149).

También se estudid el efecto del volumen de la fase acuosa interna sobre la eficiencia de encapsulacion
y se observé que al dispersar 50 pL de IFN-a2b en la solucién polimérica fue posible encapsular el 66
+ 1% (n=5) de la proteina mientras que al duplicar el volumen de la solucién de IFN-a2b la eficiencia
de encapsulacién disminuy6 a 56 + 2% (n=13). Una observacion similar ha sido reportada por otros
investigadores (75, 82, 149).

Para evaluar el efecto de estas dos variables (concentracion de proteina y volumen de la fase acuosa
interna) en las caracteristicas de las microesferas de FCE obtenidas se utilizd un disefio factorial
completo 32 Se determiné el valor de Q y EE a muestras elaboradas con diferentes combinaciones de
valores para la concentracion de FCE y para el volumen de la fase acuosa interna de acuerdo con los
niveles seleccionados para cada variable independiente estudiada (ver el epigrafe 3.4.1.1 del Capitulo

de Materiales y Métodos).

En la Tabla 4.1 aparecen los valores de Q y EE calculados para cada variante. De manera general se
aprecia que el aumento de la concentracion y el volumen favorecen la obtencion de microesferas con
mayor carga en tanto que la eficiencia de encapsulacion experimenta una disminucién. El efecto de la
concentracion de la proteina sobre la eficiencia de encapsulacion coincide con lo descrito por otros
autores (82, 149) y también con lo obtenido en este trabajo al estudiar las microesferas cargadas con
IFN-a2b.

Tabla 4.1. Factores experimentales y caracteristicas de las microesferas de PLGA cargadas con FCE.

Condiciones experimentales Caracteristicas de las microesferas

No. FCE (mg/mL) Volumen (uL) Q (%) EE (%)
1 5 50 0,24 96
2 10 50 0,29 58
3 20 50 0,58 58
4 5 100 0,35 70
5 10 100 0,56 56
6 20 100 0,96 48
7 5 200 0,74 74
8 10 200 1,09 54
9 20 200 1,85 46
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De forma similar a lo encontrado para el IFN-a2b, se observé que la eficiencia de encapsulacion del
FCE disminuy6 al aumentar el volumen de la fase acuosa interna empleada para formar la primera

emulsion.

Para conocer la contribucién independiente de cada una de las variables asi como de las interacciones
de las mismas sobre las caracteristicas de las microesferas, se realizo el andlisis del disefio experimental
factorial 32 para cada una de las respuestas mediante el programa estadistico Statgraphics Plus 5.1
(Statistical Graphics Corp., EE.UU.). EIl ANOVA realizado para evaluar el efecto de las variables
experimentales sobre la carga de las microesferas arrojé que todos los coeficientes del modelo son
significativamente diferentes de cero (p < 0,05) y, que todos los efectos ejercen una influencia positiva

en la variable respuesta (Figura 4.4).
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Figura 4.4. Representacién de Pareto estandarizada para la carga.

La linea vertical indica el umbral de significacion de los efectos.

La siguiente ecuacion describe la relacion matematica de la carga con la concentracion de FCE (C), y el

volumen de la fase acuosa interna (V):
Q=0,53+0,43C+0,34V +0,18 C2+0,19 CV + 0,14 \/? (4.1)

La superficie de respuesta para Q en funcién de la concentracion de FCE y el volumen de la fase
acuosa interna indica que los valores maximos para esta respuesta se obtienen cuando se emplean las

soluciones méas concentradas de la proteina y un mayor volumen de las mismas (Figura 4.5).

Figura 4.5. Superficie de respuesta para la carga en funcion de la
concentracion de FCE y del volumen de la fase acuosa interna.
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Al analizar el efecto de las variables experimentales en la eficiencia de encapsulacion, el ANOVA
arrojo que solo el volumen de la solucion de FCE, de forma independiente, ejerce un efecto negativo
estadisticamente significativo en esta caracteristica (p < 0,05), lo que indica que emplear menor
volumen de la fase acuosa interna se logra mayor eficiencia de encapsulacién. Los demas efectos no
influyen significativamente en la respuesta estudiada (Figura 4.6). El efecto negativo del volumen en la
eficiencia de encapsulacion ha sido referido por otros autores (81, 88, 97) y pudiera estar relacionado
con la estructura de las microesferas, la cual tiende a presentar mayor cantidad de poros y canales
mientras mayor es el volumen de la fase acuosa interna. Este fendmeno pudiera facilitar la migracion

de la proteina hacia la fase acuosa externa durante el proceso de obtencion de las microesferas.
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Figura 4.6. Representacion de Pareto estandarizada para la eficiencia de
encapsulacion. La linea vertical indica el umbral de significacion de los efectos.

La siguiente ecuacion describe la relacion matematica entre la eficiencia de encapsulacion y el volumen
de la solucion de FCE:
EE = 51,78 - 14,66 VV (4.2)

La superficie de respuesta para EE en funcion de la concentracion de FCE y el volumen de la fase
acuosa interna indica que los valores maximos para esta respuesta se obtienen cuando se emplea menor

volumen de las soluciones de FCE menos concentradas (Figura 4.7).

Figura 4.7. Superficie de respuesta para la eficiencia de encapsulacion en funcion
de la concentracién de FCE y del volumen de la fase acuosa interna.
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De los estudios realizados se obtuvo que el aumento de ambos pardmetros experimentales permite
obtener microesferas con mayor cantidad de proteina encapsulada por masa de particulas (Q) pero con
una eficiencia menor en la encapsulacion. Dado que las proteinas son farmacos de un gran valor
agregado resulta beneficioso disponer de un proceso lo mas eficiente posible, para reducir al maximo la
cantidad de proteina que queda sin encapsular. Teniendo en cuenta esta consideracion resulta
recomendable trabajar con soluciones de proteina con valores de concentracion cercanas al minimo
estudiado en este trabajo (5 mg/mL), siempre que la carga que se obtenga satisfaga la dosis del
principio activo que debe ser administrada en una cantidad dada de microesferas.

No obstante disponer de la ecuacién matematica que relaciona a las respuestas estudiadas con las
variables experimentales constituye la via mas precisa para seleccionar los valores de dichas variables

dependiendo de las caracteristicas que se desea lograr en una muestra particular de microesferas.

4.1.1.2 Sobre el tamafio de las particulas

La variacion de la concentracion del IFN-a2b en la fase acuosa interna de la primera emulsién no
ocasiono diferencia significativa (p = 0,11) en el tamafio de las microesferas obtenidas, el cual fue de

27,5, 27,8 y 28,7 um para las particulas obtenidas con IFN-a2b a 5, 10 y 20 mg/mL respectivamente.

La variacion de la concentracion de FCE en la fase acuosa interna de la primera emulsion tampoco
influy6 significativamente en el tamafio de las particulas (18,03 y 17,96 pum para 5y 20 mg/mL de FCE
en la fase acuosa interna, respectivamente). Sin embargo, a medida que aumenté el volumen de la fase
acuosa interna se produjo un ligero aumento del tamafio promedio de las microesferas preparadas con
FCE (Figura 4.8).

—— 50 ul (D= 16 pum)
—=— 100 pl (D = 18 pm)
—&— 200 ul (D = 22 pm)
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Figura 4.8. Efecto del volumen de la fase acuosa interna sobre el

tamafio de las microesferas de PLGA con FCE obtenidas por el método
de doble emulsion - evaporacién del disolvente. D: Diametro promedio.
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Este efecto ha sido encontrado también por otros autores: 1) Parikh y cols. observaron un aumento del
tamafio de microesferas de PLGA cargadas con 5-fluorouracilo al aumentar el volumen de la fase
interna de 0,75 a 1 mL (150) y 2) Al-haushey y cols. encontraron sdlo un ligero aumento del didmetro
de las particulas al aumentar el volumen de la solucion de albumina de suero bovino desde 0,3 hasta 1
ml (149). Este fendmeno puede deberse a que el tamafio de las gotas de la primera emulsion puede
aumentar con el incremento de volumen de la fase acuosa interna, lo cual puede generar, a su vez, un

aumento en la talla de las particulas (150).

En cuanto a este Gltimo factor, se decidi6 trabajar en lo adelante con 100 pL de la fase acuosa interna
que es el valor medio del rango estudiado.

4.1.2 Influencia de la velocidad de agitacién de la sequnda emulsion

La velocidad a la cual se prepara la segunda emulsion es uno de los factores que mas afecta el tamafio
de las particulas (9, 84). En la Figura 4.9 se observa que al incrementar la velocidad de agitacion (de
8 000 a 20 000 rpm) se redujo el tamafio de microesferas de PLGA cargadas con IFN-a.2b. Este efecto
ha sido observado también por otros investigadores (82, 84, 99, 149). Especificamente al formar la
emulsion mediante agitacion a 8 000 rpm se obtuvieron particulas esféricas con un didmetro promedio
de 60 um (determinado por difraccion laser, como se describe en el acapite 3.3.2) (Figura 4.9) pero se
identificaron poblaciones minoritarias de particulas con un diametro mayor de 180 um, que es el
tamafio considerado como limite para microesferas que van a ser administradas por la via subcutanea o
intramuscular (76, 77). La Figura 4.9 también muestra que las microesferas obtenidas a velocidades
mayores (14 000 o 20 000 rpm) tuvieron menor didmetro (2im y 28 pum respectivamente) y no

presentaron poblaciones de microparticulas de mayor tamafio.
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Figura 4.9. Efecto de la velocidad de agitacién de la segunda emulsion
sobre el tamafio de microesferas de PLGA cargadas con IFN-a2b.
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De acuerdo con estos resultados, se selecciond la velocidad de 14 000 rpm para la formacién de la
segunda emulsion durante el proceso de microencapsulacion del IFN-a2b y se prepararon cinco lotes
experimentales de estas particulas con esta velocidad de agitacion para formar la segunda emulsién. Al
analizar las muestras se comprob6 que el tamafio de las particulas fue similar (27,3, 27,3, 27,8, 28,1 y
29,7 um), lo que constituye una evidencia de la reproducibilidad de este parametro en el procedimiento

de encapsulacion.

4.1.3 Efecto del modo de preparar la primera emulsion

Existen varias maneras de preparar una emulsion que, en esencia, consiste en dispersar la fase interna
en la fase externa. Para la ruptura de la fase que se va a dispersar (fase interna) se utilizan
fundamentalmente dos principios: i) mecéanico, empleando un agitador comun de laboratorio o equipos
mas complejos como dispersores que emplean dispositivos diversos dependiendo del propdsito y el
volumen de las soluciones con que se esté trabajando Y ii) ultrasonido, usando equipos de ultrasonido
de sonda o atomizadores ultrasonicos. El principio utilizado para fraccionar la fase a dispersar y el
equipo empleado para ello pueden influir en la estructura interna de las particulas y esta, a su vez,
puede repercutir indirectamente en otras propiedades tales como la carga, la eficiencia de
encapsulacion y el perfil de liberacién de la molécula encapsulada.

En este trabajo se evalu6 el efecto de la forma de obtener la primera emulsion sobre algunas
caracteristicas de las microesferas cargadas con IFN-a2b y FCE. En las microesferas cargadas con
IFN-a2b la carga disminuy6 de 1,2 +0,2 % a 0,6 £0,2 % (p = 0,0004) al sustituir el ultrasonido de
sonda por el dispersor Ultraturrax T8 para formar la primera emulsion. Sin embargo, se liberd6 mayor
cantidad de la proteina al emplear este Gltimo (Figura 4.10). De forma similar, las microesferas que
contienen FCE también experimentaron una disminucién estadisticamente significativa (p = 2,4 x 10®)
en la carga al utilizar el dispersor (0,34 + 0,04%) en vez de aplicar ultrasonido (1,2 +0,1%). La
liberacién de FCE fue muy pequefia en las particulas obtenidas aplicando ultrasonido para dispersar la
solucidn acuosa de esta proteina en la solucidn polimérica: apenas se alcanzé el 10% de liberacion en
un periodo de 21 dias. En cambio, se liberé aproximadamente 80% en este mismo periodo de tiempo
cuando se formé la primera emulsion con el dispersor T8 (Figura 4.10).
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Figura 4.10. Efecto de la manera de formar la primera emulsion: US) mediante ultrasonido, T8) mediante
un dispersor T8 en el perfil de liberacion de IFN-a2b (izquierda) y de FCE (derecha).

Resultados similares fueron reportados por Wischke y Borchert al encapsular albimina de suero bovino
con grupos de isotiocianato de fluoresceina acoplados (FITC-BSA, siglas en inglés) en microesferas de
PLGA 50:50 (148). Estos autores encontraron menor eficiencia de encapsulacion en las microesferas
obtenidas al formar la primera emulsién con un dispersor Ultraturrax T25 en lugar de aplicar
ultrasonido, lo que se corresponde con una menor Q debido a que emplearon igual cantidad de proteina
en ambos procesos de encapsulacion. La liberacién de FITC-BSA fue muy pequefia en las microesferas
obtenidas con la aplicacion de ultrasonido para formar la primera emulsion (<10%) con respecto a la
alcanzada al incubar las microesferas preparadas con el Ultraturrax T25, las cuales llegaron a liberar
mas del 90% de la proteina encapsulada.

En este trabajo, al formar la primera emulsion con IFN-a2b y FCE se observd que aquellas que
recibieron ultrasonido se formaron mas rapidamente, tuvieron una opacidad mucho mayor y demoraba
mas tiempo en separarse nuevamente las fases. Los resultados obtenidos, conjuntamente con esta
observacion, pueden indicar que de esta forma se logra una mejor dispersion de una fase en la otra, lo
que pudiera estar dado por la formacion de goticulas mas pequefias de la solucién de proteina en la
solucion polimérica. De este modo, es posible que se hayan obtenido estructuras internas de las
microesferas mas densas a lo cual se asocian cargas mas elevadas y menor perfil de liberacién.
Wischke y Borchert comprobaron experimentalmente que las goticulas de la fase acuosa interna fueron
mayores en la emulsion preparada con el Ultraturrax T25 y que la proteina quedd localizada
mayormente en la superficie de estas microesferas y relacionaron estos dos hallazgos con diferencias en
la estructura interna de las microesferas obtenidas que repercutieron en las caracteristicas finales de las

mismas en cuanto a la eficiencia de encapsulacion y el perfil de liberacion (148).
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De acuerdo con estos resultados es mas conveniente la encapsulacion del FCE utilizando el dispersor
de tipo Ultraturrax para formar la primera emulsion. Sin embargo, no fue posible utilizar este
dispositivo para los estudios posteriores en el caso del IFN-a2b ya que las emulsiones formadas son
mas inestables y esto hace que la encapsulacion y los resultados de esta (las microesferas) dependan de
la rapidez y habilidad del operario en llevar a cabo las operaciones del proceso.

De manera general se observa que el aumento de la concentracion de proteina y del volumen en la fase
acuosa interna conlleva a un aumento en la carga de las microesferas pero provoca una disminucién de
la eficiencia de la encapsulacién; sin embargo casi no producen variacion en el tamafio de las
particulas. En cambio esta Gltima caracteristica si es afectada por la velocidad de agitacion al formar la
segunda emulsién. El modo de preparar la primera emulsion también es un factor importante en las
caracteristicas de las microesferas en cuanto a Q y perfil de liberacion. La determinacion de las
relaciones matematicas entre algunas condiciones experimentales (ej: la concentracion de FCE y el
volumen de la fase acuosa interna) y caracteristicas de las microesferas como la carga y la eficiencia de
encapsulacion permite disefiar a priori el proceso de encapsulacion en funcion de las caracteristicas

especificas deseadas.

4.2 Efecto de la naturaleza de los componentes del sistema en las caracteristicas de las

microesferas obtenidas

Las microesferas cargadas con una proteina dada pueden considerarse como un sistema compuesto por
entidades quimicas complejas como la matriz polimérica y la proteina, y otras menos complejas como
diferentes aditivos que se introducen en las particulas con variados propositos. En esta parte del trabajo
se estudia el efecto de las propiedades mas relevantes de cada uno de estos componentes sobre las
principales caracteristicas de las microesferas de PLGAs formadas con ellos.

4.2.1 El caracter hidrofobico de la proteina encapsulada

Las interacciones hidrofobicas juegan un papel muy importante en los sistemas que incluyen a
proteinas y a los polimeros derivados de los &cidos lactico y glicélico (151). Estas interacciones pueden
afectar las propiedades de las proteinas (152), variar la eficiencia de encapsulacion de la biomoléculas

en las microesferas de PLGAs (153), e influir significativamente en el perfil de liberacion obtenido (7).

