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RESUMEN. Se obtuvieron microesferas de poli(D,L-lactico-co-glicélico) conteniendo ovoalbimina por
medio de una emulsién miiltiple agua en aceite en agua empleando una técnica de evaporacion de solvente.
Se realizé un experimento con un disefio factorial 23 para estudiar el efecto de tres variables independien-
tes (cantidad de principio activo, cantidad de polimero y concentracién de alcohol polivinilico) sobre las
variables dependientes (eficacia de encapsulacion y tamaiio de particula). Las tres variables independien-
tes influyeron significativamente sobre la eficacia de encapsulaciéon de la ovoalbiimina. En el caso del ta-
maiio de particula, también las tres variables ejercieron una influencia significativa. Los estudios de libe-
racion in vitro han mostrado que después de un efecto inicial inmediato de liberacién, se ha obtenido una
liberacion de ovoalbiimina en forma sostenida durante 28 dias.

SUMMARY. “Vehiculization of Proteins in Biodegradable Microspheres”. Microspheres of poly(D,L-lactide-co-
glicolide) containing ovalbumin were prepared by the solvent evaporation method using a multiple water in oil in
water emulsion. 23 factorial design was used to determine the effect of three independent variables (amount of
drug, amount of polymer and concentration of polyvinyl alcohol) over the dependent variables (efficacy of en-
trapment and particle size). The three independent variables influenced significantly over the efficacy of entrap-
ment. In the particle size case, also the three variables influenced significantly. The in vitro release studies have

shown that after an immediate initial effect of release, has obtained a sustained release among 28 days.

INTRODUCCION

El desarrollo de la tecnologia del ADN re-
combinante en la mitad de los 70 marca el co-
mienzo de la era biotecnolégica moderna 1. El
rapido crecimiento en este campo ha permitido
el desarrollo de numerosas proteinas recombi-
nantes, algunas de las cuales son de gran im-
portancia terapéutica 2. Este crecimiento ha faci-
litado la produccion econémica de estas sustan-
cias a gran escala 3.

En la naturaleza, las proteinas son sintetiza-
das en pequenas cantidades y son estabilizadas
por el entorno celular y extracelular. En cambio,
para desarrollar un producto farmacéutico, las
proteinas deben ser altamente purificadas, con-
centradas y tener una vida media de al menos
dos afnos.

La mayoria de estas proteinas dependen del
desarrollo de novedosas tecnologias para mejo-
rar y controlar su liberacion. La complejidad es-

tructural y bioquimica de las proteinas compara-
da con los principios activos convencionales ha-
ce del diseno de formulaciones para la libera-
cién de proteinas terapéuticas un verdadero de-
saffo.

Los transportadores (carriers) utilizados co-
mo sistemas de liberacién de drogas ofrecen
una alternativa optima para la administracion de
farmacos. Entre estos sistemas encontramos mi-
croesferas, nanoparticulas, liposomas, etc., los
cuales modulan las caracteristicas de liberacion
y absorcion de las drogas 4.

Los sistemas microparticulados son utilizados
como farmacos de liberacion sostenida debido a
su pequeno tamano y a sus eficientes caracteris-
ticas como transportadores. De los polimeros
biodegradables sintéticos cominmente utiliza-
dos para microencapsular, los poliésteres alifati-
cos [poli(lactico), poli(glicolico) y poli(lactico-
co-glicolico)] han generado un gran interés de-
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bido a su excelente biocompatibilidad y biode-
gradabilidad 5. Inicialmente, estos polimeros
fueron desarrollados por la industria farmacéuti-
ca como materiales de sutura quirtargicos, de-
mostrando sus caracteristicas como polimeros
biodegradables. Ademas, se los ha considerado
para una gran variedad de aplicaciones biomé-
dicas, entre los que se encuentran implantes pa-
ra la reconstruccion y el reemplazo 6seo 67.

Otra de las aplicaciones de los poliésteres
alifaticos ha sido la preparacion de sistemas de
liberacién controlada de drogas. Entre estos sis-
temas, se encuentran el Lupron Depot® (Take-
da-Abott), el Zoladex® (Zeneca), el Decapep-
tyl® (Ipsen Biotech) y el Prostap SR® (Lederle),
los cuales han sido licenciados para su uso en
humanos en Europa y en los Estados Unidos 811,

Estos polimeros serian una herramienta basi-
ca en el campo de la biotecnologia debido a la
capacidad de poder transportar y vehiculizar en
un solo carrier péptidos y/o proteinas. En el
campo de la inmunologia, estos polimeros po-
drian transportar y liberar antigenos, excipientes
y adyuvantes desde un solo sistema de libera-
cion.

