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Resumen

Se han desarrollado diversas plataformas de liberacién controlada de progesterona
con el objetivo de sincronizar el celo en el ganado bovino. Los sistemas basados en
microparticulas poliméricas biodegradables han atraido un especial interés debido a que
presentan diversas ventajas, tales como facil preparacién y administracién, no requieren
intervencién quirdrgica para remover el material al término de la liberacidn, y es posible
controlar los tiempos de liberacién/degradaciéon en base a las propiedades
fisicoquimicas del polimero, entre otras. En el presente trabajo de tesis se estudiaron
tres matrices poliméricas biodegradables para la preparacion de microparticulas: PLGA,
quitosano y dcido hialurénico. Las microparticulas se obtuvieron empleando diferentes
técnicas de preparacion y fueron caracterizadas en cuanto a propiedades fisicoquimicas,
degradabilidad y perfiles de liberaciéon. Ademads, se desarrollaron modelos matematicos
de degradacion de la matriz polimérica y de liberacion controlada de progesterona.

En el Capitulo 1 se presenta una descripcion tedrica de los aspectos mas importantes
de la problemética y de los sistemas de liberacion controlada de progesterona existentes,
asi como también de los diferentes métodos de preparaciéon de microparticulas
empleados en el presente trabajo de tesis.

En el Capitulo 2 se formula un modelo matematico de degradaciéon hidrolitica
homogénea de microesferas de PLGA. El modelo tiene en cuenta el efecto autocatalitico
de los grupos carboxilicos y la composicién del copolimero sobre la velocidad de
degradacion del mismo. El modelo permite estimar las evoluciones de pesos
moleculares medios, pérdida de masa, concentraciones de enlaces éster y perfil de pH
durante el proceso de degradacion, y se ajusta a partir de datos experimentales de la
literatura.

En el Capitulo 3 se investiga la preparacion de microesferas de PLGA por el método
de evaporacion/extraccion de solvente y se estudia el efecto del tamafio de particula
sobre la velocidad de degradacion. Ademas, se formula un modelo matematico para la
degradacion hidrolitica heterogénea de microesferas de PLGA. El modelo permite
estimar las evoluciones de los pesos moleculares medios, distribuciones de pesos
moleculares, pérdida de masa y cambios morfologicos de las particulas durante el
proceso de degradacion.

En el capitulo 4 se estudia la encapsulacién de progesterona en microesferas de

PLGA obtenidas por el método de evaporacidon/extraccion de solvente y por



microfluidica. Ademds, se investiga el efecto del tamaiio de particula, la polidispersidad
y la degradacion de la matriz polimérica sobre la velocidad de liberacién in vitro de la
hormona. Por otro lado, el modelo matemético de degradacion hidrolitica heterogénea
se extiende a fin de poder predecir la liberaciéon de la progesterona a partir de
microesferas de PLGA. El modelo de liberacion incorpora la disolucién y la difusién
del farmaco en funcién de los cambios morfolégicos asociados a la degradacion de la
matriz polimérica.

En el Capitulo 5 se investiga la obtenciéon de microgeles monodispersos de dcido
hialurénico mediante microfluidica. El método estudiado permite la incorporacion de
una nanoemulsiéon de aceite conteniendo la droga en el interior de microgeles
hidrofilicos a través de la formacién de una doble emulsién aceite/agua/aceite, donde la
fase acuosa se convierte posteriormente en la fase gel. Ademds, se emplea la
degradacion enzimatica de los microgeles para provocar la liberacion de las nanogotas
de aceite cargadas con progesterona.

En el Capitulo 6 se estudia la obtencion de microparticulas de quitosano
entrecruzadas con TPP, empleando la técnica de secado por atomizacion. Se investiga el
efecto de la formulacion sobre las caracteristicas finales de las microparticulas (tamafio,
esfericidad, eficiencia de encapsulacién, potencial Z), y el efecto del grado de
entrecruzamiento y del pH del medio sobre los perfiles de liberacion de progesterona

desde las microparticulas de quitosano.
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1.1 Introduccion

El mercado mundial de sanidad animal comprendié US$ 19,2 billones en 2009 y
creci6 a unos US$ 24 billones en 2015, mientras que actualmente se estima una tasa de
crecimiento anual constante del 3% hasta 2020 (Evans, 2009; Kisaco Research, 2016).
Las ventas comprenden dos segmentos: el 60% aproximadamente corresponde a los
animales de cria y el 40% a los animales de compaiia. En términos de especies, el
mercado de animales de cria se compone de ganado bovino (45%), cerdos (27%), aves
(19%), ovejas (8%) y otros (1%). A su vez, el mercado mundial de sanidad animal
también se puede clasificar en grupos de productos. Esta descripcién muestra que las
vacunas/productos bioldgicos, los productos farmacéuticos y los aditivos alimentarios
abarcan el 25%, 63% y 12% del mercado, respectivamente (Rathbone, 2012). La
adopcion del mercado de nuevas formulaciones farmacéuticas de uso veterinario se
encuentra impulsada principalmente por la facilidad de las terapias (a través de la
reduccién de la frecuencia de los servicios veterinarios y de la administracion de
agentes terapéuticos), el mayor control y prolongacién de sus efectos, la disminucién
del estrés de los animales y de los trabajadores, la reduccion de los costos y la mejora de
la gestion de los rebafnos. Aunque existen similitudes con los productos destinados a la
salud humana, la complejidad en el campo de la sanidad y produccién animal es algo
mayor debido a la diversidad de especies y razas, al amplio rango de masa corporal, a
las variaciones regionales y a las diferentes velocidades de metabolizacion de las drogas
administradas.

Actualmente, existe un interés creciente en el desarrollo de métodos de sincronizacién
del celo de bovinos (destinados a carne o leche) con el fin de lograr un impacto
econdmico en los sectores productivos involucrados. Para el desarrollo de estos
métodos es esencial conocer, en primera instancia, el ciclo estral de la vaca, asi como

los factores que lo regulan.
1.2 Fases del ciclo estral bovino

El ciclo estral representa un patrén ciclico de actividad ovérica que permite a las
hembras ir de un periodo reproductivo de no receptividad a uno de receptividad,
permitiendo establecer el apareamiento y la subsecuente gestacion (Forde y col., 2011).

El ciclo estral varia normalmente entre 17 a 24 dias, considerandose 21 dias como el
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tiempo promedio y se encuentra regulado por la interaccién de varios 6rganos, entre
ellos se encuentran el eje hipotdlamo-hipdfisis, el ovario y el ttero.

El ciclo estral se puede dividir en tres fases:
1. Fase Folicular o de regresion del cuerpo liteo (proestro);
2. Fase Periovulatoria (estro y metaestro);
3. Fase Luteal (diestro).

El dia 0 del ciclo estral es el dia del celo, signo visible a simple vista. Sin embargo,
desde el punto de vista fisioldgico, la descripcion se realizard a partir de la destruccién

del cuerpo luteo y finalizara en la destruccion del cuerpo lateo del proximo ciclo.
1.2.a Fase folicular o de regresion del cuerpo liiteo (proestro)

Este periodo, cuya duracién es de 3 dias, comienza con la regresion del cuerpo liteo
del ciclo anterior debido a la accion de la prostaglandina Faq (PGF2,) de origen uterino y
finaliza con la manifestacion de celo. La destruccion del cuerpo liteo provoca una caida
en los niveles de progesterona y, posteriormente, una pérdida de tejido luteal. Como
consecuencia de la caida de los niveles de progesterona, el efecto de retroalimentacién
negativa ejercido a nivel hipotaldmico desaparece y comienza a aumentar la frecuencia
pulsatil de las hormonas hipofisiarias (FSH y LH), las cuales estimulan el crecimiento
folicular y el aumento de los niveles de estrégenos. El incremento en los niveles de
estrégenos del foliculo preovulatorio alcanza los centros nerviosos del hipotdlamo que

controlan las manifestaciones externas de celo.
1.2.b Fase periovulatoria (estro y metaestro)

El estro se define como un periodo de actividad y receptividad sexual, en el cual se
observa entre otros signos, inquietud, inflamacién de la vulva, secreciéon de musoca
vaginal (Shearer, 2003). El olor de la mucosa vaginal atrae y excita al toro debido a la
presencia de feromonas. La duracién de celo es muy variable entre grupos de animales,
comprendiendo entre 30 minutos a mds de 30 horas (Lucy, 2006), pero se considera que
el tiempo promedio es de 16 + 4 horas. Los signos de estro se manifiestan gracias a la
presencia de los estrégenos provenientes del foliculo. En cierto momento, los niveles de
estrégenos son lo suficientemente altos en concentracion y duracién como para inducir
los sintomas del celo o calor (Wiltbank y col., 2006), asi como para incrementar las

contracciones del tracto reproductivo facilitando el transporte del esperma y del 6vulo.
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Estos altos niveles de estrégenos afectan también a centros enddcrinos en el hipotdlamo
que controlan la liberaciéon de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) del
hipotdlamo, y ésta a su vez controla la liberacion de FSH y LH de la adeno-hipdfisis. El
incremento de los niveles de LH ocurre después de que se hayan iniciado los signos de
celo e inicia el proceso de ovulacién (Lucy, 2006). La LH es generalmente considerada
como la gonatropina primaria responsable de la ovulacidn, sin embargo, la FSH también
ha sido observada como causante de ovulacion y de formacién de tejido luteal (Lamb y
col., 2009). Los niveles de FSH se incrementaran en amplitud unas horas después del
pico de LH. De 12 a 24 horas desde el comienzo del celo, el sistema nervioso central del
animal se hace refractario a los estrégenos y todas las manifestaciones de celo o calor
desaparecen. Inmediatamente después de finalizado el celo se inicia el metaestro, que
puede durar de 3 a 5 dias. Durante el metaestro ocurre la ovulacion, que tiene lugar
entre 28 a 32 horas después de haberse iniciado el celo, o entre 10 a 15 horas de haber
cesado los signos de celo en respuesta al pico preovulatorio de LH. Después de la
ovulacion se produce una hemorragia y el foliculo se llena de sangre, convirtiéndose en
una estructura conocida como cuerpo hemorrdgico. El proceso siguiente es la
luteinizacion de las células foliculares que se transformardn en células luteales. Estos
cambios ocurren entre el dia 5 a 7 del ciclo, finalizando asi la fase de metaestro e

iniciandose la fase lutea o diestro.
1.2.c Fase luteal (diestro)

Esta fase se caracteriza por la presencia y dominio del cuerpo liteo en el ovario y la
produccién de progesterona, y estd regulada por las secreciones de la glandula pituitaria
anterior, dtero, ovario y la presencia de un embrién, y va desde el dia 5 del ciclo estral
hasta el dia 18. La regulacion de la secrecion de progesterona estd controlada por un
equilibrio de estimulos: uno luteotropico o que estimula la progesterona y otro
luteolitico o que inhibe la progesterona; ambos estimulos son secretados al mismo
tiempo durante el ciclo estral. La hormona LH que es considerada primariamente
luteotrépica y la concentracion de receptores luteales a la LH estdn directamente
relacionados con los cambios en los niveles de progesterona y el crecimiento del cuerpo
liteo en el ovario (Lamb y col., 2009). La hormona FSH también interviene uniéndose a
receptores en el cuerpo liteo y provoca un aumento en la secrecion de progesterona. El
cuerpo luteo recibe la mayoria del flujo sanguineo del ovario y el flujo recibido esta

altamente relacionado con la cantidad de progesterona producida y secretada. Los
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niveles de progesterona mds altos se alcanzan en torno al dia 10 del ciclo estral y se
mantienen hasta el dia 16 o 18 del ciclo dependiendo de la presencia o no de un
embriéon. Si la vaca esta prefada, el cuerpo liteo se mantiene, los niveles de
progesterona son altos y se bloquea la reaparicién de celos. El embrién alcanza el dtero
entre los dias 3 a 4 del ciclo estral; durante los siguientes 10 a 12 dias el embrién
crecerd rapidamente y comenzard la formacion de la placenta. La presencia de estas
células embrionarias son las responsables de producir una sefial quimica que bloquea la
produccién de PGF», por parte del udtero, impidiendo la regresion del cuerpo liteo en
torno al dia 16 del ciclo estral. Este proceso se conoce con el nombre de
“reconocimiento maternal”. Por tanto, el mantenimiento del cuerpo liteo y los altos
niveles de progesterona dependen de la presencia de un embrion en desarrollo en el
utero. Si la vaca no esta prefiada, el cuerpo liteo es inducido a degenerar por la accion
de la PGF2q (Lamb y col., 2009). En este caso, la ausencia de un embrién y de las
sefales quimicas que éste produce, provoca que las concentraciones de PGF», se
incrementen durante la parte final de la fase luteal o diestro (Fig. 1.1). Con la regresién
del cuerpo liteo, comienza la disminucidn de los niveles de progesterona y con ello el
final de la fase luteal o diestro y el reinicio del proestro o fase de regresion del cuerpo

lateo.