En este trabajo se determind como la diferencia en el caracter hidrofébico del FCE y el IFN-a.2b
influye en las caracteristicas de las microesferas de PLGAs cargadas con estas proteinas. Como una
medida de su hidrofobicidad se tomaron los tiempos de retencion en RP-HPLC. Los tiempos de
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retencion en esta cromatografia liquida permiten una sencilla valoracion del caracter hidrofobico

relativo entre varias proteinas (154).

Primero se analizaron, por RP-HPLC, una muestra de IFN-a2b y otra de FCE de forma independiente y
se identificaron los tiempos de retencidén para cada proteina (trien-o2n: 28,79 min, trece: 17,70 min y
15,97 min). Después se analizd, en las mismas condiciones, una mezcla de las dos proteinas y partir del
cromatograma (Figura 4.11) puede inferirse que el IFN-a2b es méas hidrofébico que el FCE. La
preparacion de FCE utilizada en esta investigacion consta de dos especies, una de 51 aminoacidos y la
otra de 52. Estudios anteriores (155) han demostrado que la sefial (a) en la Figura 4.11 se corresponde
con la especie de 51 aa y por tanto es la menos hidrofobica de las dos. Otro aspecto considerado para
asignar las sefiales del FCE a la especie de 51 ¢ 52 aa es la proporcidén que de las mismas hay en la
mezcla, la cual se obtuvo del certificado de calidad del lote de proteina utilizado. En este caso
particular el FCE contiene 8,85% de FCE de 51 aa y 88,55% de FCE de 52 aa. Esto se corresponde con
que la sefial de menor tiempo de retencion es la menos intensa y es la asignada a la especie de 51 aa.
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Figura 4.11. Cromatograma correspondiente a la separacion de una mezcla de IFN-a2b
(sefial c) y FCE (sefial a: FCE de 51 aa; sefial b: FCE de 52 aa) mediante RP-HPLC.

4.2.1.1 Diferencias en la carga y la eficiencia de encapsulacion

Para determinar el efecto de la diferencia de hidrofobicidad entre el IFN-a2b y el FCE en Q y EE se
prepararon las microesferas por la variante 1 a partir de soluciones de tres concentraciones distintas de

cada proteina (Tabla 4.2).

Ambos parametros fueron sélo ligeramente superiores para las microesferas de IFN-a2b. Otros autores
han referido un aumento de Q y EE cuanto mayor es la hidrofobicidad de la proteina encapsulada. Esto

se debe a que las atracciones hidrofébicas entre las proteinas y los PLGAs hacen que durante el proceso
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de encapsulacién mayor fraccion de biomoléculas se mantenga sin pasar a la fase acuosa externa de la

doble emulsion

Tabla 4.2. Carga y eficiencia de encapsulacion del IFN-a2b y el FCE en
microesferas de PLGA.

Concentracion de Q (%) EE (%)
Proteina
(mg/mL) IFN-a2b FCE IFN-a2b FCE
5 0,41+0,04 0,35+ 0,02 80+10 70+ 30
10 0,65+0,04 0,56 + 0,09 50+4 60 + 10
20 1,2+0,2 0,96 + 0,09 56+8 50+ 10

4.2.1.2 Diferencias en el perfil de liberacion

Las muestras a los distintos tiempos fueron tomadas de dos formas: 1) con recambio parcial del medio
de liberacion y 2) con recambio total. La liberacion del IFN-a2b fue siempre menor que la del FCE
(Figura 4.12). Al final del estudio menos del 50 % del IFN-a2b se liberd en cambio més del 95% del

FCE pas6 de las particulas al fluido receptor.
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Figura 4.12. Perfiles de liberacion de IFN-a2b (A) y FCE (B) obtenidos de dos formas
diferentes: 1) Con recambio parcial del medio receptor (10%), 2) Con recambio total del
medio receptor.

En este estudio las microesferas de FCE se obtuvieron mediante la variante 2 puesto que el perfil de
liberacion de las microesferas elaboradas por la variante 1 (que difiere fundamentalmente en el empleo
de ultrasonido para formar la primera emulsidn) carece de interés practico, mientras que las de IFN-
o2b se prepararon, como se especifico al principio del epigrafe, siguiendo la variante 1. Esta diferencia
de procedimientos, fundamentalmente en cuanto a la forma de preparar la primera emulsion, repercute

en el perfil de liberacion como se ha mostrado antes (ver la Figura 4.10, pagina 57). Concretamente se
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libera 20% mas de IFN-a2b llegando a liberarse el 60% del total encapsulado. No obstante, el patron
de liberacion es el mismo (liberacion inicial de una fraccion elevada del total que se alcanza al final del
estudio y liberacion posterior muy pequefia) y se repite que la liberacién es incompleta. Por estas
razones se considerd que, a pesar de emplearse procedimientos diferentes para obtener las microesferas
de IFN-a2b y FCE, la diferencia entre los perfiles de liberacién de ambas proteinas es notable y

pudiera deberse fundamentalmente a las diferencias entre las moléculas.

Este resultado era esperado pues correlaciona con la mayor hidrofobicidad del IFN-a2b. No obstante,
como la diferencia en la cantidad de proteina liberada (45 6 60% versus 95%) es notable, pudiera ser
que otros factores influyan ademas en este fendmeno. Es probable que también la diferencia en las
estructuras de las proteinas tenga un efecto importante. EI FCE tiene menos de 53 aminoéacidos (el IFN-
o2b tiene 165) y una estructura mas rigida debido a sus tres puentes de disulfuro (155) mientras que el
IFN-a.2b s6lo tiene dos (156). Todo esto provoca que el factor de crecimiento sea mucho mas pequefio
que la citocina y los procesos de difusion pudieran ocurrir mas facilmente para el primero que para la

segunda.

4.2.1.3 Factores que influyen en la liberacion incompleta del IFN-a2b

- Adsorcién del IFN-a2b a la matriz polimérica

Para corroborar la existencia de una atraccion entre el IFN-a2b y el PLGA se incubé a 37°C una
solucién de la proteina con microesferas y se determiné la variacion de la concentracion de esta en el

tiempo (Figura 4.13).
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Figura 4.13. Comportamiento de la concentracion de IFN-a2b en solucién incubada a
37°C durante 15 dias sin microesferas (1) y en presencia de microesferas de PLGA (2).
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Al incubar una solucion de IFN-a2b en presencia de microesferas de PLGA vacias se observo una
disminucidn de la concentracion de la proteina a partir de los 4 dias, lo cual se comprobo al ajustar los
datos a un modelo de regresion lineal que arroj6 una pendiente negativa (-7,06 pg/mL)
estadisticamente significativa (p =0,0000). Sin embargo, la misma solucion incubada sin las
microesferas mantuvo la concentracion de interferén constante, puesto que la pendiente de la curva que

mejor se ajusto a los datos experimentales no fue significativamente distinta de cero (p = 0,0692).

Este resultado demuestra que existe una atraccion entre el IFN-a2b y el PLGA aunque no ocurre tan
marcadamente como en otras proteinas (126, 157). Por ejemplo, Jiang y cols. encontraron que més del
30% de la lisozima se adheria al PLGA en un experimento similar al descrito en este trabajo (157). En
cambio, aqui menos del 20% del IFN-a2b se unio al polimero. Esto puede deberse a que esta citocina
tiene también un marcado caracter hidrofilico demostrado por su alta solubilidad en soluciones acuosas

(> 50 mg en 1 mL de agua).

No obstante, se comprob6 que la union entre el IFN-a2b y el PLGA se debia a interacciones
hidrofobicas. Se estudié la liberacion de IFN-a2b de las particulas en medio acuoso con y sin SDS.
Este detergente anionico ha sido ampliamente utilizado para apantallar las interacciones hidrofobicas
entre proteinas y polimeros (158). En el medio de incubacion (PBS, Tween 80 al 0,001% y azida sddica
al 0,1%) con SDS 5 mM adicionado, se encontré practicamente toda la proteina encapsulada (92%)
mientras que sin la presencia de SDS sélo se encontré el 45% del IFN-a.2b encapsulado (Figura 4.14).
Esto demostrd que las interacciones hidrofobicas tienen un efecto importante en la atraccion entre el
IFN-a2b y el PLGA.
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Figura 4.14. Perfil de liberacion de IFN-a2b contenido en microesferas

de PLGA que fueron incubadas en fluido receptor sin SDS (1) y con
SDS 5 mM (2).
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También de la Figura 4.14 se puede inferir que las interacciones hidrofobicas no son las Unicas
responsables de la liberacion incompleta del IFN-a2b. Aun en presencia de SDS, casi el 10% de la
proteina queda atrapada dentro de las microparticulas. Otros dos factores que pueden influir son: i) la
degradacion insuficiente del polimero durante el periodo de evaluacion (78) y iii) cambios en la
molécula tales como la conversion de ésta en especies complejas parcial o completamente insolubles
(motivados por su exposicion a extensas interfases y a las fuerzas de cizalla que genera la agitacion
mecanica) que retardan o imposibilitan el paso de la proteina hacia el medio receptor (157).

- Degradacion incompleta de la matriz polimérica durante el periodo de liberacién in vitro

Al estudiar, mediante SEM, las caracteristicas morfoldgicas de las microesferas de PLGA cargadas con
IFN-a2b antes y después del perfil de liberacion, se observo que las mismas casi no cambiaron su
apariencia durante 28 dias de incubacion en el medio receptor (Figura 4.15). S6lo se observo una ligera

erosion en la superficie de las microesferas.

Figura 4.15. Micrografias de microesferas de PLGA cargadas con IFN-a2b antes
(A) y después (B) de 28 dias de incubacion en el medio receptor.

Por otra parte, el analisis de la matriz polimérica mediante cromatografia de permeacion en gel arrojo
que, aunque la masa molecular del polimero experimenté una disminucién de 37 400 a 19 700 g.mol™,
ésta parece ser aln elevada con respecto a la masa molecular critica a partir de la cual comienza la
erosion masiva de las particulas y por tanto el mecanismo de erosion interviene también en la
liberacion de la molécula encapsulada. No existe un valor Unico de masa critica del polimero que
constituya un umbral para el inicio de la erosién masiva de la matriz polimérica sino que se reportan
valores desde 1 100 g.mol® (159) hasta 15 000 g.mol™ (160) o 20 000 g.mol™ (161). Otros autores
consideran que este fendmeno comienza a ocurrir cuando el polimero ha experimentado una

degradacion cercana al 90% (43). No obstante, esta estructura poco erosionada pudiera restringir la
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difusion del IFN-a2b a través de ella y ser una de las causas de la liberacion incompleta de esta

proteina.

Con el objetivo de conocer los fendmenos que intervienen en la liberacion del IFN-o2b y el FCE se
realizaron ajustes a modelos tedricos de los perfiles de liberacion de ambas proteinas. Para ello se
obtuvieron perfiles de liberacion con mayor cantidad de datos al inicio del periodo de incubacién. En
el Anexo 1 se muestran los resultados de los mismos y el analisis estadistico del ajuste de los datos

experimentales a los modelos utilizados.

En muchos de los sistemas basados en microesferas de PLGAS la liberacion de la sustancia encapsulada
ocurre por la contribucién de dos fendmenos fundamentales: 1) la difusion de la sustancia a través de la
matriz polimérica y de los poros y canales de esta y 2) la erosion de las particulas provocada por la
degradacion de la matriz polimérica. Por esta razén se utiliza frecuentemente un modelo de cinética

mixta desarrollado por Beren y Hopfenberg que tiene como expresion matematica (162):
1/2
C(%) =k, -t+Kk, -t 4.1)

donde C(%) es la fraccion de la sustancia liberada en el tiempo t, que es la suma de dos términos: uno
debido a la contribucion de la erosion caracterizado por la constante k; y otro debido a la difusion de la

sustancia caracterizado por la constante k.

Los datos experimentales se ajustaron ademas a la ecuacion semi-empirica de Korsmeyer-Peppas (163),
que es un modelo muy utilizado en aquellos sistemas cuyo mecanismo de liberacion no se conoce bien
o0 cuando en la liberacion de la sustancia activa se involucra més de un fendmeno (164). La ecuacién

del modelo puede expresarse como:
n
C(%)=k, -t (4.2)

donde C(%) es la cantidad de principio activo en el tiempo t, k, es una constante que incorpora las
caracteristicas de la matriz polimérica y de la sustancia que difunde, y n es el exponente difusional que

constituye un indicador del mecanismo de transporte.

Los resultados de ambos ajustes aparecen descritos en el Anexo 1. De forma general se obtuvo que los
datos experimentales del perfil de liberacion del IFN-a2b se ajustan al modelo de la cinética mixta
(R? = 0,88), mientras que este modelo no reproduce el comportamiento experimental de la liberacion
del FCE (R?=0,17). Sin embargo, en ambos casos las constantes k; son negativas por lo que carecen
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de sentido fisico, por tanto, a partir de este tratamiento matematico no puede conocerse la magnitud de
la contribucion de la erosion y la difusion en la liberacion del IFN-a2b o el FCE contenido en estas

microesferas.

Por su parte, el modelo de Korsmeyer-Peppas es apropiado para describir la liberacién de ambas
protefnas (R* (IFN-a2b) = 0,91; R?* (FCE) = 0,98). El analisis del criterio de informacién de Akaike
también sefiala a este modelo como el més adecuado para describir el comportamiento de los datos

experimentales de la liberacion de IFN-a2b y FCE (Anexo 1).

En la Figura 4.16 se muestra como el modelo de Korsmeyer-Peppas reproduce mejor que el de la
cinética mixta el comportamiento experimental de los datos del perfil de liberacion del FCE.
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Figura 4.16. Ajuste de los datos experimentales (o) de la liberacion de
FCE con recambio parcial del medio a distintos modelos teéricos.

Ritger y Peppas, en un trabajo posterior publicado 1987, desarrollaron este modelo para sistemas
cilindricos y esféricos. Estos autores encontraron los valores de n que constituyen los limites para
considerar que la liberacion de la sustancia encapsulada ocurre por un mecanismo u otro.
Especificamente, obtuvieron que el exponente n tiene un valor de 0,43 para dispositivos esféricos
cuando la liberacion ocurre por una difusion de tipo Fick (165). También investigaron el efecto de la
dispersion del tamafio de las particulas y el ancho de la misma en el valor del exponente n y
encontraron que este puede ser menor en muestras polidispersas y con una distribucién ancha del

tamafio de las particulas (165). Estos y otros autores han considerado que la liberacion de un principio
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activo contenido en un dispositivo esférico ocurre principalmente por difusion cuando el exponente n
es menor que 0,43 (166-168) y en la medida que se incrementa por encima de este valor comienzan a
tener importancia otros fendmenos tales como la relajacion de la cadenas poliméricas debida a la
entrada de agua en el dispositivo (168, 169).

En nuestro estudio, los valores obtenidos para n fueron menores que 0,43 (0,18 para el caso del IFN-
a2b y 0,07 para el FCE), por lo que se descarta la presencia de un mecanismo de difusién anomalo o de
orden cero. Pudiera considerarse que la difusion esta presente en la liberacion de IFN-a.2b y FCE de las
matrices de PLGA,; sin embargo existen otros elementos que contribuyen a que los valores de n se
alejen de los predichos por Ritger y Peppas (165). En epigrafes anteriores se ha mostrado que las
distribuciones de tamafio de las microesferas de IFN-a2b y FCE son relativamente anchas y, en
ocasiones se encuentran poblaciones de particulas de otros tamafios (ver los epigrafes 4.1.1.2 y 4.1.2).
Por otra parte, se ha demostrado que existen interacciones hidrofobicas entre las proteinas encapsuladas
y las matrices las cuales influyen negativamente en la liberacion de las biomoléculas. Estos dos hechos
pudieran haber incidido en los valores bajos de n calculados al ajustar los datos experimentales de la

liberacidn de estas dos proteinas al modelo semiempirico de Korsmeyer-Peppas.

Del analisis conjunto de los resultados obtenidos a partir del estudio morfoldgico de las particulas antes
y después del periodo de liberacién y del ajuste de los perfiles de liberacion a estos dos modelos se
puede decir, que la liberacion del IFN-a2b y el FCE encapsulados en las matrices empleadas en este
trabajo ocurre principalmente por procesos difusionales fuertemente modificados por caracteristicas del
sistema tales como la amplitud de las distribuciones de tamafios de las particulas y la presencia de

interacciones hidrofobicas entre las proteinas y la matriz polimérica.

