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RESUMEN

Introduccion: los sistemas de administracion parenteral a base de formulaciones
liquidas que gelifican in situ que forman implantes semisélidos de libracién sostenida
de farmacos después de la inyeccidn, son muy atractivos por varias razones. Su
aplicacion es menos invasiva y dolorosa en comparacion con los implantes sdlidos,
que requieren anestesia local y una pequeiia intervencion quirdrgica. Ademas, se
puede alcanzar una liberacién sistémica del farmaco de manera sostenida por
periodos prolongados.

Objetivo: preparar una formulacion para la liberacién prolongada de risperidona,
basada en microparticulas poliméricas formadas in situ. El sistema consiste en una
emulsidn compuesta por una disoluciéon de un polimero biodegradable conteniéndose
el farmaco (fase A) y una fase oleosa externa (fase B). Los microglébulos de la fase A
solidifican en el sitio de inyeccion y el farmaco se libera de manera controlada por las
microparticulas de polimero.

Métodos: se empled un sistema de dos jeringas acopladas mediante un conector
para preparar la emulsion de la fase A en la fase B. Como componentes de la fase B
se evaluaron los aceites de mani, sésamo y algodén. Como disolvente del polimero se
utilizd la N-metil-2-pirrolidona. Se probaron dos polimeros biodegradables como
componentes de la fase A, la poli(D,L-lactida), y la poli(D,L-lactida-co-glicolida), para
comparar su influencia sobre el perfil de liberacion de la risperidona.
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Resultados: no se observaron diferencias importantes en los perfiles de liberacién de
risperidona al variar el aceite de la fase oleosa. El sistema preparado con poli(D,L-
lactida) exhibe una menor liberacion de risperidona después de los primeros diez dias
del ensayo, debido a su mayor caracter hidrofébico y mas lenta velocidad de
degradacion en comparacion con la poli(D,L-lactida-co-glicolida). Con poli(D,L-lactida-
co-glicolida) y aceite de mani se logré un sistema que mantuvo una liberacion
controlada durante 60 dias.

Conclusiones: los resultados indican que este es un sistema prometedor para el
desarrollo de una formulacion de liberacion controlada de risperidona de larga
duracion.

Palabras clave: liberacidén controlada; microparticulas formadas in situ; risperidona;
PLA; PLGA.

ABSTRACT

Introduction: Parenteral administration systems based on in situ gelifying liquid
formulations forming semi-solid implants for sustained drug release after injection,
are very attractive for a number of reasons. Their application is less invasive and
painful in comparison with solid implants, for the latter require local anesthesia and a
minor surgical procedure. On the other hand, sustained systemic release of the drug
may be achieved for prolonged periods.

Objective: Prepare a formulation for prolonged release of risperidone based on
polymeric microparticles formed in situ. The system consists in an emulsion composed
of a solution of a biodegradable polymer containing the drug (phase A) and an
external oily stage (phase B). Microglobules in phase A solidify at the injection site,
and the drug is released by the polymeric microparticles in a controlled manner.
Methods: The system used consisted in two syringes coupled by a connector to
prepare the phase A emulsion in phase B. The phase B components evaluated were
peanut, sesame and cottonseed oils. The polymer solvent used was N-Methyl-2-
pyrrolidone. Two biodegradable polymers were tested as components of phase A:
poly(D, L-lactide and poly(D, L-lactide-co-glycolide, to compare their influence on the
release profile of risperidone.

Results: No important differences were found in the release profiles of risperidone
when different oils were used in the oily phase. In the system prepared with poly(D,
L-lactide), risperidone release is smaller after the first ten days of the assay, due to
its greater hydrophobic nature and slower degradation rate in comparison with the
poly(D, L-lactide-co-glycolide) system. With poly(D, L-lactide-co-glycolide) and
peanut oil, a system was achieved which provided controlled release for 60 days.
Conclusions: Results show that this is a promising system for the development of a
formulation for prolonged controlled release of risperidone.

Key words: controlled release; microparticles formed in situ; risperidone; PLA; PLGA.
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INTRODUCCION

En la actualidad la demanda de sistemas inyectables biocompatibles de liberacién
controlada de farmacos esta aumentando debido a las enormes ventajas que estos
ofrecen. Algunos de ellos son de forma relativa faciles de preparar, son baratos y
disminuyen de forma considerable la frecuencia de administracién, lo que lleva a una
mayor aceptacion por parte del paciente. Ademas, estos sistemas pueden aumentar el
beneficio terapéutico, debido a la eliminacién de las fluctuaciones en los niveles
séricos del farmaco. De manera potencial pueden disminuir la dosis total requerida
para un tratamiento, debido a una mayor eficiencia en el aprovechamiento de la dosis
administrada y también pueden reducir los efectos adversos, ya que disminuye la
cantidad de principio activo liberado en el organismo en el momento de la aplicacién.!