La preparacién de sistemas microparticulados
con poli(D,L-lactico-co-glicolico) cargados con
proteinas ha recibido gran atencién en los ulti-
mos anos debido a la posibilidad de lograr una
liberacion controlada en forma satisfactoria 1214,

La aplicacion de un disefio estadistico para
optimizar el desarrollo de formulaciones farma-
céuticas podria proveer una metodologia econé-
mica y eficiente. El diseno factorial es una he-
rramienta estadistica que nos permite obtener la
informacioén necesaria para entender la relacion
entre las variables controlables (independientes)
y las variables de performance (dependientes).
Esta técnica ha sido cominmente empleada en
el desarrollo de comprimidos 1517, microcapsu-
las 1819 y suspensiones 20,

El objetivo de este trabajo es obtener un sis-
tema microparticulado biodegradable capaz de
liberar proteinas en forma sostenida, para lo
cual se ha utilizado un diseno factorial 23 para
optimizar el proceso de desarrollo y mejorar las
caracteristicas farmacotécnicas de las formula-
ciones. Como modelo de proteina se utilizo
ovoalbimina (OVA). Ademas, se estudio la inte-
gridad estructural de la proteina por SDS-PAGE
y la liberacion in vitro de la OVA.

MATERIALES Y METODOS

Materiales
OVA (Fluka); poli(D,L-lactico-co-glicélico)
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(50:50) (D,L-PLGA 50:50) (M,, 50.000-75.000)
(Sigma); alcohol polivinilico (PVA) (Riedel-de
Haén); cloruro de metileno (Anedra®) grado
HPLC; cloruro de sodio (Parafarm®); fosfato de
potasio monobisico (Parafarm®). Todos los ma-
teriales fueron utilizados como se recibieron.

Diseiio factorial de los experimentos

Los experimentos fueron realizados siguien-
do un diseno factorial 23. En este diseno, las va-
riables independientes son cantidad de polime-
ro (X)), concentracion de PVA (X,) y cantidad
de principio activo (X3). La eficacia de encapsu-
lacion (Y y el tamano de particula (Y,) son las
variables dependientes. Las variables indepen-
dientes y los niveles utilizados en la preparacion
de las microesferas se encuentran detallados en
la Tabla 1. Todas las formulaciones fueron pre-
paradas por triplicado. Los datos fueron evalua-
dos utilizando el programa computacional Statis-
tica®,

Variable Nivel Nivel

independiente bajo alto
Cantidad d 1i

antidad de polimero 100 mg 200 mg
Xp
C tracién de PVA

oncentracion de 0,5% P/V  2,0% P/V
Xy
Cantidad de principio activo 10 mg 20 mg
X3)

Tabla 1. Variables independientes y sus niveles.

Preparacion de las microesferas

Las microesferas de D,L-PLGA 50:50 conte-
niendo OVA fueron preparadas por medio de
una emulsiéon multiple agua en aceite en agua
(A1/0/A,) empleando una técnica de evapora-
cion de solvente. Una cantidad exactamente pe-
sada de OVA fue disuelta en 1 ml de agua desti-
lada (Ay). Para preparar la fase oleosa se disol-
vi6 una cantidad conocida de polimero (D,L-PL-
GA) en 5 ml de cloruro de metileno (O). La so-
lucion de proteina (Ap) fue agregada a la solu-
cion polimérica (O) y agitada durante 1 minuto
en un mezclador vortex. La emulsion primaria
(A1/0) fue agregada bajo agitacion en 150 ml
de una solucion acuosa de PVA. La emulsion
multiple A1/O/A; asi obtenida se mantuvo bajo
agitacion durante 3 horas 30 minutos hasta la
evaporacion del cloruro de metileno. Las micro-
esferas fueron recuperadas por centrifugacion,
lavadas con agua destilada vy filtradas. Luego
fueron secadas a temperatura ambiente en dese-
cador durante 48 horas. Las diferentes formula-
ciones desarrolladas se detallan en la Tabla 2.