- Formacién de agregados de IFN-a2b durante la obtencidn de la primera emulsion

La formacién de una extensa interfase durante la dispersion de la solucion acuosa de proteina en la
solucién polimérica ha sido identificada como una de las mayores causas de la formacion de agregados
en los procesos de microencapsulacion por la técnica de doble emulsion - evaporacion del disolvente
(57). Simular la formacion de la primera emulsion sin la presencia del polimero ha sido uno de los
métodos empleados para predecir la estabilidad de una proteina dada frente a esta etapa de la

encapsulacion (115, 170).

Al dispersar una solucion acuosa de IFN-a.2b en DCM se observd que aproximadamente el 30% de la
proteina se localizo6 en la interfase independientemente del tiempo en que recibié ultrasonido (30 6 60

s), mientras que el resto se recuperd en las fases acuosas de las dos extracciones (Figura 4.17).
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Figura 4.17. Distribucion del IFN-a2b en las fases luego de la extraccion (DCM:
diclorometano, IF: interfase, Extl: Fase acuosa recuperada después de la primera
extraccion, Ext2: Fase acuosa recuperada después de la segunda extraccion.

Cada una de las muestras fue analizada mediante SDS-PAGE y se observé la presencia de una mayor
proporcion de las sefiales correspondientes a especies agregadas de IFN-o2b (dimeros y trimeros) en

las muestras de las interfases (Figura 4.18).
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Figura 4.18. Electroforesis en gel de poliacrilamida (en condiciones no reductoras) del
IFN-a2b presente en las diferentes fases de la extraccion realizada a la emulsion de las
soluciones de proteina y polimero durante 30 6 60 s.

El reconocimiento inmunoenzimatico por los anticuerpos de un sistema ELISA del IFN-a2b presente
en estas muestras también fue evaluado y se detecté una disminucion del mismo en la proteina
recuperada de las interfases (Tabla 4.3). Este resultado indica que la proteina sufre cambios en sus
propiedades fisico-quimicas y bioldgicas cuando se adhiere a la interfase que se genera durante la
formacion de la emulsion. Algunos autores han encontrado este mismo efecto en mayor o menor grado.
Por ejemplo Cleland y Jones reportaron que la hormona de crecimiento humana experimentaba la
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formacién de agregados en una gran extensién luego dispersar una solucion de la proteina a 10 mg/mL
con DCM (s6lo el 53% quedaba en forma no agregada) (115) y mientras que Kang y cols. lograron
recuperar el 83% de la proteina en forma soluble y con un elevado grado de conservacién de su
actividad especifica (93%) (170).

Tabla 4.3. Reconocimiento inmunoenzimatico del IFN-a2b presente en la mezcla
de las fases acuosas y en la interfase de la extraccion de muestras tratadas con
ultrasonido durante 30 6 60 s.

Reconocimiento inmunoenzimatico (%)

Fase
30s 1 min
Extraccion 100 100
Interfase 71 72

Los valores representan el porcentaje de la proteina cuantificada mediante el
ELISA con respecto a la masa determinada por el ensayo de microBCA.
Los cambios que sufre el IFN-a2b durante la formacién de la primera emulsion también pudieran

influir en la liberacidn incompleta de la misma.

Se puede concluir entonces, de esta parte del trabajo, que la diferencia entre los perfiles de liberacion
del FCE y el IFN-a2b se debe fundamentalmente a los distintos grados de hidrofobicidad de estas
proteinas. No obstante, en la liberacion incompleta del IFN-a2b influye también la formacion de

agregados durante la obtencién de la primera emulsién.

4.2.1.4 Efecto de variar la hidrofobicidad del FCE y el IFN-a2b sobre las propiedades de las

microesferas
- FCE

La preparacién de FCE utilizada en este trabajo esta constituida por dos especies: una de 51 y otra 52
aa. La de menor tamafio es menos hidrofobica como se puede deducir de la separacion por RP-HPLC
(Figura 4.11). Para obtener las microesferas se utilizaron tres soluciones de FCE con distintas
proporciones de las especies de 51 y 52 aa (Tabla 4.4) las cuales tienen distinta hidrofobicidad total. A
medida que aumento la proporcion de la especie mas hidrofébica aumentaron la carga y la eficiencia de
encapsulacion, mientras que disminuyo la cantidad inicial de FCE liberada durante el primer dia.

Los resultados complementarios de un anélisis de varianza y la prueba de Duncan mostraron que hay
diferencia significativa entre la carga de las tres muestras evaluadas (p = 0,0046), asi como en la
eficiencia de encapsulacion (p = 0,0021) y en la cantidad de FCE liberado el primer dia (p = 0,0000),
para un nivel de confianza de 95%.



Resultados y Discusién 69

Tabla 4.4. Carga, eficiencia de encapsulacion y liberacion inicial de las microesferas obtenidas a partir de
soluciones de FCE con diferente proporcidon de las especies de 51 y 52 aa, que tienen diferente superficie
hidrofdbica.

Composicion del FCE encapsulado 0 (%) EE (%) FCE liberado durante  Superficie hidgofébica
51 aa (%) 52 aa (%) el primer dia (%) total (A?)
70,94 25,28 0,24 £ 0,01 13+1 41+1 672,3
64,78 31,57 0,31 £0,02 19+1 321 674,3
33,47 62,56 0,41 £0,02 271 261 678,6

La liberacion inicial que se produce cuando las microesferas se sumergen en un medio acuoso esta
relacionada fundamentalmente con la fraccion de proteina ubicada en la superficie de las particulas y en
las cercanias de los poros y canales de esta. Mientras mayor es el caracter hidrofilico de una proteina
mayor es la capacidad de la misma de migrar hacia la fase acuosa externa durante la formacion de las
particulas lo que favorece su ubicacion preferencial en la superficie de las particulas v,
consecuentemente, aumenta la cantidad de proteina liberada inicialmente. Estos resultados,
conjuntamente con la variacién experimentada por la carga y la eficiencia de encapsulacion, apoyan la
hipotesis de que en el proceso de encapsulacion de las proteinas en matrices de PLGAs las

interacciones hidrofobicas tienen un efecto importante.

Mediante las herramientas computacionales que existen para la modelacion y el analisis de estructura
de proteinas se calcul6 la superficie hidrofobica de las dos especies de FCE teniendo en cuenta los 10
modelos construidos para cada estructura (ver el anexo 2). Estos parametros fueron denominados SHs;
y SHs, para las moléculas de 51 y 52 aa respectivamente. Para hallar la superficie hidrofébica total
(SHy) presente en cada una de las soluciones de FCE empleadas para encapsular (ecuacion 4.6), se

sumaron las contribuciones de cada especie teniendo en cuenta la proporcion de ellas en la mezcla (rs;

yr52).
SH, =15, - SHy; + 15, - SHy, (4.6)

Se investigo si existia relacion entre los valores calculados de superficie hidrofobica total (Tabla 4.4)
disponible en las soluciones de FCE encapsuladas y los parametros evaluados en las microesferas. Se
encontrd una relacion lineal directa de esta variable con la carga (Figura 4.19A) y la eficiencia de
encapsulacion (Figura 4.19B) e inversa con el FCE liberado durante el primer dia (Figura 4.19C).

Estos resultados demuestran la importancia de las interacciones hidrofébicas en el proceso de
encapsulacion de proteinas en microesferas de PLGASs pues se obtuvieron diferencias significativas en

las caracteristicas de las particulas preparadas con s6lo variar las proporciones de las dos especies
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presentes. Ambas especies tienen diferencias estructurales minimas pues la especie de 51 aa solo tiene
un aminoacido menos en el extremo C-terminal que la de 52 aa. Sin embargo, la presencia de la leucina
en el extremo de la molécula representa un aumento de la superficie hidrofobica de la especie de 52 aa

lo que repercute luego en la carga, la eficiencia de encapsulacion y la liberacion inicial de FCE en las
particulas.
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Figura 4.19. Relacion lineal de la superficie hidrofobica total presente en las mezclas de FCE de 51 y 52 aa

utilizadas para microencapsular con la carga de las microesferas (A), la eficiencia de encapsulacion (B) y el FCE
liberado durante el primer dia (C).

Es oportuno destacar que la superficie hidrofobica adicional de la especie de 52 aa es prominente
(Figura 4.20), lo que probablemente le confiere a esta region mayor importancia en las interacciones
con la matriz polimérica.

Hidrofébica g P Hidrofilica

Figura 4.20. Modelos de las caracteristicas superficiales de las especies
de 51 (A) y 52 aa (B) del FCE. El aminoacido del extremo de la molécula
de 52 aa es la leucina el cual que aporta una superficie hidrofébica
prominente a esta molécula.

- IEN-a2b

Se encapsularon especies menos hidrofébicas que el IFN-o2b debido a que estaban conjugadas a PEG.

La conjugacion a PEG causa una disminucién significativa de la hidrofobicidad de las proteinas por el
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impedimento estérico sobre los dominios hidrofobicos de las mismas. Esta disminucion es mayor en la
medida que aumenta el tamafio del PEG conjugado y el nimero de cadenas del polimero que se unen a
la proteina (171).

Se utilizaron tres conjugados diferentes: 1) IFN-o2b conjugado a una molécula de PEG lineal de 12 x
10° g.mol™ (IFN-a2b-PEG1,), 2) IFN-02b conjugado a una molécula de PEG lineal con dos ramas de
12 x 10% g.mol™ cada una (IFN-a2b-2PEG1) y 3) IFN-02b conjugado a una molécula ramificada de
PEG de 40 x 10° g.mol™ (IFN-a:2b-PEG 4).

Se prepararon microesferas de PLGA por separado con los tres conjugados anteriormente mencionados
y el interferon sin conjugar, y se determind la carga de cada muestra obtenida (Tabla 4.5). Como
hipotesis se planteds que, a medida que aumentaba la masa total de PEG conjugada disminuiria la carga
de IFN-a2b debido a la disminucion de la hidrofobicidad, a la vez que aumentaria la liberacion de la
proteina. Esta hipétesis fue corroborada para las especies IFN-a2b-2PEG1; y IFN-a2b-PEGy4o. En
cambio, con la especie IFN-a2b-PEG;, se obtuvieron microesferas con una carga superior a las
obtenidas con el IFN-a2b sin modificar. Este resultado inesperado puede explicarse por el aumento de
la solubilidad en solventes orgénicos que provoca la conjugacion a PEG en las proteinas (172). El
proceso de encapsulacion es sumamente complejo y muchos factores pueden incidir en esos resultados.
Un aumento de la solubilidad de la proteina en solventes organicos pudiera favorecer la encapsulacion
por permitir la absorcion de la proteina en la fase orgénica y evitar el paso de esta a la fase acuosa
externa de la doble emulsion. Este dltimo efecto pudiera haber prevalecido sobre la disminucion de la
hidrofobicidad en el caso del conjugado con una sola cadena de PEG lineal de 12 x 10° g.mol™. En
cambio, los resultados indican que con los otros dos conjugados si predomind el efecto de la

disminucion de la hidrofobicidad.

Tabla 4.5. Carga de las microesferas de PLGA obtenidas con el IFN-o2b
nativo y 3 especies conjugadas a diferentes moléculas de PEG.

Proteina encapsulada Q (%)
IFN-a2b 0,45 0,01
IFN-0.2b-PEG 1, 0,59 + 0,06
IFN-0.2b-2PEG 1, 0,23 +0,04

IFN-0.2b-PEG 4 0,06 + 0,01
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En cuanto a los perfiles de liberacion (Figura 4.21), el IFN-a2b nativo se liber6 menos que todos los
conjugados con PEG lo cual se corresponde con su mayor caracter hidrofobico. Estas interacciones con
el PLGA pueden retardar liberacion de la molécula, e incluso impedir su liberacion completa.
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Figura 4.21. Perfil de liberacion de IFN-a2b nativo y 3
especies conjugadas a diferentes moléculas de PEG
encapsulados en microesferas de PLGA mediante la técnica de
doble emulsién - evaporacion del disolvente.

La liberacion de las especies PEGiladas no coincide con las hidrofobicidades estimadas de estas segin
la masa de PEG conjugada. Por el contrario, la relacion es totalmente inversa. Esta aparente
contradiccion pudiera ser explicada por el gran volumen hidrodindmico del PEG. Uno de los efectos
mas drasticos de la PEGilacidn en las proteinas es el aumento significativo del volumen hidrodinamico
y este depende positivamente de la masa de PEG conjugada (173). Ademas, en las condiciones de este
trabajo la liberacién ocurre fundamentalmente por difusion y no por la erosién de las microesferas (ver
el epigrafe 4.1.1.5). Los resultados precisamente coinciden con una mayor liberacion de las especies
PEGiladas de menor volumen hidrodinamico, lo cual ha sido encontrado también por otros
investigadores (128). La importancia de las interacciones hidrofébicas en el perfil de liberacion de las
proteinas encapsuladas es demostrada por la mayor liberacion de la especie IFN-a2b-PEG4, que el
IFN-a.2b nativo a pesar de que este conjugado tiene un volumen hidrodinamico casi 5 veces mayor al
compararlo por SDS-PAGE (14) y de que el gradiente de concentracién que se establece entre el
interior de las particulas y el medio receptor es mayor para el interferon nativo puesto que las

microesferas obtenidas con él tienen una carga mayor.

Es oportuno explicar que la diferencia que existe entre el perfil de liberacion del IFN-a2b nativo
liberado en este estudio y los perfiles de liberacion mostrados anteriormente (ver las Figuras 4.10 y
4.12 en las paginas 57 y 61, respectivamente) se debe a que estas microesferas tuvieron una carga
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menor puesto que se partid de soluciones de la proteina menos concentradas y, ademas, el perfil de
liberacion se hizo con recambio parcial del fluido receptor. La combinacién de estos dos factores unido
a que el mecanismo de liberacién de la proteina ocurre por difusién trae como consecuencia una

disminucion de la liberacién alcanzada.

Como conclusion parcial de estos estudios puede decirse que el grado de hidrofobicidad de las
proteinas tiene un efecto importante sobre la encapsulacion en microesferas de PLGAS y en su posterior
liberacidn. Este efecto es perceptible a pesar de la multitud de factores que inciden en ambos procesos.

4.2.2 Las propiedades de la matriz de encapsulacion

La matriz de encapsulacion es otro de los elementos que mayor efecto ejerce en las propiedades del
sistema final que se obtiene. Su naturaleza, la masa molecular, su caracter hidrofébico, los grupos
funcionales distribuidos en su estructura y en los extremos de la cadena, la movilidad de su estructura,
la temperatura de fusion y/o de transicion vitrea, son algunas de sus caracteristicas que méas fuertemente

pueden incidir en las propiedades de las microesferas que se preparen con ellas (102, 174).

4.2.2.1 Influencia de la proporcion de acido l4ctico en el polimero

Para analizar el efecto de variar la cantidad de acido lactico en el polimero se prepararon microesferas

de IFN-a2b y FCE con distintos polimeros y se les determind el perfil de liberacion (Figura 4.22).

En los dos casos, en la medida que el porcentaje de lactida aumentd de 50 a 100%, la liberacion
también aumentd. Consideramos que el efecto se debié fundamentalmente a este parametro y no a la
variacion de la masa molecular del polimero. Para ambas proteinas, en este experimento, el
comportamiento de la liberacion respecto a la masa molecular del polimero fue contrario al observado

en experimentos posteriores con igual proporcién monomérica y grupo terminal del polimero.
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Figura 4.22. Perfiles de liberacion de IFN-a2b (A) y FCE (B) de microesferas de polimeros con distintas
proporciones de los &cidos lactico y glicélico. El tipo de polimero se describe en cada figura.
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Algunos autores han observado una dependencia inversa entre el porcentaje de acido lactico y la
liberacién (175, 176). Esta relacion ha sido explicada por el hecho de que al aumentar la cantidad del
mondmero glicolida el copolimero se hidroliza mas rapidamente y el aumento que ocurre en la
velocidad de erosidn facilita la liberacion de la sustancia encapsulada. Sin embargo, en otros trabajos se
ha reportado un efecto similar al encontrado por nosotros (65, 177), es decir, un aumento de la
liberacién con el incremento de lactida en el polimero. Kim y Park en 2004 encontraron que liberacién
de la hormona de crecimiento humana fue mayor en microesferas de PLA que en aquellas fabricadas
con PLGA 50:50 y que la liberacion de esta proteina fue intermedia al ser encapsulada en una blenda
de iguales masas de los dos polimeros (65). Estos autores demostraron la mayor cristalinidad de la
matriz de PLA mediante los analisis por DSC y DRX de ambas matrices, y consideraron que esta
propiedad del PLA les permiti6 obtener microesferas con una morfologia interna reticulada y
nanoestructurada. La degradacion de la matriz nanoestructurada fue mas lenta a la vez que facilito la
difusion de la molécula encapsulada por la menor interaccién de esta con la matriz. La disminucién de
la velocidad de hidrélisis retard6 a su vez los efectos adversos que ocasiona la misma sobre la proteina
tales como la induccién de agregacion o adsorcion, que son causa de la liberacion incompleta de las
proteinas (65, 158). Por otra parte, Izumikawa y cols. (1991) estudiaron la cristalinidad de microesferas
de PLA cargadas con progesterona y encontraron una liberacién mas rapida de la hormona en la
medida que la cristalinidad de las matrices aumento. Estos investigadores relacionaron este hecho, entre
otros factores, con la disminucion de las interacciones entre la sustancia encapsulada y la matriz en la

medida que aumento la cristalinidad del sistema (177).