—  Estréogenos — = PGF,,
sassess FSH - . LH

Progesterona

o A rMisssngyrssapgsgsnesnennt Lo
[ I | | |
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Froestro

Figura 1.1: Nivel relativo de hormonas durante el ciclo estral bovino.
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1.3 Métodos de sincronizacion del celo de bovinos

Tradicionalmente, la deteccion de hembras que se encuentran con conducta de celo es
uno de los aspectos mas importantes en los programas de inseminacién artificial, ya que
normalmente a partir de dicha manifestacién se planifica el momento de la siembra de
semen. El método mds usado es el reconocimiento de los signos caracteristicos del celo
mediante observacion visual. El celo suele manifestarse visualmente por el incremento
en la secrecidon de mucosa vaginal y por la actitud pasiva ante la monta por otro animal.
Si bien la observacion visual es una técnica simple y préctica, se producen importantes
errores debido a su mala implementacion. Roelofs y col. (2005) estudiaron la relacion
entre los signos caracteristicos del celo y el tiempo de ovulacién. Reportaron que la
actitud pasiva ante la monta se detectd sélo en el 58% de los casos mediante
observacion visual, y algunos grupos presentaron una tasa de deteccion del celo de solo
el 20% cuando sélo una vaca estaba en celo. La diferencia temporal en la entrada en
celo entre un animal y otro de un mismo rodeo, sumado a los errores en la deteccion,
genera una dispersion en las pariciones de semanas o meses, lo cual hace muy
ineficiente el control y desarrollo de los terneros recién nacidos en lo que se refiere a
programas de vacunacion, alimentacién, siembra de forrajeras, aprovechamiento del
personal involucrado, entre otras deficiencias (Weibel y col., 2014). Esto repercute en
un mal aprovechamiento de los recursos disponibles y, en consecuencia, un mayor costo
de explotacion. Por otro lado, la expresion de la conducta de celo puede estar anulada o
variar en intensidad y duracion por diversos factores como el clima, la nutricion, el
amamantamiento y la raza (Roelofs y col, 2010). No obstante, los factores asociados a
la calidad con que se ejecuta la técnica de detecciéon de celos son los que afectan
principalmente la eficiencia y/o la exactitud del diagndstico, entre los mas importantes
se pueden mencionar: conocimiento de los signos y sintomas de una hembra en celo,
eleccion del lugar de deteccion, tiempo y frecuencia de observacion. Por esto, se han
desarrollados diversos métodos de ayuda, tales como la utilizacién de animales
marcadores, pintura en la grupa, cdpsula detectora de monta, detectores de la actividad
motora (pedometros) y radiotelemetria (Cavalieri y col., 2003; Catalano y Callejas,
2001; Firk y col., 2002; At-Taras y Spahr, 2002; Galon, 2010). Si bien este ultimo es el
método que mejores resultados ha obtenido, dado su costo y dificultad de
implementacién no puede ser considerado de eleccién para los sistemas de produccion

del pais en la actualidad (Catalano y Callejas, 2001). Existen otros métodos que no se

21



encuentran relacionados con cambios en la conducta sino que detectan cambios en los
procesos fisioldgicos, tales como cambios en la temperatura corporal, resistencia
eléctrica vaginal, perfiles de progesterona y olor de la zona perineal mediante un
detector electrénico (Fisher y col., 2008; Catalano y Callejas, 2001; Kyle y col., 1998;
Scipioni y Foote, 1999; Lane y Wathes, 1998). Si bien dichos métodos plantean una
alternativa sumamente interesante a utilizar en el futuro, ain no se ha logrado un uso
masivo ya que en algunos casos no es practica su implementacion, el costo es
demasiado alto y/o la eficiencia o la exactitud de deteccién no es adecuada.

Una alternativa a los métodos de deteccion del celo son los métodos de
sincronizacién del celo. Estos se basan en la administracién de un protocolo hormonal
al animal de manera que se lo obliga a entrar en el ciclo estral, y al cabo de ciertos dias
se realiza la inseminacion artificial. El andlisis de la bibliografia permite identificar
diversos sistemas de sincronizacion del celo. Las vias mds comunes para la
administracién de hormonas han sido la intravaginal y la subcutdnea (Rathbone y col.,
1998). Los protocolos consisten en la administracién sincronizada de hormonas que
permitan simular los niveles plasmaéticos de los animales en un ciclo estral normal. De
esta manera, se manipula la actividad ovarica con el fin de predecir la ovulacién sin la
necesidad de detectar el celo. Los protocolos mds comuinmente utilizados en los
establecimientos ganaderos se basan en la administraciéon de una o mds hormonas al
animal. Existen varias hormonas que pueden emplearse en la sincronizacion del celo
vacuno: progesterona, metilacetoxiprogesterona, acetato de fluorogestona, benzoato de
estradiol, melatonina, prostaglandina F2« (Rathbone y col., 1998; Rathbone y col.,
2000). La forma més comun de simular una fase liutea normal se logra administrando
progesterona exdgena de tal forma que los niveles plasméticos superen los valores
basales de 1 ng mL"! durante un periodo de 5 a 10 dias, dependiendo del protocolo
utilizado. Sin embargo, existen trabajos donde se reportan bajos porcentajes de prefiez o
disminucién de la fertilidad cuando la concentracién de progesterona plasmdtica no

supera los 2 ng mL™!' (Shaham-Albalancy y col., 2000).
1.4 Sistemas intravaginales de liberacion controlada de hormonas

La vagina de animales de granja, tales como vacas y ovejas, es un sitio atractivo para
la administracién de farmacos debido a la facilidad con la que los dispositivos pueden

ser administrados y removidos, a sus propiedades bioldgicas y a su capacidad para
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retener los sistemas de administracién de farmacos por periodos prolongados (semanas).
Para los medicamentos que son susceptibles al metabolismo gastrointestinal o hepético,
la via vaginal puede proporcionar una alternativa a la via de administracion oral.

Los sistemas de administracion de farmacos veterinarios intravaginales incluyen
esponjas de poliuretano que contienen progestdgenos sintéticos, insertos basados en
silicona que contienen la hormona progesterona, entre los cuales se encuentran el PRID,
el CIDR-B y el CIDR 1380, inserciones controladas electrénicamente (IBD y EMIDD)
capaces de administrar multiples farmacos a un tiempo predefinido, e insertos
biodegradables basados en poli(e-caprolactona) (Rathbone y Brayden, 2009; Brayden y
col., 2010; Rathbone y col., 2000; Rathbone y col., 2001; Robinson y Rathbone, 1999;
Rathbone y Macmillan, 2004). En la Fig. 1.2 se muestran algunos de los diferentes

dispositivos de liberacién de drogas intravaginales disponibles comercialmente.
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Figura 1.2: Tecnologias disponibles en el mercado para la administraciéon de farmacos intravaginales
usados en animales de granja. A = esponjas; B = CueMate; C = CIDR-B; D = CIDR 1380; E = EMIDD;
F =Smarttl; G = PRID; H = CIDR; I = IBD; J = PCL (Rathbone, 2012).
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La utilizacién de los dispositivos intravaginales no ha sido extendida debido a
diversos inconvenientes. Uno de los problemas es la eficiencia de retencidn, esto se
debe a que la produccion en serie no permite tener en cuenta la diversidad fisioldgica de
la cavidad vaginal de las vacas, que difieren en tamafio y contextura, de acuerdo a la
raza, edad y nimero de servicios previos del animal. La segunda desventaja de los
dispositivos intravaginales es el manejo que debe hacerse del animal. El uso de
dispositivos intravaginales requiere la inmobilizacion del animal al menos dos veces
(colocacion y remocioén del dispositivo) con las dificultades que acarrea, ademads de las
medidas de higiene y seguridad que es necesario adoptar para evitar la transmision de
enfermedades al animal y el contacto del operador con la droga. El dltimo
inconveniente, pero no menos importante, es que la cantidad de droga residual del
dispositivo es muy elevada. Aproximadamente el 50% de la carga hormonal permanece
en el dispositivo luego de su uso (Rathbone y col., 1998). Esto genera, por un lado, un
problema econdémico ya que la progesterona es el constituyente mas costoso, y por el
otro, un problema medioambiental porque es necesario una correcta disposicion final
del dispositivo (debe ser enterrado y/o incinerado). Hay estudios que aconsejan un
segundo y hasta un tercer reuso del dispositivo para aprovechar la carga residual, sin
embargo la eficiencia es menor y se afiade la necesidad de higienizar el dispositivo
previo a su reutilizacién para evitar la transmision de enfermedades infecciosas entre los

animales (Colazo y col., 2004).
1.5 Liberacion controlada de hormonas via parenteral

Los sistemas de administracién de hormonas implantables fueron el primer sistema de
administracion subcutdnea que se desarroll6. Estos sistemas comprenden tubos o discos
hechos de silicona u otros polimeros biocompatibles, no necesariamente biodegradables,
que han sido cargados de alguna manera con progesterona u otra hormona (Weibel y
col., 2014). Estos sistemas se implantan bajo la piel del animal con una pequefia cirugia
para permitir la liberacién de la hormona directamente al cuerpo del animal. La eficacia
de estos sistemas de liberacion en general es bastante buena. Sin embargo, el problema
de dosificacion persiste porque los implantes se fabrican con una carga hormonal tnica.
En algunos casos, es necesaria una cirugia adicional para la extraccidén de los sistemas
remanentes. El gran tamafio de los implantes, la necesidad de inmovilizar al animal para
la cirugia y la necesidad de condiciones asépticas adecuadas en la cirugia generan serias

dudas sobre la viabilidad de estos tipos de sistemas. Se han disefiado dispositivos
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implantables en el tejido subcutdneo de la oreja de los animales como una forma de
disminuir la droga residual en los animales de producciéon y para facilitar las
operaciones de implante y extraccion de los dispositivos (Medlicott y col., 2004).

En los dltimos afios, los sistemas biodegradables de liberacion controlada de drogas
(antibidticos, antiparasitarios, hormonas, péptidos y proteinas) via parenteral han
adquirido una creciente importancia en medicina veterinaria (Medlicott y col., 2004;
Sun y col., 2004). Estos sistemas permiten prolongar el efecto terapéutico de la droga,
eliminan la necesidad de la inmobilizacién del animal, no requieren de estrictas
condiciones asépticas, son biodegradables y tienen un mejor aprovechamiento de la
carga hormonal. Esto permite aplicar tratamientos de forma masiva y disminuir el estrés
tanto en los animales como en sus propietarios (Medlicott y col., 2004; Winzenburg y
col., 2004).

Se han desarrollado diferentes formulaciones veterinarias de liberacion controlada de
progesterona que emplean polimeros biodegradables y que, por tanto, no requieren la
extraccion del dispositivo. Entre ellos se pueden mencionar los implantes
biodegradables y los sistemas inyectables preformados y de formacion in situ. Los
sistemas implantables incluyen polimeros tales como celulosa, acetato de celulosa,
quitosano y copolimeros de 4cido glutdmico y terc-butoxicarbonil metil glutamato
(Igbal y Middha, 2016; Lescure y col., 1995). Estos sistemas requieren una cirugia para
acceder a los tejidos subcutdneos e implantar alli el sistema de administracion.

Los sistemas inyectables acceden a estos tejidos a través del uso de agujas
veterinarias. Una inyeccidn no necesita condiciones de asepsia rigurosas, es mas simple
y rdpida que un implante y tiene la posibilidad de variar las dosis ajustando el volumen
inyectado, sin la necesidad de personal altamente calificado. Entre los sistemas de
administracion inyectables se destacan los sistemas preformados y los sistemas de
formacion in situ. Los sistemas inyectables de formacién in situ consisten en una
solucién polimérica que contiene la droga y que, en condiciones fisioldgicas, precipita
formando un depésito donde queda entrampada la droga que luego seré liberada (Turino
y col., 2014; Dewan y col., 2007; Brodbeck y col., 2000; Dunn y col., 1994). En estos
casos, la forma del depdsito es dificil de predecir y por tanto, no hay control preciso
sobre la superficie expuesta y la velocidad de liberacion. Otro tipo de sistema inyectable
consiste en emplear dispersiones o suspensiones de microparticulas previamente
formadas. Para este fin se han empleando polimeros tales como PLGA, PLA, quitosano

y caseina (Wu y col., 2004; Latha y col., 2000; Yang y Owusu-Ababio, 2000; Jameela y
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col., 1998). La fabricacién de particulas que contienen la droga encapsulada es la
alternativa de mayor auge en las tltimas décadas. Los sistemas de liberacion controlada
de farmacos basados en microesferas son los que presentan mayores ventajas como fécil
preparacion, reproducibilidad, capacidad de incorporacién de varios tipos de drogas,

facil administracién y cinética de liberacion controlada, entre otras (Wu, 2004).
1.6 Polimeros biodegradables

Una amplia variedad de matrices poliméricas biodegradables, tanto naturales como
sintéticas, han sido investigadas para su aplicacion en formulaciones farmacéuticas (Fig.
1.3). Dentro de los polimeros naturales se pueden destacar: alginato, quitosano, heparina
y 4cido hialurénico (Li y col., 2012; Jana y col., 2011; Messager y col., 2013; Jameela y
col., 1998). Entre los polimeros sintéticos se pueden mencionar: poli(dcido l4ctico),
poli(dcido  glicdlico),  poli(dcido  lactico-co-glicélico),  poli(e-caprolactona),
polietilenglicol y poliuretanos, entre otros (Weibel y col., 2014; Winzenburg y col.,

2004; Matschke y col., 2002; Wu, 2004; Chang y col., 2005; Chiappetta y col., 2005).