Cantidad de  Concentracion  Cantidad de
Formulacién  polimero de PVA principio activo

(mg) (% P/V) (mg)
F1 200 2,0 20
F2 200 2,0 10
F3 100 2,0 20
F4 100 2,0 10
F5 200 0,5 20
F6 200 0,5 10
F7 100 0,5 20
F8 100 0,5 10

Tabla 2. Formulaciones de microesferas de D,L-PLGA
50:50 conteniendo OVA.

Determinacion del contenido de principio
activo

Las microesferas (7-10 mg) fueron tratadas
con 3 ml de una solucién de NaOH 0,1 M y lau-
ril sulfato de sodio (SDS) al 5% P/V durante 16
horas a temperatura ambiente. Las muestras fue-
ron centrifugadas para determinar el contenido
de proteina en el sobrenadante utilizando el
método del BCA 21. La concentracion de OVA se
determiné versus una serie de estidndares de
OVA en una soluciéon de NaOH 0,1 M y SDS al
5% P/V.

Morfologia y distribucion del tamaiio de
particula

Las caracteristicas morfologicas de las micro-
esferas fueron estudiadas utilizando un micros-
copio optico trinocular (Arcano XSZ-107 E) con
camara fotografica (Seagull DF-300s).

La determinacién del tamano de particula se
efectué mediante microscopia Optica (Arcano
XSZ-107 E), para lo cual se determinaron los
diametros de 300 particulas 22, La distribucion
de tamano de las microesferas fue ajustada en
funcion del porcentaje de frecuencia.

Integridad estructural de la proteina

La integridad estructural de la OVA fue de-
terminada por electroforesis en gel de poliacrila-
mida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE)
al 10%. La OVA fue extraida de las microesferas
con una solucion de NaOH 0,1 M y lauril sulfato
de sodio (SDS) al 5% P/V durante 16 horas a
temperatura ambiente.

Para asegurar la integridad estructural de la
proteina, se compar6 la posicion de las bandas
de la OVA antes y después del proceso de en-
capsulacion.

Estudios de liberacion in vitro
Para realizar el ensayo de liberacion de la
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OVA se eligio la formulacion F1 y F2. El estudio
de liberacion in vitro se llevé a cabo en condi-
ciones estaticas. El ensayo se efectué a una tem-
peratura de 37 £ 0,5 °C, utilizando como medio
de disoluciéon 1 ml de una solucion de buffer
fosfato pH 7,4. A tiempos predeterminados, las
muestras fueron centrifugadas para remover el
sobrenadante y analizar el contenido de protei-
na utilizando el método de BCA. Para continuar
el ensayo de liberacion se agregd a las microes-
feras solucion de buffer fosfato pH 7,4 recién
preparada. En cada caso, los resultados son el
promedio de tres determinaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION
Preparacion de las microesferas

La seleccion de una técnica de microencapsu-
laciéon es fundamentalmente determinada por la
solubilidad del principio activo 23. Para microen-
capsular compuestos solubles en agua existen
varios métodos 24. Los principales métodos se di-
viden en dos categorias: evaporacion de solvente
y coacervacion - separacion de fases 2527,

En este caso, se selecciond la metodologia
basada en una emulsion multiple agua en aceite
en agua (A1/O/A;) con evaporacion de solvente
por ser la mas adecuada para encapsular firma-
cos hidrofilicos en microparticulas 28. Esta técni-
ca involucra principalmente dos pasos, primero
la formacién de una emulsion primaria (A;/O)
estable, y luego, la evaporacion del solvente pa-
ra permitir la solidificacion de las microesferas.

Las microesferas de D,L-PLGA 50:50 con
OVA, obtenidas por medio de una emulsién
multiple A1/O/A; empleando una técnica de
evaporacion de solvente, poseen eficacias de
encapsulacién que van desde 12,2 + 21 % a
76,2 + 2,2 % (Tabla 3). Las particulas resultantes
son de forma esférica (Fig. 1) con un tamano
comprendido entre 9,0 + 7,2 pm y 67,9 + 34,6
pm para las diferentes formulaciones desarrolla-
das (Tabla 3).

Evaluacion del disefio factorial

Los disenos estadisticos experimentales son
generalmente utilizados para identificar las va-
riables criticas en el desarrollo de productos far-
macéuticos. El uso de estos disenios permite de-
sarrollar modelos matematicos, los cuales pue-
den adecuadamente describir y predecir el com-
portamiento en término de las variables estudia-
das.