Entre los biopolimeros utilizados en el desarrollo de sistemas de microparticulas para
la liberacion controlada de farmacos se destacan los poliésteres alifaticos, formados
por unidades monoméricas de acido lactico y de acido glicdlico (poli(D,L-lactida-co-
glicolida)), conocidos por el acronimo PLGA.23 Estos polimeros son biocompatibles,
biodegradables y presentan gran fortaleza mecanica.>?

El poli(D,L-lactida-co-glicolida) (PLGA) se degrada a acidos lactico y glicélico.* Ambos
acidos se eliminan del organismo en forma de didxido de carbono y agua después de
haber entrado en el ciclo del acido tricarboxilico.? Estos biopolimeros estan disponibles
de manera comercial para uso médico y han sido aprobados por la FDA (Food and
Drug Administration) para elaborar sistemas para la administracion de sustancias
activas por via parenteral.®

Sin embargo, las microparticulas presentan algunas limitaciones asociadas al proceso
de fabricacién a escala industrial, tales como la necesidad de disefiar un proceso en
condiciones asépticas que asegure la obtencion de particulas estériles ¢ y el
aprovechamiento limitado del farmaco ya que la cantidad incorporada de este en las
particulas es menor que la cantidad inicial introducida el proceso de
microencapsulacion. Este ultimo inconveniente hace que las primeras etapas del
desarrollo de un proceso de microencapsulaciéon sean muy complejas, demoradas y
costosas debido a la gran cantidad de factores involucrados’ y que la busqueda de
procesos de encapsulacion eficientes conlleven al disefio de procedimientos mas
complejos vy dificiles de llevar a la industria.® El sistema basado en la formacion in situ
de las microparticulas garantiza la administracion en el organismo de todo el fdrmaco
utilizado para obtener el sistema. Por otro lado, los implantes sélidos pueden requerir
cirugia para su insercidn o retirada del cuerpo. Los sistemas de microparticulas
formadas in situ (ISM) fueron desarrollados por primera vez por Kranz y Bodmeier
como alternativa a las suspensiones de microparticulas y los implantes in situ.?1°

Estos sistemas (ISM) se forman a partir de una fase interna compuesta por una
disolucién de polimero en un disolvente biocompatible y el farmaco (Fase A) que se
emulsiona en una fase externa oleosa (Fase B). Luego de la inyeccién, el polimero
gelifica por la disminucién de la cantidad de disolvente en las microgotas como
consecuencia de su difusidon hacia medio exterior al entrar en contacto con los fluidos
corporales. Como resultado de este proceso, las microparticulas son formadas in situ
y el farmaco encapsulado se libera de manera controlada.!! Estos sistemas son muy
simples de preparar en comparaciéon con las técnicas clasicas de obtencion de
microparticulas. Ademas, los ISM presentan una miotoxicidad reducida, son mas
faciles de inyectar y resultan menos dolorosos que las inyecciones de suspensiones
poliméricas. Esto se debe a que la viscosidad de los ISM es menor por estar
primariamente controlada por la fase oleosa externa y no por la disolucién de
polimero de la fase interna.tt12
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El presente estudio se lleva a cabo con un farmaco modelo, la risperidona. Este
farmaco tiene propiedades antipsicéticas y es empleado en el tratamiento contra la
esquizofrenia.? Hoy por hoy se pueden encontrar en el mercado internacional,
formulaciones orales de risperidona como Risperidal® y un producto inyectable
(Risperidal Consta®) constituido por microesferas de PLGA que se resuspenden en un
vehiculo liquido en el momento de su aplicacion al paciente [Prospecto del
medicamento].!3 Reciente se reporté un estudio aleatorizado en fase II de una
formulacion de risperidona para su administracidon intramuscular una vez por mes
basado en microesferas formadas in situ.'* Por otra parte, existen varios reportes de
investigaciones encaminadas a obtener microesferas biodegradables para la
administracion parenteral de risperidona por los métodos de microencapsulacion
convencionales o algunas variantes de ellos.?>"!” Sin embargo, no se han encontrado
trabajos que describan el desarrollo farmacéutico de las formulaciones de tipo ISM
con este farmaco. Una de las caracteristicas principales a evaluar en estos sistemas
es el perfil de liberacién que, como otras propiedades, depende en gran medida de las
condiciones experimentales.'® Aunque es posible hacer algunas generalizaciones, cada
farmaco puede proporcionar comportamientos especificos. De acuerdo con lo anterior,
el objetivo del presente trabajo fue obtener un sistema de tipo ISM para la liberacion
prolongada de risperidona con un perfil de liberacién adecuado, ajustado mediante la
seleccion apropiada de las condiciones experimentales utilizadas.