Polimeros naturales

OH OH OH
°< 1o
0]
0 0 0 0
HO
HO NH,,/n oH © NH/,
O
Quitosano Acido hialuroénico
OH oH 0%
0] O
HO HO
HO © 0 O ©
o O \o HO
HO '\ HO n o O NH/
) -
0~ "OH “0,8 033
Alginato Heparina

Polimeros sintéticos

(0]

foj\”/h ‘foﬁ(h ’{/\/ ]Ln
0] (0]

Poli(acido lactico)  Poli(4cido glicolico)  Poli(etilenglicol)

QL o o N N
o>, ROY R j(h
(0] (0]

Poli(e-caprolactona) Poliuretano

Figura 1.3: Estructura quimica de polimeros biodegradables naturales y sintéticos.
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Para poder ser aplicados en una formulacién farmacéutica dichos materiales deben
cumplir con el requisito de biocompatibilidad (Helmus y col., 2008). Para esto, los
mismos deben ser compatibles con el tejido y degradarse cierto tiempo después de ser
implantados dando lugar a productos que no son téxicos y puedan ser eliminados por el

organismo o metabolizados por éste.
1.7 Métodos para la preparacion de microesferas

Se han empleado diversos métodos para la preparacion de microesferas. En general,
los métodos comunmente empleados son modificaciones de las siguientes tres técnicas:
extraccion/evaporacion de solvente, separacion de fases, y secado por atomizacion
(Freitas y col., 2005; Wischke y Schwendeman, 2008). Ademads, para este propdsito se
han estudiado técnicas de microfluidica (Duncanson y col., 2012) y estrategias de
formacion in situ para la preparacion in vivo de microesferas (Turino y col., 2014). Los
métodos empleados para este fin deben cumplir con los siguientes requisitos:

- No deben afectar la estabilidad y la actividad bioldgica de la droga durante el

proceso de sintesis.

- El rendimiento de las microesferas y la eficiencia de entrampamiento de la droga

debe ser alto, y la distribucion de tamafios de particulas debe ser estrecha.

- Las microesferas no deben agregarse, para facilitar su inyectabilidad.

- El perfil de liberacion debe ser reproducible dentro de condiciones pre-

establecidas.
1.7.a Evaporacién/extraccion de solvente

El método de evaporacion/extracciéon de solvente es el procedimiento mds utilizado
para fabricar microesferas para estudios de microencapsulacién a pequefia escala. Este
método comprende bdsicamente cinco etapas (Freitas y col., 2005): (i) disolucion del
polimero en un solvente adecuado; (ii) disolucion o dispersion del principio activo para
formar la fase dispersa; (iii) emulsificacién de la solucién polimero/farmaco en una fase
continua conteniendo un agente surfactante; (iv) eliminacién del disolvente de la fase
dispersa por evaporacion y/o extraccion hacia la fase continua para convertir las
pequenas gotas en microesferas solidas; (v) recoleccion y secado de las microesferas.
Una de las ventajas principales de este método es que no requiere temperaturas elevadas

o la adicién de agentes para inducir la separacion de fases. Se han identificado diversas
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variables del proceso que pueden afectar a la formulacién de microesferas, tales como la
relacion de volumen entre las fases dispersa y continua, la concentracién de polimero, la
relacion farmaco/polimero, la velocidad de eliminacion del solvente y la concentracion
de agente surfactante, entre otros (Mao y col., 2008). Los pardmetros y condiciones de
formulacién se deben optimizar en cada sistema para obtener microesferas de un tamafio
determinado, alcanzar altas eficiencias de encapsulacion y un bajo contenido de
solvente residual en las microesferas (Tiwari y Verma, 2012).

Dependiendo de la naturaleza y solubilidad de la droga a encapsular, se deben utilizar
diferentes solventes. Esto conduce al desarrollo de varias técnicas basadas en el método
de extraccién/evaporacion de solvente: emulsion aceite/agua (o/w), emulsion

agua/aceite/agua (w/o/w) y emulsién aceite/aceite (0/0).
1.7.b Emulsién aceite/agua (o/w)

La técnica de emulsion aceite/agua (o/w) se utiliza principalmente para farmacos
hidrofébicos, tales como los esteroides (Jain, 2000), los cuales son solubles en varios
solventes orgdnicos y poco solubles en agua. La técnica consiste en disolver el polimero
y el farmaco en un disolvente orgédnico apropiado. El disolvente organico més comun
utilizado es el cloruro de metileno (diclorometano). Ademads, pueden emplearse acetato
de butilo, acetato de etilo, formiato de etilo y metiletilcetona (Wischke y Schwendeman,
2008). Posteriormente, la fase orgdnica se emulsiona en una fase continua acuosa que
contiene un agente tensioactivo para formar pequefias gotas. Estos disolventes pueden
ser eliminados de las emulsiones por evaporacion (Vrancken y Claeys, 1970a; Wang y
Schwendeman, 1999) o por extraccién hacia la fase continua (Albayrak, 2005;
Vrancken y Claeys, 1970b). Finalmente, las microesferas solidas se recolectan por

centrifugacion o filtracion y se secan al vacio o por liofilizacion.
1.7.c Emulsion agua/aceite/agua (w/o/w)

La técnica de emulsion agua/aceite/agua (w/o/w, también denominada wi/o/w2) se
utiliza tipicamente para farmacos solubles en agua, tales como péptidos, proteinas y
vacunas (Meng y col., 2003; Wischke y Schwendeman, 2008). La técnica consiste en
las siguientes etapas: (i) disolver el farmaco en una solucion acuosa para formar la fase
wi; (i1) disolver el polimero en el solvente orgdnico apropiado; (iii) emulsionar la fase

wi en la solucién polimérica para formar la emulsiéon primaria; (iv) emulsionar la
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emulsion primaria en una segunda solucioén acuosa que contiene un estabilizador para
formar la doble emulsién; (v) eliminacién del solvente orgdnico por evaporacién o
extraccion para solidificar las microesferas; (vi) recoleccion y secado de las
microesferas sélidas (Meng y col., 2003). El cloruro de metileno y acetato de etilo son

los solventes organicos mds utilizados en la técnica de doble emulsion.
1.7.d Emulsion aceite/aceite (0/0)

La técnica de emulsion aceite/aceite (o/o, también denominada o0i/02) se emplea
comunmente para farmacos hidrofobicos que presentan una solubilidad apreciable en
agua. La encapsulacion de este tipo de farmacos por la técnica de emulsion o/w resulta
en bajas eficacias de encapsulacion debido al flujo del agente activo desde la fase
dispersa a la fase continua de mayor volumen durante el proceso de encapsulacion. La
técnica consiste en las siguientes etapas: (i) disolver el polimero y el farmaco en un
solvente orgdnico para formar la fase o1; (i1) emulsionar la fase o1 en una solucion de un
emulsificante en aceite (fase 02) para formar pequefias gotas; (iii) eliminacién del
disolvente de la fase o1, tipicamente por extracciéon o evaporacion, para solidificar las
microesferas; (iv) separacion de las microesferas y secado de las mismas (Wischke y
Schwendeman, 2008). El acetonitrilo se usa cominmente como fase o1 mientras que el
aceite de semilla de algodén y el aceite mineral se utilizan como fase 0, (Wada y col.,
1990). La fase o2 debe ser un solvente pobre tanto para el polimero como para la droga

(Wada y col., 1990).
1.7.e Separacion de fases (coacervacion)

Otro método para la preparacién de microparticulas es el de separaciéon de fases
(coacervacion). El término coacervacion se utiliza tradicionalmente para describir
procesos de agregacion macromolecular (o separacién de fases) producidos por la
desolvatacion parcial de macromoléculas totalmente solvatadas (Bungenberg de Jong,
1949). Los principios de coacervacion se aplicaron a las soluciones de polimero para
desarrollar el método de separacion de fases. En primer lugar, el polimero y farmaco se
disuelven en un disolvente adecuado. A continuacion, se induce la desolvatacion parcial
del polimero disminuyendo su solubilidad. Este fendmeno es una etapa intermedia entre
la disolucion y la precipitacion (desolvatacion completa). A medida que la solubilidad

del polimero disminuye a causa de la introducciéon gradual de un agente de
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desolvatacion, los coacervados macromoleculares aparecen inicialmente como gotitas
diminutas (ndcleos de coacervado) que contienen una concentracion relativamente mas
alta del polimero en comparaciéon con la solucion. A medida que continda la
introduccién del agente coacervador, estos nucleos (gotitas primarias) crecen cada vez
mds y se unen para formar gotitas progresivamente mds grandes. En ausencia de un
agente estabilizador y de agitacion, la coalescencia de las gotitas continia y conduce a
la formacién de gotas de coacervado muy grandes y finalmente a la separacion
macroscopica de fases. Cuando el proceso de coacervacién se lleva a cabo bajo
condiciones cuidadosamente controladas, los pardmetros de fabricacion (por ejemplo, la
concentracion del estabilizador, la velocidad de agitacion, etc.) pueden ajustarse
facilmente para producir gotitas de coacervado en el intervalo de tamafos deseado
(Arshady, 1990). Estas gotitas se pueden solidificar posteriormente (por eliminacion de
disolvente o por entrecruzamiento) para obtener las correspondientes nano/microesferas.
Por otro lado, si hay particulas sélidas insolubles o gotas de liquido inmiscibles
suspendidas en el medio, las gotas de coacervado formadas pueden ser adsorbidas en la
superficie de las particulas dispersadas. Cuando el coacervado se deposita en la
superficie, envuelve el nucleo con una pelicula fluida y viscosa del polimero. La
pelicula fluida es posteriormente solidificada para formar una cépsula dura alrededor del
nicleo (Dobetti y Pantaleo, 2002). Las estrategias para inducir la coacervacion
dependen principalmente de las caracteristicas fisicoquimicas del polimero y del nucleo
a recubrir. La reduccién en la solubilidad del polimero se puede lograr por diferentes
estrategias, tales como cambios de temperatura, modificacién del pH, adicién de un
“no-solvente” y adicién de una sal (Srinidhi y col., 2015). Se observdé una menor
eficiencia de encapsulacion para este método en comparacion con el de emulsion o/w
tradicional (Kim y col., 2007). Otros inconvenientes del método son la presencia de
agentes de coacervacion y solvente residual en las microesferas, la agregacién de las
microparticulas y la dificultad para obtener microesferas de tamafio pequefio (Thomasin

y col., 1996).
1.7.f Secado por atomizacion

La técnica de secado por atomizacion permite fabricar microesferas por pulverizacion
de una solucién o una dispersion liquida a través de una boquilla de atomizacion (Wang
y Wang, 2002). Inicialmente, el polimero y la droga se disuelven en un solvente

adecuado y la solucion es pulverizada en forma de finas gotas en aire caliente o gas
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inerte en el interior de una cdmara de secado. Existen diferentes tipos de atomizadores:
rotatorios, boquillas a presion y boquillas de dos fluidos (Ré, 2006; Swarbrick y Boylan,
1992). La seleccién de un atomizador especifico depende de las propiedades de la
solucién polimérica y la droga, la capacidad del atomizador, el volumen de la solucién y
las caracteristicas finales de las microesferas, entre otros factores (Ré, 2006). Ademas,
se ha estudiado la atomizacién basada en vibraciones y ultrasonido (Swarbrick y
Boylan, 1992). Luego de ser dispersadas, las gotas entran en contacto con una corriente
caliente de gas (tipicamente aire) y el solvente se evapora. La evaporacion del solvente
en las gotas resulta en un aumento de la concentracion de polimero y, cuando se alcanza
una concentracion critica, tiene lugar la transicién de fase (Giunchedi y Conte, 1995).
Posteriormente, las particulas secas pasan a un ciclén, donde se produce su separacion
bajo fuerzas centrifuga y/o gravitacional. Finalmente, las microesferas se pueden
colectar en bolsas, filtros, depuradores o precipitadores electrostaticos para su
caracterizacion u almacenamiento (Bowey y Neufeld, 2010). La técnica de secado por
atomizacién es simple, rdpida, presenta menor dependencia de la solubilidad del
farmaco, es facil de escalar y bajo condiciones controladas es posible obtener resultados
reproducibles (Bodmeier y Chen, 1988; Masters, 1991; Sollohub y Cal, 2010). Otra
ventaja es el hecho de que se evita el inconveniente relacionado con los grandes
volimenes de mezcla de solvente orgdnico-agua obtenidos al final del proceso de
extraccion/evaporacion del solvente (Wischke y Schwendeman, 2008). Sin embargo, los
inconvenientes relacionados con este método son la posibilidad de degradacion del
farmaco debido a temperaturas elevadas, rendimientos moderados para algunos
farmacos y mayores costos de equipamiento (Johansen y col.,, 2000; Wischke y
Schwendeman, 2008).

En la Fig. 1.4 se esquematiza el proceso de obtencion de microesferas para la
encapsulacion de drogas a partir de los métodos de extraccidén/evaporacion de solvente,

separacion de fases y secado por atomizacion.
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Fase acousa +
Agente tensoactivo

i Solucién de polimero + principio activo

Agente
precipitante

Extraccion/evaporacion Coacervacion Secado por atomizacion
de solvente

Figura 1.4: Esquema de la preparacién de microesferas mediante las técnicas de extraccidén/evaporacion

de solvente, coacervacién y secado por atomizacion.