Estas y otras investigaciones acerca de la degradacion de las matrices derivadas de acido lactico y
glicélico han demostrado que: i) existe mayor cristalinidad de las matrices que tienen mayor porcentaje
de PLA (65, 102), ii) aumenta la probabilidad de que haya dominios de fase separados del monémero
lactida cuando hay mayor porcentaje de este en la matriz de PLGA (178) Yy iii) ocurre un aumento de la
cristalinidad desde los inicios del periodo de incubacion debida a la cristalizacion de los oligdmeros de
L-PLA, D-PLA y DL-PLA (44, 102) que resultan de la degradacion de la matriz polimérica, pues la
escisién de las cadenas por los enlaces que involucran a los residuos de acido glicélico ocurre mas
facilmente (44).

Teniendo en cuenta los aspectos anteriormente mencionados y que la difusién es el mecanismo
fundamental de la liberacion de las proteinas encapsuladas en este trabajo, se pudiera considerar que el
aumento de la liberacion de ambas proteinas al aumentar la proporcion de lactida se debid

fundamentalmente a la disminucion de las interacciones hidrofobicas entre las proteinas y la matriz por
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la falta de movilidad de las cadenas de esta Gltima en la medida que aumento la cristalinidad del
sistema.

4.2.2.2 Efecto de la masa molecular del polimero

Varios autores han investigado el efecto de la masa molecular del polimero en la velocidad de
liberacién de compuestos terapéuticos y casi todos coinciden en que se puede esperar que un aumento
de este pardmetro ocasiones una disminucion de la velocidad de liberacion de la molécula encapsulada

(178). Nuestros resultados coinciden plenamente con esto (Figura 4.23).

La liberacion de IFN-a2b fue mayor al utilizar un PLGA de menor masa molecular (Figura 4.23A) vy, a
su vez, con este Gltimo (PLGA 50:50, 5-15 g.mol™) se obtuvo una liberacion ain mayor del FCE. Este
hecho esté relacionado con que ambas proteinas se liberan por difusion y el FCE, al tener menor talla,

difunde méas facilmente que el IFN-a.2b.

A0 mpicas0s0 4075 x10° g/mol, COOR B 1o
£ 49| 4+ PLGA50:50, 515 x 10° g/mol, COOR £ g0 4 ) . . N
] " g
E=] r 3 L r 3
m ]
= 50 4 = B0 4
3 2
8 40 - g 40 4 \
3 T —-PLA, 10-18 x 10°g/mol, COOH
5 4 = = m S 20
220 220 -m-PLA, 80-130 x 10® g/mol, COOH
0 r . . r r . 0 T T T T T N
o 2 4 6 8 10 12 14 ¢ 2 4 6 & 10 12 14
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 4.23. Perfiles de liberacién de IFN-a2b (A) y FCE (B) de microesferas de polimeros de distinta masa
molecular. La masa molecular de los polimeros utilizados especifica en cada figura.

4.2.2.3 Efecto del grupo final

Para analizar la variacion del perfil de liberacion de la molécula encapsulada segun al grupo final de la
cadena polimérica (carboxilo o éster), se prepararon microesferas de IFN-a2b y FCE con distintos

polimeros. Los perfiles de liberacion de estas aparecen en la Figura 4.24.

En todos los casos, la presencia de un grupo acido al final de la cadena polimérica favorecidé una mayor
liberacién de ambas proteinas. Aun cuando el efecto pudo ser solapado en el caso del IFN-a2b en
PLGA 50:50 (Figura 4.24A) por la mayor masa del polimero con grupo ester al final, para las
microesferas de FCE las masas moleculares de los polimeros utilizados son iguales (Figura 4.24B).
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Figura 4.24. Perfiles de liberacion de IFN-a2b (A) y FCE (B) de microesferas de polimeros con distinto grupo
terminal. El tipo de grupo terminal se describe en cada figura.

Muchos autores han encontrado que la presencia del grupo acido favorece la liberacion porque éste
facilita la entrada de agua a la particula y acelera la degradacion (179). Aunque hay otros que han
encontrado un efecto inverso y lo atribuyen a interacciones idnicas entre la proteina y el grupo
carboxilico ionizado (180). En este trabajo se ha demostrado anteriormente que la erosién tuvo poca
importancia en la liberacion, por lo que se considera que la mayor liberacion se debe al mayor caracter
hidrofilico de los polimeros terminados en el grupo -COOH. Al tener las matrices mayor caracter
hidrofilico disminuyen las interacciones hidrofébicas polimero-proteina y aumenta la liberacion de la

molécula encapsulada.

4.2.3 Efectos de los aditivos co-encapsulados con la proteina

La adicién de aditivos ha sido un método muy empleado en la estabilizacion de las proteinas durante el
proceso de encapsulacion en microparticulas de PLGAs y para mejorar los perfiles de liberacién (117).
Los resultados de estos estudios también pueden dar una idea de las interacciones que afectan la
liberacién de la proteina (123).

En este trabajo se estudio el efecto de 8 aditivos de diferente naturaleza sobre el perfil de liberacion de
IFNa-2b: Pluronic F-68, Pluronic F-127, Tween 20, Tween 80, manitol, trehalosa, lisinay EDTA. Para
estudiar también los efectos combinados de estos aditivos se realiz6 un disefio factorial fraccionario 2%
con resolucion 1V, lo que permitid estimar los efectos independientes sin confusion con las

interacciones de segundo orden (Tabla 3.2 de Materiales y Métodos, epigrafe 3.5.3.).

Primero se estudio la compatibilidad de la proteina con estas sustancias mediante el anélisis de las
mezclas preparadas por ELISA y SDS-PAGE (Tabla 4.6 y Figura 4.25).
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Tabla 4.6. Concentracion del IFN-a2b mediante el ELISA en las fases acuosas internas empleadas para
preparar las microesferas.

Muestra IFN-a2b Muestra IFN-a.2b Muestra IFN-a.2b Muestra IFN-a.2b
(mg/mL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

1 10,9 5 11,4 9 14,0 13 9,9

2 12,5 6 9,5 10 9,9 14 15,0

3 12,2 7 11,8 11 11,2 15 14,4

4 11,6 8 12,4 12 16,5 16 12,0

En todos los casos la proteina mostré un comportamiento similar a la muestra de referencia (muestra 1:

IFN-a.2b sin aditivos) frente al reconocimiento por los anticuerpos monoclonales anti-IFNa-2b (Tabla

4.6) y no se incremento la intensidad de las sefiales correspondientes al dimero en las muestras con

respecto a la del control (solucion de IFN-a2b) (Figura 4.25).
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Figura 4.25. Electroforesis en gel de poliacrilamida de las fases acuosas
internas (IFN-a2b + combinacién de aditivos segin el plan
experimental). P: Patron de masa molecular, C: Solucion de IFN-a2b.

De acuerdo con estos resultados es posible decir que las diferentes combinaciones de aditivos,

empleadas para obtener las microesferas correspondientes al plan experimental del disefio, no afectan

las caracteristicas fisico-quimicas del interferén que pueden ser evaluadas mediante ELISA y SDS-

PAGE.

La liberacién de IFN-a2b a partir de las microesferas obtenidas con todas las combinaciones de

aditivos aparece en la Figura 4.26. Todos los perfiles de liberacion tuvieron una forma parecida pero

con diferencias notables en la liberacion durante el primer el dia que varid entre el 6 y el 38 % de la

proteina encapsulada.
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Figura 4.26. Perfil de liberacion de IFN-a.2b de las microesferas elaboradas con diferentes
aditivos en la fase acuosa interna (ver la composicion de cada una en la Tabla 3.2, pag. 40).

En la liberacion inicial de la proteina, el Pluronic F68, el Pluronic F127 y el Tween 20 los tuvieron una
influencia significativa y positiva (Figura 4.27). Para ampliar el analisis del efecto de estos, se evalud
también la liberacion ocurrida entre los dias 1 y 14, es decir luego de la liberacién inicial (Tabla 4.7).

Pluronic F68
Pluronic F127
Tween 20
Lisina

.
E—
EDTA| 1
—
]
-
0

Tween 80
Trehalosa
Manitol

2 4 6 8
Efectos estandarizados

Figura 4.27. Representacion de Pareto estandarizada para la liberacion de IFN-a2b en el
primer dia. La linea en azul indica el umbral de significacion.

Tabla 4.7. Porcentaje de IFN-a2b liberado entre 1 y 14 dias.
Muestra  IFN-a2b liberado (%) Muestra  IFN-a2b liberado (%)

1 2,5 9 8,7
2 6.8 10 35
3 7.9 11 9,0
4 8,7 12 8,5
5 7.4 13 3,7
6 2,5 14 7.4
7 5,6 15 8,0
8 46 16 8,3
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El anélisis de varianza mostr6 que los aditivos Pluronic F-127, Pluronic F-68, Tween 20 y EDTA
ejercen un efecto estadisticamente significativo en la respuesta ya que el valor de la probabilidad fue

menor que 0,05.

La representacion de Pareto para los efectos estandarizados (Figura 4.28) no s6lo muestra la
significacion de los efectos sino el sentido en que afectan a la variable respuesta. Los Pluronics F-68 y
F-127, asi como el Tween 20 fueron los aditivos que tuvieron un efecto positivo significativo (p < 0,05)
sobre la variable respuesta (IFN-a2b liberado entre 1 y 14 dias), mientras que el EDTA mostro un
efecto negativo. El resto de los aditivos (Manitol, Lisina, Tween 80 y Trehalosa) no ejercieron un

efecto significativo en la liberacion de la proteina.

Pluronic F-127
Pluronic F-65
Tween 20
EDTA
Manitol
Lisina
Trehalosa
Tween 50

e

+
1 2 3 4 5 ti
Efectos estandarizados

Figura 4.28. Representacion de Pareto estandarizado para la liberacién

entre 1y 14 dias. La linea vertical en azul indica el umbral de significacion.
Otros autores han encontrado también que los Pluronics F-68 y F-127 aumentan la estabilidad de las
proteinas durante el proceso de obtencion de microesferas de PLGAs y por consiguiente, mejoran el
perfil de liberacion de la molécula encapsulada (123, 131, 181). Los Pluronics son copolimeros
tribloque ABA de polietilenglicol (hidrofilico) y polipropilenglicol (hidrofébico) y son tensoactivos no-
ionicos en emulsiones aceite-agua y agua-aceite debido a que espontaneamente se insertan los bloques
hidrofobicos en la fase aceite y los hidrofilicos en la fase acuosa. Se ha propuesto que estos polimeros
estabilizan las proteinas mediante el bloqueo de las interacciones hidrofébicas presentes (123).

También se ha demostrado que el Tween 20 ayuda en la inhibicién de las interacciones hidrofdbicas
aunque a concentraciones altas (cerca de 50 mg/mL) puede causar cambio de la estructura secundaria

de las proteinas (123).

Los resultados con trehalosa y manitol concuerdan con lo reportado por otros autores. Si bien los
azucares como la trehalosa y el manitol han sido usados en la estabilizacion de proteinas durante la
liofilizacion ellos parecen tener muy poca efectividad en la estabilizacion durante la formacion de

emulsiones y otros procesos en los que las interacciones hidrofébicas estan presentes (118).
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Estos resultados han demostrado la importancia de las interacciones hidrofébicas tanto en la liberacién
inicial como en la liberacién durante el resto del estudio in vitro. Ademas, en una aplicacién futura de
las microesferas de PLGAs cargadas con IFN-a2b seria conveniente realizar estudios para incorporar

los Pluronics como aditivos durante el proceso de encapsulacion.

El analisis integral de los resultados obtenidos en esta parte del trabajo, correspondiente al estudio del
efecto de la naturaleza de los componentes del sistema en las caracteristicas de las microesferas
obtenidas, permite afirmar que las interacciones hidrofobicas que ocurren entre las proteinas
encapsuladas y la matriz polimérica favorecen su encapsulacién a la vez que dificultan su liberacion.
Esta Ultima caracteristica es mas afectada en la medida en que las interacciones son mas intensas, como
sucede para el IFN-a2b. En estas condiciones también se favorece la adsorcion superficial de esta
proteina. Lo anteriormente expuesto conlleva a pensar que el IFN-a.2b pudiera sufrir modificaciones en
sus propiedades fisico-quimicas y bioldgicas luego de la encapsulacion mas facilmente que el FCE.
Este supuesto sera estudiado en la tercera parte de este trabajo, dedicada a evaluar las caracteristicas de
las microesferas obtenidas con estas dos proteinas con vistas a su aplicacion practica para el desarrollo

de productos biofarmacéuticos novedosos.

4.3 Evaluacién de la utilidad de las microesferas obtenidas para el desarrollo de formulaciones

de liberacién modificada

4.3.1 Caracterizacion de las proteinas encapsuladas

El desarrollo de un sistema de liberacion util implica que las propiedades de la proteina encapsulada se
conserven luego del proceso de microencapsulacion (182). Debido a que los polimeros derivados del
acido lactico y glicélico no son solubles en agua es necesario disefiar un procedimiento para la
extraccion de la proteina encapsulada que permita analizar sus propiedades adecuadamente. El

procedimiento de extraccidn que se disefie debe cumplir los siguientes requisitos:

-tener un recobrado lo mas cercano posible a 100% para caracterizar la proteina en su totalidad pues
la extraccién pudiera discriminar entre la especie nativa y modificaciones de la misma debidas a la

encapsulacion,

- que la proteina extraida quede en una muestra apropiada para aplicar las técnicas de caracterizacion

de la misma sin interferencias,

-no introducir cambios adicionales en la molécula durante la extraccion.
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La informacion que existe en la literatura cientifica sobre la caracterizacién de proteinas encapsuladas
es escasa, lo que pudiera deberse a que la caracterizacién exhaustiva de la molécula encapsulada se
hace ineludible sélo cuando el sistema va a formar parte de un producto y a que el desarrollo de

procedimientos de extraccion que cumplan las caracteristicas mencionadas es muy complejo.

Como se describid en el epigrafe 2.2.4 del capitulo de Revision Bibliogréfica, algunos investigadores
han disefiado métodos para extraer las proteinas encapsuladas con vistas a su caracterizacion. La
extraccion por precipitacion de la proteina con solventes orgéanicos en los cuales el polimero es soluble
(88, 100), la extraccion mediante un sistema de dos fases liquidas inmiscibles (99), y la extraccion
mediante electroforesis (65, 100, 108) constituyen algunos ejemplos.

En este trabajo se estudiaron los métodos de extraccidn por precipitacion y mediante un sistema de dos
fases liquidas no miscibles.

4.3.1.1 Extraccion del IFN-a2b encapsulado por precipitacién

Para extraer el IFN-a2b encapsulado en microesferas de PLGA se disefié primero un procedimiento
basado en el método de precipitacion descrito por Johnson y cols. en 1996 (100). Basicamente, el
polimero en una mezcla de DCM vy acetona 1:3 (v/v), centrifugar y recuperar la proteina precipitada la
cual se seca y se resuspende en una solucidén acuosa apropiada para su analisis. Las caracteristicas del

IFN-a2b presente en las microesferas y controles preparados para el estudio aparecen en la Tabla 4.8.

Tabla 4.8. Muestras y controles preparados para la caracterizacion del IFN-a2b extraido de las microesferas por
precipitacion con una mezcla de diclorometano y acetona 1:3 (v/v).

Composicion ) )
Muestra Tratamiento  Propdsito
IFN-a2b (ug)  ME (mg)
ME-IFN-a2b (A) 160 20 Extraccion Muestra de ME en estudio

Verificar que los componentes de las
ME vacias (B) - 20 Extraccion ME no producen ninguna sefial
adicional en el ensayo (interferencia).

Determinar la solubilidad del IFN-a.2b

IFN-a.2b liofilizado (C) 160 - Extraccion en la mezela de solventes

Referencia de la cantidad y

IFN-a.2b liofilizado (D) 160 - Dlsogjégm N caracteristicas iniciales de la proteina
liofilizada utilizada en los experimentos.

Mezcla de ME vacias con - Determinar si existen interacciones

IFN-a.2b (E) 160 20 Extraccion entre el IFN-a2b y el polimero.

Determinar el efecto del proceso de
160 20 Extraccion liofilizacién en las interacciones entre el
IFN-a2b y el polimero.

Mezcla liofilizada de ME
vacias con IFN-a2b (F)

* ME — Microesferas

** ME-IFN-a.2b — Microesferas con IFN-a.2b
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La cantidad de IFN-a2b recuperada mediante la extraccion fue de 51 + 4% (Figura 4.29, muestra A). El
polimero no interfiere con el ensayo de microBCA para el IFN-a2b ya que no se detectaron sefiales al
analizar las muestras de microesferas vacias extraidas (muestra B en la Tabla 4.8 y la Figura 4.29). Sin
embargo, el polimero y la proteina pueden interactuar impidiendo el recobrado cuantitativo de la

proteina. Esta idea tiene su fundamento en los siguientes hechos:

-no se pierde IFN-a2b al resuspenderlo individualmente en la mezcla de solventes
(diclorometano:acetona (1:3 v/v)) (muestra C en la Tabla 4.8). En esta muestra el 96 + 4% del
interferén fue recuperado luego de la extraccion de IFN-a.2b liofilizado (muestra C en la Figura
4.29). Este valor fue similar al obtenido al analizar una muestra equivalente de IFN-a2b liofilizado

(D enla Tabla 4.8 y la Figura 4.29) la cual fue disuelta directamente (no extraida) en PBS.

-los recobrados para muestras de referencia tales como las microesferas vacias mezcladas con IFN-
o2b (E en la Tabla 4.7 y la Figura 4.29) y una mezcla liofilizada de microesferas vacias e IFN-a2b
libre (F en la Tabla 4.8 y la Figura 4.22) fueron 100 + 5% y 80 + 6%, respectivamente. El
recobrado asociado a la muestra F fue menor que el correspondiente a otros controles (C y E en la
Tabla 4.8 y la Figura 4.29), lo que pudiera asociarse a que la liofilizacion favorece que ocurran
interacciones entre la proteina y el polimero. De hecho, otros autores han encontrado que las
interacciones hidrofébicas entre proteinas y polimeros pueden favorecerse durante los procesos de
secado (57). El recobrado para la muestra F fue mayor que el obtenido para las microesferas de
IFN-a.2b extraidas (muestra A en la Tabla 4.8 y la Figura 4.29).

120
(A) - ME-IFN-02b
:E“IDD S eI (B) - ME vacias
< 804 -+ (C) - IFN-a.2b liofilizado extraido
T 60- (D) - IFN-a.2b liofilizado disuelto
5 40 (E) - Mezcla de ME vacias con
g ] IFN-02b
of 204 (F) - Mezcla liofilizada de ME
0 i . . . . vacias con IFN-a.2b
A B C D E F
Muestra

Figura 4.29. Recobrado de IFN-a.2b extraido mediante precipitacion con DCM:acetona (1:3 v/v). La composicion de
las muestras y controles extraidos o disueltos directamente en PBS pH 7.2 se describe en la tabla 4.7. El recobrado
fue calculado como el cociente entre la masa de interfer6n estimada por el ensayo de microBCA en las muestras
extraidas o disueltas con respecto a la masa inicial presente en las muestras multiplicado por 100%.

Aunque no se recuperd todo el IFN-a2b encapsulado, el analisis de la fraccion extraida puede

contribuir al analisis de las caracteristicas de la proteina. De acuerdo con el analisis de las muestras por
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SDS-PAGE, el interferén extraido de las microesferas presentd un 5,3% de dimero; este valor es
similar al porcentaje calculado para los controles (4,6 y 6,6%) (Figura 4.30). Tampoco se detectaron
sefiales de menor masa molecular.
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Figura 4.30. Electroforesis en gel de poliacrilamida, en condiciones no reductoras, de IFN-a2b extraido de
las microesferas (carril 1). Controles: carril 2) muestra resultante de la extraccion de IFN-a2b mezclado con
microesferas vacias, carril 3) muestra resultante de la extraccion de la mezcla liofilizada de IFN-a2b y
microesferas, carril 4) IFN-a2b libre liofilizado y disuelto en PBS, pH 7.2 y carril 5) IFN-a2b libre
liofilizado y extraido. El carril 6 corresponde al patrén de masas moleculares. Los valores ubicados sobre las
sefiales del dimero en cada muestra corresponden al porcentaje que representa esta fraccion en la muestra.

Por otra parte, el analisis cromatogréfico del IFN-a2b extraido de las particulas presenté un perfil
compuesto por una sefial mayoritaria con un tiempo de retencion de 36,24 min, el cual fue similar al de
la muestra E (interferon libre mezclado con microesferas vacias seguido del procedimiento de
extraccion) (Figura 4.31). Los otros controles en estudio mostraron perfiles cromatograficos similares
(datos no mostrados). Estos resultados son comparables con los publicados por Johnson y cols. al
encapsular la hormona de crecimiento humana en microesferas de PLGA (100).
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Figura 4.31. Perfil cromatogréafico de muestras extraidas mediante la precipitacion con DCM:acetona (1:3, v/v). A)
IFN-a2b extraido de las microesferas, B) IFN-a2b extraido de la mezcla de la proteina con microesferas vacias.
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El andlisis de las muestras mediante el ELISA que emplea dos anticuerpos monoclonales mostré que
solo el 43 = 4% del IFN-a2b extraido de las microesferas fue inmunorreconocido (Figura 4.32 A).
Ninguno de los controles mostr6 esta notable disminucion en la inmunorreactividad contra los
anticuerpos, el IFN-a2b liofilizado disuelto directamente en PBS (muestra D en la Tabla 4.7) o
extraido (muestra C en la Tabla 4.7) fueron inmunoreconocidos (111 + 1y 92 + 8%, respectivamente),
asi como el IFN-a.2b presente en la preparacion obtenida al extraer la mezcla de microesferas vacias
con la proteina libre (E en la Tabla 4.7) que también fue reconocido por los anticuerpos (100 + 8%).
Incluso, el interferdn presente en la muestra obtenida al extraer la mezcla liofilizada de la proteina con

microesferas vacias mostré un inmunorreconocimiento mayor (83 + 1%) que la proteina encapsulada.

Un resultado similar se obtuvo del analisis de las muestras mediante un ensayo de actividad antiviral in

vitro (Figura 4.32 B).
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Figura 4.32. Caracteristicas bioldgicas del IFN-a2b extraido mediante la precipitacion
con DCM:acetona (1:3, v/v). Los datos corresponden al porcentaje del IFN-a2b que fue
inmunorreconocido por los anticuerpos monoclonales anti-IFN-a2b empleados en el
ensayo inmunoenzimatico (A) o al porcentaje que conservd la actividad antiviral in vitro
(B). Los valores fueron calculados con respecto a la masa del IFN-a2b detectado,
mediante el ensayo de microBCA, en las muestras extraidas o disueltas. El calculo de la
actividad antiviral fue realizado convirtiendo los datos primarios, expresados en Ul, en
valores de masa utilizando el valor de la actividad especifica para este IFN-a2b (2 x 10°

IU/mg).

Estas observaciones son similares a las publicadas por otros investigadores que encapsularon lisozima

en microesferas de PLGA, los cuales encontraron que la fraccion de proteina liberada durante el primer
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dia de incubacion en un medio acuoso conservO sus propiedades mientras que la fraccion que
permanecié en las microesferas estaba modificada (101, 126). Estos cambios en las proteinas
microencapsuladas se han asociado fundamentalmente al efecto de algunas de las etapas del proceso de
encapsulacion que incluyen la formacion de extensas interfases entre la solucion acuosa de la proteina y
la solucién polimérica, el efecto del ultrasonido durante la dispersion de la solucion de proteina en la

solucién polimérica, asi como la congelacién y deshidratacion durante el secado (57).

Por estas razones la conservacion de las propiedades de las proteinas constituye el mayor reto en el
desarrollo de sistemas de liberacion basados en microesferas de PLGAS.

Otras mezclas de solventes fueron empleadas con el propdsito de aumentar el recobrado pero en ningln

caso se logro extraer una fraccion mayor de IFN-a.2b (resultados no mostrados).

Considerando que la cantidad de proteina recuperada con el método de precipitacion fue sélo de 51 +
4%, se evalud otro procedimiento de extraccion basado en el empleo de un sistema de dos fases
liquidas no miscibles. Como fase organica se emple6 DCM y como fase acuosa se utiliz6 PBS.

4.3.1.2 Extraccion del IFN-a2b encapsulado mediante un sistema de dos fases liquidas no miscibles

Al tratar varias muestras de microesferas de IFN-o2b con un sistema de dos fases liquidas no miscibles
(fase organica: DCM, fase acuosa: PBS) se logré extraer s6lo el 35 + 8% de la proteina encapsulada y
ademas se observd que la interfase formada fue poco definida. Este hecho, ademas de dificultar la

recuperacion de la fase acuosa, pudiera indicar de que parte de la proteina se adhiere a la interfase.

Teniendo en cuenta que las sustancias tensoactivas pueden reducir la adsorcion de la proteina en la
interfase y favorecer la distribucion de esta hacia la fase acuosa del sistema de extraccion (98), se
disefid un estudio para evaluar el efecto de adicionar una sustancia tensoactiva a la fase acuosa sobre el

recobrado de la proteina extraida.

Sin embargo, debido a que algunos tensoactivos pueden interactuar con las proteinas y ocasionar
cambios en la misma que alteren sus propiedades, asi como originar interferencias en los ensayos
mediante los cuales se cuantifican y/o caracterizan las proteinas, primero se evalué la compatibilidad
del IFN-a2b con varias fases de extraccion diferentes en cuanto al tensoactivo adicionado. Para ello se
prepararon soluciones de IFN-a2b en las diferentes fases de extraccion a evaluar y se cuantifico la
proteina mediante los ensayos habitualmente utilizados con este propésito: microBCA y ELISA. Como
referencia se utilizd la fase de extraccion sin aditivos (PBS). También se determind el efecto de los

tensoactivos sobre el perfil cromatogréafico, por RP-HPLC, del IFN-o.2b.
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Se obtuvieron 8 valores de concentracion de IFN-a2b para cada grupo experimental por cada una de las
técnicas de cuantificacién empleadas. El analisis de varianza realizado para los datos obtenidos por
microBCA y para los obtenidos por ELISA arrojo que existen diferencias estadisticamente
significativas en ambos casos (Pmicrosca = 0,0000; peLisa = 0,0000). Mediante una prueba de Intervalos
Mdltiples de Duncan se determind que sélo la muestra que contiene SDS no mostro diferencias
significativas con la muestra de referencia en cuanto a la la cuantificacion del IFN-a2b mediante
microBCA y ELISA. Los valores de la cuantificacion individual de las muestras y los detalles del

analisis estadistico pueden consultarse en el Anexo 3.

Este resultado indica que el SDS parece no interferir en la cuantificacion de IFN-a2b mediante las dos

técnicas utilizadas: microBCA y ELISA.

Se estudié también el efecto de los tensoactivos en el perfil cromatogréfico de la proteina mediante RP-
HPLC. De acuerdo con la Figura 4.33 el perfil caracteristico de la proteina en la fase de extraccion sin
aditivos presenta una sefial Gnica (a). EI mismo perfil cromatografico se obtuvo para el IFN-a.2b en

presencia de todos los aditivos estudiados.
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Figura 4.33. Cromatograma de IFN-a.2b en PBS sin aditivos
(@) y en presencia de los diferentes tensoactivos: SDS (b),
Triton X-100 (c), NP 40 (d), Tween 20 (e), Tween 80 (f),
Pluronic F-68 (g), Pluronic F-127 (h).

A partir de estos resultados se selecciono al SDS 0,1% en PBS como fase acuosa para la extraccion del

IFN-a.2b encapsulado en microesferas de PLGA. Como fase organica se emplea DCM.
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Para evaluar la efectividad del procedimiento de extraccion disefiado en la caracterizacion del IFN-a.2b
encapsulado en microesferas de PLGA, se analizaron varias muestras experimentales con diversos
valores de carga. Las muestras A-D se trataron ademas con PBS sin SDS con el propdsito de

comprobar la utilidad de la adicidn del tensoactivo a la fase acuosa del sistema de extraccion.

En la Tabla 4.9 aparece la cantidad de IFN-a2b presente en las muestras determinada mediante el
ensayo de microBCA.

Tabla 4.9. Valores de concentracion (C) y recobrado (R) de varios lotes de microesferas extraidas
mediante un sistema de dos fases liquidas no miscibles (fase orgénica: DCM; fases acuosas: PBS y
PBS+SDS al 0,1%).

Muestra 0 ) C Esperada C Determinada (pg/mL) R (%)
(Mg/mL) PBS PBS/SDS PBS PBS/SDS
A 05 100 26 107 26 107
B 1,27 254 95 275 37 108
C 0,44 88 1 87 47 99
D 0,45 90 35 93 38 104
E 0,77 154 42 160 27 104
F 1,48 296 ND 251 - 85
G 1,54 308 ND 288 - 94

Al incluir el SDS en la fase acuosa de la extraccion aumenta significativamente (p = 8,5 x 107) la
cantidad de proteina recuperada (100 + 8%) con respecto a la cantidad que es posible extraer en
ausencia del tensoactivo (35 = 9%) (Figura 4.34).
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Figura 4.34. Recobrado promedio de IFN-o2b proveniente de 5
lotes experimentales de microesferas extraidas con PBS y con
PBS + SDS al 0.1% como fases acuosas (fase organica: DCM).
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Se analizd, mediante SDS-PAGE, igual volumen de las muestras tratadas con los dos sistemas de
extraccion empleados. En todos los casos se observo que la sefial de las muestras extraidas con SDS al
0,1% en la fase acuosa es mas intensa y se comprobd que el aumento en la cantidad de IFN-a2b
cuantificado se debe a la presencia de este en la fase acuosa, es decir, al aumento de la cantidad de
proteina extraida y no a un efecto de sobreestimacién de la concentracion de proteina cuantificada por
microBCA. Se verificd que en todos los casos se extrae mayor cantidad de IFN-a2b con la fase acuosa
que contiene SDS (Figura 4.35). Ademas, se detectd mayor masa de proteina en las muestras de
microesferas con mayor cantidad de IFN-a2b por masa de microesferas: B > E > A~ C ~ D (ver la
carga de las microesferas en la Tabla 4.9, segunda columna). Estos resultados coinciden con los

obtenidos mediante la cuantificacion de IFN-a.2b en las muestras por el ensayo de microBCA.

Figura 4.35. Electroforesis en gel de poliacrilamida (en
condiciones no reductoras) de IFN-a2b proveniente de 5 lotes
experimentales de microesferas (A, B, C, D y E), extraido con
DCM/PBS (sefial a la izquierda) y DCM/PBS + SDS al 0,1%
(senal a la derecha). 1) Patrén de IFN-a2b.

Se verificd que el IFN-a2b no sufre modificaciones en sus propiedades por efecto del procedimiento de
extraccion en dos fases liquidas a partir de practicar dicho procedimiento a una muestra construida con
microesferas vacias y una cantidad conocida de la proteina (MEv + IFN-a2b). EI IFN-a2b recuperado
en la fase acuosa al tratar la muestra construida fue de 100% teniendo en cuenta la proteina cuantificada
mediante el ensayo de microBCA vy se puede considerar que la misma conservé las propiedades que le
permiten ser reconocida por los anticuerpos monoclonales del sistema ELISA empleado ya que se
cuantificdO por esta técnica también el 100% de la proteina extraida (Tabla 4.10, segunda fila). Sin

embargo, del IFN-o2b extraido de las microesferas (Tabla 4.10, ultima fila) sélo el 60% fue reconocido
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por los anticuerpos. El perfil cromatogréfico, por RP-HPLC, de las muestras evaluadas fue similar
(Figura 4.36).

Tabla 4.10. Concentracién de IFN-a2b determinada mediante los ensayos de microBCA y ELISA.

IFN-o2b
IPN-02b  4oterminado por IFN-a2b
Muestra esperado MicroBCA R (%) determinado por R (%)
/mL ELISA (ug/mL
(ng/mL) (Lg/mL) (ng/mL)
Referencia 250 260 £ 10 105+ 5 250+ 10 100+ 5
MEvV + IFN-02b 250 250 £ 20 100 + 10 240+ 20 100 + 10
ME- IFN-a2b 296 290 £ 20 100 + 10 160 + 30 60 + 20
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Figura 4.36. Cromatogramas del IFN-a2b extraido de una
muestra de microesferas (1) y de una muestra construida con
microesferas vacias y una cantidad conocida de la proteina (2).
Como referencia se empleé una solucion de IFN-a2b sin
tratamiento (3). La extraccién se realizé con DCM como fase
organica y PBS con SDS al 0,1% como fase acuosa.

De estos resultados se concluye que el IFN-a2b encapsulado puede ser extraido cuantitativamente y en
forma adecuada para su caracterizacion fisico-quimica y bioldgica utilizando un sistema de dos fases

liquidas no miscibles que emplea DCM como fase organica y PBS con SDS al 0,1%.

Para evaluar las caracteristicas fisico-quimicas y bioldgicas del IFN-a2b encapsulado en las

microesferas mediante el sistema disefiado se realizaron los siguientes analisis:

1) Evaluacién, mediante SDS-PAGE, de la presencia de especies de diferente masa molecular gue la

molécula nativa en el IFN-a2b extraido

Al analizar la Figura 4.35 no se encontraron especies de menor masa molecular lo que indica que no se

produce degradacion (perceptible por esta técnica) del IFN-a2b durante la microencapsulacion. Sin
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embargo, la cantidad de proteina agregada es mayor en las muestras de IFN-a2b extraido de las
microesferas con respecto a la muestra de la proteina sin encapsular que se empleé como referencia. Es

decir, como consecuencia del proceso de encapsulacion aumenta la fraccion de proteina agregada.

2) Perfil cromatogréafico del IFN-&2b por RP-HPLC

Las muestras F y G (descritas en la Tabla 4.9) fueron analizadas mediante RP-HPLC vy se observo que

el perfil cromatogréfico fue similar al de la proteina antes de encapsular (Figura 4.37).
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Figura 4.37. Cromatogramas del IFN-o2b extraido de dos
muestras de microesferas (F y G, Tabla 4.9) y de IFN-a2b sin
encapsular tomado como referencia (R). La extraccién se realizé
con DCM como fase organica y PBS con SDS al 0,1% como fase
acuosa.



Resultados y Discusién 91

3) Reconocimiento inmunoenzimatico por los anticuerpos monoclonales del ELISA

El IFN-a.2b extraido de todas las muestras (A-G, Tabla 4.9) se estudié mediante la determinacién de la
fraccion de proteina que fue reconocida por los anticuerpos monoclonales anti-IFN-o2b que se
emplean en el ELISA. En todas las muestras el reconocimiento inmunoenzimético de la proteina
encapsulada disminuy6 notablemente a 53 + 10% como promedio con respecto al IFN-a2b sin
encapsular que fue reconocido totalmente (Figura 4.38); s6lo la muestra B conservo en mayor grado
esta propiedad (73%). Este resultado es similar al obtenido en el analisis de muestras extraidas
mediante precipitacién con la mezcla de DCM vy acetona a pesar de que con ese método sélo se logrd

extraer la mitad de la proteina encapsulada (ver el epigrafe 4.3.1.1).

100 4 T
B0 -
60 -

RI (%)

40 -
20 -

A B C D E F G R
Muestra

Figura 4.38. Reconocimiento inmunoenzimatico del IFN-a2b extraido de
lotes experimentales de microesferas (A-G) mediante el sistema de dos fases
liquidas no miscibles, con DCM como fase organica y PBS con SDS al 0,1%
como fase acuosa. R: IFN-a.2b sin encapsular utilizado como referencia.

La actividad bioldgica del IFN-a2b extraido se analiz6 en la muestra G (Tabla 4.8) mediante la
cuantificacion de la inhibicion del efecto citopéatico producido por el virus Mengo sobre células Hep-2.
La actividad antiviral especifica del IFN-a2b extraido (1,4 x 10® Ul/mL) fue menor que la de la
proteina antes de encapsular (2 x 10® UI/mL) lo que representa el 73% de la actividad biolégica inicial

de la proteina utilizada para encapsular.

A partir del anélisis de las muestras de IFN-a2b extraidas de las microesferas por diferentes

procedimientos, es posible decir que:

-no existen evidencias de que, como consecuencia del proceso de encapsulacion, la estructura

primaria la proteina sufrié cambios detectables por SDS-PAGE o RP-HPLC,

- una parte del IFN-a2b encapsulado se encuentra agregado,
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-la conformacién espacial del IFN-a2b encapsulado fue afectada en cierto grado por el proceso de
encapsulacion (detectado mediante el andlisis del reconocimiento inmunoenzimatico de dos

anticuerpos monoclonales de un sistema de ELISA y de la actividad antiviral).

4.3.1.3 Extraccion del FCE encapsulado mediante un sistema de dos fases liquidas no miscibles

De forma similar a lo sucedido con el IFN-a.2b, las extracciones realizadas con PBS como fase acuosa
presentaron un recobrado bajo de FCE (entre 58 y 73%). Con el objetivo de aumentar el recobrado de
la extraccion se disefio un estudio para determinar el efecto de la adicion de una sustancia tensoactiva
en la fase acuosa. Primero se estudid la compatibilidad de los tensoactivos con el FCE y con las

técnicas de cuantificacion empleadas para determinar la concentracion de esta proteina en las muestras.

De igual forma que en el estudio realizado con el IFN-a2b, se prepararon mezclas de FCE con cada una
de las fases acuosas evaluadas (PBS (empleada como referencia) y PBS con aditivos (SDS, Tritdn X-
100, NP-40, Tween 20, Tween 80, Pluronic F-68 y Pluronic F-127)). Todos los tensoactivos se
utilizaron a una concentracion de 0,1%; y se determind la concentracion de FCE en las mezclas
mediante los ensayos de microBCA y ELISA. Se evalubé ademas el efecto de los tensoactivos en el
perfil cromatografico, por RP-HPLC, del FCE.

Se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los valores de concentracién de FCE
determinados por microBCA (Pmicrosca = 0,0001) y por ELISA (peLisa = 0,0001) al analizar mediante
un ANOVA los valores calculados para los grupos experimentales. Al analizar las muestras mediante la
prueba de Intervalos Multiples de Duncan se obtuvo que sélo las fases que contienen SDS y Pluronic F-
68 permiten cuantificar al FCE, mediante el ensayo de microBCA, sin diferencias con respecto a la fase
de extraccion sin aditivos y que, por medio del ELISA es posible cuantificar al FCE sin diferencias con
la muestra de referencia en presencia de todas las sustancias tensoactivas empleadas excepto con
Pluronic F-127. Los valores de la cuantificacion de las muestras y los detalles del analisis estadistico
pueden consultarse en el Anexo 4.

Al analizar por RP-HPLC las muestras en estudio se comprobd que el perfil cromatogréafico del FCE se
afecta notablemente por la presencia del SDS (Figura 4.39). Se observa un corrimiento de las sefiales
hacia tiempos de retencion mayores indicando la formacion de especies més hidrofobicas; ademas, el
ancho de las sefiales aumenta lo que pudiera indicar que la transformacion ocurrida no es Unica sino

que se produce una familia de especies que no son resueltas por la técnica empleada.
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Figura 4.39. Cromatograma de FCE en PBS sin aditivos (a) y en presencia de diferentes tensoactivos:
SDS (b), Triton X-100 (c), NP 40 (d), Tween 20 (e), Pluronic F-127 (f), Tween 80 (g), Pluronic F-68 (h).

Teniendo en cuenta estos resultados se puede decir que, la presencia de SDS y Pluronic F-68, ambos al
0,1% en muestras que contienen FCE no interfieren en la cuantificacion adecuada del mismo por
microBCA y ELISA; sin embargo, el efecto negativo del SDS sobre el perfil cromatografico por RP-
HPLC del FCE, no permite utilizarlo en el sistema de extraccién. Por esta razon se seleccioné el
Pluronic F-68 como aditivo de la fase acuosa del sistema de extraccion disefiado para la caracterizacion
del FCE encapsulado.

La efectividad de incluir Pluronic F-68 en la fase acuosa del sistema de extraccion fue estudiada a partir
de la determinacion del recobrado de FCE extraido de microesferas en presencia y ausencia del
tensoactivo. Se comprobé que existian diferencias en la recuperacion del FCE en la fase acuosa, siendo
cercano a 100% el recobrado de la proteina en presencia del aditivo (Tabla 4.11). Debe destacarse que,
independientemente de la cantidad de FCE extraido, el 100% es reconocido por los anticuerpos del
ELISA. La cantidad de proteina determinada, mediante los ensayos de microBCA y ELISA, al utilizar
el sistema de extraccion con el Pluronic F-68 al 0,1% fue cercana a 100% al igual que en la muestra de
referencia evaluada (FCE en PBS a una concentracion conocida).

Tabla 4.11. Concentracién de FCE mediante los ensayos de microBCA y ELISA en las soluciones acuosas recuperadas
del sistema de extraccion.

ECE esperado FCE determinado FCE determinado
Muestra (Hg /rFT)1L) por microBCA R (%) por ELISA R (%)
(Mg/mL) (Mg/mL)
Extraccion sin Pluronic F-68 206 147 71 148 72
Extraccion con Pluronic F-68 206 218 106 202 98
Referencia 1000 1091 109 1062 106

La adicion de un agente tensoactivo en la fase acuosa del sistema de extraccion en dos fases liquidas no
miscibles ha favorecido la recuperacion de las dos proteinas encapsuladas en este trabajo. Este hecho
pudiera deberse a que, durante la extraccién, parte de las proteinas quedan atrapadas en la interfase
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como consecuencia de la presencia en ellas de zonas de naturaleza hidrofilica y zonas de naturaleza
hidrofébica. Las sustancias tensoactivas desfavorecieron la ocurrencia de las interacciones hidrofobicas
entre las proteinas y las interfases con el consiguiente aumento de su recobrado en la fase acuosa.

Las muestras de FCE extraido también fueron analizadas por RP-HPLC con el objetivo de conocer si se
introducia alguna variacion en el perfil cromatografico de FCE o aparecian nuevas sefiales debidas a los
demas componentes de la muestra. Como se observa en la Figura 4.40, todos los cromatogramas

muestran el perfil tipico del FCE (dos sefiales correspondientes a las especies de 51 y 52 aa).
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Figura 4.40. Cromatogramas de FCE extraido de las microesferas con PBS sin aditivos (PBS, REF) y PBS
con los diferentes tensoactivos: Triton X-100, NP 40, Tween 20, Tween 80, Pluronic F-68, Pluronic F-127.

Para estudiar el efecto del procedimiento de extraccion en las propiedades de la proteina extraida se
mezclaron microesferas vacias con la proteina libre (MEv + FCE) y se analizé el FCE presente en la
muestra mediante microBCA, ELISA, RP-HPLC y actividad biol6gica. Como referencia se empled una
muestra de FCE en PBS (referencia). También se incluyo en el ensayo una muestra de microesferas
cargadas con FCE (ME-FCE).

Los resultados que aparecen en la Tabla 4.12 muestran que todo el FCE cuantificado por el ensayo de
microBCA fue reconocido por los anticuerpos del ELISA en la muestra de FCE mezclado con las
microesferas vacias que fue sometida al procedimiento de extraccion. Esto nos permite afirmar que el
procedimiento de extraccion no afecta la capacidad de la proteina para ser reconocida por los
anticuerpos monoclonales empleados en esta técnica. Por otra parte, esta muestra también es
bioldgicamente activa ya que su actividad especifica se encuentra por encima del limite minimo para

considerar que el FCE presenta una actividad bioldgica adecuada, el cual es de 500 000 Ul/mL.
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Tabla 4.12. Concentracion de FCE en las muestras extraidas determinada mediante los ensayos de microBCA y ELISA,
y valores de actividad especifica.

FCE FCE determinado FCE Actividad
Muestra esperado por microBCA R (%) determinado por R (%) Especifica (Ul/mg)
(Hg/mL) (Hg/mL) ELISA (ug/mL) Limite*  Real
Referencia 200 230 £10 115+5 250 £10 125+5 900 000
MEv + FCE 200 230 £20 110+ 10 230 £20 110+10 500000 537105
ME-FCE 206 200 £20 100 £ 10 220 £20 110 £ 10 688 507

* Valor minimo de actividad especifica para considerar que el FCE tiene una actividad bioldgica adecuada.

El perfil cromatografico por RP-HPLC de las tres muestras fue similar (Figura 4.41) por lo que puede

decirse que el procedimiento de extraccion no introduce ninguna modificacion quimica en la molécula.
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Figura 4.41. Cromatogramas de FCE: (a) disuelto en PBS, (b) extraido de una mezcla de la
proteina con las microesferas vacias y (c) extraido de microesferas cargadas con FCE.

Teniendo en cuenta los resultados es posible decir que el procedimiento de extraccion que emplea
como fase acuosa PBS con Pluronic F-68 al 0,1% y DCM como fase orgénica, no induce cambios en

las propiedades del FCE.

El anélisis de tres lotes experimentales de microesferas cargadas con FCE permitié conocer que esta
proteina conserva sus propiedades fisico-quimicas y biologicas luego del proceso de
microencapsulacion (Tabla 4.13, Figura 4.42). El FCE extraido conservd casi completamente su
capacidad para ser reconocido por los anticuerpos del ELISA, mientras que la actividad especifica de la
proteina extraida se mantuvo por encima del limite a partir del cual se considera que presenta actividad
bioldgica adecuada (500 000 Ul/mg) (Tabla 4.13). El perfil cromatogréfico del FCE extraido de los tres
lotes es igual al del FCE sin encapsular (Figura 4.42).
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Tabla 4.13. Concentracion de FCE determinada por microBCA y ELISA y valores de actividad especifica de las muestras
resultantes de la extraccidn de tres lotes experimentales de microesferas.

FCE FCE determinado FCE determinado Actividad Especifica
Lotes esperado por microBCA R (%) por ELISA R (%) (Ul/mg)
(Mg/mL) (Mg/mL) (Mg/mL) Limite* Real
060307-E1 103 100 £ 10 100 £ 10 110 £ 10 120 £ 10 1000 000
310107-E1 51 60 £ 20 110 £ 40 45+ 1 882 500 000 651 652
250507-E1 36 39+ 7 110+ 20 34+ 6 90 £ 20 1836 833

* Valor minimo de actividad especifica para considerar que el FCE tiene una actividad bioldgica adecuada.
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Figura 4.42. Cromatogramas de FCE extraido de tres lotes de microesferas con
PBS/Pluronic F-68 y de una muestra de referencia (FCE en PBS).
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4.3.2 Otras propiedades de las microesferas

Anteriormente se describieron algunas caracteristicas de las microesferas obtenidas que resultan
adecuadas si estas van a ser utilizadas para disefiar un producto biofarmacéutico. Por ejemplo,
presentan un tamarfio apropiado para ser inyectadas (ver los epigrafes 4.1.1.2 y 4.1.2) y la carga deseada
puede seleccionarse, de acuerdo con la dosis que se necesita administrar, a partir de la determinacion de
la relacion matematica entre esta propiedad y parametros experimentales como la concentracion de la
proteina en la fase acuosa interna (ver el epigrafe 4.1.1). Sin embargo, existen otras propiedades que
deben cumplir estas microesferas para ser utilizadas en el desarrollo de un medicamento: baja humedad
residual, cantidad de solvente residual por debajo del limite establecido por las agencias reguladoras y
esterilidad.

Las humedad residual fue siempre menor que 2,5%. Este valor puede considerarse apropiado si se
compara con otras preparaciones que se han comercializado. Por ejemplo, para las microesferas de
PLGA cargadas con hormona de crecimiento humana desarrolladas a escala de laboratorio se reportd
una humedad residual de 1,7 + 0,7% (63). La cantidad de DCM residual fue siempre menor que 1
mg/g; este valor se encuentra por debajo del limite minimo establecido por las agencias reguladoras el
cual es de 6 mg/g (91). Se obtuvieron microesferas estériles mediante la realizacion del procedimiento

de encapsulacion en condiciones asépticas.
La evaluacion de estas propiedades se describe detalladamente en el Anexo 5.