METODOS
PREPARACIC')N DEL SISTEMA DE MICROPARTiCULAS FORMADAS IN SITU (ISM)

Se disolvio el PLGA en N-metil-2-pirrolidona (NMP) a concentraciones de 10 y 30 %
(m/m). La risperidona fue disuelta al 2,5 % (m/v) en las disoluciones poliméricas
(fase A).

La fase A se emulsiond en una fase oleosa (fase B) compuesta por aceite de mani,
sésamo o algoddn y Span 20 al 2,5 % (v/v) en la proporcion fase A/fase B de 1:2,
2:1y 2:3, utilizdndose un sistema de dos jeringas acopladas. La jeringa conteniendo
a la fase A se acoplé mediante un conector a la jeringa conteniendo la fase B y la
emulsidon se obtuvo a partir de verter todo el contenido de la jeringa Aenla By
viceversa en un ciclo de 50 repeticiones.

ESTUDIO DE LIBERACION DEL FARMACO

La emulsidn obtenida segun se describe en el acapite anterior fue depositada dentro
de bolsa de didlisis (tamano de corte (MWCO) 12-14 kDa) y colocada en 50 mL de
tampon fosfato a pH 7,4 a 37 °C en un baino térmico horizontal. Se colectaron
muestras de 4 mL a intervalos predeterminados que fueron remplazadas con 4 mL de
medio fresco.

La concentracion de risperidona liberada se evalud a partir de la medicion de la
absorbancia de la disolucién a 240 nm en un espectrofotdmetro ultravioleta-visible,
luego de haber determinado la curva de calibracién correspondiente.
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RESULTADOS

La emulsién obtenida mediante la técnica empleada presenté una turbidez
caracteristica y las goticulas fueron visibles bajo un microscopio 6ptico (Fig. 1).

Fig. 1. Fotografia de una emulsion de ISM
preparada al 30 % de PLGA en WMP con la
proporcion fase a/fase B de 2:3,

En la figura 2 (A) se aprecia que para una misma relacion entre los volimenes de
disolucidn polimérica y la fase oleosa, la liberacion inicial de risperidona es menor en
el sistema que tiene una mayor concentracién del polimero. Por otro lado, para una
misma concentracion de la disolucién del polimero (Fig. 2 (B)), a mayor volumen
relativo de la fase oleosa, menor es la liberacion inicial del farmaco.
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Fig. 2. Perfiles de liberacion de la risperidona para los ISM preparados con aceite de mani
empleando: (A) disoluciones a dos concentraciones de PLGA, v (B) dos valores de la relacién

fase Affase B.

Los perfiles de liberacion obtenidos para los ISM preparados con los tres aceites

diferentes se muestran en la figura 3.
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Fig. 3. Perfil de liberacion de la risperidona para los ISM abtenido
empleandose aceite de algoddén, aceite de sésamo v aceite de mani
respectivamente como fase oleosa v PLGA al 30 % en NMP como
fase polimérica. Proporcion fase &/fase B de 2:3.

Para los tres casos ensayados los perfiles se caracterizaron por una pequefa y rapida
liberacién inicial, seguida de un periodo de liberacién mas lento y de velocidad
constante. No se observaron grandes diferencias entre los perfiles de liberacién
obtenidos para los ISM, empledndose cada uno de los tres aceites. Se liberd cerca del
30 % de la risperidona en los primeros diez dias del ensayo, alcanzandose alrededor
del 70 % de liberacién luego de los 30 dias de la aplicacion in vitro.

En la figura 4 se observa que el sistema preparado con PLA exhibe una liberacién de
risperidona similar al sistema con PLGA durante los primeros 10 dias del ensayo. Sin
embargo, a tiempos mayores, la liberacion por parte del sistema con PLA se produce
mas lentamente.

En la figura 5 se observa que la liberacién de risperidona de un ISM con fase oleosa
aceite de mani y como fase polimérica la disolucién de PLGA 30 % en NMP, se
produce de forma sostenida durante 60 dias, en los que se alcanza practicamente el
100 por ciento de liberacion.
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Fig. 4. Perfil de liberacion de la risperidona para los ISM obtenido
empleando aceite de algoddn como fase oleosa y PLGA v PLA al 30

% en N-metil pirrolidona como fase polimérica respectivamente.
Proporcidn fase Affase B de 2:3.
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Fig. 5. Perfil de liberacion de la risperidona para el ISM obtenido

empleandose aceite de mani como fase oleosa v PLGA al 30 % en
NMP como fase polimérica. Proporcion fase Affase B de 2:3.
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DISCUSION

El sistema de dos jeringas interconectadas empleado para producir la emulsién de la
fase polimérica en la fase oleosa permite obtener una buena dispersién, que se
manifiesta en la formacion de las goticulas de disolucién de polimero como se observa
en la figura 1. De esta manera, el aceite forma una barrera entre la disolucion
polimérica donde se encuentra el farmaco y el medio externo. La baja solubilidad del
farmaco en el aceite hace que este quede confinado a la fase polimérica interna
cuando resulte encapsulado dentro de las microparticulas precipitadas luego de la
inyeccion.!!

En la figura 2 se pusieron de manifiesto dos factores importantes a tener en cuenta
en la preparaciéon de los ISM. En primer lugar, mientras mayor es la cantidad de
polimero empleado para encapsular el farmaco, menor es su liberacion inicial (efecto
"burst"), debido a que aumenta el tiempo de difusion del farmaco a través de la
matriz. Por otro lado, para una misma concentraciéon de polimero en la disolucién, al
aumentar la proporcién de la fase oleosa, también disminuye la velocidad de
liberacion. Esto se explica porque al solidificar las particulas, el aceite que la rodea
constituye una barrera para la difusion del farmaco. Al aumentar la cantidad de aceite
aumenta el grosor de esta barrera, con la consecuente disminucion de la velocidad de
liberacion del farmaco al medio.

A partir de estos resultados se decidioé continuar trabajando con disoluciones de
polimero al 30 % y una relacién fase A/fase B de 2:3.

Se pudo apreciar (Fig. 3) que la naturaleza del aceite empleado no tuvo gran
influencia en la liberacion de risperidona, aunque si se observa que en el caso del
aceite de sésamo se obtuvo una fase rapida inicial mayor que en los otros dos,
mientras que después de los 25 dias, el sistema preparado con aceite de mani es el
que libera a una mayor velocidad. Entre los factores que pueden incidir en este
comportamiento estan la porosidad de la superficie de las microparticulas endurecidas
y el efecto barrera que produce la fase oleosa externa. Una mayor porosidad de las
particulas explicaria la mayor velocidad inicial del sistema con aceite de sésamo,
mientras que una mayor difusion del aceite de mani al medio podria justificar la mas
rapida liberacion del farmaco en la etapa final.

El efecto del polimero empleado se aprecia en la figura 4, donde la liberacion del
farmaco difiere poco en los primeros diez dias, a partir de entonces el sistema
preparado con PLGA presenta una menor liberacion. Esto se explica porque en estos
sistemas la liberacion del farmaco se produce por dos vias: difusion y degradacion del
polimero. Debido a su menor hidrofilia, el PLA se degrada por hidrélisis mas
lentamente que el PLGA,? lo que trae como consecuencia que a mayores tiempos, la
matriz mas erosionada del PLGA presente una mayor liberacion que la del PLA.

La liberacién prolongada de risperidona durante 60 dias mostrada en la figura 5 fue
alcanzada con PLGA 50:50 (MM 7-17 g/mol). Su y colaboradores prepararon
microesferas con risperidona, por la técnica de simple emulsién - evaporacion del
disolvente utilizando este mismo polimero. !° El sistema obtenido por estos autores
liberd todo el farmaco en un periodo de 20 dias. El hecho de que la formulacion
preparada en este trabajo consiga una liberacion prolongada de risperidona por un
periodo mayor de tiempo puede estar relacionado con el efecto de barrera que ejerce
la fase oleosa que rodea a las particulas poliméricas.
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Con esta formulacidon también se logré disminuir la liberacidn inicial del farmaco, lo
cual resulta positivo si se tiene en cuenta que una concentracion elevada del farmaco
durante las primeras 24 h es perjudicial.?® En este sentido la formulacion final
evaluada presentd una liberacion inicial 2,8 %, similar a la del producto comercial
Risperdal Consta ® que es de 3,5 %. Otra caracteristica importante de esta
formulacion es que no presenta el periodo de latencia. Otros autores han obtenido
resultados similares y destacan esta caracteristica como una fortaleza con respecto al
producto comercial, que debido a esta limitacidon requiere de la administracion oral del
farmaco durante este.'>20

Los resultados de este trabajo constituyen un punto de partida para lograr un control
adecuado de las diferentes etapas del perfil de liberacidn de risperidona encapsulada
en un sistema de liberacién de microesferas formadas in situ a partir de la seleccién
adecuada de las principales variables experimentales. Las caracteristicas de liberacion
del farmaco alcanzadas con las mejores condiciones evaluadas aqui:

Baja liberacién durante las primeras 24 h.

Ausencia de periodo de latencia vy iii) liberacidon continua de la casi toda la
risperidona encapsulada en un periodo de 60 dias, en conjunto con las
ventajas que presenta este procedimiento de encapsulacidon con respecto a la
técnica de emulsion - evaporacion del disolvente permite concluir que el
sistema resulta promisorio para el desarrollo de una formulacién de liberacion
controlada de risperidona de larga duracion con potenciales ventajas respecto
a la formulacién comercial existente.
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