1.7.g Microfluidica

En la formulacion del farmaco, el control sobre la cinética de liberacion es clave para
lograr un efecto farmacocinético 6ptimo. Las variaciones lote a lote y la polidispersidad
en tamafio y morfologia de las microparticulas obtenidas a partir de los métodos de
preparacion convencionales pueden producir variaciones indeseables en la velocidad de
degradacion de las microparticulas, la estabilidad del medicamento y la cinética de
liberaciéon del mismo (Sansdrap y Moes, 1993). Ademads, las particulas grandes del
extremo superior de la distribucién de tamafios pueden provocar la formacién de
agregados y/o tapar una aguja tras la inyeccion in vivo. Se han desarrollado varios
métodos de preparacion para controlar el tamafio de las particulas (Hernandez y Mason,
2007; Friend y col., 2008), entre los cuales las tecnologias basadas en microfluidica
ofrecen plataformas de bajo costo y de facil uso para la fabricaciéon de particulas
poliméricas altamente monodispersas (Duncanson y col., 2012). La microfluidica
aborda el flujo y la manipulacién de pequefios volimenes de fluido en dispositivos
cuyas dimensiones se encuentran en el orden de los micrometros (Khan y col., 2013).
Los valores del nimero de Reynolds (Re = pul/u, siendo p y u la densidad y la
viscosidad dindmica del fluido, respectivamente, v la velocidad de flujo, y 1 la
dimension caracteristica del sistema) son a menudo pequeiios (Re << 1) o moderados

(Re <100). El flujo es laminar, y las lineas de corriente de los fluidos pueden ser
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controladas con precisiéon por un disefio apropiado de la geometria de los canales
(Garstecki y col., 2005).

Los dispositivos de microfluidica empleados para la preparaciéon de microparticulas
pueden ser agrupados en tres categorias principales: “T-junction”, “flow focusing” y
“co-flow” (Fig. 1.5). En general, la fase dispersa y la fase continua inmiscible fluyen de
forma independiente por un flujo a presiéon en microcanales. Estas dos fases se retinen
en un cruce en el cual la formacién de las gotitas de la fase dispersa estd dictada en gran
medida por la competencia entre las tensiones de corte viscosas que actian para
deformar el liquido y la presion capilar que actia para resistir la deformacién (Gu y col.,
2011).

En una configuracion tipica de “T-junction”, las dos fases fluyen a través de canales
ortogonales y las gotitas de la fase dispersa se forman en el sitio de encuentro de ambas
fases. Las gotas se generan por una combinacion de las fuerzas de cizallamiento y el
efecto de compresién ejercido por la fase continua cuando la fase dispersa ingresa al
canal de la fase continua (Dendukuri y Doyle, 2009). El tamafio de gota no sélo
depende del ancho del canal, sino que también puede ser controlado variando el
gradiente de la presion de entrada o las velocidades de flujo de las fases dispersa y
continua.

Los dispositivos de “flow focusing” constan de tres canales de entrada que convergen
en un canal principal a través de un orificio estrecho. La fase dispersa, contenida en el
canal central, es comprimida por los flujos de la fase continua a partir de dos canales
laterales opuestos. Ambas fases pasan a través del pequefio orificio que se encuentra
aguas abajo de los tres canales. Finalmente, la corriente de la fase dispersa se estrecha y
se rompe en gotitas. La geometria “flow focusing” es mas susceptible de escalar por
paralelizacion mientras que la paralelizacion de la geometria “T-junction” puede
conducir a procesos multimodales o cadticos, donde el tamafio de la gota no es uniforme
en cada unién (Christopher y Anna, 2007).

El tercer tipo de geometria utilizado para la formacién de microparticulas es la
geometria “co-flow”. En esta configuracion, la fase dispersa y la fase continua
inmiscible fluyen de forma paralela entre si en tubos capilares concéntricos. Cuando los
fluidos fluyen a bajas velocidades, se forman microgotas monodispersas de la fase
continua en la punta del orificio capilar interior, en un proceso denominado de goteo. Al
incrementar la velocidad de flujo del fluido més alld de cierto limite critico, el resultado

es una corriente continua del fluido disperso con formacion de gotas en su extremo.
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Generalmente estas gotas tienen una distribucién de tamafio mds amplia debido a que el

punto en el que una gota se separa de la corriente continua puede variar (Shah y col.,

2008).
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Figura 1.5: Geometrias utilizadas en dispositivos de microfluidica: a) “T-junction”; b) “flow focusing”; y

c) “co-flow”.

Se han utilizado una variedad de mecanismos para convertir las gotas formadas en
particulas s6lidas. Estos mecanismos se pueden clasificar en: 1) métodos basados en la

extraccion/evaporacion de solvente; 2) métodos basados en la luz; 3) métodos basados
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en calor; y 4) métodos basados en reacciones quimicas (Dendukuri y Doyle, 2009). En
los métodos basados en la extraccién/evaporacion del solvente, las microgotas se
convierten en particulas sélidas mediante la precipitacion del polimero a causa de la
eliminaciéon del solvente orgdnico. En los métodos basados en la luz, la radiacién
externa, tal como la luz ultravioleta, se emplea para irradiar las microgotas que
contienen mondmeros fotosensibles que pueden polimerizar. En los métodos basados en
calor, la base para la formacion de particulas es la polimerizacién térmica de las gotas o
simplemente el uso de aceites de alto punto de fusién que pueden ser convertidos en
sOlidos por enfriamiento a temperatura ambiente. Los métodos basados en reaccion
quimica no requieren de ningtn impulso externo para lograr la formacién de particulas,
sino que se adiciona por separado una especie quimica en el canal de microfluidica para

lograr la polimerizacion.
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Capitulo 2

Degradacion hidrolitica homogénea de
microesferas de PLGA
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2.1 Introduccion
2.1.a Poli(acido lactico), poli(acido glicélico) y sus copolimeros

El poli(acido glicdlico) (PGA), el poli(acido lactico) (PLA) y sus diferentes
copolimeros denominados poli(dcido lactico-co-glicdlico) (PLGA) pertenecen a la
familia de los poliésteres alifaticos y son los polimeros biodegradables sintéticos mas
utilizados en medicina. En la Fig. 2.1 se muestra la estructura quimica del PGA, del
PLA y del PLGA. El creciente interés en el uso de estos polimeros en el campo
farmacéutico y biomédico (Nair y Laurencin, 2007) se debe a su aprobacion por la
Agencia de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) para su uso en
seres humanos y animales, a su relativa facilidad de sintesis y a la posibilidad de

controlar su velocidad de degradacién (Pillai y Sharma, 2010).
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Figura 2.1: Estructuras quimicas del poli(4cido glicdlico) (PGA), del poli(dcido lactico) (PLA) y del
poli(acido lactico-co-glicélico) (PLGA).

La sintesis del PLGA implica la copolimerizacion de los mondmeros de 4cido lactico
(AL) y glicdlico (AG). El AL es una molécula quiral que existe como dos enantiomeros,
acido L- y D-lactico, que difieren en su efecto sobre la luz polarizada. Los polimeros de
PLA, PLGA y PLA pueden ser sintetizados por condensacidn directa, resultando en
polimeros de bajo peso molecular debido a la reversibilidad de la reacciéon de
condensacién, a la presencia de reacciones de transferencia y al alto grado de
conversion necesario. Por otro lado, los polimeros de alto peso molecular se sintetizan
por polimerizacién de adicién con apertura de anillo de sus dimeros ciclicos (glicdlido y
L- y D-lactida) (Fig. 2.2). La sintesis del PLGA se lleva a cabo generalmente con el uso

de compuestos de estafio como iniciadores. Los catalizadores cominmente utilizados en
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la preparacién de este polimero incluyen 2-etilhexanoato de estafio (II), alcéxidos de
estafio (II), o isopropéxido de aluminio (Astete y Sabliov, 2006). Sin embargo, la
eliminacién completa de compuestos de estafio altamente toxicos de los polimeros es
practicamente imposible, lo que resulta perjudicial para su aplicaciéon en el 4rea
biomédica. Por lo tanto, se ha estudiado el empleo de iniciadores menos téxicos, tales
como lactato de zinc y de calcio y acetilacetonatos de circonio (Kreiser-Saunders y
Kricheldorf, 1998; Dobrzynski y col., 2001). Sélo el cloruro de zinc y el acetilacetonato
de circonio han permitido obtener copolimeros de pesos moleculares suficientemente
altos. Dependiendo de la relacion de lactida/glicolido empleada para la polimerizacion,
se pueden obtener copolimeros con diferentes propiedades. Estos son identificados
generalmente en lo que respecta a la relaciéon de monémeros utilizada, por ejemplo, el
PLGA 75:25 identifica un copolimero cuya composicion es 75% de acido lactico y 25%
de 4cido glicdlico. Es de destacar que no existe una relacion lineal entre la relacion de

acido glicdlico/acido lactico y las propiedades fisico-mecdnicas de sus copolimeros.
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Figura 2.2: Sintesis de PGA, PLA y PLGA por polimerizacion por apertura de anillo.
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Mientras que el PGA es altamente cristalino, la cristalinidad se pierde en el
copolimero. Esto conduce a un aumento en la velocidad hidrdlisis y, por lo tanto, los
copolimeros tienden a degradarse mdas rdpidamente que el PGA o el PLA. Asi, la
resistencia mecdnica, las propiedades de hinchamiento y la velocidad de degradacién
estdn directamente influenciadas por la cristalinidad del PLGA. El grado de cristalinidad
y el punto de fusién estdn directamente relacionados con el peso molecular del
polimero. A diferencia de los homopolimeros de AL y AG que poseen baja solubilidad
en solventes orgdnicos comunes, el PLGA puede ser disuelto por una amplia gama de
solventes orgdnicos, incluyendo solventes clorados, tetrahidrofurano, acetona u acetato

de etilo (Pillai y Sharma, 2010).
2.1.b Degradacion y erosion del PLGA

El control de la liberacion del principio activo en sistemas basados en PLGA depende
en gran medida del proceso de degradacion del polimero. Por ello, resulta de interés
comprender los mecanismos y los factores fisicos y quimicos que afectan la degradacién
del PLGA.

El principal mecanismo de degradacion del PLGA es la hidrdlisis de los enlaces éster
en las cadenas de polimero (Antheunis y col., 2009). Durante la reaccion de hidrdlisis se
produce la ruptura de las cadenas de polimero, observdndose una disminucién en el peso
molecular. Con el tiempo, se producen moléculas de baja masa molar (oligdmeros y
monomero) que pueden disolverse en el medio y el sistema comienza a perder masa. Se
pueden definir dos tipos de degradaciéon dependiendo de la velocidad de difusion del
agua dentro de la matriz polimérica: degradacién bulk y degradacion superficial (Fig.
2.3). Los polimeros que experimentan degradacién bulk se degradan en todo su
volumen debido a que la velocidad de penetracion del agua en el polimero es més rpida
que la velocidad de hidrélisis (von Burkersroda y col., 2002; Alexis, 2005). Por otro
lado, en los polimeros que experimentan degradacion superficial, la velocidad de
hidrdlisis es mds rdpida que la penetracion del agua en el polimero, lo cual provoca que

degraden principalmente en su superficie (Winzenburg y col., 2004).
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a) Degradacion bulk

a b) Degradacion superficial

Figura 2.3: Visualizacion esquemadtica del proceso de degradacion: a) bulk y b) superficial (Dinarvand y

col., 2011).

A su vez, la degradaciéon bulk puede ser de tipo homogénea o heterogénea. Los
sistemas que presentan degradacion bulk homogénea experimentan una caida gradual en
el peso molecular del polimero. Las especies que alcanzan un valor critico se solubilizan
en el medio y se produce la erosion de la matriz polimérica de manera uniforme en todo
su volumen. Se ha reportado que matrices poliméricas de PLGA de dimensiones
pequefias, tales como microesferas de didmetro menor a 10 pm, experimentan
degradacién bulk homogénea debido a que los productos de degradaciéon no presentan
problemas difusionales significativos (Lu y col., 1999; Park, 1995). Por otro lado, en la
degradacion de matrices poliméricas de mayores dimensiones se ha observado una
degradacion diferencial, presentando una mayor degradacion en la region central del
material respecto de su superficie. Este fendmeno es denominado degradacién bulk
heterogénea (Buchanan, 2008). Esta degradacion diferencial entre el centro y la
superficie de las matrices poliméricas se atribuye al efecto de autocatdlisis de la
reaccion de degradacion (Hurrel y Cameron, 2001). Durante la hidrélisis del polimero
se generan cadenas poliméricas de bajo peso molecular con grupos terminales
carboxilicos, los cuales pueden catalizar la reacciéon. Estos productos de degradacion
presentan dificultad para difundir fuera de la matriz, por lo que permanecen atrapados
dentro de la misma (Dunne y col., 2000). Como consecuencia, la concentracion de
grupos 4cidos terminales aumenta rdpidamente y el ambiente se torna altamente dcido,
provocando la autocatélisis de la reaccion de degradacién (Antheunis y col., 2010; Han

y col.,, 2011; Alexis y col., 2006). Cuando la hidrélisis se produce en la superficie del
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material, los productos de degradacién pueden difundir mds facilmente y debido a que
esta capa superficial presenta un mayor contenido de solucién con capacidad buffer, se
produce la neutralizacion de los grupos dcidos generados (Schmitt y col., 1993; Wang y
col., 1990). Estos efectos combinados dan lugar a un entorno menos 4cido y, por lo

tanto, la reaccion de autocatélisis es menos significativa en la superficie del material.
2.1.c Factores que afectan la degradacion de matrices de PLGA

Se ha demostrado que la velocidad de degradacion del PLGA se ve influenciada por
diversos factores, tales como la composicion del copolimero, el peso molecular, el
grado de cristalinidad, la naturaleza de los grupos terminales y la temperatura, entre
otros (Mehta y col., 1996; De Jong y col., 2001; Siepmann y col., 2005; Shameem y
col., 1999; Park, 1994; Park, 1995; Grayson y col., 2005; Dunne y col., 2000; Astete y
Sabliov, 2006).