4.3.3 Evaluacion in vivo de las microesferas cargadas con IFN-a2b y FCE

4.3.3.1 Interferdn alfa-2b

Se detectd IFN-a.2b en el suero de los conejos durante 6 dias. Se alcanzd la concentracion maxima de
la citocina en suero a las 6 horas luego de la administracién de las microesferas, y la concentracion de
la proteina fue disminuyendo hasta llegar préacticamente a cero a los 6 dias. Aunque las concentraciones
detectadas fueron bajas, se puede decir que existe un comportamiento del IFN-a.2b en suero diferente
del que se obtiene al administrar la proteina sin encapsular a través de la misma via. El IFN-a.2b libre
desaparece de la circulacion sanguinea mas rapidamente que el administrado en microesferas
poliméricas (Figura 4.43). El hecho de que después de 24 horas se detecte IFN-a2b en el suero de los
conejos, nos indica que existe una liberacion de la proteina posterior a la que ocurre inicialmente
durante el primer dia al incubar las microesferas in vitro. Por esta razon el sistema puede,

potencialmente, modificar la liberacion de IFN-a.2b.
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Figura 4.43. Concentracion de IFN-a2b en el suero de conejos
tratados con microesferas cargadas con IFN-a.2b e IFN-a.2b libre.

4.3.3.2 Factor de Crecimiento Epidérmico

- Evaluacion farmacocinética exploratoria

En la Figura 4.44 se muestra el comportamiento de la concentracion sérica de FCE administrado en

solucidn acuosa y encapsulado en microesferas poliméricas biodegradables.
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Figura 4.44. Concentracion sérica de FCE administrado libre y
encapsulado en microesferas a conejos machos Nueva Zelanda.

El tiempo al que se alcanza la concentracion méaxima de FCE fue mayor cuando se administrd
encapsulado en las microesferas. Esto sugiere que existe una liberacién de la proteina posterior a la que

sale de las particulas durante las primeras horas luego de la administracion.
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El hecho de que la concentracion maxima de FCE es menor cuando se administra encapsulado esta
relacionado con las caracteristicas de las microesferas, que no liberan la proteina de una vez sino que
durante el primer dia se libera sélo una fraccion de la dosis total administrada. En cambio todo el FCE

administrado en forma libre se encuentra disponible en el sitio de aplicacion una vez depositado en él.

Se evaluo el tiempo medio de residencia como un indicador de la duracion de la respuesta terapéutica.
Este pardmetro fue de 27,51 h para el FCE encapsulado en las microesferas de PLA, el cual es

significativamente mayor (p = 0,0059) que el determinado para la proteina libre (3,68 h).

- Evaluacién farmacodinamica exploratoria

El FCE encapsulado se administr6 mediante infiltraciones en el fondo y bordes de heridas de grosor
total realizadas en ratas Wistar de sexo masculino. Las microesferas de FCE se administraron una vez
mientras que el FCE libre fue administrado 3 veces por semana durante una semana. El examen

histologico de las muestras tomadas de las heridas al finalizar el estudio arrojo que:

- No existen evidencias de reaccidn a cuerpo extrafio en el sitio de administracion de las

microesferas.

- Existe mas colageno en las heridas tratadas con el FCE encapsulado y su organizacioén es mayor lo
cual se infiere de la orientacion horizontal de las fibras con respecto al borde de las heridas en
comparacion con la ausencia de orientacion de este en las heridas no tratadas (Figura 4. 45 Ay B).

- Existe mayor cantidad de vasos sanguineos funcionales en las heridas tratadas con las microesferas
de FCE con respecto a las no tratadas (Figura 4.45 C y D).

Los resultados de estos dos estudios constituyen una evidencia de la capacidad del sistema para liberar
el FCE in vivo de forma sostenida y con su actividad biologica conservada, lo cual soporta la utilidad
de las microesferas cargadas con FCE obtenidas en este trabajo para, una vez optimizadas, disefar

sistemas novedosos de liberacion de esta proteina.

Figura 4.45. Imagenes histoldgicas de los cortes realizados en las heridas de grosor total practicadas en ratas, tratadas con
FCE encapsulado en microesferas de PLA (A 'y C) y no tratadas (B y D). Se observa mas organizacion del colageno (A) y
mayor cantidad de vasos sanguineos funcionales (C) en las heridas tratadas con FCE encapsulado (A y C) con respecto a las
heridas no tratadas (B y D).
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5 Conclusiones

1. En la encapsulacion de IFN-a.2b y FCE en matrices derivadas de los acidos lactico y gliclico
mediante la técnica de doble emulsion - evaporacion del disolvente, la concentracion y el
volumen de la fase acuosa interna, la velocidad de agitacion de la segunda emulsion y la forma
de preparar la primera emulsién influyen notablemente en la carga, la eficiencia de

encapsulacion, el tamafio de las particulas y el perfil de liberacion de las dos proteinas.

2. Al encapsular IFN-a2b y FCE en las matrices de PLGA utilizadas en este trabajo resulta
ventajoso seleccionar la concentracion de la proteina y el volumen de la fase acuosa interna a
partir de la relacién matematica de estos con Q y EE, mientras que es mejor realizar la primera
emulsion con 100 pL de la fase acuosa interna y mediante: i) ultrasonido para el IFN-oa2b vy ii)

un dispersor tipo Ultraturrax para el FCE.

3. Las interacciones hidrofobicas entre la matriz polimérica y las proteinas: i) favorecen su
encapsulacion, ii) dificultan la liberacion de las mismas que, con los polimeros usados en este
trabajo, ocurre principalmente por difusion y iii) afectan las propiedades fisico-quimicas y
biologicas de estas biomoléculas. La co-encapsulacion de aditivos que bloguean estas

interacciones, como los Pluronics y el Tween 20, aumenta la liberacion de IFN-a.2b.

4. El célculo tedrico de la superficie hidrofébica de la proteina encapsulada permite fundamentar

el comportamiento de la misma frente a su encapsulacion en matrices de PLGA:S.

5. La liberacién del IFN-a2b y el FCE es favorecida por caracteristicas del PLGA tales como: i)
mayor porcentaje del mondmero lactida, ii) menor masa molecular y iii) la presencia de un

grupo carboxilico al final de la cadena polimérica.

6. La extraccion en dos fases liquidas, que incluye un tensoactivo en la fase acuosa, permite
extraer cuantitativamente al IFN-a2b y FCE encapsulados para su analisis quimico-fisico y

biologico. La encapsulacion en matrices de PLGAs afecta al IFN-a2b pero no al FCE.

7. La administracion de IFN-a2b y FCE en microesferas de PLGAs permite aumentar el tiempo
en que estas proteinas son detectables en suero de conejo respecto a cuando se administra la
proteina libre. La administracion intralesional del FCE encapsulado en microesferas de PLA

tiene un efecto cicatrizante.



Recomendaciones 101

6 Recomendaciones

1. Estudiar el empleo de polimeros mas hidrofilicos para la encapsulacion del IFN-a2b como una
alternativa para resolver la liberacion incompleta que experimenta esta proteina cuando es

encapsulada en matrices de PLGAs.

2. Valorar la inclusion de aditivos en la microencapsulacion de IFN-a2b que contribuyan a
mejorar su liberacion y estabilidad. Determinar, mediante un disefio experimental, el mas
apropiado para lograr las caracteristicas deseadas en cuanto al perfil de liberacion de la proteina

y su estabilidad fisico-quimica y biol6gica luego del proceso de encapsulacion.

3. Explorar el uso de la técnica de FTIR como una herramienta para evaluar la estructura del IFN-
a2b y el FCE en el interior de las microesferas. De ser posible, combinar el uso de esta técnica
con el dicroismo circular “en fase sélida” para estudiar los posibles cambios conformacionales
del IFN-a2b adsorbido en matrices de PLGAs.

4. Estudiar la utilidad de otros parametros derivados de los céalculos tedricos basados en la
modelacion de la estructura de proteinas como indicadores del comportamiento de las mismas

frente a su encapsulacién en matrices de PLGAS.

5. Utilizar las matrices méas favorables para realizar los futuros estudios in vivo de las microesferas
y evaluar la estabilidad del FCE encapsulado con vistas al disefio de una formulacion basada en
este sistema de liberacion modificada.
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Anexo 1: Ajuste de los perfiles de liberacion de IFN-a2b y FCE a distintos modelos

Los datos de los perfiles de liberacién del IFN-a2b y el FCE utilizados para este estudio se muestran en
la Tabla Al.1.

Tabla Al.1. Porcentaje de la proteina liberado en el tiempo.

Tiempo (dias) IFN-a2b FCE
0 0 0

0,0035 - 34,2

0,042 - 40,2
0,0625 4,1 -
0,125 10,1 -
0,25 12,5 -

0,33 - 41,6

0,67 - 43,6

1 15,1 45,2

2 16,1 50,2

3 17,4 52,0

4 - 54,5

7 17,8 57,3

Ajuste a la Cinética Mixta de Beren-Hopfenberg

Los datos de la Tabla Al1.1 fueron ajustados a la ecuacion:
0 _ . . 1/2
C(%) =k, -t+k, -t

mediante el programa GraphPad Prism (San Diego California USA). En la Tabla A1.2 se muestra los
datos del andlisis tal como son reportados por el programa.
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Tabla Al.2 Ajuste a la Cinética Mixta de Beren-Hopfenberg.

IFN-a2b FCE
Valores del mejor ajuste
ky -5,318 -17,33
K, 20,35 64,60
Error estandar
ki 1,008 6,167
kz 2,183 12,95
Intervalo de confianza (95%)
ky -7,784a-2,853 -31,74a-3,113
ks 15,01 a 25,69 34,74 294,47
Bondad del ajuste
Grados de libertad 6 8
R? 0,8804 0,1662
Suma de cuadrados 35,70 2000
Sy.x 2,439 15,81
Test de rachas
Puntos por encima de la curva 4 5
Puntos por debajo de la curva 3 4
NuUmero de corridas 4 3
p 0,5429 0,0238
Desviacion del modelo No significativa Significativa
Datos
NUmero de valores de x 8 10
Numero de réplicas de y 1 1
Total de valores de y 8 10
Valores de y omitidos 0 0

Parte I1. Ajuste a la ecuacién empirica de Korsmeyer — Peppas

Los datos de la Tabla A3.1 fueron ajustados a la ecuacion:

C(%) =k, -t

mediante el software GraphPad Prism (San Diego California USA). En la Tabla A1.3 se muestra los

datos del andlisis tal como son reportados por el programa.



ANexos

Tabla Al.3 Ajuste a la ecuacion empirica de Korsmeyer — Peppas

IFN-a2b FCE
Valores del mejor ajuste
kp 13,65 47,85
n 0,1849 0,07009
Error estandar
Kp 0,8390 0,7545
n 0,04126 0,008302
Intervalo de confianza (95%)
Kp 11,60 a 15,71 46,11 a 49,59
n 0,08390 a 0,2858  0,05095 a 0,08923
Bondad del ajuste
Grados de libertad 6 8
R? 0,9095 0,9835
Suma de cuadrados 27,01 39,57
Sy.x 2,122 2,224
Test de rachas
Puntos por encima de la curva 5 5
Puntos por debajo de la curva 2 4
NuUmero de corridas 3 3
p 0,3333 0,0714

Desviacion del modelo
Datos
Namero de valores de x
Nuamero de réplicas de y
Total de valores de y

Valores de y omitidos

No significativa

o N B

No significativa

S 00 B,

Criterio de informacién de Akaike

Se utilizé este criterio para corroborar que el modelo que mejor reproduce el comportamiento
experimental es el de Korsmeyer-Peppas. En la Tabla Al.4 aparecen los resultados de la comparacion

de los modelos para el IFN-a.2b y el FCE.
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Tabla Al.4 Comparacion de los modelos para los datos del IFN-a2b y el FCE segun el criterio de informacion de

Akaike.
IFN-a.2b FCE

Modelo mas sencillo Korsmeyer-Peppas Korsmeyer-Peppas

Probabilidad de que sea correcto (%) 75,32 >99,99
Modelo alternativo Cinética mixta Cinética mixta
Probabilidad de que sea correcto (%) 24,68 <0,01
Razon de las probabilidades 3,05 -

Modelo Preferido Korsmeyer-Peppas Korsmeyer-Peppas

Diferencia en el Akaike -2,232 -39,23
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Anexo 2: Calculo del area superficial hidrofobica a partir de los valores determinados para los
modelos estructurales del FCE de 51 aa 'y el FCE de 52aa

Con la ayuda del “WHAT IF Web Interface” (http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html) se

construyeron los modelos para las especies de 52 y 51 aa y se calculd el area superficial para los
diferentes tipos de atomos. A partir de estos datos se calcularon los promedios y el area superficial
hidrofébica e hidrofilica. Las imagenes de la estructura tridimensional de ambas moléculas y la
distribucién de superficie hidrofilica e hidrofobica fueron obtenidas mediante el programa UCSF
Chimera (Resource for Biocomputing, Visualization, and Informatics at the University of California,
EE.UU., http://www.cgl.ucsf.edu/chimera). En las Tablas A2.1 y A2.2 aparecen los valores del area

superficial asociada a los distintos atomos del esqueleto de la molécula y de sus cadenas laterales
calculadas de los 10 modelos construidos para el FCE de 51 y 52 aa respectivamente.

Tabla A2.1 Area (expresada en A?) de la superficie del FCE de 51 aa asociada a los distintos 4&tomos del esqueleto y de las
cadenas laterales. N: nitrogeno, Ca: carbono alfa, C: carbono, O: oxigeno, S: azufre.

| Modelo
Atomos Promedio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N 23,38 24 31,02 28,37 22,6 29,61 29,15 2728 22091 33,2 27,15
é Ca 61,86 47,53 5539 5854 58,01 53,3 51,37 5295 56,27 47,53 54,28
S
E C 2044 17,3 18,7 21,32 20,1 20,27 20,1 2499 2551 17,82 20,66
O 116,28 120,61 116,49 108,35 119,66 106,55 123,57 126,11 117,76 116,28 117,17
= N 14402 11971 131,55 126,41 139,66 127,03 12812 14277 131,86 147,76 133,89
E C 63571 594,47 597,27 603,21 640,61 608,28 619,11 58574 640,61 652,14 617,72
§ O 17548 165,33 174,95 157,19 181,29 1834 175,58 178,44 180,87 174 174,65
[+
© S 12,73 2459 17,26 28,26 10,36 22,22 18,77 1294 1942 2459 19,11

Tabla A2.2 Area (expresada en A?) de la superficie del FCE de 52 aa asociada a los distintos &tomos del esqueleto y de las
cadenas laterales. N: nitrogeno, Ca: carbono alfa, C: carbono, O: oxigeno, S: azufre.

; Modelo
Atomos Promedio
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
N 2338 2400 31,02 2837 2260 29,61 29,15 27,28 22,91 33,20 27,15
é Ca 6291 48,05 5574 5959 59,06 5434 5225 5400 57,32 48,40 55,17
S
E C 1992 1415 1782 2027 17,12 17,12 17,82 21,49 22,02 1555 18,33
O 118,60 120,82 118,39 110,04 121,25 107,08 123,78 125,05 117,65 117,55 118,02
= N 14371 117,68 131,55 126,41 139,66 127,03 12812 14277 131,86 147,76 133,66
E C 65511 617,02 617,54 624,18 665,07 631,00 641,31 608,28 66594 673,46 639,89
§ O 17548 16522 174,95 157,19 181,29 183,40 17558 178,44 180,87 174,00 174,64
35}
© S 12,73 2459 17,26 28,26 10,36 22,22 18,77 1294 1942 2459 19,11



http://swift.cmbi.ru.nl/servers/html/index.html�
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera�

ANexos 119

Se tomd como area superficial hidrofobica (SH) a la suma de las areas promedio asociadas a los atomos

de carbono del esqueleto y de las cadenas laterales de las moléculas. De modo que:
SHs; = 54,28 A% + 20,66 A® + 617,72 A? SHs, = 55,17 A” + 18,33 A% + 639,89 A?

SHs; = 692,66 A2 SHs, = 713,39 A?
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Anexo 3: Seleccion de la fase acuosa del sistema de extraccion para la caracterizacion del 1FN-

a2b encapsulado. Analisis estadistico

Se prepararon 4 réplicas independientes de las muestras que fueron cuantificadas por duplicado por

microBCA y ELISA. Los valores calculado aparecen en las Tablas A3.1 y A3.2.

Tabla A3.1. Concentracion de IFN-a2b mediante el ensayo de MicroBCA en mezclas de la proteina con
las diferentes fases de extraccion.

Concentracion de IFN-a.2b (mg/mL)
Aditivos i SDS Tritl%ré)x- NP-40 Tvlegen Tvxégen Plgfggic PII:Lirlo2n7ic
1 1,12 1,20 1,45 1,53 1,48 1,55 1,32 1,37
2 1,13 1,17 1,45 1,50 1,50 1,59 1,29 1,35
3 1,19 1,18 1,43 1,30 1,34 1,40 1,27 1,19
é 4 1,14 1,19 1,41 1,32 1,37 1,39 1,25 1,20
E’ 5 1,00 1,16 1,42 1,42 1,48 1,51 1,39 1,38
6 1,03 1,04 1,39 1,38 1,45 1,55 1,36 1,35
7 0,98 0,89 1,36 1,20 1,16 1,19 1,01 1,14
8 0,92 0,89 1,30 1,32 1,16 1,19 0,98 1,19
Media 1,06 1,10 1,40 1,40 1,40 1,40 1,20 1,30
D. E. 0.09 0,10 0,05 0,10 0,10 0,20 0,20 0,10

Tabla A3.2. Concentracion de IFN-a.2b mediante el ELISA en mezclas de la proteina con las diferentes
fases de extraccion.

Concentracion de IFN-a2b (mg/mL)
Aditivos i SDS Tritl%rz)x- NP-40 Tvlegen Tvxégen Plgfggic PII:Lirloanic
1 1,12 1,24 1,56 1,59 1,78 1,66 1,57 1,46
2 1,23 1,32 1,69 1,55 1,83 1,60 1,55 1,41
3 1,10 1,20 1,50 1,65 1,83 1,68 1,47 1,39
é 4 1,12 1,23 1,66 1,67 1,77 1,61 1,60 1,43
E’ 5 1,32 1,39 1,90 1,73 1,88 1,89 1,70 1,47
6 1,48 1,61 1,97 1,86 1,88 1,97 1,63 1,75
7 1,20 1,46 1,79 2,02 1,71 1,89 1,58 1,73
8 1,36 1,45 1,89 1,92 1,93 1,94 1,70 1,66
Media 1,20 1,40 1,80 1,80 1,83 1,80 1,60 1,50
D, E, 0,10 0,10 0,20 0,20 0,07 0,20 0,08 0,20
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Los datos experimentales fueron evaluados mediante un analisis de varianza el cual arrojé que la
probabilidad de la prueba F es inferior a 0,05, por lo que hay diferencia estadisticamente significativa
entre las medias de los grupos estudiados para un nivel de confianza del 95,0%. La comparacién de las
muestras por pares se realiz6 mediante la prueba de Intervalos Mdltiples de Duncan. En las Tablas
A3.3 y A3.4 aparecen definidos los grupos para los cuales no existe diferencia estadisticamente

significativa entre los valores promedio de la concentracién del IFN-a2b.

Tabla A3.3. Grupos homogéneos de Duncan para las medias
muestrales de la concentracion de IFN-a2b determinada por el
ensayo de microBCA.

Grupo experimental I(';gl/r;‘it)) Grupos homogéneos
PBS 1,06 X
PBS + SDS 1,09 X
PBS + Pluronic F-68 1,23 X
PBS + Pluronic F-127 1,27 X X
PBS + Tween 20 1,37 X X
PBS + NP-40 1,37 X X
PBS + Triton X-100 1,40 X X
PBS + Tween 80 1,42 X

Tabla A3.4. Grupos homogéneos de Duncan para las medias
muestrales de la concentracién de IFN-a2b determinada por el

ELISA.
Grupo experimental I(Egl/mait; Grupos homogéneos
PBS 1,24 X
PBS + SDS 1,36 X
PBS + Pluronic F-127 1,54 X
PBS + Pluronic F-68 1,60 X
PBS + Triton X-100 1,74 X
PBS + NP-40 1,75 X
PBS + Tween 80 1,78 X
PBS + Tween 20 1,83 X

Como puede observarse en las tablas anteriores, s6lo la muestra que contiene SDS no mostrd
diferencias significativas con la muestra de referencia para la cuantificacion mediante microBCA y
ELISA. Por esta razon se puede decir que el SDS al 0,1% presente en la fase acuosa del sistema de

extraccion no introduce cambios en la cuantificacion del IFN-a.2b por microBCA y ELISA.
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Anexo 4: Seleccion de la fase acuosa del sistema de extraccion para la caracterizacion del FCE

encapsulado. Analisis estadistico

Se prepararon 4 réplicas independientes de las muestras que fueron cuantificadas por duplicado por

microBCA y ELISA. Los valores calculado aparecen en las Tablas A4.1y A4.2.

Tabla A4.1. Concentracion de FCE mediante el ensayo de MicroBCA en mezclas de la proteina con las
diferentes fases de extraccion.

Concentracion de FCE (mg/mL)

Aditivos i SDS Tritl%rz)x- NP-40 Tvlegen Tvxégen Plgfggic PII:Lirloanic
1 0,83 0,91 1,05 1,09 1,10 1,06 1,01 1,02
2 0,85 0,88 1,02 1,04 1,10 1,48 1,21 1,11
3 0,86 0,90 0,96 0,94 1,14 1,05 1,03 1,08
é 4 0,81 0,84 1,08 1,03 1,13 1,17 1,25 1,14
E’ 5 0,78 0,99 0,99 1,11 0,92 0,96 0,67 0,91
6 0,80 0,95 0,93 1,07 0,92 1,19 0,66 0,88
7 0,73 0,87 0,94 1,13 0,94 1,00 0,69 0,93
8 0,61 0,87 0,95 1,12 0,92 1,02 0,72 0,92
Media 0,78 0,90 0,99 1,07 1,00 1,10 0,90 1,00
D. E. 0,08 0,05 0,06 0,06 0,10 0,20 0,30 0,10

Tabla A4.2. Concentracion de FCE mediante el ELISA en mezclas de la proteina con las diferentes fases

de extraccion.

Concentracién de FCE (mg/mL)

Aditivos i SDS Tritl%ré)x- NP-40 Tvlegen Tvxégen Plgfggic PII:Lirlo2n7ic
1 1,00 1,09 1,09 1,17 1,02 1,02 1,04 0,83
2 1,01 1,09 1,06 1,09 1,05 1,07 1,08 0,86
3 1,09 1,00 1,00 0,99 1,13 0,99 1,00 0,93
é 4 1,10 0,99 1,01 1,00 1,25 0,98 1,03 0,97
E’ 5 0,99 1,10 1,12 1,10 0,99 1,00 1,03 0,85
6 1,00 1,03 1,16 1,17 1,06 1,09 1,09 0,86
7 1,02 1,07 0,96 0,97 1,03 0,99 0,98 1,00
8 1,04 1,01 0,98 1,06 1,09 1,06 1,00 1,00
Media 1,03 1,05 1,05 1,07 1,08 1,03 1,03 0,91
D. E. 0,04 0,04 0,07 0,08 0,08 0,04 0,04 0,07
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El analisis de varianza realizado permitié determinar la probabilidad de la prueba F la cual fue inferior
a 0,05, por lo que hay diferencia estadisticamente significativa entre las medias de las 8 variables, para
los dos ensayos utilizados, a un nivel de confianza del 95,0%. Seguidamente se realiz6 la prueba de
Intervalos Multiples de Duncan para determinar las diferencias entre los pares de grupos
experimentales. En las Tablas A4.3 y A4.4 aparecen definidos los grupos para los cuales no existe

diferencia estadisticamente significativa entre los valores promedio de la concentracién del FCE.

Tabla A4.3. Grupos homogéneos de Duncan para las medias
muestrales de la concentracion de FCE determinada por el ensayo de

microBCA.
Grupo experimental FCE Grupos homogéneos
(ug/mL)
PBS 0,78 X

PBS + SDS 0,90 X X

PBS + Pluronic F-68 0,90 X X
PBS + Triton X-100 0,99 X X
PBS + Pluronic F-127 1,00 X X
PBS + Tween 20 1,02 X X
PBS + NP-40 1,07 X
PBS + Tween 80 1,12 X

Tabla A4.4. Grupos homogéneos de Duncan para las medias
muestrales de la concentracion de FCE determinada por el ELISA.

Grupo experimental (“';%EL) Grupos homogéneos

PBS + Pluronic F-127 0,91 X

PBS + Pluronic F-68 1,02 X

PBS + Tween 80 1,03 X

PBS 1,03 X

PBS + Triton X-100 1,05 X

PBS + SDS 1,05 X

PBS + NP-40 1,07 X

PBS + Tween 20 1,08 X

De estos resultados puede afirmarse que el FCE puede ser cuantificado adecuadamente por microBCA
independientemente de la presencia de SDS o Pluronic F-68 al 0,1% en dicha muestra; y que la
cuantificacion por ELISA de esta proteina no se afecta por la presencia de los tensoactivos evaluados a
excepcion del Pluronic F-127.



ANexos 124

Anexo 5. Evaluacién de otras propiedades que deben tener las microesferas para ser incluidas en

un producto biofarmacéutico

1) Humedad residual

La presencia de agua en las particulas puede provocar que ocurran fendmenos indeseables tales como
cambios en la matriz polimérica por la hidrolisis de los enlaces éster del polimero, o cambios en la
proteina favorecidos por el medio himedo. Por esta razén resulta importante determinar la humedad

residual en las microesferas.

Este parametro se determind por el método de Karl-Fisher (63). Se utilizaron de 20 mg microesferas,
las cuales fueron transvasadas directamente al recipiente de valoracién del equipo. La determinacién se

realizo segun se describe en la USP 32.

La humedad residual fue, como promedio, menor que 2,5%. Dicho valor resulta adecuado si se tiene en
cuenta que para la mayor parte de las formulaciones liofilizadas de proteinas el limite de aceptacion
para este parametro es de 5%. Por otra parte, para las microesferas de PLGA cargadas con hormona de
crecimiento humana, desarrolladas a escala de laboratorio, se reportd una valor similar (1,7 + 0,7%)
(63).

11) Solvente residual

Los solventes residuales en formas farmacéuticas se definen como productos quimicos organicos
volatiles que se utilizan o se producen en la fabricacion de medicamentos y excipientes. Debido a la
toxicidad de estas sustancias, debe evitarse su presencia en cualquier medicamento. Sin embargo en la
mayoria de los casos resulta imposible eliminarlos totalmente durante los procesos tecnologicos de
produccion, por lo tanto deben ser cuantificados como parte del control de calidad de las formulaciones

y su contenido debe ser inferior al limite establecido por las agencias reguladoras (91, 92, 183).

El solvente residual de determind mediante cromatografia gaseosa. Se pesaron 10 mg de microesferas y
se disolvieron en 1mL de dioxano. La solucion fue analizada en un equipo PYE UNICAM PU 4550
(Pye Unicam, Reino Unido) con integrador Shimadzu C-R3A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japén).
Como fase estacionaria se utilizd Porapak P en una columna de 2,1 m de largo por 4 mm de didmetro
interno. La fase mdvil (gas portador) utilizada fue nitrégeno, a un flujo de 30 mL/min. Se emple6 un
detector por ionizacién de llama con un flujo de hidrogeno de 33 mL/min y un flujo de aire de 300
mL/min. El volumen de inyeccion fue 10 pL. El gradiente de temperatura utilizado fue de 120°C a
210°C, con una velocidad de incremento de 10°C/min. La temperatura del inyector fue de 230°C al
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igual que la del detector. Se determind primero, de forma independiente, el tiempo de retencion del
DCM (analito) y del dioxano (disolvente).

Para determinar los restos de DCM (Unico solvente empleado durante le proceso de
microencapsulacion), las muestras de microesferas se disolvieron en dioxano. Un cromatograma de este
solvente se muestra en la Figura A5.1 (A) y en €l se observa una sefial principal con un tiempo de
retencion de 9,112 minutos. Al analizar una muestra de DCM disuelto en dioxano aparece otra sefial
con un tiempo de retencion de 4,093 minutos que se asigna a dicho solvente (Figura A5.1 (B)).
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Figura A5.1. Cromatogramas correspondientes al Figura A5.2. Cromatograma de mi-
dioxano (A) y al diclorometano (B). croesferas disueltas en dioxano.

Posteriormente, se analizaron 8 muestras de microesferas elaboradas en dias diferentes. Los
cromatogramas obtenidos fueron iguales y en ninguno aparecié sefial en el tiempo de retencién
correspondiente al DCM. La Figura A5.2 muestra uno de estos cromatogramas.

Para comprobar la efectividad de la técnica empleada para la deteccion de DCM a bajas
concentraciones en las muestras, se tomaron tres preparaciones de microesferas disueltas en dioxano y
se les adicion6 una cantidad de DCM conocida: 10, 20 y 40 ppm respectivamente. En los tres
cromatogramas aparecié la sefial correspondiente al DCM, y aunque la misma es pequefia, es posible
observar que aumenta de tamafio segin aumenta la concentracion de DCM presente en la muestra
(Figura A5.3). De acuerdo con estos resultados, es posible afirmar que el contenido de DCM en la

solucion de microesferas fue menor que 10 ppm que es la concentracion minima de DCM detectada,
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mientras que la concentracion de DCM en las microesferas sélidas es menor que 1000 ppm de acuerdo
con la dilucion que se realiza al preparar las muestras (se disuelven 10 mg de microesferas en 1 mL de
dioxano).
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Figura A5.3. Cromatogramas de muestras de microesferas disueltas
con adicién de diclorometano a diferentes concentraciones. A) 10
ppm, B) 20 ppm y C) 40 ppm.

La dosis diaria permitida de DCM es de 6 mg (91). A partir del resultado anterior, se puede afirmar que
las microesferas obtenidas presentan una cantidad de DCM residual menor que 1000 pg por cada
gramo de microesferas (ug/g o ppm), o lo que es lo mismo menor que 1 mg/g. Es decir, que seria
posible administrar 6 g de microesferas para alcanzar el limite permisible de DCM. Como las dosis que
se requieren de estos principios activos son pequefias (generalmente microgramos), las cantidades de
microesferas que se administran no suelen exceder los 100 mg. Si consideramos que se administraran
100 mg de microesferas en una dosis estaremos introduciendo en el organismo como méximo 0,1 mg

de DCM. Esta cantidad resulta mucho menor que la dosis diaria permitida (6 mg).

111) Esterilidad de las microesferas

Las microesferas no pueden ser esterilizadas por los métodos tradicionales tales como filtracion,
irradiacion o vapor, por esto se requiere disefiar un procedimiento de encapsulacién en condiciones
asépticas que garanticen la esterilidad del producto final (87, 183). En este trabajo el procedimiento de
encapsulacion fue adaptado para cumplir este propdsito.



Anexos 127

Todos los reactivos empleados como materias primas o intermediarios fueron esterilizados de forma
apropiada antes de ser usados. Los solventes fueron esterilizados mediante filtracion por membrana de
teflon de 0,2 um. La solucion de PVA al 1% se esteriliz6 mediante autoclave (121°C, 1 atm) durante 30
min. Los recipientes, otros materiales y las partes moviles de los equipos que se ponen en contacto con
las soluciones, emulsiones o microesferas fueron esterilizados también en la autoclave con las

condiciones mencionadas anteriormente.

Todas las operaciones d el proceso de encapsulacion fueron realizadas en un flujo laminar segin se

muestra en la Figura A5.4.

Figura A5.4. Las operaciones del proceso de encapsulacién por el método de doble
emulsion - evaporacion del disolvente se llevan a cabo en un flujo laminar para
garantizare la esterilidad de las microesferas obtenidas.

La esterilidad de las microesferas se evalia mediante el examen de este pardmetro en las particulas
formadas (esterilidad externa) y ademas en el interior de las particulas (esterilidad interna). La
esterilidad externa se estudia mediante el método de siembra directa descrito en la USP 30 (184). Para
ello se incubaron las particulas en los dos medios de cultivo utilizados en las condiciones adecuadas y
se analizé la presencia de crecimiento microbiano durante 14 dias. La esterilidad interna se estudid
mediante el método de filtracion por membrana (184). Para ello 10 mg de microesferas se disolvieron
en 1 mL de dimetilsulfoxido y la solucidn obtenida se filtro a través de una membrana de teflon de 0,2
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pm debidamente esterilizada. El filtrado se incubd con los medios de cultivo recomendados y el

crecimiento microbiano fue observado durante 14 dias.

Varios lotes experimentales de microesferas fueron analizados por este procedimiento y no se observé
crecimiento microbiano en ninguna de las muestras evaluadas. Este resultado permite afirmar que es
posible obtener, por el procedimiento de doble emulsion - evaporacion del disolvente realizado en

condiciones asépticas, microesferas cargadas con IFN-a.2b y FCE estériles.
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