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Ladoxorubicina es un farmaco antineoplasico, de la categoria de | os antibioticos, de gran espectroy
utilidad en el tratamiento de una amplia variedad de neoplasias humanas, incluso en diversos tumores
solidos. Su utilidad clinica esta limitada debido a su cardiotoxicidad la que esta relacionada con la dosis
total del farmaco administrado.

Estos agentes antineopl &sicos general mente dafian tanto las células tumorales como las normales
causando efectos colaterales indeseabl es, por |0 que se hace necesario buscar soluciones relacionadas
con lareduccion de | as concentraciones sistémicas del farmaco o incrementar su concentracion en el
sitio de accion para lograr 1a actividad farmacol 6gica maxima con un minimo de estos efectos. Por este
motivo se le ha brindado gran atencion alos sistemas de entrega de farmacos por 1o que resulta de gran
utilidad las microesferas biodegradables del acido poli (L-l&ctico) que proporcionan unaliberacion
controladay mantenida del farmaco, lo cual contribuye a disminuir los efectos adversos.t

Este trabajo se propuso como objetivo evaluar lainfluencia de algunos pardmetros en el proceso de
obtencion de microesferas biodegradabl es preparadas a partir de polimeros del acido léctico cargadas
con doxorubicina

Métodos

Se empleod doxorubicina de la firma Distriquim, acido poli L-lactico (PLA); Resomer L-207 y L-209 de
la Boehringer Ingelheim, alcohoal polivinilico (APV) con PM 14000 de la BDH, cloruro de sodio y
diclorometano (DCLM) de laRiedel de Haén.

Se utilizd un homogeneizador Polytron PT 3100 paralaformacién de las emulsiones, un agitador IKA
WERK RW 20 D2M para la evaporacion del solvente, una centrifuga Janestki para su recoleccién, un
rotoviscosimetro Haake con sistema M5/NV para la determinacion de la viscosidad de lafase oleosay
un cromatografo liquido de altaresolucion KNAUER para la cuantificacion del principio activo.
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Preparacion de las microesferas

La obtencion de las microesferas se realizd por el método de emulsién multiple agua en aceite en agua
(W1/O/W?2) y evaporacion del solvente.2-4

La doxorubicina se disolvio en una cantidad de agua purificada previamente establ ecida (fase acuosa
interna), y se incorporo alafase oleosa compuesta por el PLA L-207 y L-209 disuelto en diclorometano
homogeneizado hasta obtener la primera emulsion W1/O. Esta se adiciono lentamente sobre un medio
acuoso (fase acuosa externa) gue contiene alcohol polivinilico y cloruro de sodio formandose la
emulsion W1/O/W2.

Las microesferas fueron colectadas por centrifugacion y posterior filtracion, lavandose varias veces con
agua purificaday secadas en ambiente desecante.

Condiciones para la evaporacién del solvente

El solvente organico empleado (diclorometano) se puede acumular en el local de trabgjo saturando €l
ambiente y por tanto, afectando la evaporacion de este y laformacion de las microesferas, por lo que se
realizaron ensayos modificando |as condiciones ambientales como latemperaturadel local y la
extraccion parcial o total del aire que circulay se evaluo su influenciaen e proceso tecnol ogico.

Efecto del alcohol polivinilico, cloruro de sodio y temperatura de la fase acuosa
externa en las caracteristicas de las microesferas

Serealiz6 un disefio factorial 22 variando las concentraciones de alcohol polivinilico y cloruro de sodio
en lafase acuosa externa, y se determiné su influencia en la eficiencia de encapsulacion, en la
distribucion del tamario de particula (diametro medio) y en el rendimiento. Se procesaron los datos
estadisticamente para definir las variables significativas (tabla 1).

Una vez definidas las concentraciones de alcohol polivinilico y cloruro de sodio, se obtuvieron
microesferas modificando la temperatura de lafase acuosa externaa 10 £ 2 °C con |o que se esperaba
mejorar la estabilidad de laemulsion y lograr una buena encapsulacion. Todos los ensayos fueron
realizados por duplicado para comprobar su reproducibilidad.4-6

Efecto de la viscosidad de la fase oleosa en el método de obtencién de las
microesferas

Para evaluar lainfluencia de la viscosidad de |a fase oleosa en la obtencion de las microesferas se
utilizaron 2 polimeros de diferentes viscosidades intrinsecas manteniendo constante todas las variables
del proceso. Se determind la viscosidad aparente de las soluciones de ambos polimerosy se obtuvieron
microesferas por e método descrito anteriormente.
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Teniendo en cuentalos resultados obtenidos se realizaron algunas modificaciones en lafase organica
con €l objetivo de lograr con el polimero PLA L-207 soluciones de igual viscosidad aparente que la
obtenida en la solucion del polimero PLA L-209.

Para ello se emplearon 2 variantes con respecto a las condiciones iniciales. incremento de la
concentracion de polimero, manteniendo constante el volumen de DCLM, y manteniendo constante la
concentracion del polimero, disminuyendo el volumen de DCLM.

Tamafo de particula

Se determind en un analizador de tamario de particula por dispersion de laser (Coulter LS Particle Size
Analyser), modelo LS 230 con médulo de pequefios vol imenes para suspension, utilizando un modelo
optico de Fraunhofer. El tiempo de corridafue de 60 s, utilizando agua como fluido; se obtuvo la grafica
del porcentgje de particula en nimero, en funcion del diametro de esas particulas en microOmetros, y se
promediaron 3 medicioness:

Rendimiento

Parala determinacion del rendimiento se pesaron el total de microesferas obtenidasy al conocer la
cantidad exacta de principio activo y de polimero empleado se aplicd |a ecuacion siguiente:

m oial me

H— {'Y& m'm} * 100
M pg + M pLa

donde:

R: rendimiento.

m: masa.

me: microesferas.

pa: principio activo.
PLA: &cido poli -Lactico.

Eficiencia de encapsulacion

Se pesaron 40 mg de microesferas cargadas con doxorubicinay se disolvieron en una solucién metanol/
DCLM completandose a volumen de 100 mL.

Se preparé una solucion de doxorubicina SR en metanol/DCLM a una concentracion de 20 pg//mL.
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L as condiciones cromatogréaficas son similares alas de la USP 238 para determinar doxorubicina
materia prima.

Se calcul 6 |la eficiencia de encapsul acidn segun la ecuacion siguiente:
L1
]:E (%5 m/m) P ¢ 100
C2

donde:

EE: eficiencia de encapsul acion.

C1: concentracion rea de doxorubicina en las microesferas.
C2: concentracion tedrica de doxorubicina en las microesferas.

Resultados

L as condiciones ambiental es Optimas para la obtencion de las microesferas se lograron con la
temperaturadel local de 24+ 2 °C y extraccion total del aire que circulaba.

En latabla 1 se muestran los resultados del analisis fisico-quimico de las microesferas obtenidas por el
disefio 22.

TABLA 1. Influencia de la concentracién de alcohol polivinilicoy del cloruro de sodio

No. de Diametro medio Eficiencia de .
- Rendimiento (%)
ensayos (um) encapsulacion (%)
1 1,95 41,89 43,23
2 1,32 61,97 51,13
3 0,925 69,4 64,97
4 0,875 75,71 71,39

En latabla 2 se presentan los resultados de |os ensayos realizados para evaluar lainfluenciade la
temperatura de lafase acuosa externa.

TABLA 2. Influencia de latemperatura de la fase acuosa externa en el proceso



Obtencidn de microesferas biodegradables de acido poli |-14ctico cargadas con doxorubicina

Ensavos|| Témperatura (° || Eficiencia de Rendimiento || Diametro
Y C) encapsulacion (%) (%) medio (um)
24+2 75,7 65,5 0,875
2 10£2 80,3 73,9 0,767

En lastablas 3y 4 se observan los resultados del estudio de lainfluencia de la viscosidad aparente e
intrinseca de la fase orgénica en las caracteristicas fisico-quimicas de las microesferas.

TABLA 3. Influenciade laviscosidad de la fase organica en las caracteristicas de las microesferas

n n Eficiencia de . Diametro

o i Rendimiento :

PLA|| intrinseca || aparente | encapsulacion (%) medio
(dL/g) (mPa.s) (%) (Hm)

L -

507 1,6 70,08 61,6 86,83 0,843

L -

509 3 245,9 80,3 72,48 0,767

TABLA 4. Influencia de lafase organica en | as caracteristicas de las microesferas

PLA PLA: Eficiencia de - .,
|| aparente P Rendimiento || Diametro
L- ||IDCLM (g: (MPa.s) encapsulacion (%) medio (um)
207 || mL) ' (%) H
1 2,1:15 244.8 - - -
2 1,5:10.7 246,3 85,2 79,08 0,698

Fig. Curvas de distribucion de las microesferas obtenidas con PLA L-207 y PLA L- 209.

Las curvas de distribucion del porcentaje de particulas en nimero, en funcion del diametro de las
microesferas en micrometros, se muestran en lafigura, paralos 2 polimeros estudiados.
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Discusion

Las condiciones de trabajo del local parala obtencion de las microesferas deben ser controladas para
lograr microparticulas con las propiedades fisico-quimicas adecuadas en un tiempo de produccion
|6gico. Con las variantes ensayadas se puede comprobar que al trabajar a unatemperaturade 30 C
aproximadamente con extraccion parcial o total, no se logran buenos resultados ya sea por acumulacion
del solvente o por una evaporacion muy rapida que provoca la agregacion de las particul as.

Sin embargo, cuando se trabaja a temperatura controlada: 24 + 2 C selogra mejorar laeficienciade
encapsulacion y se obtienen mejores resultados al realizar la extraccion total del solvente.

El andlisis estadistico para evaluar €l efecto del alcohol polivinilicoy e cloruro de sodio en €l
procedimiento de obtencion de las microesferas mostrd, como puede ser observado en latabla 1, que la
combinacién de ambas sustancias es necesaria paralograr una buena eficiencia de encapsulacién y un
mejor rendimiento.

Losresultados de latabla 2 demuestran que al disminuir latemperaturaa 10 + 2 C se logran mejores
resultados en |os parametros estudiados.

En latabla 3 se puede apreciar que con el polimero de menor viscosidad intrinsecay aparente se obtiene
una eficiencia de encapsulacion inferior, aunque el tamario promedio de las particulas no present6
diferencias significativas. Sin embargo, cuando se prepararon soluciones de polimero de menor
viscosidad intrinseca para igual es viscosi dades aparentes, variando la relacion polimero-solvente
organico, se encontrd que al aumentar el PLA, manteniendo invariable el solvente organico, se
aglomeraban las microesferas y por tanto, se afectaba laformacion de estas, no ocurriendo asi cuando se
disminuy6 el solvente organico y permanecio invariable el PLA, caso en que se obtenian buenos
resultados de eficiencia de encapsulacion, rendimiento y diametro medio de las particulas (tabla 4).

El andlisis de ladistribucion del tamafio de las particulas, por dispersion de laser, de los ensayos
realizados con los polimeros L-209 y L-207 aigual viscosidad aparente, demostrd que no existen
diferencias significativas entre ambos.

En lafigura se muestran las curvas de distribucion presentando en los 2 casos asimetria haciala derecha
y distribucion leptokartica.

L os resultados obtenidos permitieron Ilegar ala conclusion de que las condiciones ambientales, asi como
las diferentes variantes 'y € tipo de polimero estudiadas influyen en las caracteristicas de las
microesferas, por 10 que se puede establecer un procedimiento tecnol 6gico adecuado para su obtencién
en nuestras condiciones de trabgjo.
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