La vida media del PLGA se incrementa a medida que aumenta la cantidad relativa de
cada tipo de monémero debido a que el polimero puede cristalizar mas facilmente con
menores niveles de copolimerizacién (Fig. 2.4). El copolimero con una relacién de
monomeros 50:50 presenta la mayor velocidad de degradacion debido a que este
copolimero es altamente amorfo. Ademads, la vida media del PLGA es menor al
incrementar la proporcién de monémeros de AG por la mayor hidrofilicidad y velocidad

de hidrdlisis de los enlaces de AG (Hakkarainen y col., 1996).

la degradacion (meses)
o o

L =]
T

Tiempo medio en completar

0 PLA > 100
100 - PGA 0

Figura 2.4: Perfiles de degradacion in vivo de PLGA
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La cristalinidad tiene un efecto significativo sobre la velocidad de degradacién, ya
que determina la facilidad con que las moléculas de agua pueden acceder a los enlaces
éster y provocar su hidrdlisis. Las regiones amorfas son mds accesibles por las
moléculas de agua que las regiones cristalinas, lo cual aumenta la velocidad de
hidrélisis y la degradacidn de las cadenas de polimero (Hakkarainen y col., 1996).

El peso molecular del polimero también afecta la velocidad de degradacién. Se ha
reportado una degradacion mas répida del PLGA con la disminucién del peso molecular
inicial (Alexis, 2005). Esto se atribuye a un aumento en el volumen libre y en el nimero
de grupos acidos terminales libres (Zhu y col., 1991; Park, 1995).

La degradacién del PLGA también es influenciada por el pH del medio. Se ha
reportado que el PLGA se degrada mds lentamente en medio basico en comparacién con
medios dcido y neutro (Wu y Wang, 2001). Sin embargo, otros autores han reportado
que se la degradacion del PLGA es catalizada tanto en medio 4cido como en medio
alcalino (Wang y col., 1998).

Para el caso de copolimeros de PLGA de igual composicién y peso molecular, se ha
demostrado que la degradacion puede verse afectada por la presencia y la naturaleza
quimica de los grupos terminales (Gasper y col., 1998; Zambaux y col., 1998). Se ha
indicado que las microparticulas de PLGA con extremos terminales dcidos se degradan
2-3 veces mds rapido in vitro y 3-4 veces mds rdpido in vivo en comparacion con
aquellas de PLGA que poseen extremos terminales protegidos con cadenas aliféticas,
probablemente debido a la mayor hidrofilicidad del polimero sin extremo protegido y al
efecto de autocatélisis.

Para reducir el riesgo de infeccion y complicaciones asociadas, es necesario
esterilizar todos los implantes médicos después de la fabricacion y antes de su
colocacién quirdrgica. Las técnicas de esterilizacion mds comunes utilizan calor, vapor,
radiacion, o una combinacién de estos métodos. El PLGA, ademads de ser susceptible a
la humedad y la radiacion, es sensible al calor. Por lo tanto, la seleccion de la técnica de
esterilizacion correcta es de crucial importancia para su desempefio fisico y mecéanico in
vivo.

Algunos principios sobre el proceso de degradacion se encuentran aun en discusion.
Se ha reportado que la hidr6lisis de los enlaces éster se produce en forma aleatoria, es
decir, los tres tipos de enlaces éster que posee el PLGA (AG-AG, AL-AL, AL-AG)
tienen igual probabilidad de ser atacados por las moléculas de agua (Hausberger y col.,

1995). Por otro lado, otros autores sugieren que bajo condiciones extremas de
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degradacion (pH bajo, alta temperatura o radiacién electromagnética), la escision de los
enlaces éster s6lo se produce a partir de los extremos de las cadenas poliméricas (Shih,

1995).
2.1.d Modelos matematicos para la degradacion del PLGA

Se han propuesto varios modelos cinéticos para la degradacién de matrices de PLA y
PLGA (Ford Versypt y col.,, 2013), incluyendo cinéticas de pseudo-primer orden
(Raman y col., 2005; Sansdrap y Moes, 1997; Siepmann y col., 2005), cinéticas de
orden 2,5 con disociacion parcial de los grupos COOH (Lyu y col., 2007), y cinéticas de
orden cuadritico (Han y Pan, 2011; Antheunis y col., 2009; Antheunis y col., 2010;
Nishida y col., 2000; Siparsky y col., 1998). Nishida y col. (2000) utilizaron el andlisis
de momentos para predecir la evolucion de los pesos moleculares medios de poliésteres
alifaticos considerando hidrolisis autocatalitica aleatoria. El modelo es capaz de
predecir con precision la hidrélisis de peliculas de poliésteres alifaticos. Wang y col.
(2008) desarrollaron un modelo fenomenoldgico para la degradacion de platos de PLA
de diferentes espesores basado en un conjunto de ecuaciones de difusién-reaccion
simplificadas. El modelo considera la reaccion de hidrdlisis y la difusion de
mondmeros, y es capaz de predecir la disminucion del peso molecular promedio en peso
del sistema. Han y Pan (2009) ampliaron el modelo de Wang y col. (2008) con el fin de
incluir la interaccién entre el grado de cristalizacion y la reaccion de hidrélisis durante
la degradaciéon. El modelo simula las evoluciones de peso molecular, grado de
cristalinidad y pérdida de masa de peliculas biodegradables. Soares y Zunino (2010)
propusieron un modelo mixto para describir la degradaciéon bulk y superficial de
polimeros biodegradables resolviendo un sistema de ecuaciones de reaccion-difusion.
Antheunis y col. (2009) propusieron un modelo cinético basado en la hidrolisis
autocatalitica de cilindros de poliésteres alifdticos. El modelo es capaz de describir la
disminucién de los pesos moleculares medios de una manera precisa y también de
predecir razonablemente la tendencia de pérdida de masa del dispositivo a través de
ecuaciones diferenciales ordinarias acopladas. El modelo fue simplificado para predecir
la evolucién del peso molecular promedio en nimero de poliésteres alifdticos sin la
necesidad de calculos complicados y de excesivos pardmetros de entrada (Antheunis y
col., 2010). Chen y col. (2011) desarrollaron un modelo matematico de erosion bulk que
permite la prediccion de la evolucién temporal del peso molecular promedio y estima la

pérdida de masa para dispositivos de diversas geometrias. Este modelo considera la
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autocatdlisis y la difusion de mondémeros con una difusividad dependiente de la
degradacion. Casalini y col. (2014) describieron la degradacién de microparticulas de
PLGA a través de ecuaciones de conservacion de masa para las diferentes especies. El
modelo tiene en cuenta la difusién de oligdmeros y los efectos autocataliticos, y es
capaz de predecir la disminucién de pesos moleculares medios para microparticulas de

diferentes tamafos.

En el presente capitulo se formula un modelo matemdtico que permite predecir la
degradacion hidrolitica homogénea de microesferas de PLGA. El modelo tiene en
cuenta el efecto autocatalitico de los grupos carboxilicos terminales y la composicion
del polimero sobre la velocidad de degradacién de la matriz polimérica. Se basa en un
mecanismo cinético detallado que considera la hidrélisis de los diferentes tipos de
enlaces éster en el copolimero por escision de cadena aleatoria. El modelo permite
estimar las evoluciones de los pesos moleculares medios, la pérdida de masa, las
concentraciones de enlaces éster y los perfiles de pH a lo largo del proceso de
degradaciéon. El modelo fue ajustado y validado con datos experimentales reportados.
Los resultados obtenidos en este capitulo fueron publicados en una revista cientifica
internacional [Busatto y col. (2016), “Homogeneous hydrolytic degradation of
poly(lactic-co-glycolic acid) microspheres: mathematical modeling”, Polymer

Degradation and Stability 125, 12-20].
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2.2 Experimentos simulados
2.2.a Experimentos de degradacion de Blanco y col. (2006)

Los experimentos realizados por Blanco y col. (2006) fueron considerados para el
ajuste y validacién del modelo. El trabajo experimental consistié en la degradacién in
vitro de microesferas de PLA, PLGA 50/50 y PLGA 75/25 (Exps. 1, 2 y 3,
respectivamente) preparadas por el método de secado por atomizacién. Para cada
muestra de polimero se prepararon tubos de ensayo de polietileno conteniendo 40 mg de
microesferas y 3 mL de buffer fosfato salino (1 mM, pH 7,4) y se incubaron en la
oscuridad a 37 °C. Los tubos de ensayo se agitaron una vez al dia durante 1 min en un
vortex. A intervalos de tiempo apropiados, se removio la solucién buffer y la muestra de

polimero se sec6 bajo vacio. El tiempo médximo de incubacion fue de 5 meses.
2.2.b Experimentos de degradaciéon de Mariano (2012)

Para la validacion del modelo se consideraron adicionalmente los resultados
experimentales obtenidos en Mariano (2012). El trabajo experimental consistié en la
degradacion in vitro de microesferas de PLGA 50/50 (Exp. 4) preparadas por el método
de extraccion/evaporacion de solvente. Para cada muestra de polimero se prepararon
viales de vidrio conteniendo aproximadamente 65 mg de microesferas y 10 mL de agua
ultrapura, y se incubaron a 37 °C bajo agitacion orbital a 50 rpm. A intervalos de tiempo
apropiados, las microesferas se separaron del medio de degradacién por centrifugacién a
3500 rpm durante 5 minutos y la muestra de polimero se secé bajo vacio hasta peso

constante.
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2.3 Resultados y discusion
2.3.a Experimentos de degradacion de Blanco y col. (2006)

Los valores de pesos moleculares medios y pérdida de masa a lo largo del proceso de
degradacion se presentan en la Tabla 2.1 y en las Figs. 2.5 y 2.6. A partir de los pesos
moleculares medios de la Tabla 2.1 y la composicién del copolimero, se calculd la
evolucion de la concentracion de enlaces éster considerando una distribucién de enlaces

aleatoria. Estos resultados se muestran en la Fig. 2.5c.

Tabla 2.1: Degradacién de microesferas de PLA y PLGA (Blanco y col., 2006)

Exp. 1 Exp. 2 Exp. 3
PLA PLGA 50/50 PLGA 75/25
Tiempo Mhn My Masa Mhn My Masa Mhn My Masa
(dias) x10%) (x10% (%) x10%) (x103% (%) x10%) (x10% (%)
0 254 42,6 100 242 38,8 100 39,8 65,4 100
1 254 42,0 100 239 38,2 100 39,7 64,2 100
5 25,2 41,6 100 22,1 36,6 100 - - -
9 24,3 40,4 100 21,3 354 100 39,5 64,4 100
14 - - - 20,2 34,6 100 - - -
16 - - - - - - 38,2 59,2 100
19 24,0 40,2 100 18,7 30,3 100 - - -
22 - - - 17,1 26,9 100 - - -
25 23,5 39,8 100 - - - - - -
28 - - - 11,6 19,3 100 33,0 52,3 100
35 233 39,5 100 5.4 8,1 97 31,2 50,3 100
42 - - - 32 4,9 90 - - -
45 22,5 38,8 100 - - - 29,1 454 100
49 - - - 1.8 2,3 83 - - -
51 - - - - - - 27,1 444 100
56 - - - 1,4 1,7 57 - - -
58 223 39,9 100 - - - - - -
71 21,3 36,7 100 1,1 1,2 18 20,8 34,0 100
78 - - - 1,0 1,1 15 - - -
84 21,0 36,2 100 - - - 16,0 25,8 100
96 20,8 35,7 100 - - - 10,6 17,4 100
109 20,0 34,7 100 - - - 6,2 9,2 86
126 19,6 33,9 100 - - - 2,0 2,1 73
144 18,9 32,1 100 - - - 1,1 1,2 47

Los datos experimentales de la degradacion de microesferas de PLA y PLGA

realizados por Blanco y col. (2006) corresponden a microesferas que poseen un
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didmetro medio inferior a 10 pwm, para las cuales se ha reportado que el fenémeno de

difusion de los productos de degradacion es despreciable (Grizzi y col., 1995).
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Figura 2.5: a), b) Evolucién de los pesos moleculares medios (Mn y 1\_/IW) para los Exps. 1-3; y ¢)

Evolucién de las concentraciones de enlaces éster para los Exps. 1-3. (Datos experimentales en simbolos

y resultados de simulacién en lineas continuas).
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Como es de esperar, en todos los experimentos se observa una disminucion en los
pesos moleculares medios del polimero con el transcurso de la degradacion. Los perfiles
de degradacion observados en las Exp. 2 y 3 (Figs. 2.5 y 2.6) indican que la degradacion
se produce a través de un proceso de degradacion bulk. Existe un periodo inicial sin
pérdida de masa en el cual el peso molecular del polimero disminuye, es decir, la
escision de las cadenas de polimero tiene lugar en toda la muestra. Los perfiles de pesos
moleculares medios durante la degradacién muestran una curva tipica que puede
dividirse en tres etapas (Fig. 2.5). En la primera etapa, la disminucién en el peso
molecular es lenta debido a la baja concentracion de grupos carboxilicos. En la segunda
etapa, el incremento del nimero de grupos terminales dcidos acelera la reaccion de
hidrélisis y, por lo tanto, la disminucién del peso molecular. En la dltima etapa, las

bajas concentraciones de enlaces éster retrasan la degradacion.
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Figura 2.6: Evolucién de la pérdida de masa para los Exps. 1-3. (Datos experimentales en simbolos y

resultados de simulacion en lineas continuas).

En el Exp. 1, la velocidad de degradacién del PLA es muy lenta y la pérdida de masa
puede considerarse despreciable en el tiempo estudiado (Fig. 2.6). Esto es debido a que
los productos de degradacion no alcanzan el valor de peso molecular necesario para
disolverse en el medio de degradacion. La menor velocidad de degradacion observada
para el PLA se debe a la hidrofobicidad del AL y a la mayor capacidad de cristalizar del

polimero.
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2.3.b Experimentos de degradacion de Mariano (2012)

La Fig. 2.7 muestra una micrografia obtenida por SEM de las microparticulas de
PLGA. Como se puede observar, las particulas resultaron esféricas, no presentan

agregados y su superficie es lisa. El didmetro medio de particula fue de 3,4 + 0,79 pum.

10 pum ’

Figura 2.7. Micrografia electrénica de barrido de las microesferas de PLGA.

Los resultados experimentales de degradaciéon de las microesferas de PLGA se
muestran en la Tabla 2.2 y en las Figs. 2.8 y 2.9. A partir de la evolucion de los pesos
moleculares medios de la Tabla 2.2 se estim6 la evolucion experimental de las
concentraciones de enlaces éster considerando la composicién del copolimero y

distribucién aleatoria de enlaces (Fig. 2.8b).

Tabla 2.2: Datos experimentales de la degradacion de microesferas de PLGA.

Exp. 4
PLGA 50/50
Tiempo Masa
diasy M M gy PH
0 23554 67874 100 5,25

2374.,8 6397 95,64 5,24
1943,2 51575 90,87 5,14
16484 36915 89,51 4,47
1725 3410,3 88,07 4,08
1255,1 2660,6 81,37 3,72

O < LN W =
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La Fig. 2.8 presenta la evolucién de los pesos moleculares medios del polimero. Se
observa una rdpida disminucién de los pesos moleculares desde el inicio del
experimento debido al bajo peso molecular inicial del polimero, lo cual provoca un
rdpido incremento de la concentracién de grupos dcidos que pueden catalizar la reaccién

de hidrdlisis de los enlaces éster en el copolimero.
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Figura 2.8: a) Evolucién de los pesos moleculares medios (Mn y M ) para el Exp. 4; y b) Evolucién de

la concentracién de enlaces éster para el Exp. 4. (Datos experimentales en simbolos y resultados de

simulacion en lineas continuas).

En la Fig. 2.9a se muestra la pérdida de masa a lo largo del proceso de degradacion.
Cuando el peso molecular de los oligdmeros es suficientemente bajo, el sistema
comienza a perder masa debido a la disolucién de los oligdmeros en el medio (Park,

1995). En este caso, se observa pérdida de masa desde el comienzo del experimento y
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presenta un perfil similar al de pesos moleculares. Estos resultados indican que los
productos de degradacién alcanzan rdpidamente el peso molecular necesario para

disolverse en el medio debido a que el polimero presenta un bajo peso molecular inicial.

a)
204
| |
F
=
=] [ |
[}
'2 104
= [ |
=
D
oy
| |
0
6
b)
S - L]
)
44
|
[ ]
3 T T T
0 3 6 9

Tiempo (dias)

Figura 2.9: a) Evolucién de la pérdida de masa para el Exp. 4; y b) Evolucién del pH para el Exp. 4.

(Datos experimentales en simbolos y resultados de simulacién en lineas continuas).

La Fig. 2.9b muestra la evolucién temporal del pH en el medio de degradacién. La
disminucion del pH se debe a la generacion de productos de degradacion con grupos
carboxilicos terminales que poseen un alto grado de disociaciéon y acidifican
rapidamente el medio. La disminucién del pH tiene lugar de manera casi inmediata al
inicio del experimento, en concordancia con el perfil de pesos moleculares medios y

pérdida de masa.
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2.4 Modelo matematico

El modelo matematico permite describir y predecir la degradacién hidrolitica
homogénea de microesferas de PLGA considerando el efecto autocatalitico de los
grupos carboxilicos terminales. Las ecuaciones generales para la hidrdlisis

autocatalizada de los enlaces éster se expresan a continuacion:
E+H,0——> COOH + ROH ey

COOH —COO +H" )

donde E representa un enlace éster y COOH y OH representan a los grupos terminales
acido y alcohol, respectivamente.

Con el fin de tener en cuenta la degradabilidad de cada tipo de enlace éster, a partir de
la Ec. (1) se extiende el mecanismo de hidrdlisis detallado del Esquema 2.1. Las

especies de polimeros se caracterizan por su longitud de cadena y por el numero de cada
tipo de enlace éster. Se adoptd la siguiente nomenclatura: P (/,g,c) representa una

cadena polimérica de longitud n con I/, g y ¢ enlaces éster Lactico-Léctico (L-L),
Glicolico-Glicolico (G-G) y Lactico-Glicdlico (L-G), respectivamente; y ki1, k-G Y ki-6
representan a las constantes de hidrélisis correspondientes a los enlaces éster L-L, G-G
y L-G, respectivamente.

Sobre la base del mecanismo detallado de hidrdlisis se deriva el modelo matematico
para la degradacion. El modelo consta de las Egs. (A.1-15) del Apéndice A y permite
predecir las evoluciones de distribuciones de pesos moleculares y pesos moleculares
medios, asi como también las concentraciones de enlaces éster, los perfiles de pérdida
de masa y de pH. El modelo adopta las siguientes hipdtesis: i) las constantes de
hidrdlisis son independientes de la longitud de la cadena; ii) los enlaces éster se
distribuyen uniformemente en la cadena de polimero; iii) todas las particulas tienen el
mismo tamafio (igual a su didmetro medio); iv) los polimeros son amorfos; y v) se
considera la disolucién de oligdmeros con una longitud de cadena menor a ns. Notar que
para los sistemas homogéneos, se asume que el pH en el interior de las microesferas es

uniforme.
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Esquema 2.1: Mecanismo de hidrodlisis detallado de la degradacién de microesferas de PLGA.

P(,g.c)+H,O0—L 5P (I-1'-1,g-g'c—c)+P, (' g"c)
n=1273,..

l,g,c=0,1,2,3,...

1'=0,1,2,3,....,(1-1)

2'=01,23,..¢

¢'=0,1,2,3,...,c

P(l.g.0)+H,0—96¢ 5P (I-1'g-g'-lc—c)+P, (' g"c)
n=12,3,..

l,8,c=0,1,2,3,...

['=0,1,2,3,...,1

g'=0,1,2,3,...(g -1

¢'=0,1,2,3,...,c

P”(l,g,c)+H20#>RFm(l—l',g—g',c—c'—1)+Rn ,g'\ch

n=1273,..
l,g,c=0,1,2,3,...
1'=0,1,2,3,....1
g'=0,1,2,3,...,¢

c'=0,1,2,3,...,(c-1)

2.5 Resultados de las simulaciones y discusion

El programa de computacion fue escrito en Matlab R2012a. El modelo consiste en un
sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias que fue resuelto mediante el método de
Euler. El tiempo de una simulacién tipica en un procesador Intel® Core 2 Duo fue del
orden de 30 s.

En las Figs. 2.5 y 2.6 se comparan los resultados experimentales y tedricos para los
Exps. 1-3. Las predicciones obtenidas presentan una muy buena concordancia con los
resultados experimentales. La constante de hidrélisis &z, se estimé a partir de los datos
del Exp. 1 y las constantes de hidrélisis kc.G y k-G se estimaron a partir de los datos del
Exp. 2, considerando que kz.¢ es un valor medio entre k... y kc.c. Las constantes de
disociacion &cidas directa (ks;) e inversa (k.2) se encuentran relacionadas por la
constante de equilibrio de disociacion de los grupos carboxilicos. Las constantes
cinéticas estimadas se detallan en la Tabla 2.3. Los resultados indican que la velocidad
de escision de los enlaces G-G es mds rapida que la de los enlaces L-L, lo cual se
encuentra en acuerdo con observaciones experimentales (Hakkarainen et. al, 1996; Vey

y col., 2008). En la Fig. 2.5 se puede observar que para el PLGA 50/50, el peso
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molecular disminuye mas rdpidamente en comparacién con el PLGA 75/25 y el PLA. El
valor estimado de la longitud de la cadena con la que los oligémeros pueden disolverse
en el medio (ny) fue de 10 unidades repetitivas, en concordancia con los datos
reportados para el PLA y el PLGA en condiciones experimentales similares (Antheunis
y col., 2009; Schliecker y col., 2003).

En las Figs. 2.8 y 2.9 se presentan los resultados experimentales y tedricos para el
Exp. 4. Las predicciones obtenidas presentan buena concordancia con los resultados
experimentales. Las constantes cinéticas estimadas se detallan en la Tabla 2.3. Los
resultados muestran que la degradacion del polimero en medio acuoso es mas rapida
que en solucién buffer. Ademads, el peso molecular inicial del polimero fue menor. Esto
se puede atribuir a la rdpida generacion de un ambiente dcido que cataliza la hidrélisis

de los enlaces éster del polimero.

Tabla 2.3: Constantes cinéticas de los Exps. 1-4.

Exps. 1-3

KL-L kGG kLG Kka Ka1 Kaz

(L mol''s) (L mol'! s (L mol s (m?2sh s s
7.87 x 10 8,34 x 1073 4,57 x 103 1,04 x 1015 2,08 x 10712 6,01 x 10°

Exp. 4

KL-L | [ (el KL-G Kka Ka1 Kaz

(L mol'! s (L mol!s™) (L mol'! s1) (m?2s? ) )
7.87 x 10 6,03 x 1073 3.41x 1073 2,31 x10% 2,78 x 1020 8,22 x 1077

Otras predicciones tedricas se presentan en las Figs. 2.10-12. En la Fig. 2.10 se
muestran las evoluciones de pH simuladas para los Exps. 1-3. En el caso de la
degradacion del PLA, el pH se mantiene préacticamente constante durante el
experimento debido a la baja velocidad de degradacién, mientras que para los
copolimeros se observd una disminucién pronunciada. La disminuciéon del pH fue
mayor para el PLGA 50/50 como consecuencia de la mayor velocidad de degradacion.

La Fig. 2.11 muestra el tiempo medio de degradaciéon predicho en funcién de la
composicién del copolimero. El tiempo medio de degradacién se define como el tiempo
necesario para que la masa del polimero se reduzca a la mitad. Dicho valor aumenta a
medida que se incrementa el contenido de AL en el copolimero debido a que los enlaces

L-L se degradan mads lentamente que los enlaces G-G. Se puede observar que este efecto
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se predijo con exactitud por el modelo. Ademds, el tiempo medio de degradacién se
incrementa con el aumento del peso molecular inicial del copolimero.

Las evoluciones tedricas de las distribuciones de pesos moleculares (DPM) para los
Exps. 1-4 se muestran en las Figs. 2.12-13. Las DPM iniciales de los Exps. 1-3 se
estimaron a partir de los pesos moleculares medios reportados. Como se muestra en la
Fig. 2.12, las DPM se desplazan hacia pesos moleculares méas bajos con el transcurso de
la degradacion. Este cambio fue més lento para el PLA y aumenta con el contenido de

AG en el caso de los copolimeros.

—_—PLA
—— PLGA 50/50
——PLGA 75/25

(9%)

T
0 50 100 150
Tiempo (dias)

Figura 2.10. Evolucién simulada del pH para los Exps. 1-3.

B M=6000
M,~8000
100 A M=10000

60

Tiempo medio de degradacion (dias)

20

0 25 50
AG (%)
Figura 2.11: Prediccién del tiempo medio de degradacion en funcién de la composicién del copolimero y

del peso molecular.
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Figura 2.12: Distribuciones de pesos moleculares simuladas: a) Exp. 1; b) Exp. 2; y ¢) Exp. 3.
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Figura 2.13: Distribuciones de pesos moleculares simuladas para el Exp. 4.
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2.6 Conclusiones

Se desarroll6 un modelo matemdtico para predecir la degradaciéon hidrolitica
homogénea de microesferas de PLGA. El modelo permite estimar las evoluciones de los
pesos moleculares medios, la pérdida de masa, las concentraciones de enlaces éster y el
perfil de pH durante el proceso de degradacion. El modelo fue ajustado y validado con
datos experimentales reportados y datos experimentales nuevos de degradacion
homogénea de microesferas de PLGA. Los resultados tedricos presentan un muy buen
acuerdo con las mediciones experimentales. El medio de incubacion afectd a la
degradacion de las microesferas, siendo la degradacion mas rdpida en un medio acuoso
en comparacién con un medio con capacidad buffer. El modelo predice con precision el
efecto de la composicion del copolimero y el peso molecular sobre la velocidad de
degradacion de la matriz polimérica y se puede emplear para seleccionar una
composicion y/o peso molecular 6ptimo con el fin de lograr un tiempo de degradacion
deseado. En capitulos posteriores el modelo se extendera a sistemas heterogéneos para
predecir los perfiles de pH dentro de las particulas y la evolucién de la morfologia de las

particulas y la estructura molecular del polimero.
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Capitulo 3

Degradacion hidrolitica heterogénea de
microesferas de PLGA
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3.1 Introduccion

Las microesferas de PLGA se han estudiado ampliamente como sistemas de
administracion de farmacos (Tang y col., 2015; Qi y col., 2013; Freiberg y Zhu, 2004;
Varde y Pack, 2004). Entre los polimeros biodegradables, el PLGA es cominmente
empleado debido a su aprobacién por la FDA y la Agencia Europea de Medicamentos
(EMA) para el uso parenteral y a la posibilidad de controlar su velocidad de
degradacion. Es posible controlar el tiempo de degradacion de la matriz polimérica
mediante la eleccion apropiada de sus propiedades fisicas, tales como peso molecular
del polimero y composicion del copolimero para conseguir una dosificacion deseada (Li
y col., 2012; Zilberman y Grinberg, 2008; Blanco y Alonso, 1998).

La degradacion juega un papel importante en el proceso de liberacion de farmacos
desde microesferas de PLGA. Durante la degradacion del polimero se generan
oligdbmeros con grupos terminales dcidos que difunden en el interior de las particulas
hacia el medio circundante. Por otro lado, las bases del medio pueden difundir en las
microparticulas neutralizando los grupos 4cidos generados. Sin embargo, el transporte
de masa difusional es relativamente lento, especialmente en matrices basadas en
polimeros (Klose y col., 2006). De este modo, la velocidad a la que se generan los
productos de degradacion dcidos dentro de las microparticulas puede ser mayor que la
velocidad a la que se neutralizan, disminuyendo el pH del sistema. Varios estudios han
demostrado la presencia de un ambiente 4cido en el interior de matrices poliméricas de
PLGA utilizando métodos indirectos (Liu y Schwendeman, 2012; Fu y col., 2000;
Brunner y col., 1999). La disminucién del pH interno promueve una mayor degradaciéon
del polimero debido a que la escisién de los enlaces éster es catalizada por los grupos
terminales acidos. Con el aumento del tamafio de las microparticulas, las vias de
difusion de las especies aumentan. Asi, las velocidades de difusion disminuyen y la
caida en el micro-pH y la aceleracion de la degradacién del polimero se hacen maés
pronunciadas. Esto es especialmente importante en el centro de las microparticulas
debido a que las vias de difusion son las més largas, dando lugar a una degradacién de

tipo heterogénea (Ford Versypt y col., 2013).

En este capitulo se formula un modelo matemdtico para describir la degradacion
hidrolitica heterogénea de microesferas de PLGA. El modelo tiene en cuenta el efecto
autocatalitico de los grupos carboxilicos y la composiciéon del copolimero sobre la

velocidad de degradacidn, y se basa en los balances de masa para las diferentes especies
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considerando los fenémenos cinéticos y de transporte de masa involucrados. El modelo
permite predecir las siguientes evoluciones a lo largo de la degradacion: 1) perfil radial
de pesos moleculares medios y distribucion de pesos moleculares; ii) pérdida de masa;
iii) concentracion de enlaces éster; iv) estructura morfoldgica de la particula asociada al
efecto autocatalitico. Con el fin de validar el modelo, se prepararon y caracterizaron
microparticulas de PLGA de diferentes tamafios y se estudié su degradacion en buffer
fosfato salino (PBS). Ademas, el modelo se emplea para estudiar el efecto del tamafio
de particula y del peso molecular inicial del polimero sobre la degradacién de las
microesferas. Los resultados obtenidos en este capitulo fueron publicados en una revista
cientifica internacional [Busatto y col. (2017), “Heterogeneous hydrolytic degradation
of poly(lactic-co-glycolic acid) microspheres: Mathematical modeling”, Journal of

Applied Polymer Science 134, 45464, doi: 10.1002/app.45464].
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3.2 Trabajo experimental
3.2.1 Materiales

Poli(4cido lactico-co-glic6lico) (PLGA) 50:50, M, = 6622 Da (PLGA, Shanghai
Easier Industrial Development Co. Ltd., Shanghai, China), tetrahidrofurano (THF;
Merck), diclorometano (DC; Ciccarelli), poli(vinilalcohol) (PVA; 205 kDa; grado de
hidrdlisis 87,7%; Sigma Aldrich), hidrégenofosfato de sodio (NaHPOs; Anedra),
dihidrégeno fosfato de potasio (KH2POs; Anedra), cloruro de sodio (NaCl; Ciccarelli) y
cloruro de potasio (KCl; Ciccarelli) fueron empleados sin purificaciéon adicional. El
agua utilizada para las soluciones, diluciones y medios de degradacion fue de calidad

ultra pura.
3.2.2 Preparacion de las microesferas

Las microesferas se prepararon mediante la técnica de extraccidén/evaporacién de
solvente. Con este fin, se disolvieron 450 mg de PLGA en 3 mL de DC y la solucion
resultante se goteo lentamente sobre la fase acuosa agitada (soluciéon de PVA al 2% p/v,
17 mL) empleando un homogeneizador Ultra-Turrax T25D (IKA, Alemania). La
emulsion aceite/agua se agité durante 5 minutos a diferentes velocidades de agitacion. A
continuacion, se afadieron 70 mL de una solucién de PVA al 0,3% p/v y la dispersion
se agitd durante 30 min adicionales. El solvente organico remanente en las microesferas
se eliminé empleando un evaporador rotatorio bajo vacio (400 mbar) durante 3 hs a
temperatura ambiente. Las microesferas solidas se lavaron tres veces con agua
desionizada y se colectaron por centrifugacion. Finalmente, las particulas se liofilizaron

y se almacenaron para futuros ensayos.
3.2.3 Estudios de degradacion

Para cada muestra se colocaron 40 mg de microesferas liofilizadas y 10 mL de buffer
PBS (1 mM, pH 7,4) en viales de vidrio. Los viales se agitaron orbitalmente a 50 rpm
en una estufa con control de temperatura digital a 37,0 + 0,5 °C. Para la caracterizacion
se removidé el medio de degradacién y las microesferas se secaron bajo vacio a

temperatura ambiente hasta peso constante.
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3.2.4 Caracterizacion
3.2.4.a Tamaiio medio de particula

Las muestras de microesferas se resuspendieron en agua destilada y se observaron en
un microscopio 6ptico (DM 2500M, Leica, Alemania) acoplado con una cdmara Leica
DM 2500M DFC 290HD. Los didmetros medios de las microesferas y las distribuciones
de tamaifio de particula se determinaron analizando las imdgenes con un software de
procesamiento de imdgenes. Se midieron aproximadamente 300 particulas por muestra

para determinar el didmetro medio.
3.2.4.b Pérdida de masa

La pérdida de masa de las microesferas se determind gravimétricamente empleando

la siguiente ecuacion:

w
Masa remanente = —-x100 (D)
Wo

donde wo es el peso seco inicial de las microesferas y w¢ es el peso seco de las

microesferas luego de la degradacion en el tiempo t.
3.2.4.c Determinacion de los pesos moleculares

Los pesos moleculares medios del polimero se determinaron por cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC) empleando un cromatdgrafo liquido Waters-Breeze
equipado con una columna Waters Styragel (HR 4E, 7,8 mm x 300 mm), una bomba
Waters 1525 y un detector de indice de refraccion Waters 2414. La fase moévil utilizada
fue THF a un caudal de 1,0 mL min’'. Para la calibracién se utilizaron estandares de

poliestireno (Shodex SM-105, Showa Denko).
3.2.4.d Morfologia mediante microscopia electréonica de barrido (SEM)

La morfologia de las microesferas se estudid6 mediante SEM. Las muestras se
colocaron sobre un taco de aluminio y luego se recubrieron con oro bajo atmdésfera de
argén (SPI Supplies, 12157-AX) usando condiciones suaves (dos pulverizaciones de 40
s cada una con una intensidad de 15 mA). La morfologia de las microparticulas se
examind utilizando un voltaje de aceleracion de 20 kV en un equipo JEOL JSM-35C

con el programa de adquisicién de imdgenes JEOL SemAfore.
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3.2.4.e Estudio de disolucion de oligomeros

El peso molecular de los productos de degradacion solubles en agua se determiné
mediante SEC empleando un cromatdgrafo liquido Waters-Breeze equipado con una
columna Waters Ultrahydrogel 120 (7,8 mm x 300 mm), una bomba Waters 1525 y un
detector de indice de refraccion Waters 2414. La fase mévil empleada fue buffer PBS
(0,1 mM, pH 7,4) a un caudal de 0,8 mL min'. Para la calibracién se utilizaron

estdndares de polietilenglicol (PPS Polymer Standars Service GmbH).
3.3 Modelo matematico

El modelo matematico de degradacion hidrolitica heterogénea de microesferas de
PLGA se basa en un mecanismo cinético detallado que incluye la hidrélisis de los
diferentes tipos de enlaces éster en el copolimero por escisién de cadena aleatoria y
considera el efecto autocatalitico de los grupos carboxilicos y la composicion del
polimero sobre la velocidad de degradacion. La ecuacion general para la reaccion de

hidrdlisis catalizada por dcido puede expresarse como sigue:

P +H,0—" P +P

n—r?

n=123,.;r=0,12,..(n-1) 2)

donde P, y P, son cadenas de polimero de longitud n y r respectivamente, y H* es el
catalizador 4cido.

La degradacién del polimero genera cadenas mds cortas que contienen grupos
alcoholes y 4cidos carboxilicos, designados como COOH y OH, respectivamente. Se

puede escribir el siguiente equilibrio de disociacién global para los grupos 4cidos:
COOH &—=C00 +H* 3)
Siguiendo el modelo matematico presentado en el Capitulo 2, la Ec. 2 se puede

extender para considerar las diferentes especies y la hidrdlisis de los distintos tipos de

enlaces éster:

Pn(l,g,c)+H20L>Pmm(l—l'—l,g—g',c—c')+Pm (g ch;n=1273,..

l,g,c=0,1,2,3,...
1'=0,1,2,3,...,({-1)

g'=0,1,2,3,....8

c'=0,1,2,3,...,c @)
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Exhg¢ﬁ+fﬂ0——@iiafhmﬂ—lﬂg—g“—Lc—c3+P;Uﬂgﬁc%11:L23V”

l,g,c=0,1,2,3,...

1'=0,1,2,3,...,1

g'=0,1,2,3,..(g-1D

¢'=0,1,2,3,....c 5)
P(,g,c0)+H,0—L=6 5P (I-1'g—g'.c—c'-D+P,(I',g"c);n=1273,.

l,g,c=0,1,2,3,...

1'=0,1,2,3,...,1

g'=0,1,2,3,....¢

¢'=0,1,2,3,....(c-1) (6)

En las Ecs. 4-6, las especies poliméricas se caracterizan por su longitud de cadena y
por el numero de cada tipo de enlace éster. Se adopta la siguiente nomenclatura:
P (I, g, c) representa una cadena polimérica de longitud n con 1, g, y ¢, enlaces éster
Lactico-Lactico (L-L), Glicolico-Glicélico (G-G) y Léactico-Glicdlico (L-G),
respectivamente; y ki-1, kc-G, ki-6 son las constantes de hidrélisis correspondientes a los
enlaces éster de L-L, G-G y L-G, respectivamente.

De la cinética de las Ecs. 2-6, y considerando el transporte radial de masa de las
especies, se desarrollé el modelo matematico descrito en el Apéndice B. El modelo
asume las siguientes hipdtesis: (i) las constantes de velocidad de hidrdlisis son
independientes de la longitud de cadena; (ii) los enlaces éster estin distribuidos
uniformemente dentro de la cadena polimérica; (iii) todas las particulas tienen el mismo
tamafio (igual a su didmetro medio) y son modeladas como una esfera de volumen
constante; (iv) el polimero es totalmente amorfo; (v) se pueden disolver especies de
oligdbmeros con una longitud de cadena hasta n;, siendo n la longitud de cadena critica
para la disolucion de oligémeros (Park, 1994); (vi) el volumen de medio de degradacion
excede en gran medida el volumen de las microparticulas; (vii) la velocidad de
generacion de catalizador dcido (H*) en el interior de las microparticulas es mayor que
la velocidad de difusion. Ademds, para cuantificar el transporte de masa, se considera la
variacion del coeficiente de difusion con el peso molecular promedio en peso del
polimero.

El modelo matemadtico se implementd en una rutina Matlab. El mismo consiste en un
conjunto de ecuaciones diferenciales parciales resueltas usando un esquema de
diferencias finitas para discretizar la dimensién radial y el método de Euler hacia
adelante para la discretizacién temporal. El tiempo de célculo tipico en un procesador

Intel® Core 2 Duo oscilé entre 1-3 minutos por simulacién. El modelo fue ajustado y
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validado con los datos experimentales. A este efecto, las constantes cinéticas ki1, kG-G y
ka1, y €l pardmetro de transporte kp se ajustaron simultdneamente para simular las
evoluciones de M,, M, y pérdida de masa. Otros pardmetros (K, y Do) se tomaron

de la literatura.
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3.4 Resultados y discusion

Para estudiar el efecto del tamafio de particula sobre la velocidad de degradacion de la
matriz polimérica se prepararon microesferas de PLGA con dos tamafios bien
diferenciados. Los didmetros medios de particula fueron de 8,9 +3,3 y 52,4 £ 17,7 um,
y se obtuvieron empleando velocidades de homogeinizacién de 4000 y 500 rpm durante
su preparacion, respectivamente. En la Fig. 3.1 se presentan las micrografias obtenidas
por SEM de las microparticulas. Ambas formulaciones resultaron esféricas y con
superficie lisa. Las microesferas mas grandes presentaron una mayor polidispersidad en

el tamafio de particula en comparacion con las de menor tamafio.

Figura 3.1: Micrografias de SEM de las microesferas de PLGA: a) Didmetro medio de 8,94 + 3,30 um;
b) Didmetro medio de 52,37 £ 17,73 pm.

Los datos experimentales de los estudios de degradacién se presentan en las Figs. 3.2
y 3.3. La Fig. 3.2 muestra las evoluciones de pesos moleculares medios para ambos
tamafios de microesferas. Se pueden identificar tres etapas en el perfil de degradacion.
Inicialmente, la degradacién se produce lentamente debido a la baja concentracién de
grupos acidos carboxilicos terminales. A medida que avanza la degradacion, el nimero
de grupos de 4cido carboxilico aumenta y acelera la reaccion de hidrdlisis. Finalmente,
la baja concentracion de enlaces éster retrasa la degradacion. Ademds se puede observar
que la degradacién de las microesferas aumenta con el tamafio de particula. La
influencia del tamafno de particula sobre la velocidad de degradacién se atribuye al
hecho de que los productos de degradacion formados en el interior de las particulas mas
pequenas pueden difundir facilmente a la superficie y disolverse en el medio, mientras

que en las particulas de mayor tamafio la longitud de difusién es mayor. Por lo tanto, los
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productos de degradacién que poseen grupos terminales dcidos se acumulan en el

interior de las particulas de mayor tamafio y tienen el potencial de catalizar la

degradacion del material polimérico remanente.
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Figura 3.2: Evolucion de los pesos moleculares medios de las microparticulas de PLGA de diferentes

diametros: a) Mn ;b) 1\_/IW ; (m) 8,94 £3,30 um, (®) 52,37 £ 17,73 pum, (—) Prediccién del modelo.

La Fig. 3.3a muestra la evolucion de la masa remanente de microesferas durante los
ensayos de degradaciéon. Se observo una pérdida de masa despreciable (< 5%) para
ambos tamafios de microesferas durante los primeros 5 dias, seguido por un incremento
progresivo de la pérdida de masa durante el tiempo de degradacion. Esto puede
explicarse por el hecho de que el polimero debe sufrir una degradacion suficientemente

extensa para producir mondmeros y oligdmeros solubles en agua, razén por la cual no
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se observa una reduccidn significativa de la masa al comienzo del experimento. Este
comportamiento estd en acuerdo con datos reportados (Fitzgerald y Corrigan, 1996,
Wang y col., 1990). La pérdida de masa es similar para ambas microparticulas en
tiempos cortos de degradacién. Al aumentar el tamafio de particula, los oligdmeros
experimentan trayectos difusivos mds largos. Sin embargo, la autocatdlisis acelera la
cinética de degradacion y por lo tanto, la porosidad de las particulas y la velocidad de

pérdida de masa es mayor en las particulas de mayor tamafio con el transcurso del

proceso de degradacion.
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Figura 3.3: a) Evolucidn de la pérdida de masa de las microparticulas de PLGA con diferentes didmetros:
(m) 8,94 + 3,30 um, (@) 52,37 + 17,73 um, (-) Prediccién del modelo; b) Evolucién de las concentraciones
de enlaces éster en las microparticulas de PLGA con diferentes tamafios de particula (datos

experimentales en simbolos y resultados de simulacién en lineas continuas).
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La evoluciéon de las concentraciones de enlaces éster en la particula se calculd a
partir de los valores de pesos moleculares medios y de la composicién del copolimero
considerando una distribucion de enlaces aleatoria. Estos resultados se muestran en la
Fig. 3.3b. Los perfiles de concentraciéon de enlaces éster son similares para ambos
tamafios de particulas en tiempos cortos de degradacién. Sin embargo, la disminucién
de la concentracidn de enlaces éster es mayor en las particulas de mayor tamaiio con el
transcurso de la degradacion a causa del efecto de autocatélisis.

En las Figs. 3.2 y 3.3 se presentan ademds las predicciones tedricas del modelo.
Como se puede observar, el modelo es capaz de predecir con precision la disminucion
de pesos moleculares medios durante la degradacién y por tanto, la distribucién
completa de pesos moleculares. Las constantes cinéticas y los pardmetros de transporte
se ajustaron simultdneamente y se encuentran listados en la Tabla 3.1. La constante de
hidrdlisis ki.¢ se estim6 considerando que es un valor medio entre las constantes kz.. y
kc-.c. Las constantes de disociacion dcida directa e inversa, ka; y ka2, se encuentran
relacionadas por la constante de disociacion de equilibrio de los grupos carboxilicos
(Ka). Los resultados indican que la velocidad de escision de los enlaces G-G es mds
rapida que la de los enlaces L-L, en concordancia con observaciones experimentales de
la literatura (Hakkarainen y col., 1996; Vey y col., 2008). El valor medio estimado de
longitud de cadena a partir del cual los oligdmeros pueden disolverse en el medio (7;)
resulté ser de 16 unidades repetidas, de acuerdo con las determinaciones experimentales
realizadas por SEC y con datos reportados en condiciones experimentales similares
(Park, 1994).

Los perfiles de pérdida de masa estimados y experimentales presentan algunas
diferencias. Es posible que se hayan introducido algunos errores sistematicos debido al
método de determinacion. Durante la remocion de la solucion buffer luego del periodo
de degradacién, una pequeiia cantidad de polimero no disuelto puede haber sido
removido por la jeringa. Esto ocasionaria un aumento en la pérdida de masa durante el
experimento. Sin embargo, el modelo permite calcular razonablemente la pérdida de
masa y predecir adecuadamente la tendencia experimental. Por lo tanto, se puede
concluir que el modelo es capaz de describir la disminucién de pesos moleculares
medios de una manera precisa y también es capaz de predecir razonablemente la

tendencia de pérdida de masa del polimero.
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Tabla 3.1. Constantes cinéticas y pardmetros de transporte

k.o (L mol! s 2,55 x 107 Ajustada

kc.c (L mol™! s7) 1,27 x 106 Ajustada

kr.¢(L mol! s 7,63 x 107 Antheunis y col., 2009

ka1 (sD) 50x1038 Ajustada

ka2 (sV) = ka/Kas (Ko=3,38 x 10%) 1,48 x 10* Hagberg y col., 2002

Do’ (cm? s7) 1,0x 104 Ford y col., 2011; Wang y col., 2008
kp 4,0x10'® 7.0x10>®  Ajustada

@ Didmetro promedio: 8,94 + 3,30 um; ® Didmetro promedio 52,37 + 17,73 pm.

El modelo se utilizé ademds para simular las evoluciones de las distribuciones de
pesos moleculares (DPM) y la estructura morfolégica de las particulas durante la
degradacion (Figs. 3.4 y 3.5), y para estudiar el efecto de los pardmetros experimentales
sobre la cinética de degradacion (Figs. 3.6 y 3.7). Las evoluciones tedricas de las DPM
se muestran en la Fig. 3.4. Como es de esperar, las DPM se desplazan hacia pesos
moleculares inferiores a medida que avanza el tiempo de degradacion. Este
desplazamiento se incrementa con el tamafio de particula debido al efecto autocatalitico.

En la Fig. 3.5 se muestran las evoluciones simuladas de los perfiles radiales de M.
en el interior de las microparticulas durante la degradacién. Los resultados indican una
degradacion no uniforme, que se acentia con el incremento del tamafio de particula. La
acumulacién de los productos de degradacion con grupos carboxilicos terminales dentro
de la matriz polimérica genera la autocatdlisis, provocando que la degradacién proceda
mds rdpidamente en el centro que en la superficie de las particulas. Como puede
observarse, este efecto se hace mas importante a medida que se incrementa el tamafio de

particula debido a que la trayectoria de difusion es mas larga.
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Figura 3.4: Distribuciones de pesos moleculares simuladas: a) Microparticulas de 8,94 + 3,30 um; b)
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La Fig. 3.6 presenta las evoluciones simuladas de M, y pérdida de masa para
microparticulas de diferentes tamafios. La degradacion del polimero es mds pronunciada
con el aumento de la dimensién de las microparticulas. La longitud de las vias de
difusiéon para los productos de degradacién dcidos aumenta con el tamafio de las
microparticulas, lo que conduce a una disminucién més rdpida del pH interno y, por lo
tanto, se acelera la escision de los enlaces éster. La pérdida de masa es mayor para las
microparticulas més pequefias en tiempos cortos de degradacién porque poseen una
mayor area superficial y caminos difusivos mds cortos. Sin embargo, la pérdida de masa
para las particulas més grandes es mayor a medida que la degradacion procede debido a
que los efectos autocataliticos se hacen més importantes. Las tendencias tedricas estan

de acuerdo con los datos experimentales reportados (Siepmann y col., 2005; Dunne y
col., 2000).
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Figura 3.6: Efecto del didmetro medio de particula sobre la velocidad de degradacién. a) Evolucion

estimada de M., ; b) Evolucién estimada de la pérdida de masa.
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La Fig. 3.7 muestra las evoluciones predichas de M, y pérdida de masa para las
microparticulas de 50 wm en funcién del peso molecular inicial del PLGA. En
concordancia con datos publicados (Raman y col., 2005), se puede observar que el peso
molecular disminuye mds rdpidamente al incrementar el peso molecular inicial del
PLGA. Esto se atribuye al hecho de que los productos de degradacién &4cidos
permanecen mayor tiempo en el interior de las particulas ya que deben experimentar un
mayor grado de degradacion para alcanzar el valor critico de disolucién en el medio, lo
cual promueve la autocatdlisis. Sin embargo, la pérdida de masa es mayor para pesos
moleculares iniciales menores debido a la rdpida generacion de mondémeros y

oligébmeros que pueden difundir en las microesferas y disolverse en el medio.
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Figura 3.7: Efecto del peso molecular inicial del PLGA sobre la degradacién de microparticulas de 50
um. a) Evolucién estimada de M, (datos experimentales en simbolos y resultados de simulacién en

lineas continuas). Los datos experimentales fueron tomados de Raman y col. (2005); b) Evolucién

estimada de la pérdida de masa.
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3.5 Conclusiones

Se desarroll6 un modelo matemdtico para predecir la degradacién hidrolitica
heterogénea de microesferas de PLGA. El modelo permite estimar las evoluciones de
pesos moleculares medios, distribuciones de pesos moleculares, concentraciones de
enlaces éster y pérdida de masa de las microparticulas durante la degradacién. El
modelo fue ajustado y validado con datos experimentales de degradacién de
microesferas de PLGA con diferentes didmetros medios preparadas por el método de
extraccion/evaporacion de solvente. Los resultados tedricos presentan buena
concordancia con las mediciones experimentales. Ademads, el modelo fue capaz de
predecir los cambios morfolégicos de las microparticulas asociados al efecto
autocatalitico de degradacién y se emple6 para estudiar el efecto del tamafio de particula
y el peso molecular inicial del PLGA sobre la velocidad de degradacion de las
microparticulas. El modelo puede emplearse para disefiar un sistema de liberacion
controlada de farmacos basado en microparticulas con un tiempo de degradacién
preespecificado. En el capitulo siguiente, el modelo matematico se extendera para
predecir la liberaciéon controlada de progesterona a partir de las microparticulas de

PLGA.
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Capitulo 4

Microesferas de PLGA para la liberacion
controlada de progesterona
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4.1 Introduccion

El PLGA se ha estudiado extensamente como biomaterial para el disefio de sistemas
de liberaciéon controlada de farmacos (Han y col.,, 2016; Guo y col., 2015). En
comparacion a las terapias farmacoldgicas convencionales, la liberaciéon controlada de
farmacos permite mantener la concentracion del mismo dentro de los rangos
terapéuticos por periodos prolongados, disminuir los efectos secundarios causados por
los excesos de concentracion y las administraciones repetidas, mejorar la conformidad
del paciente, entre otras ventajas (Hines y Kaplan, 2013). Las microesferas de PLGA se
han empleado ampliamente para este propdsito debido a su biodegradabilidad en medios
acuosos, tales como los tejidos vivos, y a que sus productos de degradacién son inocuos
(Garner y col., 2015).

Varios procesos contribuyen a la cinética de liberacion del farmaco desde las
microesferas de PLGA, incluyendo el transporte difusivo del farmaco a través de la
matriz polimérica, la degradacion del polimero por hidrdlisis autocatalitica de los
enlaces éster, la erosion de la matriz polimérica y la evolucién de su estructura porosa
(Fredenberg y col., 2011). Comprender la relacién entre estos fendmenos es importante
para poder determinar la contribuciéon o preponderancia de cada uno de ellos a la
cinética de liberacién del farmaco bajo diferentes condiciones. