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RESUMEN
Se plante6 Ia siguiente investigacion con el objetivo, de elaborar microesferas
biodegradables de PLGA conteniendo diclofenaco sédico, una forma farmacéutica
de liberacién prolongada para uso parenteral, se preparé para administracion
intraperitoneal, utilizando los métodos de doble emulsién (W/O/W) y sus variantes
propuestos por Bautista. Ch, 2009 ; M. Tuncay et. al 2000 @. Los productos
obtenidos fueron caracterizados utilizando un disefio estadistico experimental, tipo
Plakett-Burman con siete factores de orden tecnolégico, a dos niveles. Las siete
‘variables estudiadas fueron: concentracion del polimero, concentracion de alcohol
polivinilico (PVA), cantidad de farmaco, volumen de isopropanol, volumen de fase
acuosa, velocidad de homogenizacion y tiempo de homogenizacién. Como
variables respuesta se evaluaron: a) el rendimiento del proceso, b) la eficacia de
encapsulaciéon y ¢) la cantidad de farmaco liberado después de 2 horas en un
tampén fosfato PBS, pH 6,8 (efecto Burst). Se complementé con estudios in vitro
durante 5 dias observandose una liberacién sostenida del principio activo. Para los
estudios in vivo, se us6 carragenina para inducir edema plantar en los animales de
experimentacion Ratas albinas (Rattus norvegicus). Se usé dosis de 5 mg/Kg, 10
mg/Kg de Ilas microcapsulas con mejor caracterizacion por inyeccion
Intraperitoneal, el proceso antinflamatorio se midio alas 1, 3, 5, 9, 15y 24 horas en
un pletismémetro. También se calculé el pardmetro “Area bajo la curva’, para
analizar el efecto antinflamatorio a lo largo del tiempo. Los factores de orden
tecnoldgico que influyeron de manera negativa en las formulaciones fueron la fase
acuosg, la velocidad y tiempo de agitacion, una variacién de estos desde el nivel
inferior al superior serian desfavorables en las formulaciones, mientras que el resto
de los factores influyeron de manera positiva una variacion desde el nivel inferior al
superior favorecen positivamente en las formulaciones. Se obtuvieron microesferas
con buena morfologia y tamarios adecuados para uso parenteral, en el mejor de los
casos el rendimiento fue de 88% y una eficacia de 96%, con un efecto Burst
minimo. Las pruebas in vitro durante 5 dias con la mejor formulacion, se demostrd
que libera el principio activo desde las microesferas de manera prolongada con una
concentracion casi constante durante ese tiempo. La evaluacién del proceso



antinflamatorio después de la terapia en los animales tratados con 10 mg/kg no
mostraron ninguna diferencia significativa en comparacion con el grupo patrén (10
mg/Kg de DIC. SOD. Libre) las dosis de MP. DIC.SOD. de 10 y 5 mg/kg mostraron -
diferencias significativas en comparacién con el grupo control (SSN).

Palabras Clave: poli (lactida-co-glicélico &cido) microesferas; diclofenaco sédico;
método evaporacién; inflamacion.



ABSTRACT

Was raised the following research with the objective to develop biodegradable
microspheres of PLGA containing diclofenac sodium, a pharmaceutical form of
extended-release for parenteral use, was prepared for intraperitoneal
administration, using the methods of double emulsion (W/O/W) and its variants
proposed by Bautista. Ch, 2009 " M. Tuncay et. Al 2000 @The products obtained
were characterized using a statistical experimental design, type Plakett-Burman
with seven variables, on two levels. The variables studied were: the polymer
concentration, concentration of PVA, amount of drug, volume of isopropanol,
volume of aqueous phase, speed of homogenization, time of homogenization. As
response variables were evaluated: (a) the process performance, (b) the
effectiveness of encapsulation and c) the amount of drug released after 2 hours in a
PBS phosphate buffer, pH 6.8 (effect Burst). It is complemented by in vitro studies
during 5 days showing a sustained-release the beginning active. For in vivo studies,
carrageenan was used to induce plantar edema in experimental animals (Albino
rats). It is use doses of 5 mg/kg, 10 mg/kg of the microcapsules with better
characterization by intraperitoneal injection, the inflammatory process was
measured at 1, 3, 5, 9, 15 and 24 hours in a plethysmometer. it is also calculating
the parameter "area under the curve", to analyze the antiinflammatory effect over
time. The order of technological factors that have influenced in a negative way in
the formulations were the aqueous phase, the speed and time of agitation, A
variation of these from the lowest to the highest level would be unfavorable in
formulations, while the rest of the factors positively influenced a variation from the
lowest to the highest level favor positively in the formulations. Beads were obtained
with good morphology and sizes suitable for parenteral use, in the best of cases,
the yield was 88% and an efficiency of 96 %, with @ minimum burst effect. In vitro
tests for 5 days with the best formulation, it was demonstrated that releases the
active principle from the microspheres so prolonged concentration with a nearly

constant during that time.



The evaluation of the process after the anti-inflammatory therapy in animals treated
with 10 mg/kg showed no significant difference in comparison with the standard
group (10 mg/Kg of DIC. SOD. Free) doses of MP. DIC.SOD 10 and 5 mg/kg
showed significant differences in comparison with the control group (SSN).

Key Words: poly(lactida-co-glycolic) acid microspheres; diclofenac sodium;
evaporation method; inflammation.
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INTRODUCCION
La inflamacién es una de las respuestas mas comunes del organismo ya sea aguda o
crénica, que se producen por diferentes causas como lesiones, golpes, enfermedades
degenerativas, etc. Que afectan a una gran parte de la poblacién. La medicacién
utlizada para su tratamiento incluye los medicamentos anti-inflamatorios no
esteroideos (AINEs). ? Estos medicamentos no son suficientemente eficaces, por esta
razoén, en varios casos, deben ser administrados en forma conjunta con inyecciones de
corticoides. Sin embargo, la administracién de esteroides puede generar efectos
adversos graves, tales como osteoporosis, elevacion de la presion arterial, el sindrome
de Cushing, etc. “8) | a administracion de los AINEs podria ser una alternativa a la
administracién de corticosteroides, evitando sus devastadores efectos. Sin embargo,
debido a la corta vida media que presentan la mayoria de los AINEs, éstas requieren
inyecciones frecuentes para mantener niveles terapéuticos. En las dos Gltimas décadas
y en la actualidad un considerable interés viene suscitado el uso de polimeros
biodegradables para aplicaciones especializadas como las formulaciones de liberacién
controlada de drogas. El poli (lactida-co-glicolida) PLGA. Ha demostrado ser excelente
portador de farmacos para los sistemas de microparticulas debido a sus ventajas,
como biocompatibilidad, biodegradabilidad, no toxicidad. La administracién de
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) por via parenteral en pacientes con
enfermedad inflamatoria crénica es complicada debido a la corta duracion del efecto.
Ademas, la administracion de estos dispositivos formulados como microcapsulas
proporciona la ventaja de facilitar su inyeccidon a través de agujas normales de
infiltracién. EI PLGA se ha estudiado extensamente como polimero portador de
microparticulas biodegradables. Por lo tanto, principalmente debido a su larga historia
de seguridad humana, utilizada en forma de suturas quirirgicas y su disponibilidad
comercial en diferentes relaciones de monémeros y pesos moleculares hacen factible
su uso. La experiencia ha demostrado que miultiples factores afectan la eficacia de
encapsulaciéon y la tasa de liberacién del farmaco de estas microparticulas, que
podrian ser de orden tecnolégico, cantidades y tipo de excipientes y principio activo
usado y el método de elaboraciéon. Muchos de los investigadores han examinado el
peso molecular del PLGA como uno de los principales factores que afectan Ila
liberaciéon del farmaco. Observaron perfiles, con tasas de liberacién de farmacos que

van disminuyendo a medida que aumenta el peso molecular del PLGA. ' Por otro
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lado, algunos han informado de que el peso molecular no es un factor determinante y
en su lugar atribuyen los efectos obtenidos con la viscosidad de la fase interna de la
emuisién que se forma cuando se hace la preparaciéon de las microesferas. @ 9)
Ademas, algunos autores 10 han reportado mayores tasas de degradacion con una
liberacién mas rapida, tasa de la droga a partir de polimeros de bajo peso molecular.
El aumento de la tasa de degradacién se asocia con un alto contenido de grupos
carboxilo terminal (COOH) de los polimeros de bajo peso molecuiar, y que los grupos
actian como catalizadores. Con el fin de mejorar su utilidad terapéutica, se propone
desarrollar microesferas de acido poli (lactico-co-glicélico, PLGA), que contienen
diclofenaco sédico microencapsulado para administracion parenteral en el tratamiento
de procesos inflamatorios. Teniendo en cuenta que el diclofenaco sédico es un AINE
agente de uso general en el tratamiento de las inflamaciones agudas y crénicas como:
trastornos artriticos, tales como espondilitis anquilosante, la artritis reumatoidea y
osteoartritis, también como analgésico y antipirético. El desarrolio de un sistema
biodegradable de diclofenaco sédico, sobre la base de microparticulas, tiene caso de
ser de gran interés. Sin embargo, estudios previos indican que los AINEs muestra una
gran explosion inicial, cuando se esta formulando como microesferas. Para evitar este
efecto, se ha considerado el uso de un aditivo en la formuiacién. De hecho, algunos
investigadores "**® ya han propuesto el uso de diferentes aditivos para modular la
difusion de los principios activos a través de la matriz. El estudio tiene como objetivo
preparar microesferas de PLGA 50:50 cargado con diclofenaco sddico para la
administracion parenteral, capaz de liberar el principio activo, durante un periodo de
tiempo posible. Los sistemas microcapsulares obtenidos con las mejores condiciones
previamente establecidas fueron evaluados para determinar su efecto en el modelo
antiinflamatorio de edema plantar inducido por carragenina, en ratas. La formulacion
fue disefiada para obtener un efecto antiinflamatorio local y por lo tanto reducir al

minimo los efectos secundarios.
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. GENERALIDADES



ASPECTOS GENERALES
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
Los agentes antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) son los farmacos recetados
con mayor frecuencia en todo el mundo en sus diferentes presentaciones:
comprimidos, cremas e inyectables. Sin embargo, su utilidad clinica sigue siendo
limitada principalmente por los efectos secundarios nocivos que producen sobre
todo en el tracto gastrointestinal " Todos los farmacos AINEs comunes producen
una accion local en el epitelio gastrico debido a su naturaleza acida. En el medio
gastrico acido, sus formas lipofilicas son absorbidas por las células con mayor
facilidad. Sin embargo, el elevado pH intracelular da lugar a la captura de los
farmacos AINEs ionizados, que muesiran a continuacibn su acciéon
antiprostaglandinica local ain con mayor intensidad y provocan un dafio en la
mucosa gastrica, cada vez que ocurre una lesion celular las prostaglandinas son
liberadas y aparecen como exudados inflamatorios. Existen dos formas de enzimas
cicloxigenasas, la ciclooxigenasa 1 (COX 1), una isoforma constitutiva encontrada
en células y tejidos normales, y la ciclooxigenasa 2 (COX 2), encontrada en
condiciones de inflamacién. Estas enzimas convierten al acido araquidénico en
prostaglandinas, los AINEs inhiben esta enzima evitando la formacion de
prostaglandinas que desencadenan los procesos inflamatorios. '® El diclofenaco
sodico es un farmaco analgésico y antiinflamatorio derivado del acido fenilacético
creado especificamente como antiinflamatorio. Es ampliamente utilizado en la
terapéutica actual para el tratamiento sintomatico de procesos agudos o cronicos
relacionados con dolor e inflamacion. '® En el mercado farmacéutico peruano, el
diclofenaco sédico se presenta en tabletas, inyectables y en geles. ' Al igual que
otros AINEs (antiinflamatorios no esteroideos), el diclofenaco sédico es uno de los
farmacos que se puede utilizar en el desarrollo de sistemas nano y
microencapsulados, por sus propiedades fisicoguimicas que los hacen farmacos
modelos de buena solubilidad, y por sus caracteristicas farmacologicas y su
aplicacion terapéutica. Segun el sistema de clasificacién biofarmacéutica el
diclofenaco se encuentra en el grupo li, es decir, se considera que tiene baja
solubilidad y alta permeabilidad. "® Por lo antes mencionado, el interés de la



liberacion de farmacos a ftravés de portadores se ha incrementado
considerablemente durante los Ultimos afios. Las razones son obvias, si el portador
tiene el potencial para dirigir el farmaco a su sitio de acciéon, un efecto
farmacolégico optimo podria obtenerse y al mismo tiempo, los efectos adversos de
los farmacos podrian disminuir. 1% Este deseo de dirigir los farmacos a los érganos
blancos especificos es un viejo suefio discutido desde comienzo del siglo XXI. La
ciencia farmacologica actual encamina sus estudios hacia la busqueda de un
vehiculo capaz de transportar el farmaco hasta su lugar de acciéon, a fin de evitar,
en lo posible, sus efectos adversos. De acuerdo con este criterio, se han
desarrollado ultimamente nuevos sistemas de administracion de farmacos, como
los liposomas, las nanoparticulas, microparticulas, nanocapsulas y microcasuplas
entre otros, siendo portadores coloidales particulares que se usan como sistemas
de liberacion de farmacos. ©? Los sistemas de transporte basado en materiales
sélidos poliméricos en forma de nanocapsulas y microcapsulas presentan mayores
ventajas que los liposomas en cuanto a estabilidad y reproducibilidad, en un intento
de favorecer la penetraciéon de los farmacos en zonas corporales de dificil acceso
(barreras histicas, neoplasias, etc). @ Por un lado deben evitarse concentraciones
excesivas que provoquen mayor frecuencia y gravedad de efectos colaterales y por
otro lado, concentraciones insuficientes que pueden originar la pérdida del efecto
terapéutico. @ La importancia de los polimeros en la industria farmacéutica
recientemente, se ha visto incrementada debido a que cumple dos funciones; como
encapsulantes y como portadores. Los encapsulantes protegen y los portadores
regulan la liberacién del principio activo. Por todo lo mencionado anteriormente es
necesario realizar estudios orientados a la metodologia de elaboracion para el uso
parenteral, aplicar modelos en la investigacion farmacolégica; que nos permitan
corroborar la biodegradabilidad e inocuidad de los polimeros usados, asi como
prolongar el efecto terapéutico del principio activo en el organismo.



1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA
¢Durante la elaboracion y caracterizacion de microesferas biodegradables para

uso parenteral a partir de 4cido poli(lactico-co-glicolico) conteniendo diclofenaco

sédico, los factores de orden tecnoloégico actuaran de manera positiva o

negativa en las formulaciones y cual sera el efecto que tendran las microesferas

sobre edema plantar inducido por carragenina en ratas?

1.3. OBJETIVOS
1.3.1. OBJETIVOS GENERALES
Elaborar y caracterizar diclofenaco sédico microencapsulado en microesferas

biodegradables de acido poli (lactico-co-glicolico) para uso parenteral y evaluar el

efecto sobre edema plantar inducido por carragenina en ratas.

- 1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Elaborar microparticulas biodegradables a partir de &cido poli (lactico-co-
glicolico) PLGA 50:50 conteniendo diclofenaco sédico.

Evaluar la influencia de posibles factores tecnolégicos que influyen en la
formulacion de las miCroparﬁcuIas elaboradas con las proporciones del
biopolimero (PLGA 50:50), principio activo, excipientes, tiempo y velocidad
de agitacion.

Caracterizar las microparticulas obtenidas en: forma, tamafio de particula,
rendimiento del proceso de encapsulacién, eficacia de encapsulacién y
determinacion de farmaco adsorbido (efecto Burst).

Realizar la evaluacion in vitro de la forma farmacéutica obtenida con mejor
caracterizacién, en tampon fosfato pH = 6,8 a diferentes intervalos de tiempo
durante 120 horas.

Realizar la evaluacion de la actividad antiinflamatoria de la forma
farmacéutica obtenida con mejor caracterizacion, por via intraperitoneal en
animales de experimentacion (ratas albinas), utilizando la prueba de edema

plantar inducido por carragenina.



1.4. JUSTIFICACION

DESDE EL PUNTO DE VISTA INDUSTRIAL.

La industria farmacéutica moderna busca constantemente tecnologias para la
obtencion de transportadores de diferentes farmacos como citostaticos,
antiinflamatorios, péptidos y hormonas, entre otros que se esta poniendo a disposicién
de la terapéutica, pero que debido a sus caracteristicas biofarmacéuticas y/o
estabilidad in vivo y toxicidad, su aplicacién en terapéutica es muy limitada. Dentro de
estas tecnologias se destaca el empleo de microesferas biodegradables de acidos
polilacticos como sistemas poliméricos matriciales de liberacién controlada. Los
polimeros se emplean como materiales transportadores o controladores de la
liberacién de farmacos cuando se elaboran microparticulas. Deben ser biocompatibles
y en el caso de las microparticulas de uso parenterales, también deben ser
biodegradables.

DESDE EL PUNTO DE VISTA DE SU APLICACION
Por lo tanto los investigadores buscan nuevas alternativas que impliquen una

reduccion de su toxicidad y una liberacién sostenida o controlada para lograr el efecto
terapéutico con una sola dosis. En el presente estudio pretendemos contribuir en la
elaboracién de una forma farmacéutica como son microcapsulas biodegradables
conteniendo como principio activo diclofenaco sédico y evaluar su eficacia terapéutica
como antiinflamatorio inducido experimentalmente en ratas albinas. En cualquier caso,
la demostracion de su mecanismo y de la accion en si, necesitara la realizacién de
ensayos farmacolégicos experimentales in vitro e in vivo que se pueden realizar a partir
de la forma farmacéutica adoptada.

DESDE EL PUNTO DE VISTA ECONOMICO Y SOCIAL
Con el tiempo tener una posibilidad de lanzamiento al mercado farmacéutico,

beneficiando a los pacientes que sufren enfermedades inflamatorias crénicas, pues
con una sola dosis se logra un efecto terapéutico prolongado y asi abaratar los costos
de las muiltiples aplicaciones que se dan con los farmacos convencionales.

DESDE EL PUNTO DE VISTA CIENTIFICO
Las experiencias que se puedan encontrar en esta investigacion, seran de mucho

interés para las futuras generaciones, realizando mas estudios de las formulaciones,
de la forma farmacéutica y estandarizando métodos de microencapsulacién, podrian
ser aplicados para otros tipos de principios activos, y productos naturales y asi mejorar

su utilidad terapéutica.



1.5. LIMITACIONES

De orden bibliografico:

En la literatura acerca de la elaboracidbn de microparticulas (microcapsulas,
microesferas) con principios activos hidrosolubles es muy limitada, puesto que
sigue siendo materia de investigacién. Las bibliografias utilizadas en este trabajo
de investigacion son resumenes que se encuentran en revistas especializadas de
acceso limitado, en la presente investigacion se adoptaron las metodologias y sus

variantes propuestas por, Bautista Ch. 2009. y M. Tuncay; et.al. 2000. "2

De orden tecnolégico:

En los laboratorios de tecnologia farmacéutica de la Universidad Nacional de San
Antonio Abad del Cusco, no se cuenta con la tecnologia y equipamiento adecuado
para la elaboracién de las microcapsulas; razon por la cual se solicitdé la compra de
los equipo T-25 digital Ultra turax y Eurostar power, que demoré un tiempo
prolongado;' también por no contar con los demas equipos y materiales de trabajo,
en un solo area de investigacion, se solicité el uso de otros laboratorios y el
traslado de algunos equipos, de los diferentes laboratorios para implementar un
area de trabajo adecuado.

1.6. HIPOTESIS.
Los factores de orden tecnolégico actuaran mayormente en forma positiva en las
formulaciones de elaboracién y caracterizacion de microesferas biodegradables
para uso parenteral a partir de acido poli(lactico-co-glicolico) conteniendo
diclofenaco sédico y las microesferas tendran efecto sobre edema plantar inducido

por carragenina en ratas.
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2.1. VISION HISTORICA
2.1.1. ANTIINFLAMATORIOS NO ESTEROIDEOS

La historia de los antiinflamatorios no esteroideos es conocida desde hace mucho
tiempo debido a la capacidad curativa que tienen las cortezas de arboles como el
caso del sauce, usada por diferentes culturas. Tal es el caso del reverendo
Edmund Stone, que a mediados del siglo XVIIl en Inglaterra sefialaba buenos
resultados al usar ésta corteza para curar fiebres. El efecto terapéutico era debido
a un glucotsido que salia de la corteza llamado salicina, de la cual se logré la
purificacion en 1829 por Henri Leroux, quién demostré que también existian
efectos antipiréticos. La hidrélisis de la salicina genera glucosa y alcohol
salicilico, que puede transformarse en acido salicilico in vivo o por manipulacién
quimica. El salicilato de sodio se usé contra la fiebre reumética, y para 1875
se usé como antipirético observandose también efectos uricosuricos y actividad
contra la gota. Posteriormente la preparacion del acido acetilsalicilico fue
continuada por Félix Hoffmann quién trabajaba para la compania Bayer, y Heinrich -
Dresser lo comenz6 a utilizar para el afio 1899 bajo el nombre aspirina que hace
referencia a la especie vegetal Spiraea, de la que inicialmente se prepard éste
acido.

Son los compuestos sintéticos los que aun se usan por ser menos costosos que los
compuestos naturales, al igual que muchos otros que se descubrieron en el siglo
pasado y que comparten los mismos efectos o casi todos. Entre ellos tenemos a los
derivados del p-aminofenol (acetaminofén) o a la indometacina. ?" Existen un
gran numero de agentes antiinflamatorios que poseen actividad analgésica,
los cuales podemos clasificar como analgésicos débiles y fuertes. Estos
Ultimos también son denominados como narcéticos u opiaceos. Los débiles
también presentan usualmente propiedades antipiréticas y antireumaticas. ©?
Dentro de los analgésicos débiles o no narcéticos encontramos al diclofenaco, que
tiene las propiedades terapéuticas mencionadas de antiinflamatorio, antipirético y
antireumatico. Este farmaco se encuenfra en el grupo denominado
antiinflamatorios no esteroideos o AINEs. ®? No todos los AINEs han sido
aprobados por la FDA para todas las enfermedades reumaticas, es probable que
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todos sean eficaces para la artritis reumatoide, osteoartritis, sindrome musculo
esqueléticos localizados (esguinces y torceduras) y gota (excepto tolmetin, el
cual resulta ser ineficaz). Debido a efectos adversos de la aspirina por
administraciones prolongadas o dosis mas altas de las recomendadas, puede
presentarse dolor abdominal, diarrea, nduseas, vémito, anemia hemolitica, prurito,
exantema, dafio renal y/o hepatico, por lo que se han desarrollado otros AINES
para mejorar |a eficacia y disminuir la toxicidad de la aspirina. @24

2.1.2. MICROESFERAS BIODEGRADABLES
El interés de la liberacion de drogas a través de portadores se ha incrementado
considerablemente durante los Ultimos afios. Las razones son obvias, si el portador
tiene el potencial para dirigir la droga a su sitio de acciién, un efecto farmacologico
6ptimo podria obtenerse y al mismo tiempo, los efectos adversos de la droga
podrian disminuir. ® Es un hecho conocido que la distribucion del farmaco una
vez administrado al organismo puede provocar efectos secundarios en otras zonas
de éste. Se debe establecer por tanto, un adecuado balance entre los efectos
beneficiosos producidos por el medicamento y |las reacciones adversas que pueden
desencadenarse en diferentes 6rganos. @® Este deseo de dirigir las drogas a los
6rganos blancos especificos es un viejo suefio discutido desde comienzo de este
siglo. ® La ciencia farmacolégica actual encamina sus estudios hacia la busqueda
de un vehiculo capaz de transportar el farmaco hasta su lugar de accion (tejido
diana), a fin de evitar, en lo posible, sus efectos adversos. De acuerdo con este
criterio, se han desarroilado ultimamente nuevos sistemas de administracién de
farmacos, ®® como los liposomas, nanoparticulas y microparticulas, entre otros,
siendo portadores coloidales particulares que se usan como sistemas de liberacion
de drogas. ® Los sistemas de transporte a base de materiales solidos poliméricos
en forma de nanoparticulas y microparticulas presentan mayores ventajas que los
liposomas en cuanto a estabilidad y reproducibilidad, en un intento de favorecer la
penetracion de los farmacos en zonas corporales de dificil acceso (barreras
histicas, neoplasias, etc). %" Por un lado deben evitarse concentraciones

excesivas que provoquen mayor frecuencia y gravedad de efectos colaterales y



por otro, concentraciones insuficientes que pueden originar la pérdida del efecto
(28)

terapéutico.
2.2. ANTECEDENTES
2.2.1. Antecedentes Internacionales.

< Nihant et al. En 1995. Analizaron el efecto de la composicion del copoliéster
lactida/glicolida utilizado como cobertura, sobre la estabilidad de la primera y
segunda emulsién y sobre la morfologia final de las microparticulas obtenidas. Ellos
observaron, que la primera emulsion, era mas estable a medida que el copolimero
empleado era menos hidréfobo, atribuyendo este efecto a la interface
diclorometano/agua, ya que la tension interfacial decrece cuando la hidrofobia del
polimero también decrece. Estos autores también demostraron que el uso de
soluciones de polimero en altas concentraciones, induce a la formacién de esferas
mas grandes; en contraste, cuando las soluciones de agente dispersante fue alta,
obtuvieron microesferas mas pequefias en diametro. Es decir que el tamario de las
microesferas puede ser controlado con el uso de la concentracién adecuada de

polimeros y/o agente dispersante. ¢

>

< Alvarez et al. En 1998. Obtuvieron resultados interesantes con microesferas
de PLGA para la administracion de dexametasona. Estos estudios demostraron
- que la microencapsulacién de dexametasona, basada en la técnica de evaporacion
Hst oslvsnts daba tugar a rendimientoe euperiores de encapsulacion que los
obtenidos con el fosfato de dexametasona, obteniendo eficacias medias de
incorporacion del farmaco superior al 66%. También, se puso de manifiesto que un

aumento en la cantidad de dexametasona se traducia en un incremento tanto de la
dosis .com ion inici 3 i
0 en la cesion inicial del farmaco. La adicion de dextrosa generé un

aumento de la cantidad cedida de dexametasona, a pH 7.4, durante sélo los dos

primeros dias del ensayo de la cesion, lo

0 que no aporté una ventaja significativa.
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% Lin et al. En el 2000. Elaboraron microesferas cargadas con un AINE
(diclofenaco), destinados a la administracion intra-articular, se han desarrollado

utilizando poliésteres diferentes, tales como PLA, PLGA y Poli 5-valerolactona (PV).
1)

*

% Tuncay et al. En el 2000. Realizaron estudios, de liberacion controlada de
formulaciones parenterales de diclofenaco sédico utilizando PLGA, para
administracién intra-articular, evaluaron in vitro para ver el tamafio de particula, la
carga de farmaco, rendimiento, morfologia superficial y caracteristicas de
liberaciéon. Para los estudios in vivo, utilizaron tecnecio 99m marcador humano
policlonal, también usaron immuno gamma giobulina (99m Tc-HIG) como
radiofarmaco para demostrar las lesiones artriticas por radiacion de gammagrafia.
La evaluacion de las lesiones artriticas después de la terapia en los conejos no
mostraron ninguna diferencia significativa en el grupo tratados con microesferas de
PLGA (50:50) (peso molecular 34 000) en comparacion con los grupos de control.
@

< Herrero-Vanrell et als. En el 2000. Elaboraron microesferas de PLGA y
ganciclovir con el objetivo de obtener una formulacion esterilizada de microesferas
PLGA para la liberacion controlada intraocular de ganciclovir. Los resultados
mostraron que la dispersion del farmaco en suero fisiolégico aumentaba la
eficiencia de encapsulacién, con valores de hasta un 95% en microesferas de 300-
500 pm. Estas microesferas cedieron ganciclovir hasta el dia 21 de forma
constante, pero luego la velocidad disminuyé desde el dia 25 hasta el dia 42 (final
del ensayo de cesion). No se observaron diferencias significativas en el perfil de

cesion después de la esterilizacion. ©?

% Yi-Yang et als. En el 2000. Realizaron un estudio morfologico, de
distribucién del farmaco y perfiles de liberacion “in vitro’ de microesferas de
policaprolactona (PCL) y poli (lactida-co-glicolida) en una relacion 65/35
conteniendo albumina sérica bovina (BSA) preparada por el método de doble
emulsion y evaporacion del disolvente, a fin de establecer una correlacién entre
estos factores, para emplearlos en dispositivos de liberacion controlada en peces
de zonas tropicales. Empleando un microscopio de barrido laser confocal (MBLC)
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ellos encontraron en las micrografias que la concentraciéon de polivinil alcohol (PVA
como emuisificante) en la fase externa acuosa influye fuertemente en la distribucion
del farmaco dentro de las microesferas y en los perfiles de liberaciéon, y que esta
técnica provee una buena aproximacion para explorar la estructura interna de las
microesferas y distribucién del farmaco. ©3

s Panyan et al. En 2003. Investigaron el efecto del tamafio de particula de
nano y microparticulas de poli (D, L- Lactida-co-glicolida) (PLGA 50/50) en la
degradacion del polimero y liberacion de albumina sérica bovina (BSA), emplearon
la técnica de doble emulsion agua/aceite/agua y evaporacion del disolvente para
preparar estas nano y microparticulas. Ellos encontraron que la degradacion del
polimero en nano y microparticulas de PLGA, con una rapida degradacion durante
los primeros 20-30 dias seguido por una lenta fase de degradacion. ¢4

< Fernandez A. et al. En 2003. Con el fin de mejorar su utilidad terapéutica,
han logrado desarrollar microcapsulas de acido poli (lactico-co-glicélico, PLGA),
que contienen ibuprofeno microencapsulado para administracion intra-articular en
el tratamiento de la artritis reumatoidea, logrando mantener in vitro concentraciones

terapéuticamente adecuadas durante mas de ocho dias. ¢

~ * Chiappetta D, Legaspi MJ, Niselman v, et al. En el 2005. Obtuvieron
microesferas de poly(D,L-lactico) conteniendo progesterona por medio de una
emulsion simple aceite en agua empleando una técnica de evaporacion de
solvente. Encontraron que la cantidad de principio activo, cantidad de polimero y
concentracion de alcohol polivinilico, influyeron significativamente sobre la
encapsulaciéon de progesterona. Los estudios de liberacion in vitro han mostrado
que> de acuerdo al tamafio de particula se pueden obtener formulaciones que
logran liberar progesterona en pocos dias u obtener una liberacion sostenida
durante 28 dias. Los estudios muestran que existe una interaccién fisicoquimica

entre la progesterona y el polimero. ©©
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s Aragon et al. En el 2010. Elaboran microparticulas de un polimero
biodegradable, acido poli (lactico-co-glicélico), cargadas con naproxeno.
Concluyeron que las mejores condiciones para la elaboracién de las
microparticulas son determinadas experimentalmente, encontrando que la relacion
farmaco/polimero, la cantidad de isopropanol, el volumen de fase acuosa, la
velocidad de agitacién y el tiempo de agitacién influyen significativamente en las
caracteristicas de las microparticulas obtenidas. En el modelo de edema plantar
inducido por carragenina en ratas Wistar, se encuentra que el naproxeno
microencapsulado en dosis de 5 mg/Kg y 10 mg/Kg presenta mayor efecto
antiinflamatorio que el naproxeno libre en dosis de 10 mg/Kg. "

2.2.2. Antecedentes Nacionales

< Bautista Ch. En el 2009. Evalu6 si los Biopolimeros son validos para
obtener microparticulas por el meéetodo de la doble emulsion (A1/0O/A2) -
evaporacién del solvente, método especifico para la microencapsulaciéon de
farmacos hidrosolubles. La capacidad de cada uno de ellos para obtener
microparticulas fue evaluada a través del aspecto de las microparticulas (MP) y del
rendimiento del proceso. Realizd una optimizacion del método empleado en la
elaboracidon de las MP, evaluando la posible influencia de factores tecnologicos y
de formulacién en el aspecto y tamafio de las MP. Con el método optimizado
elabor6 microparticulas biodegradables conteniendo un farmaco hidrosoluble,
capaces de controlar la liberacion de farmaco durante al menos una semana y que
se puedan administrar por via parenteral mediante inyeccion subcutanea.
No se hallé mas trabajos de investigacién similares durante las revisiones

bibliografias en nuestro pais.

2.3. ESTADO DE LA CUESTION
Uno de los criterios fundamentales en la eleccién del material polimérico utilizado
en la preparacion de las microcapsulas es su biocompatibilidad. ®® El poly (D, L.
[actico-co-glicolico, PLGA) ha suscitado en los dltimos afios la mayor atencién, por
tratarse de polimeros biodegradables y biocompatibles. ®® En la preparacién de
microesferas destinadas a la administraciébn por via parenteral se deben utilizar
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polimeros biodegradables y biocompatibles. La ventaja de estos polimeros es que,
una vez administrada la formulacién en el lugar de accién, el farmaco es liberado
de forma controlada y el polimero se degrada paulatinamente en productos
biolégicos de facil eliminacion. A tal efecto, resuita parﬁcularmente interesante la
utilizacion de copolimeros derivados de los acidos lacticos y glicolico (PLGA). 9 El
copolimero lactico-glicélico se hidroliza en acidos lactico y glicélico, metabolitos
biocompatibles y carentes de toxicidad. “" *? El &cido lactico es un producto
metabolico de algunos aminoacidos. El acido poliglicélico es cristalino, quebradizo
y con un proceso de degradacion muy rapido, mientras que el acido polilactico es
resistente y poco elastico, con un bajo grado de permeabilidad, lo que prolonga su
hidrélisis durante meses.

El namero de técnicas de microencapsulacion ha experimentado un crecimiento
continuo en los ultimos tiempos. La eleccion de una de ellas depende de la
naturaleza tanto del polimero como de la sustancia activa a encapsular.

El diclofenaco sédico es un AINE que es uno de los mas utilizados en la terapia del
dolor, inflamacién y fiebre, en la forma farmacéutica de inyectable por tal motivo
merece una atencion especial puesto que la dosis e intervalo de aplicaciéon esta
dado por el tiempo de vida media y la biodisponibilidad que presenta. Al
microencapsular el diclofenaco sodico, seria una forma de garantizar mejor la
biodisponibilidad con una sola dosis con periodos de aplicaciéon prolongados de
esta manera evitar dolores de aplicacion en el paciente con los farmacos
convencionales. Al realizar la prueba in vivo en edema plantar inducido por
carragenina en ratas lo que se desea es demostrar que una formulacion de
microcapsulas conteniendo diclofenaco sodico puede tener un buen efecto

farmacolégico con una sola dosis.

2.4. BASES TEORICO CIENTIFICAS

2.4.1. DICLOFENACO SODICO
El diclofenaco soédico es un potente antiinflamatorio, es derivado del &cido
fenilacéticos de amplio uso en nuestro pais, en forma de sal sédica (diclofenaco
s6dico), encontrandose en preparaciones orales, parenterales, rectales y topicas.

43)
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Su denominacién quimica es: [0-(2,6-dicloroanilino) fenil] acetato de sodio.
Su formula molecular desarrofiada es:

Figura 1. Estructura Quimica del Diclofenaco Sédico.
Fuente: United States Pharmacopeia Convention. USP 34. NF 29. Vol 1; The United States Pharmacopeial. The

National Formulary. Rockville: 2011; p.2763.
Foérmula empirica: C14H10ClbNNaO:..
Mw: 318.13.

2.4.2. CARACTERISTICAS
Polvo cristalino, blanco o ligeramente amarillento, ligeramente higroscdpico,
bastante soluble en agua, faciimente soluble en metanol, soluble en alcohol y poco
soluble en acetona.
Funde a aproximadamente 280 °C, con descomposicion. 44
Es un acido débil de pK, 4 y coeficiente de reparto n-octanoltampén pH 7,4 de
13,4. ® Es uno de los antiinflamatorios mas utilizados en el mundo. Pertenece al
grupo de los antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) y como otros medicamentos
de este grupo posee propiedades analgésicas, antipiréticas y antiinflamatorias. “4®
Los AINEs son medicamentos que reducen los signos y sintomas de la inflamacion
precisando una administracién continuada para ejercer su efecto. La supresion del
tratamiento se acompafia de la reaparicién de los sintomas.
El mecanismo de accion de diclofenaco sodico, junto con el resto de AINE, es la
inhibicién de la sintesis de prostaglandinas en los tejidos inflamados, afectando a la
actividad farmacolégica mediada por el acido araquidonico de diversas formas:

e Actuando como un potente inhibidor de la ciclo-oxigenasa, disminuyendo de

esta manera la produccion de prostaglandinas y tromboxano.
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¢ Disminuyendo la sintesis de leucotrieno, posiblemente como consecuencia
de la inhibicién de la lipo-oxigenasa.

Inhibiendo la liberacién y estimulando la recaptacion del acido araquidénico. En
cuanto a las reacciones adversas hay que destacar su toxicidad gastrointestinal, ya
que como oftros antiiflamatorios no esteroideos, y debido fundamentalmente a su
mecanismo de accién como inhibidor de las prostaglandinas, en algunos casos
puede dar lugar a lesiones en la mucosa digestiva en distintas intensidades, desde
simples irritaciones a la produccibn de ulceras pepticas o perforaciones
intestinales.” Practicamente la absorcién por via oral es total detectandose
concentraciones plasmaticas de 0,5 a 2 horas después de la ingestibn de
diclofenaco por via oral y alcanzandose la concentracion plasmatica maxima al
cabo de 1,5 a 2,5 horas. “® 49 Se fija en un 99% a las proteinas plasmaticas,
especialmente a la albumina y su volumen de distribucion es de 0,17 +- 0,11 L/Kg.
Es metabolizado fundamentalmente en el higado dando lugar a cuatro metabolitos,
el principal de los cuales es el 4-hidroxi-diclofenaco que parece ser activo en
humanos. La semivida plasmatica del diclofenaco es de 1,2 a 1,8 horas, su
eliminacion se realiza por via renal (<65% de la dosis) y por via fecal (35%). El
diclofenaco sodico es susceptible de sufrir una ciclacién intramolecular en medio

4cido segun la Figura 2. 4@

Figura 2. Ciclacion Intramolecular de Diclofenaco Sodico en Medio Acido.
Fuente: RACZ 1. Drug formulation. Ed. J. Wiley; 1989. p. 165-166. “
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En soluciones acidas, el grupo amino existente se encuentra en forma de base libre
y el grupo carboxilo est4 ionizado. El producto resultante de esta ciclacion tiene una
estructura lactamica. Debido a ello es recomendable evitar que el producto se
encuentre en medio acido ya que esto conduce a la inactivacion del mismo. Por las
razones argumentadas, la semivida plasmatica corta, ciclacién intramolecular en
medio acido y produccion de irritacion gastrica, el diclofenaco sédico es un principio
activo idéneo para ser formulado en formas de cesién prolongada con un doble
objetivo, controlar el lugar de cesion del mismo y prolongar su liberacion en el
tiempo. Por todo lo expuesto hemos seleccionado este principio activo para obtener
formulaciones de liberacién prolongada.

2.4.3. SISTEMAS DE LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

2.4.3.1. CONCEPTOS Y DEFINICIONES
Para un mejor entendimiento del presente trabajo, se definiran algunos términos
como sistemas de liberacion controlada, microparticulas, nanoparticulas,
microcapsulas, microesferas, nanocapsulas y nanoesferas.

A. SLC (sistemas de liberacion controlada): Preparaciones que modifican la
velocidad o sitio de liberacion del principio activo para lograr objetivos
terapéuticos especificos que no se logran con las formas convencionales ?

B. Microparticulas y nanoparticulas: Sistemas s6lidos coloidales, en las que el
principio activo se puede encontrar disuelto, atrapado, encapsulado o adsorbido
en el seno de la matriz. Se diferencian en el tamafio, las microparticulas tienen
tamario en el orden de los micrémetros (1-250 um), y las nanoparticulas en el
orden de los nanémetros (10-999 nm). Dentro de las microparticulas estan
incluidas las microcapsulas y las microesferas y dentro de las nanoparticulas, las
nanocapsulas y las nanoesferas. ¢ %

C. Microcapsulas y nanocapsulas: Términos empleados para definir particulas o
sistemas poliméricos de tipo reservorio, formadas por una cpsula o pared de
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polimero que contiene un volumen interno, que puede ser lipidico o no, donde se

encuentra disuelto el farmaco. Tienen perfectamente definido nucleo y pared ©*

53).

D. Microesferas y Nanoesferas: Particulas compactas de polimeros, en las que el
farmaco se encuentra disperso o solubilizado en el interior de una matriz
polimérica (sistema polimérico matricial), en los que no es posible diferenciar
nucleo y pared. ®*% Fueron introducidas a mediados de 1970. Son particulas
esféricas sin una distincion entre cubierta y nucleo. Tienen una estructura
monolitica. ©

Los SLC pueden ser clasificados teniendo en cuenta la naturaleza de los polimeros

utilizados, llamandoles entonces biodegradables o bioerosibles, los que pueden ser

transformados por el organismo y eliminados. En este caso y ademas de origen
natural se encuentran los acidos polilacticos, la gelatina, la albimina, el colageno,
la policaprolactona, la quitosana y el acido poliacrilico; y de origen sintético, el
alcohol polivinilico, los polietilenglicoles y los polialquilcianoacrilatos. 2 % a otra
clasificacién es "no biodegradables" que se refiere a los que no son atacados por
los fluidos biolégicos y se acumulan en el organismo. Como ejemplo de estos estan
los derivados de la celulosa como polimeros naturales y las poliacrilamidas y los

metacrilatos como sintéticos. ©3 %)

2.4.3.2. MICROESFERAS BIODEGRADABLES DE LIBERACION
CONTROLADA PARA ADMINISTRACION PARENTERAL

Recientemente han resultado utiles para formulaciones de liberacién controlada de
uso parenteral los sistemas de liberacibn consistentes en polimeros
biodegradables, debido a sus posibilidades de controlar la liberacién del farmaco de
forma efectiva. Entre estos polimeros han desempefiado una funcién importante los
acidos lacticos y glicolico teniendo en cuenta su disponibilidad, biodegradabilidad,
no toxicidad y biocompatibilidad. ®7) Dentro de estas formulaciones se encuentran
las microesferas que se han utilizado exitosamente para encapsular una amplia
variedad de principios activos, incluyendo citostaticos, antiinflamatorios, péptidos y

hormonas, entre otros. 58 %)

18



Estas microesferas son particulas esféricas analogas de las microcapsulas pero
sin una distincion clara entre nucleo y pared. Tiene una estructura monolitica
preparada a partir de materiales biodegradables y con un gran espectro de
velocidad de cesion y propiedades degradativas, donde el principio activo o agente
terapéutico esta distribuido a través de la matriz como una dispersién molecular o
de particulas. Se han usado varios métodos para la preparacién de microesferas de
diferentes polimeros biodegradables, incluyendo polimeros naturales y sintéticos.
La seleccion de un método de preparacién adecuado depende de las propiedades
del polimero y el principio activo que se utilice y puede afectar las caracteristicas de
las microesferas. €%

Los sistemas de liberacion controlada de farmacos consistentes de polimeros
biodegradables permiten controlar la liberacion de farmacos efectivamente dentro
del rango terapéutico deseado, evitando las consecuencias de un exceso 0 un
déficit, que podrian comprometer su eficacia antes de la administracion de la
siguiente dosis. Ellos consisten de una matriz polimérica o un dispositivo adecuado
que contiene el principio activo y pueden administrarse facilmente por la via

parenteral.

Prolongada
i , o sostenida
- golie A I extendita

&
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' Liberacion ratardada
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Concentracion plasmatica
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Figura 3. Niveles en Sangre Alcanzada por un Farmaco.

Fuente: http://depa.fquim.unam.mx/amyd/...liberacionmodificada_11437.pdf. Acceso el 8 de agosto 2012."

El tipo de estructura depende, en gran medida, del procedimiento de encapsulacion
empleado, asi como de las propiedades de la sustancia que se encapsulara y del
material de cubierta, Figura 4. La microencapsulacion surge en el afio 1931, con la
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publicacion de un estudio que describia la formacién de microcapsulas de gelatina,
segun un procedimiento que se llamé “coacervacion”. ®® Esta técnica fue objeto de
multiples variaciones durante los afios 40, y su aplicacién mas importante se dirigi6
a la encapsulacién de colorantes para la elaboracion del papel para calcar.

En los afios siguientes, la aplicacion de la microencapsulacion se extendié a
diferentes ramas:

- La agricultura, en la microencapsulaciéon de fertilizantes y pesticidas.

Estructura reservorio. Estructura matricial.

Figura 4. Tipos de Estructura que Presenta la Particula Resultante del proceso de

Microencapsulacion de un Material Liguido.
Fuente: http://depa.fquini.unam.mx/amyd/...liberacionmodificada 11437.pdf. Acceso el 8 de agosto 2012. 0

Las construcciones navales, en la elaboracién de cubiertas de tomnillos y remaches
con el objetivo de protégerlos contra la corrosion.
¢ La industria cosmética, en la elaboracién de productos como desodorantes,
champus, nebulizadores, para mejorar su estabilidad o biodisponibilidad.
e La industria médico-farmacéutica, en la cual se han explotado mas
ampliamente
las bondades de la microencapsulacion con diversos prop6sitos: enmascarar
propiedades organolépticas indeseables que pueden presentar algunas sustancias
(olor, color, sabor desagradable); aislar algin componente de una formulacion
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
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faciles de manipular y sobre todo, en el disefio de formulaciones de liberacion
controlada de farmacos con diferente fines.

La microencapsulacién para el desarrollo de medicamentos comenzé en la década
de los afios 50 del siglo XX, cuando una compaiiia farmacéutica introdujo esta
tecnologia, con la finalidad de conseguir una liberacién sostenida o prolongada de
los farmacos. ©®? Con esa intencién y la de prevenir la imitacion géstrica fue
microencapsulada la aspirina, la cual aparece citada en la bibliografia como uno de
los primeros medicamentos microencapsulados, A pesar de la aplicacién tardia de
este método en el campo de los medicamentos, su difusién fue muy rapida, y en un
corto periodo llegd a ser una tecnologia ampliamente extendida en la industria

farmacéutica.

2.4.3.3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS

VENTAJAS

» Complacencia para el paciente, pues con una sola dosificacion se logra un
efecto terapéutico prolongado. ©®

» El sistema proporciona el grado de control necesario para lograr un orden de
liberacion del principio activo cercano a cero. €

» La velocidad y duracién de la liberacion del principio activo in vivo pueden ser
determinadas mediante la seleccién del tamario de las particulas. ©®

» Las particulas son lo suficientemente pequefias para ser administradas por
medio de una inyeccion y se biodegradan en el organismo sin causar ningun
efecto indeseable en el sitio de inyeccién o implantacion. €

> Se evita el efecto del primer paso.

\4

Estabilidad fisica, quimica y microbiolégica.

» Se reducen las concentraciones sistémicas de la droga y se promueve la
concentracion local en el érgano blanco, de manera que se obtiene la maxima
actividad farmacologica con minimos efectos adversos sistémicos. ©®

» Proteccion del principio activo frente a posibles inactivadores en el medio
biolégico antes de alcanzar el fugar de accion. 2

> Facil fabricacion con buena reproducibilidad.
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DESVENTAJAS

> En el caso que ocurra alguna reaccién adversa o complicacion no se podra
retirar el sistema implantado; solamente se recuperara el estado inicial cuando
el sistema se haya degradado totalmente y se libere y elimine completamente el
principio activo.

24.3.4. MATERIALES DE RECUBRIMIENTO
La variedad de materiales que pueden emplearse para la microencapsulaciéon se ha
ampliado gradualmente en la medida en que surgen nuevos biomateriales y se
perfilan nuevas aplicaciones de esta técnica. De modo general, los materiales
capaces de constituirse en microparticulas se clasifican en tres categorias: grasas,

proteinas y polimeros. €2

Grasas: La cera de carnauba, el alcohol estearilico y el acido estearico son grasas
que funden a una determinada temperatura y son erosionables por la accién de las
lipasas que existen en la cavidad gastrica.

Proteinas: La gelatina fue el primer material utilizado en la microencapsulacion, y
es, en la actualidad, un material con un importante potencial. La albumina y el
colageno también se han empleado en la obtencién de microparticulas.

Polimeros: Debido a su gran versatilidad, la familia de los polimeros es la mas
utilizada en la microencapsulacion de sustancias. Dentro de ella estadn los
polimeros naturales, los semisinteéticos y los sintéticos. Los polimeros naturales
principalmente son de naturaleza polisacaridica, de origen animal y vegetal; se
destacan el alginato, la dextrana, la goma arabiga y la quitosana. Los polimeros
semisintéticos engloban los derivados de la celulosa, de los cuales existe una
amplia variedad en el mercado con diferentes caracteristicas de solubilidad. Por
ejemplo, la etilcelulosa y el acetobutirato de celulosa son polimeros insolubles,
mientras que el acetoftalato de celulosa presenta una solubilidad dependiente del
pH. Los polimeros sintéticos mas utilizados son los derivados acrilicos y los

poliésteres.
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Entre los derivados acrilicos estan los polimeros insolubles con diferente grado de
permeabilidad y también variedades con solubilidad dependiente del pH. Estos
ofrecen amplias posibilidades para controlar la liberacién del material encapsulado.
Los poliésteres son polimeros de caracter biodegradable, lo que permite su
administracién por la via parenteral. Entre ellos, los mas conocidos son la poli-E-
caprolactona, el acido poilactico, y los copolimeros del acido lactico y del acido
glicdlico (PLGA, siglas en inglés).

De acuerdo con la aplicacion del producto que va a ser microencapsulado, se
selecciona el material adecuado. Sin embargo, es imprescindible que sea soluble
en el solvente de eleccién; que produzca matrices 0 membranas homogéneas, con
la porosidad deseada; que sea estable en las condiciones ambientales y en general
en las condiciones en las que se almacene, e inerte frente a los demas compuestos
que estén en contacto con él. Si se destinan al disefio de medicamentos, deben
carecer de toxicidad y de actividad farmacolégica.

Los materiales mas empleados especificamente con fines farmacéuticos y sobre
todo en la elaboracién de microesferas que van a ser inyectadas son los
homopolimeros del acido lactico y los copolimeros de este con el acido glicélico,
debido a sus bondades en cuanto a biocompatibilidad y capacidad para lograr
diferentes perfiles de liberacion de los farmacos encapsulados.

2.4.3.5. PLGA, COMO MATRIZ POLIMERICA PARA LA MICROENCAPSULACION
DE FARMACOS.

Los PLGA son poliésteres que se obtienen mediante la policondensacion lineal de
los hidroxiacidos o mediante la apertura del anillo de las lactonas correspondientes,
Figura 5. ® Estos polimeros son solubles en solventes organicos como
diclorometano, cloroformo, acetato de etilo, acetona y tetrahidrofurano; pero no son
solubles en agua. Algunos son cristalinos y otros amorfos, en dependencia de su
composicion en cuanto a acido lactico y glicdlico. Los amorfos son los mas
empleados en el disefio de formulaciones de liberacion controlada. Ellos difieren en
la proporcion de los mondémeros que lo componen, en su masa molecular (entre 5y
100 KDa, aproximadamente) y en el grupo terminal (-COOH o -COOR). Estos tres
parametros determinan, en gran medida, su hidrofobicidad y su cinética de
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degradacion, y a su vez, la eficiencia de encapsulacion y la velocidad de liberacion
de la sustancia encapsulada. ® E| término biodegradable en estos polimeros se
refiere a la hidrélisis de sus enlaces éster por contacto con los fluidos biolégicos o
artificiales. Esta reaccidén produce 4&cido lactico y glicdlico, los cuales son
- metabolizados en el ciclo de Krebs hasta formar agua y CO, ® Por otro lado, y
aunque resulte paraddjico, puede ser mas facil. para una microesfera introducirse
en una célula que para el farmaco libre, ya que una nano o microparticula de
tamarfio adecuado es incorporada facilmente como vacuola por fagocitosis.

i 1 * T k
H,C o y] o o

Acido D,L-Jactico Acido glicdlico
J Catalizador
o o o o
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Addo poli (D,L-lactico-co-glicdlico) PLGA
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H—Q—CH—C—OH + HO—CH,~C——OH
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Acido lactico Acido glicblico

Figura 5. Sintesis e Hidrolisis del Copolimero Poli-(D, L-Lactico-co-glicolico), PLGA.
Fuente: Rev. Colomb. Cienc. Quim. Farm. Vol. 36 (2), 2007.p. 134-153 €&

Al ser empleados como matrices en la obtencién de microesferas, la degradacion
de estos polimeros ocurre en dos etapas. La primera comprende la escision
hidrolitica de los enlaces éster, llamada degradacién, y en la cual se generan

24



oligbmeros y mondmeros, con la consiguiente disminucion de la masa molecular
del polimero original. En la segunda etapa, llamada erosién, ocurre la pérdida de
masa de la matriz, y la velocidad de escisién de los enlaces puede aumentar
debido a la accidén autocatalitica de los productos de degradacion de naturaleza
acida. ®" Precisamente por no ser solubles en agua pero si degradables por ella,
son muy utilizados en el desarrolio de sistemas de liberacién controlada de
farmacos.

Los PLGA son biocompatibles, ya que no provocan toxicidad cuando se introducen
en el organismo por diferentes vias. ©® ¢ De hecho, desde hace muchos afios,
estos polimeros se utilizan en la fabricacién de hilo de sutura biodegradable, asi
como en la fabricacidn de dispositivos orfopédicos de fijacién, tales como discos,

tornillos y pernos. %

2.,5. METODOS DE PREPARACION
Existen varios métodos para la preparacién de microesferas biodegradables
preparadas de polimeros de acido lactico y glicolico.
El método de evaporacion/extraccion del solvente y de separacién de fases son los
2 principales métodos usados para estos fines.
La eleccién de la técnica de microencapsulacion se hace principalmente sobre la
base de las caracteristicas fisico-quimicas del polimero y del principio activo a
encapsular y se deben tener en cuenta los requerimientos siguientes:
e El rendimiento de microesferas con el intervalo de tamafios deseado debe
ser alto.
e La eficiencia de encapsulacion del principio activo debe ser alta.
e La actividad biolégica del principio activo debe mantenerse durante el
proceso de encapsulacion.
e La reproducibilidad lote a lote en términos de un perfil cualitativo y de
liberacién del principio activo debe estar dentro de los limites especificados.
e El perfl de liberacion debe ser ajustable mediante el control de la

composicion y las variables del proceso.
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e las microesferas no deben agregarse, deben ser un polvo fino que fluya
libremente.
e Por otra parte algunas de las propiedades de las microesferas deben ser
optimizadas como son:
» Tamano y distribucioén de tamarios.
» Propiedades de superficie.
> Carga de principio activo.
> Velocidad de liberacion del principio activo.
> Velocidad de degradacion de la matriz.
Otros aspectos como esterilidad, apirogenicidad y contenido de solvente residual
tienen que ser satisfactorios. "
A continuaciéon se discutiran varios métodos de preparacién de microesferas
obtenidas a partir de polimeros biodegradables.

2.5.1. METODO DE EVAPORACION/EXTRACCION DEL SOLVENTE.

En este método estan incluidos todos los procesos en los que tiene lugar la
eliminacién del solvente, en el que esta disuelto el polimero, ya sea por
evaporacion o por extraccion de este. En todos los casos previamente tiene que
formarse una emulsién. En dependencia de la naturaleza de la fase continua de la
emulsién que se forme se clasificaran en técnicas de evaporacién/extraccion del

solvente en fase acuosa o en fase oleosa. 77

2.5.1.1. Enfase acuosa:
A. Método de la emulsion aceite en agua (O/W).
En este método la fase organica que contiene el polimero y el principio activo se
emulsifica en una fase acuosa que contiene un tensioactivo. Posteriormente las
gotas organicas emulsificadas que contienen el polimero y el principio activo son
endurecidas como microesferas por eliminacion del solvente organico. ™
En la Figura 6 aparece representado el esquema de preparacion de este método.
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Palimero+ Solveme+ Principio Faseintemna
l activo — (orgdnica)

Agua, agente Fase edema
emulsificante > {acuosa)

Agitacion controlada

Emulcion ofw

Extraccidnt evaporacion
del.solvente

Suspension
de microesferas

Lavado fitracion
o cenfrifigacion

Micmoesferas

Figura 6. Preparacion del Método de Evaporacion/Extraccion del Solvente en Fase Acuosa O/W.
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2). p. 12635

Ventajas del método O/W:
v' Es ampliamente usado en la encapsulacién de p.a. liposolubles, debido a
que se logra una eficiente incorporacion de principio activo lipofilicos.
v' Amplio rango de tamafios (desde grandes hasta pequefios) esenciaimente
controlados por la velocidad y las condiciones de agitacion.
v' Las microesferas tendran propiedades superficiales hidrofilicas, lo que
permite su resuspension sin agregacion.
Desventajas del método O/W:
v La incorporacién de principios activos solubles en agua es muy baja debido

a la reparticion del principio activo en la fase acuosa externa de la emulsién.
73)
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B. Método de la emulsion agua en aceite en agua (W/O/W).

También se conoce como método de la emulsion muitiple. Es una modificacion del
metodo o/w. Se utiliza para encapsular principios activos solubles en agua y se ha
probado que es muy eficiente para encapsular este tipo de sustancia. En este
método el principio activo se disueive en agua (fase acuosa) y el polimero se
disuelve en un solvente organico (fase organica). Ambas fases se mezclan
obteniéndose la emulsion W/O, la que se adiciona lentamente sobre un medio
acuoso que contiene un emulsificante como el alcohol polivinilico. Luego el
solvente organico es eliminado y se obtienen las microesferas. ™ En la Figura 7 se
muestra el esquema de preparacién de este método. Jeffery y otros prepararon
microesferas de albuimina de acido polilactico-co-glicédlico usando este método y
evaluaron el efecto de los parametros de la formulacidén sobre las caracteristicas de
las microesferas obtenidas. @ 7

Fase.acuosa.intema _Fase omgdnica.
(F4rmaca~Agua): (Polimero-Solvente}

!

EmUYSimi»w;fb

Fase acuosa externa
{emuksificante-agua)

'Emu!sii- wiohx.

Endurecimiento de las microesferas
Centritugar, filirar, lavar,
secar

‘Microesferas
Figura 7. Flujograma Para la obtencion de las Microcapsulas por el Método de Emulsién Multiple

W/OW.
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2): 126-35. -
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2.5.1.2. En fase oleosa:

A. Emulsiéon O/O. Este método es otra modificacién de la emulsion o/w y la
fase continua estard formada por un liquido organico como el aceite
mineral & % y se forma la emulsion O/O. Se usa para encapsular
eficazmente principios activos solubles en agua. ® En la Figura 8
aparece representado este método.

Polimero+ Solvente+ Prncigio Faseintema
l activo {orgénica}

Aceite, agente Fase exdema
emulsificante (oleosa)

LAbgi-tacidn controlada

Emulsién o/o
Extraccion/ evaporaidn.
el solvente

A 4
Suspensitn
de microesteras:

Lavado fittracién
o centrifugacién
Micmesferas

Figura 8. Preparacion del Método de Evaporacion/Extraccién del Solvente en Fase Oleosa O/0.
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2): 126-35 7

Tsai y otros, usaron este método para encapsular mitomicina C en microesferas de
acido polilactico 7

Desventajas del método O/O:
v' Se hace dificil la obtencion de microesferas pequefias (menores de 50 um).
(80)
v las microsferas tienden a agregarse cuando se resuspenden en vehiculos
acuosos debido a la naturaleza hidréfoba de su superficie y la ausencia de

un estabilizador hidrofilico. ¥
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Aunque el método de evaporacion/extraccion del solvente es conceptualmente
simple, existen muchas variables que pueden infiuir en las caracteristicas de las
microesferas obtenidas. " 82 Estas variables son:

o Solvente organico.

o Naturaleza y cantidad de emulsificante.

o Naturaleza y solubilidad del principio activo.

o Temperatura de evaporacion dei solvente.

o Relacién de volumen de las fases organica y acuosa.

o Relacién principio activo y polimero.

o Estructura y masa molecular del polimero.

o Tipoy velocidad de agitacion.

2.5.1.3. VARIABLES A TOMAR EN CUENTA EN EL METODO DE
EVAPORACION / EXTRACCION DEL SOLVENTE

A continuacion revisaremos las variables antes mencionadas:
a) Los solventes: Cuando se usa el proceso de evaporacién/extracciéon del
solvente, el solvente para los polimeros de acido lactico/glicolico debe ser
inmiscible o solo ligeramente soluble en el medio de suspension (acuoso u oleoso).
Bodmeier y Mcginity en 1988, evaluaron el efecto de diferentes solventes en la
formacion de miéroesfera‘s de &cido poli (DL-lactico). ®* 8 Ellos encontraron que
los éolventes miscibles en agua, como la acetona y el dimetilsulféxido, no conducen
a la formacién de microesferas durante la emulsificacion. Por el contrario, se
forman aglomerados irregulares debido al rapido intercambio del solvente. Sin
embargo, Kawashina Y, Yamamoto H en 1998. y otros utilizan solventes como la
acetona para realizar mezclas que contribuyen a mejorar el proceso de
evaporacion del solvente y asi reducir el tiempo de formacién de las microesferas.
®3) Adicionalmente, el punto de ebullicién del solvente debe ser mas bajo que el del
medio de suspension si el solvente es eliminado por evaporacion.
Los solventes mas comunmente utilizados son el acetato de etilo y el
diclorometano, por su baja toxicidad, su facil eliminacion y su excelente habilidad
para disolver polimeros. Otros solventes que se han usado son el cloroformo y el
acetonitrilo.
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Si se desea la disolucién del principio activo en la soluciéon del polimero, se
necesita tener también en consideracion la habilidad del disolvente para disolver el
principio activo. También se han utilizado mezclas de solventes para disolver el
polimero y el principio activo, ®® por ejemplo, diclorometano (inmiscible en agua)
mas metanol, etanol o propilenglicol (miscibles en agua). El uso de estos 3 dltimos
permite una rapida eliminacién del solvente y una rapida precipitacion del polimero.

b) Los emulsificantes: Los emulsificantes proporcionan una ldamina fina
protectora alrededor de las goticulas de aceite, polimero y principio activo, y de
esta forma disminuyen la coalescencia y la coagulacién y estabilizan el sistema
emulsion.

Frecuentemente, la dificultad inicial encontrada en el desarrollo de un
procedimiento de microencapsulacion es la aglomeracion de las goticulas de aceite
durante el proceso de fabricacion. Cuando se esta eliminando el solvente, el
emulsificante continla manteniendo las goticulas de aceite en su configuraciéon
esférica y las previene de la agregacion hasta que el solvente es eliminado
completamente y las microsferas son endurecidas como particulas discretas. €
Los emulsificantes mas comunmente empleados en el proceso de
evaporacion/extraccion del solvente son los coloides poliméricos hidrofilicos y los
surfactantes anionicos o no iénicos. Ejemplos de ellos son el alcohol polivinilico, €7
) |la polivinilpirrolidona, los alginatos, ® la gelatina, ®® |a metilcelulosa, la
hidroxialquilcelulosa, ® el polisorbato, ®1 92 el span, ™ |a lecitina, ™ etc.

El emulsificante mas cominmente empleado en el método O/W es el alcohol
polivinilico. La concentracion requerida y la efectividad de cada emulsificante es
diferente, y el mejor emulsificante para una aplicacion en particular es determinado
experimentalmente.

Las propiedades fisicoquimicas, las propiedades estructurales y la concentracion
del emulsificante influyen en las caracteristicas de las microesferas. ©¢929)
Generalmente se dice que para un emulsificante dado, a mayor concentraciéon se
obtienen microesferas mas pequefias. Sin  embargo, han aparecido
concentraciones limitantes, por encima de las cuales el emuisificante no aumenta
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su efecto. Esto se debe probablemente a que se haya alcanzado la concentracién
optima de empaquetamiento de la emulsion.

c) Los principios activos: Debido a que el método O/W involucra una
emulsion acuosa, este se limita a encapsular en las microesferas aquellos
principios activos que presentan una baja solubilidad en agua, ya que si el principio
activo es soluble en agua se repartira desde la fase organica hacia la fase acuosa.
Esta pérdida del principio activo traerd como resultado una pobre eficiencia de
encapsulacion. ® % Por el contrario, los principios activos liposolubles como los
esteroides, pueden ser encapsulados exitosamente en microesferas usando este
método O/W. ® Para minimizar la pérdida de principios activos ionizables hacia la
fase acuosa durante el proceso de microencapsulacion OMW, el pH de la fase
acuosa puede ajustarse para suprimir la ionizacibn del principio activo y
consecuentemente reducir la solubilidad de este en dicha fase. Este resultado
negativo puede también reducirse por la previa saturaciéon de la fase acuosa con el
mismo principio activo. Wakiyama en 1981 y otros observaron que al presaturar la
fase acuosa de una emulsion con el principio activo (tetracaina) a encapsular
aumentaba el contenido de este en las microesferas formadas ©®-

Si el principio activo a ser incorporado en las microesferas es insoluble en el
solvente usado para disolver el polimero, este puede ser pulverizado o micronizado
para proporcionar una distribucidn homogénea de particulas discretas mediante la
emulsiéon y la microesfera resultante. Si el principio activo no es completamente
soluble en el solvente organico empleado, este puede cristalizar dentro de la
microesfera a ciertas concentraciones. En este sentido los cristales deben
concentrarse en algunas regiones de las microesferas, como en la superficie,
dando una distribucién heterogénea del principio activo que alterara su perfil de

liberacion. €3 %9

d) Estructura y masa molecular: La naturaleza del polimero, la secuencia de
los monémeros y de ahi su masa molecular permiten ajustar la liberacién del
farmaco al tiempo en que se alcanzan las concentraciones terapéuticas en sangre.

32



usado en la separacion de fases, son: diclorometano, acetato de etilo, acetonitrilo y
tolueno.

Los no solventes influyen sobre la separacion de fases y sobre el endurecimiento
de las nuevas microesferas formadas. Ademas, debe tenerse mucho cuidado en su
seleccion. El no solvente no debe disolver al polimero o al principio activo, pero
debe ser inmiscible con el solvente para el polimero. El primer no solvente debe ser
facilmente removido por lavado con el segundo no solvente. El segundo no
solvente debe ser relativamente volatil. Ejemplos del primer no solvente son
liquidos viscosos polibutadienos y polimeros metacrilicos (liquidos de bajo peso
molecular), aceite de silicona, aceites vegetales y aceite de parafina liquida. ©6-%®
Los hidrocarbonos alifaticos como el heptano, hexano y éter de petréleo se han
usado cominmente como segundo no solvente. ®? Fong en 1979, patenté una
Gnica técnica de separacion de fases que utiliza bajas temperaturas, “°? donde
microencapsulé 2 principios activos en acido polilactico usando tolueno como
solvente para el polimero e isopropanol como unico no solvente. Soriano Torres en
1995 y otros, también estudiaron el proceso de separacion de fases usando acido
polilactico-co-glicélico para formar microesferas que contenian triptoretina (Y y
concluyeron que la naturaleza fisicoquimica del polimero, la concentracion del
polimero, la viscosidad del aceite de silicona y la relacién polimero-aceite de
silicona afectaban la estabilidad del sistema emulsién en el proceso de separacion

de fases y por tanto la formacion y calidad de la microesfera.

2.6. MECANISMOS DE LIBERACION DEL PRINCIPIO ACTIVO DESDE
LAS MICROESFERAS

La liberacién de principios activos convencionales desde microesferas (ME) de
acido polilactico/poliglicélico generalmente ocurre por difusion a través de la matriz
del polimero, asi como a través de los poros de la estructura del polimero. Sin
embargo, la biodegradacion de la matriz del polimero y disolucion del polimero
degradado continuamente cambia la geometria de la ME y la textura de la matriz
del polimero. Como resultado, el modelo de liberacion de principios activos es una

combinacion de difusién y degradacion. 12

35



Los polimeros de diferentes masas moleculares varian en sus viscosidades
intrinsecas, parametro que determina en la eficiencia del proceso de obtencion de
las microesferas y en sus propiedades.

El resto de los parametros influyen en el proceso de optimizacion del método de
obtencién y estan intimamente relacionados con el solvente, el polimero, el
emulsificante y el principio activo.

2.5.2. METODO DE SEPARACION DE FASES (COACERVACION).

Es un método no acuoso de preparacion de microesferas y es utilizada
fundamentalmente para principios activos solubles en agua. Consiste en disolver
primeramente el polimero en el solvente organico y el principio activo en agua.
Luego la emulsién microfina se obtiene por la adicién de la solucién acuosa a la
solucién organica. Un primer no solvente (co-solvente) para el polimero se adiciona
lentamente al sistema, formandose las microesferas de coaservado que son muy
blandas para ser recolectadas, por lo que se hace necesaria la adicion de una
mayor cantidad de un segundo no solvente para endurecer las microesferas, las
que ahora seran llamadas microesferas, Figura 9. ™
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Principio activo, agua Polimero, solvente

Emulsion w'e

-Agitaciény adicion de un
no solvente.para el polimero
Y

Gotas de coacervado

Adicién de-una mayor cantidad
de otro.no solvente

A 4
Microesferas endurecidas

Lavado

Recoleccitn de microesferas

Figura 9. Método de Separacion de Fases (Coacervacion).
Fuente: Rev. Cubana. Farm. 2001; 35 (2): 126-35 7>
Desventajas del método de separacion de fases:
v Frecuente aglomeracién porque no hay un estabilizador.
v La variacién lote a lote ha causado problemas tanto en el proceso de
coacervacion como en el perfil de velocidad de liberacion. ™
v Mas costoso comparado con los otros métodos debido a la gran cantidad de
solventes que se necesitan aumentando |a contaminacion ambiental.

Muchos solventes para el polimero pueden usarse en el proceso de separacion de
fases. En comparacion con el método de evaporacion/extraccion del solvente, los
requerimientos para el solvente del polimero son menos rigurosos. El solvente no
tiene que ser inmiscible con el agua y el punto de ebullicion puede ser mayor que el
del agua. Sin embargo, el solvente debe disolver solo al polimero y no al p.a., es
decir, se prefiere que el p.a. esté disperso en lugar de disuelto en la solucién que
contiene el polimero. ™ Algunos de los sjemplos de solventes para el polimero
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Debido a que la biodegradacion del polimero generalmente involucra la erosion de
la masa; la ME toma agua antes de comenzar la degradacién de la matriz y
disolucion. Después que la hidratacion de la matriz del polimero ha ocurrido, la
molécula de principio activo encapsulado comienza a disolverse en el medio
acuoso y difunde fuera de la matriz del polimero, por lo tanto, el mecanismo de
liberacién de principios activos puede verse como en 3 etapas:

1) Una liberacién inicial del principio activo enlazado a la superficie o
embebida en la region superficial de la ME.

2) Liberacion difusional del principio activo a través de la matriz del polimero y
a través de los poros durante la degradacion de la matriz.

3) Liberacion erosional del principio activo por la desintegraciéon de la matriz
del polimero y disolucion después que la matriz pierde su integridad y las
cadenas del polimero son degradadas a un tamafio lo suficientemente
pequeifias como para ser solubilizadas.

Todas estas etapas pueden desempefiar una parte importante en el proceso de
liberacién, lo que depende de la naturaleza del principio activo encapsulado, las
propiedades fisicoquimicas del polimero y la estructura de la ME.

El perfil de liberaciéon de un principio activo desde la ME depende en gran parte, de
la distribucion del principio activo. Si el principio activo esta heterogéneamente
distribuido en la matriz del polimero, la curva de liberacion puede poseer un modelo
trifasico. Si el principio activo esta homogéneamente distribuido en la matriz del
polimero la curva de liberacion puede poseer un modelo bifasico, es decir, la
primera fase no ocurre porque no existe principio activo enlazado a la superficie de
la ME. 102

En el caso de proteinas y péptidos no hay difusién a través de la matriz del
polimero sélido porque los principios activos no son solubles en el polimero,
solamente ocurre difusion a través de los poros o canales acuosos. Estos canales
acuosos facilitan la liberacién de principios activos solubles en agua. Luego de este
primer mecanismo ocurre la liberaciéon por degradacion del polimero que esta
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asociado con la generacion de porosidad, debido a la toma de agua y final
desintegracién de la matriz del polimero.

Existen varios factores que afectan la liberacién del principio activo desde estos
sistemas. Entre ellos se encuentran la composicion y masa molecular del polimero,
el contenido de principio activo y el tamafio y porosidad de la microesfera (193

2.6.1. PROCESAMIENTO IN VIVO
El destino de las microesferas administradas in vivo se encuentra bien establecido
para algunas vias de administracién, siendo el tamafio de particula una variable
importante en su procesamiento. La administracién subcutanea e intramuscular de
microesferas de PLGA induce a la formacion de una capsula fibrosa alrededor del
lugar de inyeccién. Asi mismo, en éste se produce una infiltracion por macréfagos
que fagocitan una fraccion de las microesferas en un proceso dependiente del
tamafio. Estudios realizados sobre fagocitosis de microparticulas han puesto de
manifiesto que in vitro las microesferas de PLGA de tamaro inferior a 12 ym son
fagocitadas por macréfagos, mientras que in vivo, las microesferas de tamafio entre
1 y 20 pm son rodeadas por macrofagos. (1% 1% Se considera que la accion
inmunoestimulante de las microesferas se debe principalmente a la fraccion
fagocitada, transportada a los nédulos linfaticos y procesada intracelularmente,
para finalmente presentar los fragmentos del antigeno a los linfocitos T. Esto puede
explicar por qué en algunos estudios, microesferas de mayor tamaro fueron menos

inmunogénicas que microesferas menores. (1% 197

2.7. CARACTERIZACION DE LAS MICROESFERAS DE PLGA
De manera rutinaria, para la caracterizacion de cualquier muestra de microesferas,
se determina un conjunto de parametros: morfologia, tamafio de la particula,
eficiencia de encapsulacién, carga, perfil de liberacion, solvente residual, entre

otras caracteristicas.
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2.7.1. PARAMETROS PARA CARACTERIZAR LAS MICROESFERAS

Aunque casi todos esos parametros deben formar parte de los controles de calidad
de las formulaciones farmacéuticas elaboradas con las microesferas, resulta
necesario medirlos al concluir el proceso de fabricacion de estas, ya que
constituyen un producto intermedio en el proceso de formulacion.

A. Morfologia

Los estudios morfolégicos de las muestras de microparticulas revelan sus
caracteristicas importantes, tales como: forma, regularidad de la superficie,
continuidad de la membrana (en las microcapsulas), presencia de poros vy
uniformidad de su distribucion (en las particulas), asi como el tamafio de estos,
homogeneidad del tamafio (de las particulas), presencia de defectos (en las
particulas) y agregacion. Estos estudios permiten tener una idea del tamario de las
particulas, aunque no son los mas apropiados para determinar este parametro.
Estas caracteristicas tienen repercusion en las propiedades y aplicaciones de las
-miCroparticuIas obtenidas.

Por ejemplo, la presencia de agregacion resulta indeseable, ya que afecta la
homogeneidad del producto elaborado; ademas, si se desea inyectar las particulas,
las agujas se pueden obstruir. A su vez, la cantidad y el tamafio de los poros
pueden incidir en la liberacion de la sustancia encapsulada y hasta modificar el
mecanismo por el cual ocurre esta liberacién. La morfologia de las particulas se
estudia mediante técnicas de microscopia, de las cuales la mas empleada es la

108111 Aunque con menor frecuencia, también

microscopia electrénica de barrido.
se han usado otros tipos de microscopia; por ejemplo, la microscopia de fuerza
atdbmica, fundamentalmente para el estudio de superficies de nanoesferas; la
microscopia confocal, para obtener evidencias de la acidez generada en el interior
de las microesferas, como consecuencia de la degradacion del PLGA o para

(112)

estudiar la distribucién de la proteina en el interior de la particula; y la

microscopia de fluorescencia, para determinar la estructura interna de las
particulas. 11¥

Las propiedades morfologicas de las microparticulas pueden ser definidas por ia
técnica de microencapsulacion empleadas y particularmente, por las condiciones
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experimentales en que estas se obtengan. Por ejemplo, el tipo de solvente y su
velocidad de evaporacién pueden ocasionar diferencias importantes en la
morfologia de las particulas. "% "% También la adicion de sales en alguna de las
fases acuosas de la doble emulsion, o incluso en ambas, puede generar particulas
con diferente estructura interna. (19

B. Tamaiio de la particula
El tamafio de las microesferas es un parametro importante. Para microesferas que
van a ser administradas por la via parenteral, este no debe ser superior a 180 ym.
©7. 117) Ademas, debe lograrse que sea reproducible entre los diferentes lotes, ya
que puede influir en el perfil de liberaciéon y en otros parametros, tales como la
eficiencia de encapsulacién. Varias condiciones experimentales afectan el tamario
de las microesferas elaboradas mediante cualquiera de los métodos relacionados
antes. El tipo de polimero y su masa molecular 1"® "9 |3 proporcién entre el
polimero y el farmaco 1% 119 |3 concentracion del polimero en Ia fase organica, (2%
12 |a concentracion de alcohol polivinilico en la fase acuosa externa (192 109120 y |5
velocidad de agitacion en el momento de formar las particulas, % 12 son los
factores que mas inciden en este parametro. Por todo lo anterior, el tamario de las
microesferas y su distribucibn debe ser determinado cuidadosamente. Existen
muchas técnicas para determinar ésta caracteristica en un sistema particulado de
diversas naturalezas:
Centrifugacion, sedimentacién, ultra centrifugacion analitica, conductividad
eléctrica, microscopia optica y electrénica, dispersion de la luz y difraccién laser,
entre otros. Y Sin embargo, las diferencias entre los principios de medicién de
cada uno y los requerimientos de cada equipo para construir los modelos a partir
de los datos experimentales, generan inconsistencia en los resultados de diferentes
equipos al analizar una muestra. Todas las técnicas no cubren el rango de tamarios
que pueden tener estos sistemas; s6lo la microscopia electronica posee esta
ventaja.
Burgess etal. en el 2004. Ofrecen un analisis exhaustivo de este tema y
recomiendan seleccionar el metodo mas apropiado para cada caso particular,
teniendo en cuenta el proceso productivo, el tamafio de particula requerido para los
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lotes destinados a la clinica y la existencia de fenébmenos de segregacion de las
particulas, de acuerdo con el tamafio durante los procesos de obtencion y el
almacenamiento de las formulaciones. (1?4

C. Carga y eficiencia de encapsulacion
La eficiencia de encapsulacién es la fraccién, expresada en por ciento, del principio
activo encapsulado con respecto a la cantidad total que se emplea para realizar el
proceso. (*" Es un parametro muy importante para indicar la calidad del proceso,
que es mejor o mas eficiente en la medida en que se logre encapsular una fraccion
mayor del farmaco.
A su vez, la carga es la cantidad de principio activo encapsulado por la masa de las
microesferas, y también se expresa en porcentajes. ("*" Este parametro puede
tener un rango de valores amplios, de acuerdo, fundamentalmente, con la dosis del
principio activo que se requiere administrar y se debe determinar de forma exacta,
justo porque define la cantidad de microesferas que deben incluirse en una dosis
de la formulacién.
Para determinar estos parametros, se han utilizado varias formas de llevar la
materia prima encapsulada a una fase acuosa, en la cual pueda ser cuantificada
adecuadamente. Entre ellas esta la extraccion en dos fases liquidas inmiscibles, la
precipitacion con solventes organicos seguida de filtracion y la hidrélisis acelerada
del polimero mediante la incubacion de las microesferas en presencia de NaOH.
129 De estos tres procedimientos, el mas generalizado es el dltimo, ya que genera
soluciones acuosas que luego de neutralizadas, pueden analizarse por varios
ensayos de cuantificacion de principio activo totales: absorbancias especificamente
a la longitud de onda de maxima absorcién para el principio activo que se esta
siendo estudiando.
Estos parametros se afectan grandemente por el método de encapsulacion y por
las condiciones experimentales en que se obtienen las microparticulas. Entre los
factores que mas los afectan estan el volumen de la fase acuosa interna y la
concentracion del principio activo en ella, la concentracion de polimero en la fase
organica, el tipo de polimero, los tiempos de emulsificacion, asi como la presencia
de aditivos en las diferentes fases de las emulsiones, (121 126.127)
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D. Perfil de liberacién

El perfil de liberacion es un parametro de gran importancia al disefiar microesferas
de diclofenaco sodico con fines terapéuticos. Se estudia in vitro y puede
relacionarse o no con las caracteristicas de la liberacion in vivo. No obstante,
generaimente el estudio in vitro ofrece una idea de la potencialidad del sistema
obtenido para la liberacién controlada del principio activo.

La liberacién del principio activo contenidas en microesferas de PLGA exhibe
comunmente un patron compuesto por tres etapas. Una, de liberacion inicial rapida,
que por lo general ocurre durante el primer dia. En lo fundamental esta
determinada por el principio activo que se encuentra en la superficie de las
microesferas, y de los poros y canales que componen la estructura interna de la
microparticula, los cuales se llenan con el medio de incubacién durante Ilas
primeras horas del ensayo. Otra, de liberacion lenta, en la que se libera muy poca o
ninguna de principio activo. La Gltima, de liberaciébn mas rapida, determinada por la
erosion de las particulas. "® En ocasiones, la liberacion puede ocurrir en dos
etapas y el perfil muestra una forma asintética. 9 A la liberacién del principio
activo contribuyen los procesos de difusion de esta a través de los poros y canales
gue tienen las particulas, y la exposicion de las moléculas del principio activo al
medio de incubacion, debido a la erosién superficial de las particulas, lo cual
también ocurre como consecuencia de la degradacion de la matriz polimérica. Los
poros y canales de las microparticulas se forman como producto del propio proceso
de fabricacion o por la modificacién de la estructura como consecuencia de la
degradacion del polimero. 128 Por esta razén, existen varios factores que influyen
en el perfil de liberacion de los principios activos encapsuladas en microesferas de
PLGA. Entre ellos se destacan las caracteristicas de la matriz polimérica empleada
y del principio activo encapsulado, la estructura de la microparticula obtenida, la
técnica de encapsulacién y las condiciones experimentales en que esta se realiza,
asi como la co-encapsulacion de aditivos con fines diversos. ?® Ademas de las
caracteristicas de las microesferas que determinan el perfil de liberacién, existen
otros factores relacionados con las condiciones en que se realizan estos estudios,
los que también pueden afectar la liberacion; por ejemplo, la composicion y el
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volumen del medio de incubacion, la temperatura, el dispositivo que se emplea
para estudiar el perfil, la forma y la velocidad de agitacién, y el modo de recambiar
el medio de incubacién (parcial o completo). (1% 13013 A| realizar los estudios de
liberacién en las microesferas cargadas con principios activos, a menudo se
obtiene una gran variabilidad en los resultados, debido a la degradacion de las
biomoléculas, como consecuencia del efecto del medio acido generado por los
productos de degradacién de la matriz polimérica y de la exposicion de estas al
medio acuoso. Este inconveniente puede ser resuelto cambiando el medio de
incubacién con frecuencia o midiendo la cantidad de principio activo que queda en
las microesferas en vez de la concentracion en la solucién de incubacion (124
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2.8. DEFINICION DE TERMINOS

EFECTO BURST.- Significa explosion, rafaga, arranque; es la cantidad de
principio activo liberado 2 horas después de su aplicacion in vitro en un medio de

tampodn fosfato.

DISPERSOR.- Equipo de muy altas velocidades, Herramienta muy Uutil para
desarrollo de productos en general. Tiene alta capacidad de dispersion. Puede

romper el tejido de animales y vegetales. Puede formar emulsiones.

HOMOGENIZADOR.- Equipo de alta velocidad que esta disefiado para disolver,
dispersar y mezclar materiales con las viscosidades diferentes en los laboratorios.
La maquina puede terminar las funciones de la dispersion, molido y mezcla.

PLETISMOMETRO.- Es un aparato que se usa para medir cambios de volumen,
generalmente pequefios, y generaimente en segmentos o partes de un ser vivo,
como la inflamacién de los pies de humanos y las patas de los animales.

MICROSCOPIO ELECTRONICO DE BARRIDO.- Es aquel que utiliza un haz
de electrones en lugar de un haz deluz para formar una imagen. Tiene una
gran profundidad de campo, la cual permite que se enfoque a la vez una gran parte
de la muestra. También produce imagenes de alta resolucion, que significa que
caracteristicas espacialmente cercanas en la muestra pueden ser examinadas a

una alta magnificacion.

LIOFILIZADOR.- Equipo que se utiliza para retirar el agua de una sustancia o de
una disolucion, mediante congelacién y posterior sublimaciéon a presion reducida
del hielo formado, para dar lugar a un material seco, manteniendo la estructura
molecular de la sustancia, que luego puede ser hidratado con facilidad. Se utiliza
en la deshidratacion de los alimentos, materiales biolégicos y otros productos

sensibles al calor.
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ESPECTROFOTOMETRO UV.- El espectrofotémetro es el instrumento que mide la
cantidad de luz que pasa a través de un medio a una longitud de onda especifica.

La cantidad de luz absorbida por un medio es proporcional a la concentracién del
soluto presente. Asi, la concentracién de un soluto colorido en solucién puede ser
determinada en el laboratorio mediante la medicion de su absorcién de luz a una

longitud de onda especifica.

CURVA DE CALIBRACION.- La curva de calibracién es un método de control de
calidad en espectrofotometria, su objetivo es disminuir al maximo el error y que los

resultados se encuentren lo mas cerca posible del valor verdadero.

BIODEGRADABLE.- Se dice de wuna sustancia o0 materia que
es biodegradable cuando se descompone en elementos quimicos naturales por la
accion de agentes biolégicos (como el sol, el agua, las plantas o los animales) y de
microorganismos (como las bacterias, algas, hongos o levaduras) que las utilizan
para producir energia y elementos quimicos que pueden ser reabsorbidos de nuevo

por la naturaleza.

TENSIOACTIVO.- (también llamados surfactantes) son sustancias que influyen por
medio de la tension superficial en la superficie de contacto entre dos fases (p.ej.,
dos liquidos insolubles uno en otro). Cuando se utilizan en la tecnologia doméstica
se denominan como emulgentes o emulsionantes; esto es, sustancias que permiten

conseguir o mantener una emulsion
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3.1. MATERIAL BIOLOGICO.

> ANIMALES DE EXPERIMENTACION.
Se utilizaron ratas albinas machos de la especie Rattus norvegicus de dos meses y
medio de edad con pesos promedios entre 240-250 gramos, que fueron adquiridos
del Instituto Nacional de Salud de Lima (ver anexo 4).

3.2. MATERIALES E INSTRUMENTOS DE LABORATORIO
A. MATERIALES DE LABORATORIO.

» Tubos de ensayo de 10y 20 mL.
Pipetasde 1,2, 3y 10 mL.
Vasos de Precipitados de 25, 100, 200 y 500 ml.
Fiolas de 10, 50, 100 y 500 mL.
Probetas de 100 mL.
Micropipetas Graduadas de 10 — 1000 Microlitros.
Baguetas.
Laminas porta y cubre objetos.
Gradillas.
Soporte Universal.
Nylon filter membranes 0.45 um y papel filtro 250 mm.
Viales color Ambar.

YV V V V V V V VYV V V VYV V¥V

Placas Petri.

B. INSTRUMENTOS Y EQUIPOS DE LABORATORIO:
» Balanza Analitica sensible al 0.0001 gr. Explorer. Pro (OHAUS®).
Bario Maria. ISOTEM 205 (Fisher scientific®).
Crondmetro.
Centrifuga. Model PLC- 012E (K®. Universal Centrifuge).
Estufa. Isotemp Ovea (Fisher scientific®).
UV-2100 Spectrophotometer (UNICO™).
Microscopio 6ptico 2005 — BBM (Labor Tech).
Microscopio electrénico de barrido FE! Quanta 200 (FEI COMPANY"T),
Agitados vortex (VWR™)

YV V.V V V V VvV V¥
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> Dispersor hasta 24000 rpm. T-25 Digital Ultra-turrax (IKA®).
» Homogeneizador hasta 2000 rpm. EUROSTAR Power-b (IKA®).
» Bafio de ultrasonido. BRANSON® 3510.
» Ultra Congelador de bajas temperaturas (ilShinBioBase®)
» Liofilizador L101 (LIOTOP®).
> Equipo de bomba al vacio. MEDI® — PUMP.
» Equipo de pletismémetro.
C. REACTIVOS:
Biopolimero:
> Poly (D, L-lactico-co-glicolico) PLGA 50:50. (Mw 7,000 — 17,000 Da)
Aldrich® Chemistry.
Solventes:

> Diclorometano (DCM) EMSURE® ACS, (MERCK).
> Metanol P.A. (J.T.Baker®).
> 2-Propanol EMSURE®ACS, (MERCK).
Tensioactivo:
> Poly(vinyl Alcohol) (PVA) (Mw 31,000 - 50,000) 87 - 89 %
hidrolizado. Aldrich® Chemistry.

Principio activo hidrosoluble:
» Diclofenaco sédico (Materia Prima) LABORATORIO NATURGEN.
Otros:
Cloruro de sodio.
Carragenina al 3%.
Tampon fosfato (PBS) pH = 6,8
Jeringas descartabies de 5y 10 mL.
Algodoén.
Jaulas.

vV V.V V VYV VYV V¥

Papel aluminio.
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D. INFRAESTRUCTURA
» Laboratorio del Area de Cromatografia UNSAAC.
Laboratorio del Area de Bioquimica UNSAAC.
Laboratorio del CEPLAM; UNSAAC.
Laboratorio del Area de Tecnologia Farmacéutica UNSAAC.

YV V. V V¥V

Instituto de Investigacién en Microscopia Electrénica de Barrido, Lima.

3.3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.3.1. DISENO EXPERIMENTAL.:

Con el fin de evaluar la influencia de los factores tecnolégicos en la elaboracién de

microparticulas de PLGA 50:50 cargadas con diclofenaco sédico, se utilizd un

disefio estadistico experimental tipo Plakett-Burman con siete variables, a dos

niveles. Las variables a estudiar fueron: concentracién del polimero, concentracién

de PVA, concentracién de farmaco, volumen de isopropanol al 2%, volumen de

fase acuosa, velocidad de homogenizacion, tiempo de homogenizacion (2 Como

variables respuestas se evaluaron:

a) El rendimiento del proceso.

b) La cantidad de farmaco liberado después de 2 horas en un tampén de fosfatos
PBS a pH = 6,8 (efecto Burst).

c¢) La eficiencia de encapsulacion.

3.3.1.1. VARIABLES
. VARIABLES IMPLICADAS
A. VARIABLE INDEPENDIENTE
» Los siete factores de orden tecnolégico (concentracién de biopolimero,
concentracion de principio activo, volumen de fase acuosa, concentraciéon de
PVA, volumen de isopropanol al 2%, velocidad y tiempo de homogenizacion)
que podrian influir durante la elaboracién de las microcapsulas.

B. VARIABLES DEPENDIENTES
» Rendimiento del proceso de encapsulacion, eficacia de encapsulacién y efecto
Burst para cada tratamiento después de la elaboracion de las microesferas.
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l.a. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES INDEPENDIENTES.
Concentracion de biopolimero.

Concentracion de principio activo.

Volumen de fase acuosa.

Concentracion de alcohol polivinilico PVA.

Volumen de isopropanol al 2%.

Velocidad de homogenizacion.

Tiempo de homogenizacion.

CONCENTRACION DE BIOPOLIMERO

A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la cantidad en miligramos (mg) de
biopolimero PLGA 50:50, que sera usado a dos niveles un minimo y un
maximo (210 mg y 420 mg) para la elaboracién de las microcapsulas.

B. DEFINICION OPERACIONAL:
Tipo de variable: Variable independiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicion: Directa.
Escala de medicion: Razon.
Instrumento de medicion: Balanza analitica.
Expresion de medida: mg.
Expresion final de la variable: Positivo y Negativo.
Procedimiento: para expresar la cantidad de biopolimero PLGA 50:50,
se pesa en miligramos equivalente a dos niveles de peso, que se deben
ser usados en las formulaciones para elaborar las microcapsulas, luego
observar como afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto

Burst.

CONCENTRACION DE PRINCIPIO ACTIVO
A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la cantidad en miligramos (mg) de
principio activo Diclofenaco Sédico, que sera usado a dos niveles un
minimo y un maximo (15 mg y 30 mg) para la elaboracion de las

microcapsulas.
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B. DEFINICION OPERACIONAL.:
Tipo de variable: Variable independiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicién: Directa.
Escala de medicion: Razon.
Instrumento de medicion: Balanza analitica.
Expresion de medida: mg.
Expresion final de la variable: Positivo y Negativo.
Procedimiento: para expresar la cantidad de principio activo, se pesa
en miligramos equivalente a dos niveles de peso, que se deben ser
usados en las formulaciones para elaborar las microcapsulas, luego
observar cémo afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto
Burst.

VOLUMEN DE FASE ACUOSA

A. DEFINICION CONCEPTUAL - Es la cantidad en mililitros (mL) de agua
destilada, que sera usado a dos niveles un minimo y un maximo (2,5 mL
y 5 mL) para la elaboracién de las microcapsulas.

B. DEFINICION OPERACIONAL:
Tipo de variable: Variable independiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicion: Directa.
Escala de medicién: Razon.
Instrumento de medicion: Pipeta graduada.
Expresion de medida: mL.
Expresion final de la variable: Positivo y Negativo.
Procedimiento: para expresar la cantidad del volumen de agua
destilada, se mide a dos niveles de volumen, que se deben ser usados
para disolver el principio activo en las formulaciones para elaborar las
microcapsulas, luego observar como afectan estos niveles en el
rendimiento, eficacia y efecto Burst.
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PROPORCION DE ALCOHOL POLIVINILICO (PVA)
A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la concentracion en porcentaje (%) de

PVA, que sera usado a dos niveles un minimo y un maximo (1% y 3%)

para la elaboracion de las microcapsulas.
B. DEFINICION OPERACIONAL.:
Tipo de variable: Variable independiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicién: Directa.
Escala de medicion: Razén.
Instrumento de medicién: Balanza analitica.
Expresion de medida: gr x 100 mL.
Expresion final de la variable: Positivo y Negativo.
Procedimiento: para expresar la concentracion de PVA se mide a dos
niveles de peso, que se deben ser usados en 100 mL de agua destilada
en las formulaciones para elaborar las microcapsulas, luego observar
como afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst.

VOLUMEN DE ISOPROPANOL AL 2%

A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la cantidad en mililitros (mL) de
isopropanol al 2%, que sera usado a dos niveles un minimo y un maximo
(5 mLy 10 mL) para la elaboracion de las microcapsulas.

B. DEFINICION OPERACIONAL.:
Tipo de variable: Variable independiente.
Naturaleza: Cuantitativa. .
Forma de medicion: Directa.
Escala de medicion: Razon.
Instrumento de medicion: Pipeta graduada.
Expresion de medida: mL.
Expresion final de la variable: Positivo y Negativo.
Procedimiento: para expresar la cantidad del volumen de isopropanol al
2%, se mide a dos niveles de volumen, que se deben ser usados en las
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formulaciones para elaborar las microcapsulas, luego observar cémo
afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst.

VELOCIDAD DE HOMOGENIZACION

A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la velocidad del equipo de
homogenizacion en (r.p.m), que sera usado a dos niveles un minimo y
un maximo (800 r.p.m. y 1700 r.p.m.) para la elaboraciéon de las
microcapsulas.

B. DEFINICION OPERACIONAL:
Tipo de variable: Variable independiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicion: Directa.
Escala de medicién: Razon.
Instrumento de medicién: Equipo Eurostar Power.
Expresién de medida: r.p.m.
Expresion final de Ia variable: Positivo y Negativo.
Procedimiento: para expresar la velocidad de homogenizacion del
equipo, se mide a dos niveles de velocidad, que deben ser usados en
las formulaciones para elaborar las microcapsulas, luego observar como
afectan estos niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst.

TIEMPO DE HOMOGENIZACION

A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es el tiempo de homogenizacién en el
equipo Eurostar Power medido en (min.), que sera usado a dos niveles
un minimo y un méaximo (30 min. y 60 min.) para la elaboracion de las
microcapsulas.

B. DEFINICION OPERACIONAL.:
Tipo de variable: Variable independiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicion: Directa.
Escala de medicion: Razon.
Instrumento de medicion: Cronometro.
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Expresion de medida: Minutos.

Expresion final de la variable: Positivo y Negativo.

Procedimiento: para expresar el tiempo de homogenizacion se mide a
dos niveles de tiempo, que se deben ser usados en las formulaciones
para elaborar las microcapsulas, luego observar como afectan estos

niveles en el rendimiento, eficacia y efecto Burst.

I.b. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES DEPENDIENTES.

» Rendimiento del proceso de microencapsulacion.

> Eficacia de microencapsulacion.
> Efecto Burst.

RENDIMIENTO DEL PROCESO DE MICROENCAPSULACION

A.

DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la cantidad de microesferas obtenidas
en cada tratamiento después de todo el proceso de elaboracion.
DEFINICION OPERACIONAL.:

Tipo de variable: Variable dependiente.

Naturaleza: Cuantitativa.

Forma de medicion: Directa.

Escala de medicion: Razon.

Instrumento de medicion: Balanza analitica:

Expresion de medida: mg.

Expresion final de la variable: Adecuado, No Adecuado.
Procedimiento: Para expresar el rendimiento para cada tratamiento, se
pesa antes del proceso las cantidades de biopolimero y principio activo, y
luego se pesa las microesferas obtenidas al final de todo el proceso, para
hallar el porcentaje de rendimiento: se expresa, la cantidad de
microesferas obtenidas sobre los pesos del biopolimero y principio activo

mulitiplicado por cien.
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EFICACIA DE MICROENCAPSULACION
A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la cantidad de principio activo
microencapsulado en cada tratamiento después de todo el proceso de

elaboracion.
B. DEFINICION OPERACIONAL:
Tipo de variable: Variable dependiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicion: Directa.
Escala de medicién: Razén.
Instrumento de medicién: Espectrofotémetro Uv.
Expresion de medida: nm.
Expresion final de la variable: Adecuado, No Adecuado.
Procedimiento: Para expresar la eficacia para cada tratamiento, se pesa
una cantidad conocida de microesferas que es suspendido en un
volumen conocido de buffer, luego es llevado al espectrofotometro y

medido a una determinada longitud de onda.

EFECTO BURST
A. DEFINICION CONCEPTUAL.- Es la cantidad de principio activo liberado

después de dos horas en tampoén fosfato desde las microesferas, para

cada tratamiento.
B. DEFINICION OPERACIONAL:
Tipo de variable: Variable dependiente.
Naturaleza: Cuantitativa.
Forma de medicion: Directa.
Escala de medicion: Razon.
Instrumento de medicion: Espectrofotdmetro Uv.
Expresion de medida: nm.
Expresion final de la variable: Adecuado, No Adecuado.
Procedimiento: Para expresar el efecto Burst para cada tratamiento, se
pesa una cantidad conocida de microesferas que es suspendido en un
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volumen conocido de buffer, luego de dos horas en el medio es llevado al
espectrofotometro y medido a una determinada longitud de onda .

VARIABLES NO IMPLICADAS
A. VARIABLES INTERVINIENTES:
» Con respecto a los factores tecnoldgicos.

+ Las cantidades medidas y todo el proceso de elaboracion se hizo bajo
las mismas condiciones, por un mismo analista, con intervalos de
tiempos cortos, mismos instrumentos y reactivos.

» Con respecto al rendimiento, eficacia y efecto Burst.

+» todo el procesos de medicion para el rendimiento, la eficacia y efecto
Burst se hizo bajo las mismas condiciones, por un mismo analista, con
intervalos de tiempos cortos, mismos instrumentos, estas
determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3.2. ELABORACION DE LAS MICROCAPSULAS

Existen varios métodos para la preparacién de microcapsulas biodegradables, los
métodos de obtencidbn comunmente empleados, encontrados en la literatura ya se
mencionaron anteriormente, en este caso se utilizé el método de doble emulsion
(W1/OW2) evaporacion del solvente con algunas variantes utilizada por Bautista
Ch. En el 2009 ™ y Tuncay M. et. al. En el 2000 ® La eleccion de la técnica de
microencapsulacion se realizé principalmente sobre la base de las caracteristicas
fisicoquimicas del biopolimero y del principio activo a microencapsular. Método
también conocido como emulsion mdltiple. Este método es especifico cuando se
requiere microencapsular principios activos hidrosolubles. En este método el
polimero se disuelve en un solvente organico, en este caso en diclorometano
(DCM) (Fase organica). El principio activo se disuelve en agua (Fase interna
acuosa). Se incorpora la fase acuosa (W1) sobre la fase organica (O) y se obtiene
la primera emulsién (W1/0), la que se adiciona lentamente sobre un medio acuoso
que contiene un tensioactivo (Fase extema acuosa) y se forma la segunda
emulsion o emulsion final. Luego el solvente orgénico es eliminado por evaporacion

y se obtienen las microparticulas.
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3.3.2.1. METODOS DE DOBLE EMULSION EN LA ELABORACION DE LAS
MICROCAPSULAS DE DICLOFENACO SODICO:

Dada la solubilidad acuosa del farmaco en estudio, se utilizé el método de la doble
emulsion (W1/0O/W2) evaporacion del solvente, recomendado para este tipo de
compuestos (" y previamente descrito para otros AINEs. @ Se utilizaron los
métodos y sus variantes elaboradas por Bautista Ch. en el 2009 " y Tuncay M, et
al. En el 2000 @ respectivamente. Ambos métodos se armaron en cuatro
tratamientos cruzados, como se muestra en la Tabla 01. Cada prueba se realizé
por triplicado, efectuado en las mismas condiciones, sobre la misma muestra, por
un mismo analista, en el mismo laboratorio, con los mismos aparatos y reactivos y
en el curso de la misma serie de analisis efectuados, generaimente, en un corto

intervalo de tiempo.

A. Se disolvié 420 mg de biopolimero en 10 mL de diclorometano (DCM), se
agitd en vortex para formar la fase oleosa Fase O. Se incorporé la fase W1, (2:1 de
agua en proporcion al solvente, en el cual esta el principio activo en proporcion
14:1 al polimero) a la fase O, luego se agito en el equipo Ultra Turrax a 24 000
r.p.m/5min. La primera emulsién formada W1/O se afiadi6é a los 100 m| de la fase
W2 (Solucién de PVA al 3% + NaCl 9%), y se agité en el equipo Eurostar power a
1700 r.p.m/60 min. Posteriormente se afiadi6 10 mL de isopropanol al 2% y se
continué con la agitacion, disminuyendo la velocidad de agitacion a 200
r.p.m/4horas. Se observd al microscopio éptico para ver si se han formado las
microcapsulas, se continia con la eliminacién del exceso de PVA, utilizando filtro
de bomba al vacio, lavando con agua destilada por tres veces. Finalmente se llevd
a un equipo de liofilizacién por un tiempo de 24 h.

B. Se disolvi6 210 mg de biopolimero, fue disuelto en 10 mL de diclorometano
(DCM), para formar la fase O. Se incorporé la fase W1 (14:1 de principio activo en
proporcion al biopolimero, disuelto en agua, 4:1 de proporcion al solvente) a la fase
0, luego se llevoé al equipo Ultra Turrax a 15000 r.p.m/3 min. La primera emulsion
formada W1/0, se afiadié a los 100 mL de la fase W2 (solucién de alcohol PVA al
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1% + NaCl 9%), y se agit6 en el equipo Eurostar power a 800 r.p.m/ 30 min.
Posteriormente se afiadié 5 mL de 2-propanol al 2% y se continua con Ia agitacion,
pero disminuyendo la velocidad e agitacion a 200 r.p.m/4 horas. Se observo al
microscopio 6ptico para ver si se han formado microcapsulas, se continia con la
eliminaciébn de solventes lavando con agua destilada por tres veces mediante
cenfrifugacion a 5000 r.p.m. por 10 min. Finalmente se llevd a un equipo de
liofilizacion durante 24 horas.

Tabla 1:
Formulaci6n de las Microesferas de PLGA 50:50 cargadas con Diclofenaco Sodico.

I [ VOL. DE [1 VOL. DE VEL. TIM. VEL. TIM.
BIOPOL P.A. FASE DE ISOPROPANOL 1 1 2 2
TRATAMIENTOS (mg) (mg) ACUOSA PVA AL 2% r.p.m. min r.p.m. min
. (mL) % (mL)
M1 420.00 15.00 5 3 10 24 000 5 1700 60
M2 210.00  30.00 25 1 5 15000 3 800 30
M3 420.00  30.00 2.5 1 5 15 000 3 800 30
M4 210.00 15.00 5 3 10 24 000 5 1700 60

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C. 2012.

3.3.3. CARACTERIZACION DE LAS MICROCAPSULAS DE PLGA CARGADOS
CON DICLOFENACO DE SODIO

Las microcapsulas obtenidas fueron caracterizadas segun la forma y el tamafio de
la particula, rendimiento del proceso de microencapsulacion, eficiencia de
encapsulacion, y determinacion del farmaco adsorbido, de acuerdo con los
siguientes procedimientos:

3.3.3.1. FORMA Y TAMANO DE PARTICULA: Para la determinacion de la forma y
tamano de las particulas obtenidas se empledé microscopia electrénica de barrido.
Las microparticulas liofiizadas fueron montadas sobre talones de grafito y
recubiertas e impregnadas con una capa de paladio en un aparato Emitech y
examinadas al microscopio electronico de barrido.

3.3.3.2. RENDIMIENTO DEL PROCESO DE ENCAPSULACION: Las microesferas
obtenidas fueron pesadas para determinar el rendimiento del proceso. La
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determinacién se realizé en condiciones de repetitividad, es decir, tinico analista,
mismo instrumento, mismo dia y cortos intervalos de tiempo entre cada anélisis,
este proceso se realizo por triplicado. Se determiné mediante la siguiente ecuacion:

Wmicro

0
(WPLGA + Wdic sod) ~ 109

Rendimiento(%) =

Doénde:
W micro = masa de las microcapsulas obtenidas.
W PLGA = masa del biopolimero.

W dic sod = masa del diclofenaco sédico.

3.3.3.3. EFICACIA DE ENCAPSULACION: Para determinar la cantidad de farmaco
microencapsulado y Ié eficiencia de este proceso, se adapté el procedimiento y sus
variantes descritos por A. Fernéndez-Carballido et.al. En el 2004 ®® y Tuncay M,
et. al. En el 2000. ® Se pesé 10 mg de microesferas y se disolvieron en 10 ml de
diclorometano (DCM). Posteriormente se adicion6 10 mL de tampén fosfato (PBS),
pH 6,8 y se llevd a bafio de ultrasonido por 15 min. Luego se mantuvo en agitacion
continua durante 2 horas en bafio Maria a 37 C°. Una vez transcurrido el tiempo, el
sistema se centrifugé y el farmaco presente en la fase acuosa es cuantificado por
espectrofotometria UV a 276 nm. Esta determinacién se realizd por triplicado, la
determinacién se realizé en condiciones de repetitividad, es decir, unico analista,
mismo instrumento y reactivos, mismo dia y cortos intervalos de tiempo entre cada
analisis. La eficiencia de encapsulacion (%) se calculé a partir de la relacion entre
el farmaco incorporado y la cantidad de farmaco inicial en el proceso de

microencapsulacion, mediante la siguiente ecuacion:

L Cdic sod exp
Eficacia(%) = Cdic sodte 100

Doénde:
Cdic sod exp = cantidad de farmaco encontrado experimentalmente.

Cdic sod te = cantidad total de farmaco adicionado.
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3.3.3.4. DETERMINACION DE FARMACO ADSORBIDO (EFECTO BURST):

Para determinar la cantidad de farmaco liberado desde las microesferas en las
primeras dos horas, se adapté el procedimiento descrito por A. Ferndndez
Carballido et. al. En el 2004 ©® Se pesé 10 mg de microcapsulas, se adicioné 10 ml
de tampon de fosfatos pH 6,8 y se dejo en agitacion continua durante 2 horas en
bafio Maria a 37 C°. Una vez transcurrido el tiempo se filtr6 el sistema y el farmaco
liberado fue cuantificado por espectrofotometria a 276 nm. La determinacion se
realizd en condiciones de repetitividad, es decir, tunico analista, mismo instrumento
y reactivos, mismo dia y cortos intervalos de tiempo entre cada analisis, esta
determinacién se realizd por triplicado. El farmaco adsorbido es calculado utilizando

la siguiente ecuacion:

Cdicsod 2H

X
Cdic sodreal 100

% liberado 2H =

Doénde:
Cdic sod 2H = cantidad de farmaco encontrado después de 2 horas de agitacion.

Cdic sod real = cantidad de farmaco encapsulado.

3.3.3.5. CURVA DE CALIBRACION PARA DICLOFENACO SODICO: Para la
cuantificacion del Diclofenaco sodico presente en las microcapsulas estudiadas, se
elaboré una curva de calibracién, a la que se le determinaron distintos parametros
para validar la metodologia analitica. Se pesaron 125 mg de estandar de
Diclofenaco de sodio, los que se disolvieron en 100 mL de tampon fosfato pH 6,8
(preparado segun las indicaciones de la USP.34-29 NF ®@ y ajustado a pH 6,8 +
0,05 utilizando HCI 2N a una temperatura ambiente de 25 °C). De esta forma se
obtuvo una solucién de concentracion 1,25 mg/mL. De la solucién anterior se tomé
una alicuota de 1 mL, mediante una micropipeta p-1000, y se realiz6 una nueva
disolucion con el medio correspondiente hasta un volumen exacto de 100 mL. Se
obtiene una soluciéon de concentraciéon 0,0125 mg/ml 6 12,5 pg/mL, la cual fue
considerada la solucién madre sfock para la elaboracion de la curva de calibracion.

La solucién stock fue aimacenada a 21 °C hasta realizar los analisis, protegida de
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la luz y excesiva humedad. Los estandares de trabajo fueron preparados por
dilucién de la solucion stock con tampén fosfato pH 6,8. La elaboraciéon de los
estandares para la curva de calibracién se realizaron tomando de la solucion stock
(solucion de concentracion 12,5 ug/mL) alicuotas de 2, 4, 6, 8 y 10 mL
respectivamente, mediante A_u'na pipeta aforada de volumen exacto y transferido a
matraces volumétricos de 10 mL y aforando con el tampoén fosfato. De esta manera
se consiguen soluciones estandares de 2,5; 5,0; 7,5; 10y 12,5 yg/mL. E! intervalo
de concentraciones se determind estimando la concentracion maxima a obtener en
las cinéticas de disolucién, considerando las diluciones necesarias para no salirse
del intervalo de linealidad de l|a curva. Los cuales fueron medidos al
espectrofotometro a 276 nm, por ftriplicado. La determinacion se realizé en
condiciones de repetibilidad, es decir, unico analista, mismo instrumento y
reactivos, mismo dia y cortos intervalos de tiempo entre cada analisis.

3.3.3.6. EVALUACION IN VITRO: se pesaron 10 mg y 5 mg de microesferas de la
muestra con mejor caracterizacion, fueron colocados en 10 mL (pH 6,8) de tampén
fosfato salino (PBS) en un tubo de ensayo de vidrio de 25 ml. Las microesferas en
el medio se agitaron en un bafio Maria a temperatura de 37 °C. Las muestras
fueron retiradas a intervalos de tiempo apropiados y se centrifugo a 10 000 r.p.m.
por 15 min. y se sustituye por un igual volumen de medio de disolucion.
Posteriormente, se analizaron utilizando un espectrofotometro UV a 276 nm.

3.3.3.7. EVALUACION IN VIVO: La respuesta inflamatoria fue inducida por la
inyeccion de carragenina (0,05 mL; 3% en solucion salina normal), via subplantar,
en las patas derechas de los animales (5 animales por grupo). Previa a la
aplicacion in vivo las microcapsulas fueron esterilizadas en un frasco hermeético en
bafio de ultrasonido. Todos los tratamientos descritos en la tabla 2, fueron
administrados via intraperitoneal media hora antes de la administracion de la
carragenina. El volumen de las patas fue medido en un pletismémetro manual, a
las 1, 3, 5, 9, 15 y 24 horas después de la administracion de la carragenina.
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Tabla 2:

Esquema de administracion de los tratamientos.

Grupe Tratamiento Dosis. Dic. Sod. mg/Kg.
Control SSN. 0
I DIC. SOD. 10
o MCDIC. SOD.10. 10
m MCDIC. SOD.5. 5

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C. 2012.

Dénde:

SSN. = solucién salina normal.

DIC. SOD. = diclofenaco sédico libre.

MCDIC. SOD.10. = microcapsulas de PLGA que contiene diclofenaco sodico.

MC DIC. SOD.5. = microcapsulas de PLGA que contiene diclofenaco sodico.

1, IT, 1L = los tratamientos se administraran suspendidos en SSN.

El porcentaje de inhibicion de la inflamacién sera calculado mediante la siguiente

ecuacion:

AVt

Dénde:
AVt = delta de volumen de las patas de cada animal tratados con DIC SOD. (Libre o
microencapsulado).

AV¢ = delta promedio del volumen de las patas del grupo control (vehiculo).

3.3.3.7.1. TIPO DE INVESTIGACION DE LA EVALUACION IN VIVO.

La presente investigacién es de tipo cuasi experimental, donde se realiz6 una
comparacion cuantitativa de la actividad antiinflamatoria de las microparticulas que
contiene principio activo diclofenaco sédico en edema plantar experimental
inducido por carragenina en ratas albinas machos, que fue comparado la actividad
con un patrén de diclofenaco sédico libre. Tomando en cuenta la referencia del
trabajo realizado por Dina M, Aragéon N. et, al. En el 2010. ®” Donde usaron
microcapsulas de naproxeno que consideré dosis de 5 y 10 mg/Kg, asi mismo el
farmaco patron fue de 10 mg/Kg.
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El presente trabajo de investigacion se realizé en un estudio a simple ciego, en el
cual el responsable del analisis de las muestras que se obtuvo del procedimiento
experimental no supo a qué grupo de estudio pertenecia el control, patrén y

problema.

3.3.3.7.2. TIPO DE HIPOTESIS
Hipétesis correlacional.
3.3.3.7.3. DISENO DE LA INVESTIGACION

G ©0 -0, -0; -0, 05 -05 -0
G, Os Xi0s X100 Xi041 X404z X013  XiO44
G; Oss X016 X017 X204  X2049 X302 X302
G, () X3023 X3024 X3025 X303 X302z X30g

SIMBOLOGIA:
G1: Grupo control de ratas que recibieron solucion fisiolégica.
G2: Grupo de ratas que recibieron una dosis de diclofenaco sédico

microencapsulado 10 mg/Kg.

G3: Grupo de ratas que recibieron una dosis de diclofenaco sbédico
microencapsulado 5 mg/Kg.

G4: Grupo patrén de ratas que recibieron una dosis de diclofenaco sédico libre 10
mg/Kg.

X1: Administracion de dosis de microcapsulas conteniendo diclofenaco sédico 10
mg/Kg de peso.

X2: Administracion de dosis de microcapsulas conteniendo diclofenaco sédico 5

mg/Kg peso.
X3: Administracién de dosis de diclofenaco so6dico libre 10 mg/Kg peso.
01, 02, O3, 04, Os, Og, O7, Og, Og, 010, O11, O12, 013, O14, O45, O16, O17,
O4g, O19, O29, 021, O22, O23, O24, O25, Oz, O27, O25: Medida del nivel de inflamacién

en equipo pletismometro.
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Tabla 3:

Distribucion Aleatoria de los Grupos de Animales.

Grupos N° animales.  Tratamiento. Dosis. (mng/Kg) Via de Administracion.
G1 Control. 05 Sol. fisiolégica - Intraperitoneal.
G2 Microcapsulas 05 Microcapsulas de 10 Intraperitoneal.
dic.sod.
G3 Microcapsulas. 05 Microcapsulas de 5 Intraperitoneal.
dic. Sod.
G4 Patron. 05 Dic. Sod. Libre. 10 Intraperitoneal.

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C. 2012.

3.3.3.7.4. VARIABLES
. VARIABLES IMPLICADAS
C. VARIABLE INDEPENDIENTE
> Dosis de las microcapsulas conteniendo diclofenaco soédico para
evaluar el efecto antiinflamatorio.

D. VARIABLES DEPENDIENTES
> Efecto antiinflamatorio de las microcapsulas conteniendo diclofenaco
sédico en edema plantar inducido por carragenina en ratas albinas

machos.

OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
% Dosis de microcapsulas conteniendo diclofenaco sédico para evaluar el
efecto antiinflamatorio.

C. DEFINICION CONCEPTUAL:
Dosis.- es la cantidad en miligramos (mg) de las microcapsulas
conteniendo diclofenaco sédico disuelto en solucién fisiologica
administrado por via intraperitoneal dosificado por kilogramo de peso del
animal de experimentacién para producir el efecto antiinflamatorio.
D. DEFINICION OPERACIONAL.:
Tipo de variable: variable independiente.
Naturaleza: cuantitativa.
Forma de medicion: directa.
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Escala de medicién: razon.
Instrumento de medicion: balanza analitica.
Expresion final de la variable: mg/Kg.
Procedimiento: para expresar la cantidad de microcapsulas de
diclofenaco sédico, se pesa en miligramos equivalente a una dosis de 10
mg y 5 mg por kilogramo de peso de los animales de experimentacion,
que se debe administrar por via intraperitoneal para producir el efecto
antiinflamatorio.
< Efecto antiinflamatorio de microcapsulas conteniendo diclofenaco sédico
en edema plantar experimental inducido por carragenina en ratas albinas
machos.
C. DEFINICION CONCEPTUAL:
Efecto antiinflamatorio.- Es la disminucion o eliminacién de los signos y
sintomas de la inflamacion, por un proceso de inhibicion de la sintesis de
prostaglandinas en los tejidos inflamados, afectando la actividad
bioquimica del acido araquidénico en sus diversas formas.

D. DEFINICION OPERACIONAL:
Tipo de variable: variable dependiente.
Naturaleza: cuantitativa.
Forma de medicion: indirecta.
Escala de medicion: razén.
Instrumento de medicién: pletismémetro.
Expresion final de la variable: mililitros desplazados.
Procedimiento: Para expresar el efecto antiinflamatorio, se mide el
edema plantar experimental producido por carragenina antes y después
de la administraciéon de las microcapsulas de diclofenaco sodico, y se
determina por el método de sumersién de la pata inflamada en el
pletismometro que medira el volumen inicial y final.
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Il. VARIABLES NO IMPLICADAS
B. VARIABLES INTERVINIENTES:
» Con respecto a las microcapsulas.

% Forma y tamafio de particula: Se determiné el tamario y forma
de particula usando un microscopio electrénico de barrido para
determinar si el tamafio es adecuado para la administracion
parenteral.

» Con respecto a las ratas albinas.

s Edad de las ratas.- Los animales que se usaron tuvieron entre
dos meses a dos meses y medio de edad, que fueron
certificadas por el instituto nacional de saiud.

% Peso.- El peso oscild entre 240 — 250 gramos, que fueron
pesados en una balanza analitica.

3.3.3.7.5. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION:

DE LAS MICROCAPSULAS.
» Criterio de inclusion

Se usaron en el edema plantar experimental inducida por carragenina en
ratas machos, aquellas microcapsulas caracterizadas que tienen mejor
rendimiento, tamafio adecuado para inyeccién intraperitoneal y mejor
eficacia de encapsulacion.

= Criterio de exclusion
Se excluyeron aquellas microcapsulas que no tuvieron buen rendimiento,
tamarfio inadecuado y baja eficacia de encapsuiacion.

DE LOS ANIMALES DE EXPERIMgNTACI()N.
»  Criterio de inclusion

Se trabajaron con ratas macho de la especie ratfus norvegicus con pesos
gue oscilen entre 240 — 250 gramos y con dos a dos meses y medio de
edad.
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= Criterio de exclusién
Se excluyeron ratas machos de la especie rattus norvegicus de bajo peso,
(menores a 240 gr) y los de peso elevado (mayores 250 gr), aquellos que
pudieron presentar alguna alteracion fisiolégica (heridas en las patas) previo

control de auscultacién, también se excluyeron ratas hembras.

3.3.4. PROCESAMIENTO Y ANALISIS ESTADISTICO.

Los resultados de cada ensayo de caracterizacion fueron expresados como la
media aritmética de los valores * la desviacion estandar. Para la evaluacion del
efecto de algunas variables en el proceso de microencapsulacion, se utilizé la
prueba “t” de Student. Los resultados obtenidos para las diferentes formulaciones
fueron sometidos al andlisis de varianza simple (ANOVA), seguido del andlisis de
comparaciones multiples (Test de Tunkey), empleando el programa estadistico
(MINITAB) version 16 Mediante este programa también se calcul6 el parametro
“Area bajo la curva”, para analizar el efecto antiinflamatorio a lo largo del tiempo.

Tabla: 4
Diseiio tipo Plakett-Burman (aleatorizada).

Corrida Blg A B C D E F G
1 1 - - + 4+ + - +
2 1 - - - + + + -
3 1 + + - + + - +
4 1 - + + + - + +
5 1 0+ + - + = = =
6 1 + - + - - - +
7 i - - - - - - =
8 1 + - - - + + +
9 1 + + + - + + -

10 1 - + - - - + +
11 1 - + + - + - -
12 1 + - + 4+ - + -

Fuente: programa estadistico MINITAB 16.
Doénde:
A: concentracion de biopolimero.
B: concentracion de principio activo.
C: cantidad de fase acuosa.
D: cantidad de PVA en %.
E: cantidad de 2-propanol 2%.
F: velocidad de homogenizacion.
G: tiempo de homogeniza
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3.3.5. PROCEDIMIENTOS
Flujograma del proceso de investigacion.

ELABORACION DE
LAS MICROESFERAS

Observar al microscopio
6ptico de la formacion
de microesferas.

Tratamiento M1

Tratamiento M2

(Anélisis de los siete )
factores tecnolégicos que
influyen en el proceso de
elaboracion las
microcapsulas mediante
\diseﬁo Plackett-Burman. )

Tratamiento M3

Medir pesos finales
para cada tratamiento

del proceso % Rendimiento.

[ Evaluar el rendimiento

Evaluar la eficacia de

.. % Eficacia.
encapsulacion

r
Elaborar curva de

calibracién para obtener

ecuacion de la recta

Evaluar el efecto

\
Burst.

% Efecto Burst.

' Evaluar forma y tamaiio,
vista al microscopio
electrénico de barrido.

Evaluacion in vitro con el
mejor tratamiento, durante
120 horas (5 dias).

Evaluacion /n vivo con el
mejor tratamiento, en
inflamacién inducida, en las
patas de las ratas albinas.

Microcapsuias
al 10 mg/kg

Microcapsulas
al 5 ma/ka

Hallar area
bajo la curva.

Farmaco libre
al 10 ma/ka

Blanco

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION



4.1. DE LA ELABORACION DE LAS MICROESFERAS DE PLGA, CARGADAS
CON DICLOFENACO SODICO.

e f

Figura 10: a, b, ¢, d, vista al microscopio éptico de las microesferas para cada tratamiento a 20X.
Figura e y f vista de las microesferas en el proceso final (polvo liofilizado).
Fuente: Pastor Chambi E.W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Andlisis y discusion:

En la figura 10, se resume las caracteristicas de las microesferas obtenidas al
finalizar el proceso para ver si se formaron o no las microesferas; En la figura 10a
del primer tratamiento M1, se aprecia la imagen obtenida por microscopia Optica,
donde se muestran microesferas de tamafos pequefios y relativamente uniformes
asf mismo con una saturacién elevada; la figura 10b del segundo tratamiento M2,
nos muestra microesferas de tamafios variados con un predominio de tamario
relativamente mas grande, mucho mas disperso, menos saturado, también se
puede observar alrededor de cada microparticula un halo definido; en la figura 10c,
del tercer tratamiento M3, observamos un tamafio y presencia de halo similar a la
figura 10b, disperso con una saturacibn mas densa que la antes mencionada; la
figura 10d del cuarto tratamiento M4, nos muestra un tamafno mas pequefio similar
a la figura 10a, con una menor saturacion; la figura 10e y 10f nos muestra el
proceso final de la obtencién de microesferas, un polvo blanco de tamafios muy
pequefios.

. La variacion en el tamafio se debe a las velocidades y tiempo de
homogenizacion y concentracion de PVA aplicadas para cada tratamiento, las
figuras 10a y 10d tienen tamarfos pequeiios y relativamente iguales debido a las
maximas velocidades aplicadas y el tiempo mas largo de homogenizacion, se
utilizé las maximas concentraciones de PVA al 3% para ambos tratamientos,
motivo por el cual las particulas tienen una concentracion mas densa vista al
microscopio, mientras que en las figuras 10b y 10c los tamafios mas grandes se
deben a que se aplicd menores velocidades y menores tiempos de
homogenizacion, también las concentraciones minimas de PVA al 1%, algunos
autores refieren que el tamario de particula se puede definir por la concentraciéon de
PVA, a mayor concentracién menor tamafio. En cuanto al halo que se observa en
ambos tratamientos se debe a la segunda emulsién, una capa fina del emulsificante
PVA.

Las figuras 10e y 10f, son el proceso final de las microesferas obtenido después de
la liofilizacion, son sustancias higroscépicas que necesitan ser almacenadas en un
frasco de vidrio hermético de color, por lo fotosensible del principio activo usado
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4.2. DE LA CURVA DE CALIBRACION:
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Grifico 1: Curva de Calibracién para Diclofenaco sodico.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Morimontoy Marcavillaca C, 2012.

Linealidad:

En la Tabla 5, se presentan los valores individuales, los valores medios y los
coeficientes de variacion, expresados en absorbancia, de cada una de las muestras
analizadas para determinar la linealidad del método, asi mismo, se indica también
la ecuacion de la recta, obtenida mediante el ajuste de los cuadrados minimos.

Tabla 5: Resultados de cada una de las concentraciones empleadas para estudiar la linealidad
del método espectrofotométrico.

DATOS PARA CURVA DE CALIBRACION

CONCENTRACION Abs 1 Abs2 Abs3 PROMEDIO Desviacion Coeficiente

‘mg/ml Abs. Estandar de Varianza
0.0000 0.0000  0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
0.0025 0.100 0.100 0.101 0.1003 0.00057735 0.57%
0.0050 0.196 0.195  0.196 0.1957 0.00057735 0.29%
0.0075 0.294 0294 0294 0.294 0.00000000 0.00%
0.0100 0.395 0394 039% 0.3943 0.00057735 0.14%
0.0125 0.495 0494 0494 0.4943 0.00057735 0.11%

R2=0,99990811, m = 39,4491 b=-0,0001<
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Y=mx+b
Abs = 39.4491 (mg/ml) — 0.0001
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4.3. DE LA INFLUENCIA DE LOS POSIBLES FACTORES EN LA FORMULACION.

4.3.1. Ajuste factorial: RENDIMIENTO vs. BIOPOLIMERO, PRINCIPIO ACTIVO, FASE
ACUOSA, PVA, ISOPROPANOL, VELOCIDAD Y TIEMPO.

Tabla 6:
Efectos y coeficientes estimados para RENDIMIENTO (unidades codificadas)
Término Efecto Coef T P

Constante 81.326 52.61 0.000
BIOPOLIMERO (mg) 3.854 1.927 1.25 0.281
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 1.625 0.812 0.53 0.627
FASE ACUOSA (ml) -3.313 -1.657 -1.07 0.344
PAYV (%) 3.024 1.512 0.98 0.383
ISOPROPANOL 2% (ml) 3.190 1.595 1.03 0.360
VELOCIDAD (rpm) -2.954 -1.477 -0.96 0.393
TIEMPO (min) -3.019 -1.510 -0.98 0.384

8$=535470 PRESS=1032.22, R-cuad. =63.20% R-cuad. (pred.)=0.00% R-cuad.(ajustado)=0.00%
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontey Marcavillaca C, 2012.

Tabla: 7
Anilisis de varianza para RENDIMIENTO (unidades codificadas)
Fuente GL SCsec. SCAjust. CMAjust. F

Efectos principales 7 196.938 196.938 28.134 0.98
BIOPOLIMERO (mg) 1 44568  44.568 44,568 1.35
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 1 7.919 7.919 7.919 0.28
FASE ACUOSA (ml) 1 32961  32.961 32.961 1.15
PVA % 1 27.440  27.440 27.440 0.96
ISOPROPANOL 2% (ml) 1 30.523 30.523 30.523 1.06
VELOCIDAD (rpm) 1 26.180 26.180 26.180 0.91
TIEMPO (min) 1 27347  27.347 27.347 0.95
Error residual 4 114.691 114.691 28.673
total 11 311.629

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 201
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Grifico 2: Diagrama de Pareto para el rendimiento.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.



Analisis y Discusion:

En la tabla 6, observamos los efectos y coeficientes estimados para el rendimiento,
en cuanto a los efectos vemos que existen valores negativos y positivos para las
siete variables independientes, estos valores nos indican la magnitud con la que
intervienen y cuéles de las variables actiian de manera favorable o desfavorable
en el proceso de elaboracibn de las microcapsulas cuando las variables
independientes son usadas con los valores minimos 0 maximos para cada
tratamiento (ver tabla 1), se observar que influyen de manera negativa la fase
acuosa, la velocidad y el tiempo de homogenizaciébn mientras el resto de las
variables influyen de manera positiva todos estos para el rendimiento. En la tabla 7,
observamos para el analisis de varianza, los valores para la prueba F, que nos
permite ver la relacion entre el cuadrado medio del factor y el cuadrado medio del
error, por consiguiente nos sirve de apoyo para rechazar la hipbtesis nula, de
acuerdo a estos datos nuestros valores para las medias entre tratamientos no son
iguales por consiguiente nos indica que nuestros datos son significativos. En
cuanto al grafico 2 (Pareto) se observa que todas las variables actian con
magnitudes relativamente iguales, esto quiere decir que en el proceso de
rendimiento ninguno de estas variables influye de manera significativa y que casi
todos actuan por igual, se observa que la variable biopolimero es quien influye un
poco mas con respecto a las demas, y el principio activo es quien influye con
menos significancia, se debe resaltar que este grafico nos permite medir las
magnitudes con las que actian cada variable, independientemente de la influencia
negativa o positiva que puedan tener durante el proceso de elaboracion de las
microcapsulas.

Todos resultados fueron obtenidos a partir de los datos de la siguiente tabla 8:

73



Tabla: 8

Dato de los pesos finales de las microesferas obtenidas, para cada tratamiento.

MUESTRA PESO1

M1
M2
M3

M4

RENDIMIENTO DEL PROCESO

PESO FINAL
PESO2 PESO3 PROMEDIO
(mg) (mg) (mg) PESOS

(mg)
338.5 337.9 339.7 338.7
181.1 180.2 182.9 181.4
399.7 398.8 399.1 399.2
187.4 188.0 187.2 187.5

Deviacion
Estandar

0.916515139

1.374772708

0.458257569
0.4163332

Coeficiente de
Varianza.

0.27%
0.75%
0.11%
0.22%

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

4.3.2. Ajuste factorial: EFICACIA vs. BIOPOLIMERO, PRINCIPIO ACTIVO, FASE ACUOSA,

PVA, ISOPROPANOL, VELOCIDAD Y TIEMPO.

Tabla: 9

Efectos y coeficientes estimados para EFICACIA (unidades codificadas)
Término Efecto Coef T P
Constante 44582 10.97 0.000
BIOPOLIMERO (mg) 34.299 17.149 422 0.013
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 45.114 22.557 5.55 0.005
FASE ACUOSA (m}) -8.203 -4.102 -1.01 0.370
PAV (%) 8.287 4.144 1.02 0.366
ISOPROPANOL 2% (ml) 8.454 4227 1.04 0.357
VELOCIDAD (rpm) -1.978 -3.989 -0.98 0.382
TIEMPO (min) -7.891 -3.946 -0.97 0.387

S=14.0779 PRESS =7134.78 R-cuad.=93.06% R-cuad. (pred.)=37.57% R-cuad.(ajustado)

=80.92%

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012

Tabla: 10

Analisis de varianza para EFICACIA (unidades codificadas)

Fuente GL SCsec. SC Ajust. CM Ajust. F
Efectos principales 7 10635.1 10635.1 1519.3 7.67
BIOPOLIMERO (mg) 1 3529.2 35292 35292 17.81
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 1 6105.9 6105.9 6105.9 30.81
FASE ACUOSA (ml) 1 61059 201.9 201.9 1.02
PVA % 1 201.9 206.0 206.0 1.04
ISOPROPANOL 2% (ml) 1 206.0 214.4 206.0 1.08
VELOCIDAD (rpm) 1 2144 190.9 190.9 0.96
TIEMPO (min) 1 190.9 186.8 186.8 0.94
Error residual 4 186.8 792.8 198.2
total 11 11427.9

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Grifico 3: Diagrénmd de l;éreto para ia éﬁcaci;.
Fuente: Pastor Chambi.E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Analisis y Discusion:

En la tabla 9, observamos los efectos y coeficientes estimados para la eficacia, en
cuanto a los efectos vemos que existen valores negativos y positivos para las siete
variables independientes, estos valores nos indican la magnitud con la que
intervienen y cuales de las variables actuan de manera favorable o desfavorable
en el proceso de elaboracion de las microcapsulas cuando las variables
independientes son usadas con los valores minimos o méaximos para cada
tratamiento (ver tabla 1), se observar que influyen de manera negativa la fase
acuosa, la velocidad y el tiempo de homogenizacion mientras el resto de las
variables influyen de manera positiva al igual que para el rendimiento. En la tabla
10, observamos para el analisis de varianza, los valores para la prueba F, que nos
permite ver la relacién entre el cuadrado medio del factor y el cuadrado medio del
error, por consiguiente nos sirve de apoyo para rechazar la hipétesis nula, de
acuerdo a estos datos nuestros valores para las medias entre tratamientos no son
iguales por consiguiente nos indica que nuestros datos son significativos. En
cuanto al grafico 3 de (Pareto) se observa que las variables principio activo y
biopolimero son quienes influyes con mayor significancia con respecto a las demas,
el principio activo es quien influye de manera preponderante seguido por el
biopoloimero, Se observa que todas las demas variables actian con magnitudes
relativamente iguales y muy bajas, esto quiere decir que en el proceso de la
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eficacia ninguno de estas variables influye de manera significativa y que casi todos
actGan por igual, a excepcion de las dos variables antes mencionadas. Se debe
resaltar que este grafico nos permite medir las magnitudes con las que acttian cada
variable, independientemente de la influencia negativa o positiva que puedan tener
durante el proceso de elaboracién de las microcapsulas.

Todos resultados fueron obtenidos a partir de los datos de la siguiente tabla:

Tabla 11:
Datos de absorbancia para cada tratamiento para obtener la eficacia de encapsulacion,
mediante la ecuacion de la recta. (Abs = 39.4491 (mg/ml) — 0.0001)

MUESTRA Abs 1 Abs 2 Abs 3 PROMEDIO Deviacion Coeficiente

Abs. Estandar. de Varianza.
M1 0.047 0.047 0.047 0.0470 0.000 0.000
M2 0.246 0.246 0.247 0.2463 0.00057735 0.23%
M3 0.286 0.287 0.286 0.2863 0.00057735 0.20%
M4 0.055 0.055 0.055 0.0550 0.000 0.000

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012

4.3.3. Ajuste factorial: EFECTO BURST vs. BIOPOLIMERO, PRINCIPIO ACTIVO, FASE
ACUOSA, PVA, ISOPROPANOL, VELOCIDAD Y TIEMPO.

Tabla: 12
Efectos vy coeficientes estimados para EFECTO BURST (unidades codificadas)
Término Efecto Coef SE Coef T P

Constante 7.218 1.216 5.93 0.004
BIOPOLIMERO (mg) -9.984 -4.992 1.216 -4.10 0.015
PRINCTIPIO ACTIVO (mg) -9.321 -4.661 1.216 -3.83 0.019
FASE ACUOSA (ml) -3.242 -1.621 1.216 -1.33 0.253
PAV (%) 2542 1.271 1.216 1.04 0.355
ISOPROPANOL 2% (ml) 3.253 1.626 1.216 1.34 0.252
VELOCIDAD (rpm) -1.942 -0.971 1.216 -0.80 0.469
TIEMPO (min) -2.538 -1.269 1.216 -1.04 0.356

S =4.21380, PRESS = 639.220 R-cuad. = 90.45% R-cuad. (pred.) =14.08% R-cuad. (Ajustado)

=73.75%
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Tabla: 13
Andlisis de varianza para EFECTO BURST (unidades codificadas)

Fuente GL SCsec. SC Ajust. CM Ajust. ¥
Efectos principales 7 672.97 672.97 96.14 5.41
BIOPOLIMERO (mg) 1 299.02 299.02 299.02 16.84
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 1 260.65  260.65 260.65 14.68
FASE ACUOSA (ml) 1 3154  31.54 31.54 1.78
PVA % 1 19.38 19.38 19.38 1.09
ISOPROPANOL 2% (ml) 1 31.74 31.74 31.74 1.79
VELOCIDAD (rpm) 1 11.31 11.31 11.31 0.64
TIEMPO (min) 1 1932 1932 19.32 1.09
Error residual 4 71.02 71.02 17.76
total 11 743.99

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Grifico 4: Diagrama de Pareto para el Efecto Burst.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Analisis y Discusion:

En la tabla 12, observamos los efectos y coeficientes estimados para el efecto
burst, en cuanto a los efectos vemos que existen valores negativos y positivos para
las siete variables independientes, estos valores nos indican la magnitud con la que
intervienen y cuales de las variables actian de manera favorable o desfavorable
en el proceso de liberacién del principio activo adsorbido a las 2 horas desde las
microesferas cuando las variables independientes son usadas con los valores
minimos 0 maximos para cada tratamiento (ver tabla 1), se observar que influyen
de manera negativa el biopolimero, principio activo, la velocidad y el tiempo de
homogenizacién, mientras que las variables concentracion de PVA y cantidad de
isopropanol al 2% influyen de manera positiva para el efecto burst, la influencia
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positiva de estas dos variables es logica, porque del PVA dependera la dureza y
forma de la superficie de las microesferas, y del isopropanol la posible porosidad
que se formaran en las microesferas. En la tabla 13, observamos para el analisis
de varianza, los valores para la prueba F, que nos permite ver la relacion entre el
cuadrado medio del factor y el cuadrado medio del error, por consiguiente nos sirve
de apoyo para rechazar la hipétesis nula, de acuerdo a estos datos nuestros
valores para las medias entre tratamientos no son iguales por consiguiente nos
indica que nuestros datos son significativos. En cuanto al grafico 4 (Pareto) se
observa que las variables principio activo y biopolimero son quienes infiuyes con
mayor significancia con respecto a las demas, en este caso el biopolimero es quien
influye de manera preponderante seguido por el principio activo en contraste a lo
que ocurre para la eficacia, Se observa que el isopropanol al 2% y la fase acuosa
actian de manera similar, la concentracion de PVA y el tiempo de homogenizacién
también son casi similares y finalmente quien actia con menor magnitud es la
velocidad de homogenizacion, esto quiere decir que para el efecto burst ninguno de
estas variables influye de manera significativa y que casi todos actian por igual, a
excepcidn de las dos variables antes mencionadas. Se debe resaltar que este
grafico nos permite medir las magnitudes con las que actuan cada variable,
independientemente de la influencia negativa o positiva que puedan tener durante
el proceso de liberacion del farmaco adsorbido a las 2 horas.

Todos resultados fueron obtenidos a partir de los datos de la siguiente tabla:

Tabla: 14

Datos de Absorbancia para cada tratamiente para obtener el efecto Burst, mediante la
ecuacion de la recta. (Abs = 39.4491 (mg/ml) — 0.0001).

MUESTRA Absl Abs2 Abs3 PROMEDIO Desviacion Coeficiente de

Abs. Standar. Varianza.
M1 0.001 0.001 0.002 0.0013 0.00057735 42.29%
M2 0.009 0.009 0.009 0.0090 0.000 0.000
M3 0.004 0.004 0.004 0.0040 0.000 0.000
M4 0.011 0.012 0.011 0.0113 0.00057735 5.093%

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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FACTORES TECNOLOGICOS Nivel Nivel
(VARIABLES) Miximo Minimo
+

A | Concentracion de biopolimero | 420 mg 210 mg.
B | Relacién de farmaco 2 1
C | Volumen de fase acuosa 5ml 2.5ml
D | Proporcién de PVA 3% 1%
E | Cantidad de isopropanol 2% | 10 ml 5ml
F { Velocidad de agitacion 1700 rpm. 800 rpm.
G | Tiempo de agitacion 60 min. 30 min.

Grifico 5. Efecto de las variables en estudio sobre a) Rendimiento del proceso; b) Eficiencia de
encapsulacion, ¢) Efecto Burst, en la elaboracion de microparticulas de DIC. SOD. “t” de Student,
*p<0,05.

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Analisis y discusion:

De manera mas detallada explicamos el efecto de cada variable que influyo en el
presente trabajo.

En este estudio elaboramos microesferas de PLGA (50:50) cargadas con
Diclofenaco sédico, un antiinflamatorio no esteroideo ampliamente utilizado en el
tratamiento de enfermedades inflamatorias. Con el fin de identificar algunas
variables criticas en el proceso de microencapsulaciéon de DIC. SOD. con el
polimero de PLGA utilizado, se empled un disefio experimental de tipo Plakett-
Burman, el cual permite evaluar el efecto de una gran cantidad de variables
mediante la realizacion de pocos ensayos experimentales (n+1). Como se
menciond en la metodologia, se evalud la influencia de siete variables a dos

niveles, sobre tres variables respuesta, como son: rendimiento del proceso, eficacia
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de encapsulacion y farmaco liberado después de 2 horas en un tampén pH 6,8
(efecto Burst). En el Grafico 5, se muestra el efecto medio de las variables en
estudio, sobre las caracteristicas de las microparticulas obtenidas.
Un proceso de microencapsulaciéon optimo debe pemmitir la obtencion de
microparticulas con bajo efecto Burst y una elevada eficiencia de encapsulacion y
rendimiento.
° De manera detallada, las barras sin asterisco indican que la variable no
afecta de manera significativa la respuesta evaluada; las barras con valores
positivos (barra color verde) sugieren que la presencia de dicha variable en el nivel
mayor de los dos evaluados (con y sin asterisco) aumenta la magnitud de la
respuesta evaluada; y las barras de valores negativos (barras de color azul), que
dicha variable en el nivel mayor disminuye la magnitud de la respuesta evaluada.
El tamafio de las barras es reflejo de la magnitud del efecto presentado.
Adicionalmente se observa que, en los dos niveles estudiados, la variable A
(cantidad de polimero) afecta significativamente en las tres respuestas evaluadas,
Esto indica que el efecto de esta variable en el nivel mayor favorece el rendimiento
y la eficacia, mas no asi en el efecto Burst. También observamos que la variable B
en el nivel superior favorece el rendimiento, pero de manera mas significativa en la
eficacia. Al mismo tiempo que disminuyen la cantidad de DIC. SOD, liberado a las 2
horas (Gréfico 5¢). En cuanto a las variables C, F, G, podemos observar que un
cambio al nivel mayo afectaria de manera negativa en las tres respuestas.
Respecto a las variables D, E, los resultados indican que la utilizacién de éstas en
el nivel superior aumenta la eficiencia de encapsulacion y el rendimiento del
proceso (Gréaficos 5a y 5b), también influyen de manera positiva en el efecto burst
(Gréfico 5¢), pues de estas variables dependera la porosidad y superficie de las
microesferas. |

M. Igartua. et. al. En el 1997. Realizaron un estudio sobre optimizacion del
proceso de encapsulacién para la preparacion de microesferas de PLGA, que
contenia albumina bovina para administracion oral, por la técnica de doble
emulsion evaporacion se solvente. Concluyeron que tiene lugar una disminucion
del rendimiento del proceso de encapsulacion, expresado como el cociente entre la
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carga real y teérica del farmaco microencapsulado, y un aumento de la proteina
adsorbida en la superficie, a medida que se reduce el porcentaje de polimero.
También observaron que a medida que se aumentaba la concentracion de

emulsificante PVA de 1% a 8% disminuia el tamano de las microesferas.

J.E. Rosas. et. al. En el 2001. Observé algunos resuitados para el efecto
Burst. Es importante aclarar que la cantidad de farmaco liberado después de 2
horas es un reflejo de la cantidad de DIC.SOD adsorbida en la superficie de la
particula y cuya liberacién no depende de la degradacion del polimero, pues no
hace parte del complejo matricial formado. Esta cantidad liberada de manera
inmediata puede constituirse en una dosis de carga y es denominada en inglés
cdmo efecto Burst (liberacién rapida o explosiva). Esta cantidad adsorbida o efecto
Burst puede ser deseable mientras no supere el 20% de la cantidad total del
farmaco encapsulado. De lo contrario la liberacién no seria controlada. En muchos
casos se busca que el efecto Burst sea nulo, pues la dosis de carga puede ser
suministrada de otra manera, por ejemplo, con farmaco libre, con particulas de
menor tamafio, o con polimeros diferentes o de menor masa molar que se
degraden mas rapido. En el presente caso se consider6 como deseable que el

Efecto Burst fuera el menor posible.
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44. DE LA CARACTERIZACION DE LAS MICROESFERAS DE DICLOFENACO
sODICO OBTENIDAS (TAMANO Y FORMA DE PARTICULA)

W s o =
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Figura 11, Fotografia al Microscopio Electronico de barrido (SEM) a 3000X, del tratamiento M1 de
las microesferas de diclofenaco sodico.

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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9.8 mm 6000x/10.0 KVILFD, Quanta200-MyAPMM Mlcrocasulas do Diclofenaco Na M2
Figura 12. Fotografia al Microscopio Electrénico de barrido (SEM) a 6000X, del tratamiento M2 de
las microesferas de diclofenaco sddico.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Figura 13. Fotografia al Microscopio Electronico de barrido (SEM) a 6000X, del tratamiento M3 de
las microesferas de diclofenaco sodico.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Wh Mag* HV et ————— a000um————
10.2 mm 1000x.10.0 kViLID| Quanta200 MyAR/MM Microcapsutas de Diclofenacao Na M4
Figura 14. Fotografia al Microscopio Electronico de Barrido (SEM) a 1000X, del tratamiento M4 de

las microesferas de diclofenaco sodico.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Andlisis y discusion:
Los resultados de las imagenes obtenidos al microscopio electrénico de barrido

(SEM), se observan en las Figuras 11, 12, 13 y 14. El aspecto de estas
microesferas, muestran homogeneidad en la forma, tamafios pequefios, medianos
y grandes, casi todas presentan superficies lisas con pocas porosidades, se
observan gran cantidad de microparticulas por campo Optico. De las imagenes
obtenidas en el SEM para la figura 11 del tratamiento M1, las microesferas tiene
tamafios muy pequefios como muestra la flecha en la figura, estos podrian ser
menores a 1 ym de tamafo también se observa partes donde estan agregadas
unas a otras. En la figura 12 del tratamiento M2, se evidencia particulas mucho
mas grandes que la anterior que podrian alcanzar tamafios desde 1 um hasta los
10 ym aproximadamente. La figura 13 del tratamiento M3, nos muestra tamarios
muy similares a la figura 12, se muestran dispersas y no agregadas. Finalmente
observamos la figura 14 del tratamiento M4, en el cual se evidencia particulas de
diversos tamafios desde menores a un 1 pm hasta ios 10 ym de tamaiio
aproximadamente de acuerdo a la escala que se observan en las figura, con
algunas agregaciones de las particulas més pequefias, también podemos observar
una microesfera fragmentada en dos partes como indica la flecha en la cual se
puede ver pequefios poros las que podrian contener al principio activo.

. Estos resultados nos demuestran que existen variaciones en el tamario de
las microesferas obtenidas debido a las velocidades y tiempos de homogenizacion
y concentracion de PVA, los tratamientos M1 y M4 tienen tamarios muy pequefios,
en ellos las velocidades de homogenizacién para la primera emulsién fueron de

24 000 r.p.m. durante 5 min. Y para la segunda emuision de 1 700 r.p.m. por 60
minutos, estas variables influyen en el tamafio de particula. Las agregaciones que
presentan al momento de hidratarlos podrian obstruir las agujas de inyeccién. En
los tratamientos M2 y M3, observamos particulas mucho mas grandes; la velocidad
de homogenizacion para la primera emulsion fue de 15 000 r.p.m. por 3 min. y para
la segunda emulsiéon fue de 800 r.p.m. durante 30 min. Por los tamafios que
presentan estas particulas (1pm - 10 ym) y la no agregacion entre ellas hace que
tenga una facil hidratacién, por lo tanto son favorables para uso parenteral. La poca
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porosidad que presentan en la superficie hace que el fAirmaco se libere de manera
mas sostenia durante tiempos mas prolongados.

De acuerdo a estos resultados podemos proponer que la principal funcién del
tensioactivo presente en la fase externa acuosa es estabilizar las interfaces de la
emulsiéon durante la extraccion del solvente del polimero, reduciendo la tension
superficial entre las diferentes fases y originado un menor tamafio de particula a
medida que aumenta su concentracion.

Jeyanthi et al. 1992, 1996. En estudios de microscopia electrénica de barrido
indicé morfologias y superficie diferentes de las microesferas dependiendo del peso
molecular del polimero utilizado en los estudios de preparacién, lo que podria ser
aceptado como una prueba importante por la influencia del peso molecular y
también la cantidad de co-disolvente de la porosidad.

Tungay, M. et. al. en el 2000, describié como el peso molecular del polimero
aumenta, la viscosidad de la soluciéon de polimero aumentard y, en consecuencia,
la extraccion del disolvente resulta antes de la formacion de gotitas que crea menos
microesferas porosas. Cuando se utiliza metanol como un co-disolvente, observo
que el cloruro de metileno se extrae lentamente y poco a poco, durante la
formacion de gotitas. Este fendmeno también resultdé en microesferas porosas.
Desde que se utiliza metanol como un co-disolvente en combinacién con cloruro de
metileno, esto podria ser otro factor importante en la formacién de poros en la
superficie de las microesferas, junto con el efecto del peso molecular.

J.L. PERAZ et. al. en 1997, realizaron estudios de optimizacion sobre el
proceso de encapsulacién para la preparacion de microesferas de PLGA, que
contenia albumina bovina (BSA), observaron al microscopio electrénico de barrido
microesferas de superficie lisa, con un tamafio de particula medio comprendida
entre 23,46 um y 1.53 ym para los distintos lotes que elaboraron.
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441. DE LA CARACTERIZACION DE LAS MICROESFERAS DE DICLOFENACO
SODICO OBTENIDAS. PORCENTAJE DE RENDIMIENTO, EFICACIA DE
ENCAPSULACION Y EFECTO BURST.

Tabla: 15
TRATAMIENTOS RENDIMIENTO % EFICACIA % EFECTO BURST % VALORACION
M1 77.802+0.118 26.956+0.071 3.024%1.226 NO ADECUADO
M2 75.573 £0.556 37.771 £0.372 3.686+0.010 NO ADECUADO
M3 88.705 £ 0.091 96.507 £0.222 1.430+£0.003 ADECUADO
M4 83.225 +0.366 17.095 £0.656 20.734 £ 1.047 NO ADECUADO

Resultados de los porcentajes de rendimiento, eficacia y efecto Burst para cada tratamiento

“t” de Student, p<0,05.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

- Andlisis y discusion:

Los resultados obtenidos en la determinacion del rendimiento, eficacia de
encapsulacion y efecto Burst, se muestran en la Tabla 15. Los valores obtenidos
para el rendimiento fueron altos, lo cual es un factor positivo para la aplicacion
industrial, varia desde 77.802 % hasta un 88.705%. Para la eficacia observamos
variaciones desde 17.095% hasta 96.507%, en cuanto al efecto Burst se observa
un valor minimo de 1.430% y méaximo de 20.734%.

. Nuestros resultados del porcentaje de rendimiento: para cada tratamiento
varian como se observa en la tabla 15, el rendimiento en orden decreciente para
cada uno de los tratamiento es: M3, M4, M1, M2 respectivamente, las variaciones
entre uno y otro se deben a las siete variables independientes como vimos
anteriormente, algunos influyen de manera positiva y otros de manera negativa.
Dichos valores no tiene que ver con la cantidad inicial de biopolimero y principio
activo afiadidos, porque todos estan representados en valores porcentuales. Como
observamos para M3 se usaron las cantidades maximas de biopolimero y principio
activo, contrariamente se usé las cantidades minimas para M4, sin embargo es el
que tiene el segundo mejor rendimiento, como se muestran las cantidades usadas

para cada tratamiento en la tabla 1.
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Tuncay, M. et. al en el 2000. Elaboraron microesferas poliméricas de
diclofenaco sodico para uso intra articular con PLGA 50.50 de pesos moleculares
34,000 y 88,000 Da. Como fase acuosa usaron metanol y fase organica cloruro de
metileno, emulsificante PVA:SO (4:1); obteniendo un rendimiento de 70% y 68%
respectivamente, no encontraron diferencias significativa entre las dos
formulaciones fabricadas, por lo tanto, obtuvieron porcentajes menores a nuestros
rendimientos.

Diana M. Aragon N. etal. En el 2010. Elaboraron microcapsulas de
naproxeno por una emulsién simple, O/W. obteniendo un rendimiento de 83,7%,
que es menor al obtenido en nuestro estudio que fue de 88.705%.

Se puede observar que existen diferencias entre cada uno de los resultados. Esto
se deberia a los diferentes métodos usados en la elaboracién, proporciones de
biopolimero y principio activo, diferencia de aditivos usados etc.

Bautista Ch. en el 2010. Elabordé microcapsulas utilizando varios
biopolimeros para caracterizarlos, ver cual de elios era el mas 6ptimo para
microencapsular principios activos hidrosolubles, para el PLGA 50:50, obtuvo un
rendimiento de 84.77%, este resultado no se aleja del obtenido por nosotros, pues

utilizamos la técnica que eila uso con algunas variantes.

. En cuanto a la eficiencia de encapsulacion: los valores obtenidos fueron
bajos, lo cual es un factor negativo para la aplicacién industrial de
microencapsulaciéon. A excepcion del tratamiento M3 en el cual se obtuvo una
buena eficacia como se muestra en la tabla 15, las variaciones entre cada uno de
estos tratamientos se debe a las variables independientes antes mencionadas,
cabe destacar que todo los valores son representados en porcentaje y los
resultados no se deben exclusivamente a las cantidades de principio activo usado.
Fernandez-Carbellido et. al. En el 2003. Elaboraron microesferas de PLGA
con labrafil cargadas de ibuprofeno para uso intra articular, por emulsién simple
O/W, obteniendo como eficacia rangos desde un minimo de 30.06% hasta un
maxima 84.46%, nuestro tratamiento M2 obtuvo una eficacia de 37.771% que
estaria dentro de este rango de resultados, mientras que nuestro resultado de
eficacia para M3 es el que supera estos resultados con 96.5%.
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U. Bilati et.al en el 2004. Elaboraron microparticulas de PLGA cargadas con
proteina usando el método de doble emulsién, comparando con el método de
sonicacion. Obtuvieron rendimientos hasta de 98% en la doble emulsion y un 90%
por sonicacion, estos resultados se acercan a nuestro tratamiento M3.

J.E. Rosas et. al. En el 2000. Elaboraron microesferas biodegradables
PLGA como un sistema de entrega péptido sintético spfé6 de la malaria.
Obteniendo como eficacia de encapsulacion un 85%.

Tuncay, M. et. al en el 2000. Obtuvieron una eficacia de encapsulacion
relativamente baja de 16.1% en comparacién con el que obtuvimos nosotros
(96.507%), a pesar de usar la misma cantidad y el mismo principio activo

(diclofenaco sédico).

. En la tabla 15 también, se logra apreciar la variacion del efecto Burst: que
existe entre cada tratamiento, observamos que el tratamiento M4 es quien tiene
una mayor tasa de liberacion a las 2 horas, significa que el principio activo
adsorbido en la superficie es liberado de manera muy rapida, es un factor de
liberacién que no resulta conveniente pues no favorece en la liberacion controlada,
mientras observamos que para los tratamientos M1, M2, tienen un efecto burst
relativamente bajo, junto con el tratamiento M3 que es el mas bajo y posiblemente
el mas optimo, pero de acuerdo al indice de confianza del 95% x 0.05 los
tratamientos M3 y M2 no tendrian una diferencia significativa. Lo que se desea es
gue este efecto sea menor al 20% del farmaco englobado, o el mas bajo posible
para que libere lentamente el principio activo a lo largo del tiempo, algunos autores
indican que también es preferible que este efecto sea nulo, pues la dosis de inicio
se podria sustituirse con farmaco libre " Cabe destacar que este efecto es
independiente de la cantidad de farmaco englobado pues solo se esté4 liberando el
que se encuentra en la superficie de las microesferas, este fendbmeno dependera
de la porosidad de la superficie.
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Grafico 6. Valores individuales para; a) Rendimiento, b) Eficacia de Encapsulacion, ¢) Efecto Burst.
Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012

En el grafico 6, se muestran los graficos a, b, ¢, estos nos muestran las diferencias
que existen entre cada tratamiento con respecto al rendimiento, eficacia de
encapsulacion y efecto burst. El de mayor rendimiento es M3 y menor rendimiento
M2. En cuanto a la eficacia observamos que M3 es el de mayor eficacia y M4 el
que tiene menor eficacia, para el efecto burst, vemos que M3 es quien resulta ser el
mas 6ptimo porque se requiere que este efecto sea el mas minimo posible.
También los graficos nos muestran la desviacion estandar para cada tratamiento
representado por los puntos rojos que nos indican cuan homogéneo o disperso

son nuestros datos obtenidos como podemos comparar en la tabla 15.
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Agrupacion de informacion utilizando el método de Tukey para el Rendimiento, Eficacia y

Efecto Burst.
TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS
Rendimiento N Media% Agrupacidén | Eficacia N Media% Agrupacidn
M3 3 88.705 A M3 3 96.507 A
M4 3 83.225 B M2 3 37.771 B
M1 3 77.802 Cc M1 3 26.956 C
M2 3 75.573 D M4 3 17.095 D
TRATAMIENTOS
Efec. Burst N Media Agrupacidn
M4 3 20.734 A
M2 3 3.686 B
Ml 3 3.024 B C
M3 3 1.430 c

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
Observamos que nuestro indice de confianza, especifica que todo el conjunto de
comparaciones tiene una tasa de error por familia de 0.05 (equivalente a un nivel
de confianza conjunto de 95%.

De acuerdo con estos datos podemos observar, que el rendimiento y la eficacia
tienen una diferencia significativa entre cada uno de los tratamientos. Mientras en
el efecto burst, vemos que solo existe diferencia significativa con el tratamiento
M4, los datos para los valores M2, M1, son relativamente similares, lo mismo
ocurre con |os datos de M1 y M3, a pesar de que se observa que las medias de
ambos son diferentes, es porque agrupando los datos por el método de tukey
ofrece estimados casi precisos del parametro de los tratamientos, con un limite
maximo de 5% de la probabilidad de que uno 0 mas intervalos de confianza no
contengan una verdadera diferencia, esto nos sugiere que dichos datos son
pequefios que se acercan a cero, por eso los indices de confianza son similares

entre los tratamientos mencionados.
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4.5. OPTIMIZACION DE RESPUESTA PRONOSTICA DEL PROCESO DE
MICROENCAPSULACION POR AJUSTE DE VARIABLES.
Tabla: 16

Maximizacion del Rendimiento por ajuste de variables con el nivel maximo o minimo,

parametro RENDIMIENTO

meta inferior objetivo superior ponderacién importancia
maximo 1 100 150 1 1
BIOPOLIMERO (mg) 420
PRINCIPIO ACTIVO (ng) 30
FASE ACUOSA (ml) 2.5
PVA (%) 3
ISOPROPANOL 2% (ml) 10
VELOCIDAD (rpm) 800
30

Respuestas pronosticadas: RENDIMIENTO 91.8176, deseabilidad = 0.917349
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Figura 15. Respuesta pronosticada optimizada del proceso de rendimiento por ajuste de variables.
Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Tabla: 17
Maximizacion de la Eficacia de encapsulacion por ajuste de variables con ¢l nivel

mAaximo 0 minimo.

parametro EFICACIA

meta inferior objetivo superior ponderacion importancia
objetivo 1 100 150 1 1

BIOPOLIMERO (mg) 420

PRINCIPIO ACTIVO (mg) 30

FASE ACUOSA (ml) 25

PVA (%) 3

ISOPROPANOL 2% (ml) 10

VELOCIDAD (rpm) 800

TIEMPO (min) 47.878

Respuestas pronosticadas: EFICACIA

99.9928, deseabilidad = 0.999928

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormoitoy Marcavillaca C, 2012
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Figura 16. Respuesta pronosticada optimizada del proceso de eficacia por ajuste de variables.

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Tabla: 18

Minimizacion del Efecto Burst por ajuste de variables con el nivel maximo o0 minimo.

parametro EFECTO

BURST
meta inferior objetivo superior ponderacion importancia
Minimo 1 2 20 1 1
BIOPOLIMERO (mng) 420
PRINCIPIO ACTIVO (mg) 30
FASE ACUOSA (ml) 5
PVA (%) 1
ISOPROPANOL 2% (ml) 5
VELOCIDAD (rpm) 1700
TIEMPO (min) 60

Respuestas pronosticadas: EFECTO BURST = -9.19245, deseabilidad = 1.000000

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Figura 17. Respuesta pronosticada optimizada del proceso de efecto burst por ajuste de variables.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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De acuerdo a la grafica 15, se encontré que para el proceso de microencapsulacion
de DIC. SOD era favorable la utilizacion de las variables D, E en el nivel superior,
estos aumentan el rendimiento y la eficiencia de encapsulacién. Para obtener un
mejor rendimiento se sugiere la utilizacion de PVA al 3% e isopropanol al 2%, 10
ml como se muestra en las tabla 16 y figura 15. Asi el rendimiento aumentaria a un
91.8176 % frente al 88.705 % que obtuvimos del mejor tratamiento M3. Para
aumentar la eficacia de microencapsulacion también se sugiere ajustar el
parametro G hasta un determinado tiempo para obtener una eficacia de 99.9928 %,
tabla 17 y figura 16, frente al 96.507 % obtenido del mejor tratamiento M3, en
cuanto a los parametros para minimizar el efecto Burst no se recomienda hacer
ningun tipo de ajustes pues se tendria que cambiar las variables C, D, E, F, y G con
los niveles minimos tabla 18, figura 17. Estos ajustes para el efecto burst
afectarian el rendimiento del proceso y la eficacia de encapsulacion de manera
negativa. Todos estos ajustes de respuesta pronostica fueron realizados por el
software del MINITAB 16.

4.6. DE LA EVALUACION IN VITRO DE LAS MICROESFERAS OBTENIDAS CON

MEJOR CARACTERIZACION.
Tabla 19:
Porcentaje de liberacion in vitro de las microcapsulas del tratamiento M3 en 2 dosis en un
determinado tiempo.
TIEMPO MP. DIC.SOD. 10 mg. MP. DIC.SOD. 5 mg.

(horas) (%) (%)

0 0.00 0.00
2 0.004 + 0.0007 0.004 = 0.0006
4 0.011 £ 0.0005 0.008 £0.0006
8 0.018 £ 0.0006 0.011 = 0.0005
16 0.020 + 0.0006 0.015 £ 0.0006
24 0.021 + 0.0005 0.017 £ 0.0005
48 0.023 + 0.0007 0.018 + 0.0007
72 0.025 + 0.0005 0.016 £+ 0.0006
96 0.026 £ 0.0006 0.017 % 0.0007
120 0.025 £ 0.0007 0.018 + 0.0005

“t” de Student, p<0,05.

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
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Tabla 20:
Andlisis de Varianza para el efecto in vitro.

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados
Entre grupos 0.000129784 1 0.000129784  3.299860027  0.088066765
Dentro de los 0.000629284 16 3.93302 x10°
grupos
Total 0.000759068 17

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.
No existe diferencia significativa entre los tratamientos (P = 0.088).
Al comparar los tratamientos se observé que no hubo diferencias significativas

dentro de cada grupo (p>0.05) Lo cual se observa en la tabla 20 y prueba de

Tukey tabla 21.

Tabla 21:
Agrupacion de informacion utilizando el método de tukey.
N Media Agrupacion
MP. DIC.SOD. 10 mg 9 0.019259 A
MP. DIC.SOD.5mg 9 0.013889 A

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

En la tabla 21, las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes. Observamos que nuestro indice de confianza, especifica que todo el
conjunto de comparaciones tiene una tasa de error por familia de 0.05 (equivalente

a un nivel de confianza conjunto de 95%.

Varlable
=—&— MP, DIC.SOD. 10 mg
fiieen MP, DIC. SOD. 5mg

: /. % Dicloferiaco

ﬂ‘f:\'f ) ,-'\;7:, p .
ok TIH’IPb;(horqs)

Grifica 7. Liberacion in vitro a lo largo del tiempo para el tratamiento M3 a dosis de 10 mgy 5 mg.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

94



Andlisis y discusion:

Los resultados obtenidos para la determinacion in vitro con el mejor tratamiento
obtenido M3, se muestran en la Tabla 19. Al respecto, Los estudios de liberacion in
vitro revel6 que la formulacion M3, comparada en dos dosis de 10 mg y 5 mg.
Tiene una liberaciéon relativamente lenta estudiada hasta las 120 horas, én el
grafico 7, observamos que a las 2 horas liberan la misma cantidad de farmaco, la
dosis de 10 mg, va liberando de manera creciente el farmaco hasta las 96 horas
alcanzando una concentracion superior a 0.025%, a partir de alli desciende como
se muestra en el grafico en mencién, mientras que la dosis de 5 mg, alcanza una
dosis de liberacion sostenida a las 24 horas 0.017%, aproximadamente, a partir de
ese momento la liberacién es relativamente casi uniforme hasta las 120 horas.

. La diferencia entre ambas curvas de acuerdo al grafico 7, es debido a la
dosis de microesferas utilizadas. Se demuestra que a las 2 horas ambas tienen una
liberacién igual o similar al 0.004%, esto se debe a que el principio activo se
encuentra adsorbido en la superficie de las microesferas (Efecto Burst). La
liberacion lenta a lo largo del tiempo se deberia, a que la superficie de las
microesferas aparentemente no son tan porosas, por lo tanto la liberacién del
principio activo se debe a que el biopolimero se va degradando lentamente
mientras libera el farmaco, podemos decir que tiene una liberacion bifasica, esto
significa que hasta las 24 horas la liberacién aumenta de manera creciente y a
partir de alli trata de mantener una liberacion del farmaco de manera casi
constante.

Tuncay, M. et. al en el 2000. Elaboraron microesferas poliméricas de
diclofenaco so6dico para uso intra articular con PLGA 50.50. Observaron que para la
formulacion A Mw (34 000 Da), en la que la superficie de las microesferas parecia
ser poroso, libera el farmaco mas rapido que la formulacion B (peso molecular
88 000 Da), mientras que la superficie parecia ser no porosa. En una formulacion,
la liberacion in vitro de la sustancia activa era casi completa en 84 horas, mientras
que la formulacién B liberado s6lo 69,06% del farmaco en el mismo periodo. La
duracion de la liberacion completa fue de 96 h para la formulacion B. Por o tanto,
en cierta medida el peso molecular del polimero afecta a la duracion de liberacion.
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J.E. Rosas et. al. En el 2000. Eiaboraron microesferas biodegradables PLGA

como un sistema de entrega péptido sintético spf66 de la malaria.

La liberacién de SPf66 de microesferas mostré un perfil trifasico. Microesferas de

SF mostré una explosion inicial del 9%, mientras que este valor fue del 19% para el

PHF. Tras la explosion de liberacion inicial, hubo una fase de latencia de la

liberacién del péptido de un periodo de 29 dias, seguido de un aumento de la

liberacién del péptido durante 15 dias y luego observaron una tasa de liberacion

casi constante. Finalmente, después de 65 dias, alrededor del 60% (PHF)
(Modified pH formulation) y el 50% (SF) (Standard formulation) del péptido fue

puesto en libertad.

4.7. DE LA EVALUACION IN VIVO DE LAS MICROESFERAS OBTENIDAS CON MEJOR
CARACTERIZACION.

Tabla 22:

Efecto de diclofenaco sddico libre y diclofenaco sddico microencapsulado sobre el edema

plantar inducido por carragenina en ratas.

CONTROL | DIC.SOD. 10 mg/Kg MP. DIC. SOD. MP.DIC.SOD.
(Patron) 10 m S mg
Avol. Avol % A vol. Avol

(mLx100) (mLx100) Inhib. {mLx100) | % Inhib. | (mLx100) | % Inhib.
Hora 0 39+5 40+ 7 00+£00 |40+8* 00+0.0 41 £ 3* 00+0.0
Hora 1 58+ 6 48 + 9* 14+ 14 50+ 7* 12+ 8.8 55+ 9* 1710
Hora 3 N+6 67+ 3* 26+7 71+£11* 22+10 77+ 12* 17+13
Hora 5 123+ 13 84 £ 9* 3112 91 £15* 26+9 95+11* 224+ 15
Hora 9 134+ 6 102+ 11* | 24+7 108+ 16* | 19+12 111 +10* | 169
Hora 15 140+ 6 114+ 13* 1910 115+16% | 19+ 10 120 + 9* 15+7
Hora 24 103+ 9 85+ 10* 1711 82 +£9* 2011 86 £ 14* 17+ 14
ABC (mLh“l) 2849 + 44 2241 + 92* 2294 + 73*% 2401 + 24*%

Cada valor esta dado como la media + D.E. de las observaciones (h=>5 animales por grupo), *p<0,05
comparado con el grupo control, ABC area bajo la curva,  p<0,05 comparado con el grupo

DIC.SOD. 10 mg/Kg.
Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012,
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Grifico 8. Evolucién del % de inflamacion sobre el edema plantar inducido por carragenina, en ratas
Rattus norvegicus, durante el tratamiento con diclofenaco sodico libre y microencapsulado con

PLGA. Cada valor esta dado como la media + D.E. de las observaciones. n = 5 animales por grupo.
Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012

= PATRON 10 mg/Kg
=== MP.DIC. SOD. 10 mg/Kg
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Grafico 9. Evolucion del % de inhibicion de la inflamacion sobre el edema plantar inducido por
carragenina, en ratas Raftus norvegicus, del efecto de diclofenaco sddico libre y microencapsulado
con PLGA. Cada valor esta dado como la media + D.E. de las observaciones. n = 5 animales por

%1;252} Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012.

Analisis y discusion:

En lo que se refiere a los resultados del ensayo in vivo, es posible observar en el
grafico 8, que entre las hora 5 y la hora 15 los animales del grupo control (SSN)
desarrollan el maximo grado de inflamacién, como es usual en este modelo
experimental de inflamacién aguda. El grafico 9, muestra el comportamiento de las
microcapsulas a dosis de 10 mg/Kg y 5 mg/Kg, puede observarse que ambas dosis
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ejercen un efecto antiinflamatorio significativo al acercarse al control positivo
(farmaco patrén), Como era de esperarse, ya que el diclofenaco sédico es un
farmaco antiinflamatorio reconocido, todos los tratamientos (DIC.SOD. Libre y
encapsulado) presentan efecto antiinflamatorio significativo durante las primeras
nueve horas del proceso, con mayor intensidad alrededor de las horas 3y 5, como
lo sugieren los resultados detallados en la tabla 22. Es importante destacar que en
todos los puntos de observacidén los grupos tratados con diclofenaco sédico libre
(patron) hasta la hora 15 presenta mejor inhibicion de la inflamacion en
comparacién con las microesferas de (DIC.SOD.X10), a partir de este punto el
(patrén) desciende de manera significativa, mientras que (MP. DIC.SOD. X10)
desde las 9 horas mantiene una constante de inhibicién creciente como se observa
en la tabla 22 y grafico 9. Se observa que (MP.DIC.SOD. X5) a la primera hora
inhibe la inflamacién en mayor proporcién, este efecto podria deberse al farmaco
adsorbido en la superficie de las microcapsulas (Efecto Burst), también podemos
observar de acurdo a el grafico 9 y tabla 22, la inhibicibn de manera proporcional
de las 3 a 9 horas con respecto al patron y MP.DIC.SOD X10. Se observar que a
partir de las 15 horas tiene una inhibicion en aumento, a las 24 horas tiene una
inhibicién de la inflamacién muy similar al patron. Los tres tratamientos presentan
menores deltas de inflamacién, tabla 22 y grafico 8. Es decir, mayor inhibicién de la

inflamacién, que el grupo control. (p<0,05).

o Estos resultados evidencian la influencia de este tipo de sistemas de entrega
de farmacos sobre el efecto farmacologico de DIC.SOD, lo que esta de acuerdo
con lo informado por algunos autores sobre otros tipos de farmacos. Como se
sabe, la forma y el tamafo de las microparticulas permiten no sélo la
administracion mas homogénea de la dosis correspondiente, sino también una
mayor velocidad de disolucion in vivo, con la consecuente mayor absorcién del
farmaco, es decir, una mayor biodisponibilidad. ¥ Con respecto a los dos niveles
de dosis de MP.DIC.SOD, evaluadas (5 y 10 mg/Kg), es posible observar que en
todos los casos, desde la hora 1 hasta la hora 24, se obtienen respuestas
antiinflamatorias de magnitud similar. Este efecto también se ve reflejado en los
valores del parametro ABC (area bajo la curva) que en este caso representa el
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volumen de inflamacion durante el tiempo del experimento. Este parametro, a
diferencia de los resuitados en las horas puntuales de observacion, permite
comparar ia evolucién de la inflamacion de manera global.

En este caso, gracias al ABC, tabla 22 es posible determinar que MP.DIC.SOD.
X10 y MP.DIC.SOD. X5, presentan diferencias estadisticas respecto a DIC.SOD.
Libre, pero no entre ellas, es decir, que las MP.DIC.SOD en dosis de 5 mg/ Kg, de
manera global, logran disminuir los niveles de inflamacion en proporcion al
DIC.SOD libre en dosis de 10 mg/Kg, lo que indica que este sistema de entrega de
farmacos permite obtener efectos antiinflamatorios significativos en dosis de 5
mg/kg a 10 mg/kg de diclofenaco sddico.

Diana M. ARAGON N. et. al. en el 2010. En el modelo de edema plantar
inducido por carragenina, observaron que las microparticulas de naproxeno en
dosis de 10 mg/Kg presenta un efecto antiinflamatorio de mayor magnitud que el de
Naproxeno libre en la misma dosis. Segun los resultados obtenidos del analisis del
parametro area bajo la curva (ABC), es posible sugerir que las microparticulas de
Naproxeno en dosis de 5 mg/ Kg presenta un efecto antiinflamatorio mayor al de
Naproxeno libre en dosis de 10 mg/Kg.
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CONCLUSIONES



Los resultados obtenidos permiten extraer las siguientes conclusiones:

1. Se han obtenido microesferas de acido poli(lactico-co-glicolico) PLGA 50:50
conteniendo como principio activo diclofenaco sédico por doble emulsién, con alto
rendimiento y eficiencias de encapsulacién, lo cual hace posible la utilizacién de
esta técnica en la industria farmacéutica.

2. Se evaluaron los factores tecnol6gicos que influyeron durante el proceso de

formulacion de las microesferas biodegradables de diclofenaco sddico, la
concentracién de polimero, cantidad de principio activo, proporcién de PVA y
cantidad de isopropanol, usados en proporciones adecuadas son factores que
favorecen positivamente en el rendimiento y la eficacia de microencapsulacién,
mientras que la fase acuosa, velocidad de agitacion y tiempo de agitacion son
factores que se debe tener muy en cuanta, una variacion del nivel minimo al
maximo afectaria de manera negativa en el proceso. La adsorcién en la superficie
no fue muy significativa en el mejor de los casos, siendo un parametro positivo para

la liberacién del principio activo a largo plazo.

3. Se demostré6 que se pude obtener microesferas con buena morfologia
esférica y tamafo adecuado de hasta 10 ym para una administracién parenteral,
con un buen rendimiento de hasta 88%. Y una excelente eficacia de hasta 96%.
Valores que favorecen su utilizacidn en la industria farmacéutica con un efecto
Burst minimo, adecuado para la aplicacién del farmaco con una liberacién y efecto

prolongado.

4. Antes de los ensayos in vivo, se pudo realizar las pruebas in vitro durante
120 horas (5 dias) con la muestra que se obtuvo del mejor tratamiento (M3), con
las dosis que fueron aplicadas in vivo. Demostrandose que hay liberacién
prolongada con pequefias diferencias significativas entre ambas dosis,
observandose a que a partir de las 24 horas alcanzan casi un nivel constante de
liberacion del principio activo y que después de 120 horas siguen liberando casi

con la misma constante.
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5. De los cuatro tratamientos que se realiz6 en el proceso, solo uno de ellos
obtuvo las mejores caracteristicas de buen rendimiento, buena eficacia de
microencapsulacién y minimo efecto Burts. El tratamiento M3, en dosis de 10
mg/kg y 5 mg/kg se usé, y fue seleccionada para realizar los ensayos in vivo.
Demostrandose que ambas dosis cumplen con el efecto antiinflamatorio con
respecto al grupo control (SSN), también se observa que ambas dosis a partir de
las 15 horas inhiben de mejor manera la inflamacién con respecto al diclofenaco
sodico libre (patrén), este efecto puede deberse a la liberacion sostenida del
principio activo, la comparacion entre ambas dosis de la inhibicién de la inflamacidn
es significativamente pequefia y que ambas dosis son Utiles para este efecto.
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SUGERENCIAS
Y
RECOMENDACIONES



A las autoridades:

1. Realizar la implementacibn de laboratorios universitarios destinados
exclusivamente a la investigacion cientifica, promover la apertura de lineas de
investigacion en microencapsulacion de todo tipo de principios activos e incluyendo
los productos naturales, y destinar los recursos de infraestructura e incentivos
economicos necesarios para la sostenibilidad de estos laboratorios.

A los docentes:

2. Buscar convenios con Institutos, Universidades y Centros de Investigacion
dedicados a la investigacion en Disefio y obtencion de nuevos farmacos y en
estudios farmacologicos.

3. Procurar la creacion de un Instituto de Investigacion para el estudio exclusivo
de formulaciones con nuevas tecnologias farmacéuticas dentro de la carrera de
Farmacia y Bioquimica.

4. Solicitar la implementacion de laboratorios destinados a la industria
farmaceutica.

5. Motivar a los estudiantes a realizar mas trabajos de investigacion en
microencapsulacién, ya que existe una gran variedad de biopolimeros naturales
con los que se puede trabajar, pues aun este tipo de trabajos es materia de
investigacion en la actualidad. '
A los investigadores:

6. Realizar mas pruebas de los factores tecnolégicos y estandarizar un método
para optimizar las formulaciones y asi obtener mejores rendimientos y eficacia de
microencapsulacion.

7. Realizar estudios in vitro por mas tiempo, para ver hasta cuanto tiempo se
libera el principio activo desde las microesferas.

8. Realizar estudios in vivo, para vér la Biodisponibilidad del principio activo
liberado en sangre a lo largo del tiempo y determinar la dosis efectiva media.

9. Realizar los estudios toxicolégicos, para ver posibles residuos de los solventes

Diclorometano e Isopropanol.
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ANEXO 1.

FLUTOGRAMA DEL PROCESO DE MICROENCAPSULACION

Solucion Organica
(Conteniendo

- Biopolimero) p

1 Agitacién en Ultra Turrax

= gy e
C 00
Solucién Acuosa

(Conteniendo
Farmaco)
Trasvasar
m Primera Emulsién
(W/0)

Solucién Acuosa Conteniendo
PVA. (Tensioactivo)
(W/OW) y Evaporacién.
Agitacion en Eurostar Power.

Eliminacién de Exceso
de Tensioactivo
(Lavado)

Obtencién de
Microesferas en
Suspension

Fuente: Pastor Chambi E. W; Mormontoy Marcavillaca C. 2012
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ANEXO 2.

CERTIFICADO DE ANALISIS DE ACIDO POLI(LACTICO-CO-GLICOLICO)

SIGNAALDRICH’

GALomCH

Certificate of Analysis

RS D-85355 St yGanmny ©
Vel <49 73 2097 2550 Fax: +4973 2997 2557

Product Name: POLY(D;L-LACTIDE-CO-GLYCOLIDE)
. acid términated, (50:50), M,, 7,000-17,000
Product Number: 719807
Product Brand: Aldrich
Molecular Formula: :
. Molecular Mass:
" CAS Number: 26780-50-7
TEST SPECIFICATION LOT STBC1497V RESULTS
APPEARANCE (COLOR) WHITE TO OFF-WHITE WHITE
APPEARANCE (FORM) SOLID POWDER
ASSAY (GC WEIGHT %) MAX. 0.5% D,LLACTIDE D:05 %
MAX. 0.5 % GLYCOLIDE <0.05%
MOLECULAR:NUMBER REPORT RESULT 6400 GMOL
MOLEGULAR WEIGHT REPORT RESULT 11300 G/MOL.
DETERMINATION ’
WATER MAX. 0.5% 0.15%
SULFATED ASH MAX. 0.1 % CONFORMS
PROTON NMR SPECTRUM CONFORMS TO STRUCTURE CONFORMS
ASSAY (H-NMR). D,L-LACTIDE: 48562 MOLE% 50 MOL%
GLYCOLIDE: 48 - 52 MOLE% ""50 MOLE% -
ODOUR NEARLY ODOURLESS CONFORMS
VISCOSITY INHERENT VISCOSITY: 0.16 - 0.24 0.21 DUG
DLAG (0.1% IN CHCL3 AT 25 DEG
c)
HEAVY METALS MAX. 10 PPM CONFORMS
MISCELLANEOUS TESTS REPORT MW/MN RATIO 18
ACID VALUE MIN. 6 MG KOH/G 9.6 MG KOH/G
Sigma-Akldeh Certificate Df'_AnaIys's- Product 719897 Lot STBC1497V Pagaiof2
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SIENIA-ALOSICH - . .

Riedstrasse 2, D-£8555 StelnhelmdGearmany
o Tel: +49 73 2897 2650 Fax: +48 73 2997 2657

Certificate of Analysis

BALDRICH

TIN (ICP) MAX. 200 PPM 171 PPM il
RESIDUAL SOLVENTS (GLC-HS) MAX. 820 PPM TOLUENE 34 PPM
MAX, 0.1 % ACETONE <0.01 %
MAX. 0.1 % TOTAL <001 %
VENDOR INFORMATION EVONIK ROEHM SPECIFICATION EVONIK DATA
QC RELEASE DATE 10/MAY/11
Claudla Mayer, Manager
Quality Control
Stelnhelm, Germany
Sigma-Aldrich warrants, that ts products canform to the infermation contamed in this and other Sigma-Aldrich F the sultabitity of the
product for s particular use. See raverss side of involoe for addiional terms and candilions of sefe. Tha valuds given on tha ‘Cértifical of Analysis' are the results
determinad at the tima of analysis. “
' Sigma-Aldrich Cartificate of Analysis - Product 719897 ‘Lot STBC1497V Page 2 0f2



ANEXO 3.

CERTIFICADO DE ANALISIS DEL ALCOHOL POLI-VINILICO|
EJQM%“& Lm@ggw : shiymaanlliseh donss

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Webniter  wwnwe, sigmasidrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Name: Certificate of Analysis
Poty(vingd alcahal) =~ avarags kw 2 L000-50,000, B7-458 hyiralyzad
Product Number: 363073 . ‘
Lot Number: MKBH7633V OH
Brand: ALDRICH ,J\
CAS Nimbar: YON2-R9-5 - .
MDL Number: MFCD00081922 ]\
Quality Release Date: 08 AUG 2011 N
Test Specification Resuft
Appearance (Color) White to Off-White White
Anprarance (Fosrn) Confarms to Requirements Crysials
Powder, Crystalline Powder. Crystals or Granules. ... . '
Infrared spectrum ‘Conforms to Structure Conforms
Assay 87.0 - 89.0 % 88.9 %
Loss on Drying s bU'% 24 %
Residue on Ignition (Ash) < 07 % 0.5 %
Viscosity 52 -6.2 cps 5.9 cps
C = 4%, HIO
pH 45:-65 5.5
C = 4%, H20
Remarks:

Reviewing Chemist ;
fgld.mul; g&wm_.-
)
Jamie Gleason, Manager

Quality Cantrol
Milwaiker, Wisconsin US

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the intormation
contained in. this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact
Technical Service, Purchaser must determine the suitability of the product for its. particuldr use. See reverse side of invdice or packing
sfip for additienn! térms and conditinns of sale

Version Number: 1 Page 1 of 1
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ANEXO 4
CERTIFICADO DE ANALISIS DE DICLOROMETANO.

o
x
)
)

Certificate’of Analysis

€

ACS,ISO,Reag. PhEUr - .
' K42408350 "

1.06050.1000 Dichloromethane for analysis EMSURE®

~ Batch Values
Purity (GC) ’ 299.8 %
Identity (IR) conforms
Appearance clear
Colour . <10 Hazen
Titrable agid - <0.0002 meg/g
Alkalinity: - <0.0002 meglg
Density (d 20 °C/ 4 °C) ’ 1,324 - 1.326
Boiling point. Lo 39-42 °C
Free chiorine (as CI) < 0.06002 %
Chloride (C1) <0.0001 %
Matter discolaured by HpSO04
‘Chlgroform (GC)

honoL (GO -

Mol GC) 2iog bt g
Carbon !clralch ride (GC)
Fluoreseence (as quinine st 365 nm)

Al {Alumirium)
B(Boron)
' Ba (Barium)
Cu (Calcium) !
Cd (Cudmium) . ks
Co {Cobaly) 50.000002 - 3%
Cr (Chromium} $0.000002 %
Cu (Copper) $0.000002 %
Fe (frun) £0.00001 %
Mg (Mugnesium) =0.00001 %
Mn {Munganese) - $0.000002 %
Mo (Molybdenum} 50.000002 %
Ni (Nickel) 50000002 %
Pb (Lead) < 0.00001 %
.Sn (Tin) . < 0.00001 %
Zn (Zinc) « % 0.60001 %
Evaporation residue 'S0.001 o % -
Water - S00L. %
Stabilized with about 50ppm 2-Methyl-2-butene. S
Date of release (DD.MMYYYY): 16.06.2041°
Ainintum shelf life (DD.MMYYYY): 30.06.2016
. Dt. Michae! Savelsberg

responsible laboratory manager quality contral

This documunt has been produced elecironically and is volid wil_lm'm a signature

Merck KGaA; Frankfurter Stralte 250, 64293 Darmstadt (Gefmany): #49 B161 720" Page 1 von 1
SAT ZZ224141106050000000000 V. 938 Date: 16.06.2011 ]
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ANEXO 5.

CERTIFICADO DE ANALISIS DE 2- PROPANOL.

Bateh Values
~Purity (G - 2998 %,
7 Idéntity (IR) conforms
Appearanee. © - “clear
Lolour : .2 ¢ S10. Haizen:
Solubility inwiter . ; w conforms i
Acidity '50.0001. megig .
Alkatinity ) "S.0,0000 neglg
Density{d 20 *C720°C) 327 1= - 0.784 - 0787
Boiling poin S BT ©Bl-83
Chloride (Cl}* ' $300

S101K g | |
Carbony] compiunds (a5CO) ~
Matter discolonred by 12804

Acetone (GC) $0.0)

Ethunol (GC) 50,01
Tsopiropylether (GC) 5001

Methinol (GC) . _— 5001
)<Propytalcotiol (GCY % - s0. .
A (Silver) ; <0.000002. ~ %:

Ab(Aluminiuny) s $000005 %
As (Arsenic) . : 0000002 %.

. Au (Gold) £0.000002 %
B (Boron) . 50.000002 %
Bu {Barium) 000001 %:

.Be (Berylkium): ' ‘5 0.000002. %,
Bi iBismuth) £0.00001 %.

-Ca{Calciumy ’ < 0.00005 %
€d (Cadmitm) o $0000005 %
Co (Cabaft) * . £0.000002 %
Cr{Chromium)  © C ’ <0000002 %
Cu (Coppery £0.000002 %
Fe(lron) $0.00001° %
Gir(Gilliim) £0000002 %
In {Indium) $0000002 %
Li(Lithium) <0.000005 %
Mg (Magmesium) <0.00001 %
‘Ma (Munganesé) $0.000002 %
Mo (Malybdenum) £0.000002 %
Ni (Nickel) h 5 50.000002 %
Ph(Lé) ~ g ¢ 000001 %%
Pt{Plitinun), 0000002 % :
Sb (Antimony) - <0000002- %
$n{Tin) s £000001 %

.. Ti (Titaniium) £0000002 %%
. + 1 (Thallinm) £0.000002 %
250; 64203 Darmstat (Gefmany): +49.6151 72-0 ; -~ Page{von2
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Certificate of Analysis

1.09634.2500 2-Propanol for analysis EMSURE®
ACS,ISOC,Reag. Ph Eur

Batch K42243434
Batch Values

V (Vanadium) < 0.000002 %
Zn (Zinc) < 0.0000} Yo
Zr { Zirconium) £0.000002 %
Evdaporation residue < 0,001 %
Water £0.05 %%
ACS, 180 reagent. Ph Eur-reagent

Date of release (DD MM.YYYY): 20.04.2001

Mininun shelf life (DD.MM.YYTY): 30.04.2016

Dr. Michael Savelsberg

ponsible fab Y ger quality

Thix doctanent has been produced électronically amt is valid without a signatre

Merck KGaA, Frankfurter Strafie 250, 64293 Darmstadt (Getmany): +48 6151 72.0
SAGT 2201540/1096340000000000 V. 553 Oste: 20042011

Page 2 von 2
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CERTIFICADO DE ANALISIS DE DICLOFENACO SODICO

»

ANEXO 6.
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’ SPECIF!CA‘I'ION
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ANEXO 7.
CERTIFICADO SANITARIO DE LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION.

INSTITUTO NACIONAL DE SALUD

. o=@ CENTRO NACIONAL DE PRODUCTOS BIOLOGICOS
; " COORDINACION DE BIOTERIO
& \Zi .
%.‘\,,4
%“"L-'Rmueﬁ*’
CERTIFICADO SANITARIO N° | 295-2012
Producto : Rata Albina . Lote N° : R-10-2012
Especle . Rattus norvegicus Cantidad :; 28
Cepa : Holtzman Edad : 2meses ¥z
Peso : 240 a 250 gr. Sexo : Machos
Guia de : 026565 Destino  : Mormontoy Marcavillaca,
Remision Carmelin
Univ. San Antonio Abad del
Cusco

Lima © 10-10-2012

El Médico Veterinario, que suscribe, Arturo Rosales Fernandez. Coordinador de Bioterio
Certifica, que los animales arriba descritos se encuentran en  buenas
condiciones sanitarias ®.

*Referencia : PR.T-CNPB-153, Procedimiento para el ingreso, Cuarentena y Control
Sanitario para Animales de Experimentacion.

Chorrillos, 31 de'Noviembre del 2012
(Fecha de emisién del certificado)

M.V. Arturo Rosales Fernédndez
NOTA : E! Bioterio no se hace C.M.V.P. 1586
responsable por el estado de
16s animales, una vez que
éstos egresan del mismo.

S U RE O T e
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ANEXO 8.

ESPECTRO DE LA COMPOSICION DE ALGUNOS ELEMENTOS PRESENTES
EN LAS MUESTRAS DE MICROESFERAS DE DICLOFENACO SODICO,
ANALIZADAS POR MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO.

c:\edax32\genesis\genspe. spc

Label :Microcapsulas de Diclofenaco de Na M1l total
kV:30.0 Tilt:1.0 Take-off:35.7 Det Type:SUTW+ Res:159 Amp.T:6.4

FS £ 433 Lsec : 122 18-Nov-2012 00:35:26

o

adatist i

-

20.00 24.00 28.00  32.00 kev

4.00 8.00 12.00 16.00

Element Wt %

C K 27.26
O K 67.63

NaK 0.37
SiK 0.25
P K 0.58
ClK 1.60
K K 0.55
CaK 0.70
FeK 1.06

Total 100.00

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012
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ANEXO 9.

RESUMEN DE FOTOS.

FOTO N° 1. Insumos para la elaboracion
de las microcapsulas, a la izquierda se
observa el biopolimero PLGA, al centro
el alcohol polivinilico PVA, a la derecha
el principio activo diclofenaco sddico
(materia prima). Fuente propia.

FOTO N° 2. Reactivos para la elaboracién
de las microcapsulas, a la izquierda se
observa el frasco ce 2-propanol, a la
derecha se observa el diclorometano.
Fuente propia.

FOTO N° 3. Equipos para la elaboracion
de las microesferas, al lado izquierdo se
observa el homogenizador (Eurostar
power) usado para la obtencion de la
segunda emulsion, a la derecha se
observa el disperson (T-25 Ultra Turrax)
usado para obtenewr Ila primera
emulsion. Fuente propia.

FOTO N°4. Equipo liofilizador, se uso
para liofilizar las microesferas obtenidas
después del proceso de elaboracion.
Fuente propia.
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FOTO N° 6. Balanza digital de precisién
de cinco digitos, fue usada para pesar los
insumos y reactivos para la elaboracién
de las microcapsulas y otros. Fuente
propia.

FOTO N° 5. Microscopio electronico de
barrido (SEM) fue usado para observar la
morfologia externa y el tamafio de las
microesferas despues del proceso de
liofilizacion. Fuente propia.

FOTO N° 7. Espectofotometro Uv. Fue
usado para cuantificar el principio activo,
para la curva de calibracion y para ver la
eficacia y el efecto Busrt de Ias
microesferas. Fuente propia.

FOTO N° 8. Bario de ultrasonido, fue
usado para facilitar la solubilidad de
algunos insumos y para esterilizar las
microesferas antes de la aplicacion in

vivo. Fuente propia.
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FOTO N° 9. Equipo de bomba al vacio,
fue usado para filtrar la impureza de
algunos insumos. Fuente propia.

FOTO N° 10. Proceso de elaboracién de
las microcapsulas, se esta trabajando en
el equipo T-25 Ultra Turrax para obtener
la primera emulsion. Fuente propia.

FOTO N° 11. Proceso de elaboracion de
las microesferas, se esta trabajando en
el equipo Eurostar Power para obtener la
segunda emulsion. Fuente propia.

FOTO N° 12. Proceso de liofilizacion, se
observa en las bandejas del equipo las
microesfras obtenidas que se estan
liofilizando. Fuente propia.
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ambar, donde se encuetran las dose
muestras de las microesfras liofilizadas
protejiads de la luz y humedad. Fuente
propia.

EBTO °‘13 Frascos vile de color

TR

FOTO N° 14. Las muestras de las
microesfras se encuentran en un bafio
Maria con agitacion a temperatura
constante, mediante este proceso se vera
el efecto Burst, también la eficacia de
encapsulacion. Fuente propia.

i

FOTO N° 15. En la imagen se observa el
proceso de recubrimiento de Ias
microesfras liofilizadas, con paladic en el
equipo Emitech, antes de ser llevado al
SEM. Fuente propia.

FOTO N° 16. En la imagen se observa el
proceso de analisis de las muestras
recubiertas con paladio, al microscopio
electronico de barrido (SEM). Fuente
propia.
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de experimentacion, ratas de la especie
Rattus norvegicus, cinco animales por
grupo formados aleatoriamente. Fuente
propia.

FOTO N° 18. En la imagen se observa el
proceso donde se induce la inflamacion
con la carragenina en la pata derecha del
animal de experimentacion. Fuente
propia.

FOTO N° 19. En la imagen se observa el
momento donde se le aplica las
microesferas por via intraperitonel al
animal de experimentacion. Fuente
propia.

FOTO N° 20. La imagen muestra el
proceso donde se mide el volumen de la
pata inflamadas del animal de
experimentacion en el equipo de
pletismometro manual. Fuente propia.
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CADA TRATAMIENTO.

ANEXO 10.
DATOS DE LA MEDIDA DE INFLAMACION A LO LARGO DEL TIEMPO PARA

TIEMPO (horas)

hO [hl |h3 |h5 |h9 [nl5 |h24

14 |23 |29 |34 |34 |35 |30
Z z 15 (24 |28 |33 |35 |36 |29
§ B : 15 |24 |30 |33 |34 |36 3.1
< % g 15 {23 |29 |34 [35 |35 |29
<5 |° 16 |24 |30 (33 |37 |38 |33
cEIE- 5 |23 |25 |27 |31 |32 |29
Z 5 § £ 14 |22 |24 |28 |30 (33 |28
Sw |O= 16 |22 {26 |28 |30 [32 |29
ce E é 15 |23 |25 |27 |29 |31 |28
% é £ 15 |21 |25 |28 |31 |32 |29
E z 14 |22 |24 |29 [31 |32 |26
2 g é o 16 |23 |25 |27 |30 |31 |27
zZa (2P 14 |22 |25 |28 |31 |32 (26
% g ;- S 14 |21 |26 |28 |30 |31 2.7
3 < 16 |23 |26 |29 |31 |32 |28
: = 15 |22 |25 |28 (32 (32 |27
é “ § . 14 |23 |26 |29 |30 |31 |27
g E cés F, 14 |21 |25 |28 |30 [32 |28
= 2w 16 |24 |26 |29 [31 (33 |26
= = 14 |23 |27 {28 |31 |32 |27

Fuente: Pastor Chambi E W; Mormontoy Marcavillaca C, 2012
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