En este caso, se evaluod el efecto de las varia-
bles independientes (Xj, X; y X3) sobre el tama-
no de particula y la eficacia de encapsulacion
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Eficacia de Tamaifio de
Formulacion encapsulacion particula (pm)
(%) media + D.S.

F1 76,2 £ 22 95+73

F2 57,3+ 21 9,072
F3 249+ 20 10,0 £ 7,5
F4 43,0+ 19 10,1 £ 8,2
F5 31,8+ 1,6 67,9 + 34,6
F6 31,4+ 18 66,0 £ 35,6
F7 122 +21 57,6 £ 35,7
F8 38,1+19 55,5 + 34,1

Tabla 3. Caracteristicas de las microesferas.

utilizando un andlisis de la varianza (ANOVA). Se
aplico una regresion multiple a las variables de-
pendientes en funcién de las variables indepen-
dientes. En el caso de la eficacia de encapsula-
cién se obtuvo la siguiente ecuacién:

Y = 101,2833 - 0,364X1 - 8,6667X2 - 5,12X3 +
0,068X1X2 + 0,0227X1X3 - 0,2X2X3 +
0,0072X,3,X5

donde Ry = 0,9988 y el Ajuste Ry = 0,9977. Para
el tamano de particula, la ecuacion obtenida es
la siguiente:

Y = 53,1333 + 0,1472X; - 20,5667X; + 0,32X3 -
0,0823X1X, - 0,0004X1X3 - 0,2X2X3 +
0,0005X XX

donde R, = 0,9998 y el Ajuste R, = 0,9995

La bondad de ajuste del modelo fue revisada
por el ajuste del coeficiente de determinacion
(ajuste R?). El coeficiente de determinacion (R2)
es una medida del grado de reduccion en la va-
riabilidad de Y. Grandes valores de R2 no nece-
sariamente implican que el modelo de regresion
sea bueno. Al agregar una variable al modelo
siempre habra un incremento en el R2. En cam-
bio, el ajuste R no siempre tendra un incremen-
to en su valor al agregar variables al modelo. En
el caso de la eficacia de encapsulacion, el valor
del coeficiente de determinacion (R2 = 0,9988)
fue mayor que el valor del ajuste del coeficiente
de determinacion (ajuste Rz = 0,9977), lo cual
indica una alta significancia del modelo. Para el
tamano de particula, el valor de R2 = 0,9998 y el
valor del ajuste R2 = 0,9995, lo cual indica tam-
bién una alta significancia del modelo.

Los resultados del anilisis de la varianza in-
dican que las tres variables independientes (X1,
X, y X3) han influido significativamente en la
eficacia de encapsulacion. De las tres variables
estudiadas, la concentracién de PVA (X,) es la
variable que mayor influencia ejercié sobre la
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Figura 1. Microesferas de D,L-PLGA 50:50 contenien-
do OVA.

encapsulacion de OVA. A mayor concentracion
de PVA se observo una mayor carga de ovoal-
bimina (Figs. 2A y 2C). Un aumento en la vis-
cosidad de la fase externa de la emulsion
A1/O/A;, impediria el pasaje de principio activo
a la fase externa. Con respecto a la cantidad de
polimero (X;) empleado, un aumento en la con-
centracién mejora la eficacia de encapsulacion
en las formulaciones preparadas con el nivel al-
to de PVA (Fig. 2A). Esto coincide con los resul-
tados obtenidos por Rafati et al. 12y Yan et al. 2
Se considera que esto, se debe a la alta concen-
traciéon de polimero en la emulsién primaria
(A1/0), lo cual tiende a restringir la migraciéon
de la fase acuosa interna/proteina a la fase
acuosa externa. El aumento en la concentracién
del polimero produce un aumento en la viscosi-
dad de la solucion polimérica, de esta manera,
se puede obtener una emulsién primaria (A1/O)
mids estable. La cantidad de principio activo (X3)
fue la variable que menos influyé como se ob-
serva en las Figs. 2B y 2C.

Con respecto al tamano de particula, las tres
variables independientes influyeron significativa-
mente. La variable independiente X, es la que
ejercié mayor influencia sobre el tamafno de par-
ticula. Esta metodologia requiere el agregado de
PVA en la fase acuosa externa (Ay) como coloi-
de protector, para lograr una emulsiéon multiple
estable. Al aumentar la concentracion de PVA se
obtienen particulas de menor tamano (Figs. 3A
y 3C). Esto se debe a un aumento de la viscosi-
dad en la fase externa de la emulsiéon multiple.
Una mayor concentracion de PVA favorece la
estabilizacion de las particulas de menor tama-
no, lo cual disminuye la tendencia a coalescer y
formar particulas de mayor tamano. Estos resul-
tados coinciden con los obtenidos por Rafati et
al. 12, La variable X; tuvo un menor efecto sobre
el tamano de particula. Este efecto se observa
en las formulaciones preparadas con el nivel ba-
jo de PVA (F5, F6, F7 y F8), donde una mayor
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Figura 2. Diagrama de superficie en funcién del porcentaje de eficacia de encapsulacion. A) Concentraciéon de
PVA (% P/V) y cantidad de polimero (mg). B) Cantidad de principio activo (mg) y cantidad de polimero (mg).

©) Cantidad de principio activo (mg) y concentraciéon de PVA (% P/V).
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Figura 3. Diagrama de superficie en funcion del tamano de particula (nm). A) Concentracion de PVA (% P/V) y
cantidad de polimero (mg). B) Cantidad de principio activo (mg) y cantidad de polimero (mg). C) Cantidad de

principio activo (mg) y concentraciéon de PVA (% P/V).

cantidad de polimero provoca un aumento en el
tamano de particula (F5 y F6) (Fig. 3A). Al utili-
zar una mayor cantidad de polimero se produce
un aumento en la viscosidad de la primera emul-
sion (A1/O) que impide disminuir el tamano de
las gotas. Por ultimo, la cantidad de principio ac-
tivo (X3) es la variable de menor influencia en el
tamano de particula (Figs. 3B y 30).

Integridad estructural de la proteina

En el SDS-PAGE se observa que la posicion
de la banda correspondientes a la OVA encap-
sulada en las microesferas de D,L-PLGA 50:50 es
igual a la de la OVA nativa (Fig. 4). En el ensa-
yo no se observaron bandas adicionales, lo que
indicaria la ausencia de agregados o fragmentos
mayores 0 menores a 45 kDa. Estos resultados
demuestran que la integridad estructural de la
OVA no fue afectada por el proceso de micro-
encapsulacion.

Estudios de liberacion in vitro

El pertil de liberacion de la formulacion F1 y
F2 fue caracterizado por un efecto inicial de li-
beracion inmediata durante las primeras 24 ho-

ras (Fig. 5). Este efecto inicial de liberaciéon in-
mediata, conocido como efecto burst, se debe a
la liberacion de OVA desde la superficie de la
microesfera. Después de este efecto inicial se
observa una liberacion del principio activo en
forma sostenida hasta la finalizacién del ensayo
(28 dias).

45 kDa

Ii————

OVA F1 F2

Figura 4. SDS-PAGE de la OVA nativa (banda de la iz-
quierda). La banda del centro es la OVA extraida de
la formulacién F1 y la banda de la derecha es la OVA
extraida de la formulacion F2.
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Porcentaje liberado

Liberacion de OVAen BFSpHT7 4

—+—F1 (20 mg))
= -8 - F2 (10 m)

20

0 3 10 19 20 25 30
Tiempo (dias)

Figura 5. Perfiles de liberacion de OVA desde micro-
esferas de D,L-PLGA 50:50.

CcO

NCLUSIONES
De los resultados obtenidos se puede con-

cluir que los resultados del analisis de varianza
indican que las tres variables independientes
(cantidad de principio activo, cantidad de poli-
mero y concentracion de PVA) influyeron signi-
ficativamente sobre la encapsulacion de OVA.

En
3 v
va.
GE

el caso del tamano de particula, también las
ariables ejercieron una influencia significati-
Por otra parte, los resultados en el SDS-PA-
demuestran que la integridad estructural de

la OVA no fue afectada por el proceso de mi-
croencapsulacion. Finalmente, los estudios de li-
beracién in vitro han mostrado que las formula-
ciones de D,L-PLGA 50:50 se caracterizan por

un
las

efecto inicial de liberacién inmediata durante
primeras 24 horas. Después de este efecto

inicial se observa una liberaciéon del principio
activo en forma sostenida hasta la finalizacion

del

ensayo (28 dias) (F1 y F2).
Este método de preparacion podria ser utili-

zado para lograr una formulacién de dosis Unica,
lo que nos permitiria una sola administraciéon del
sistema mejorando la compliance del paciente al

red

ucir la cantidad de dosis a aplicar.
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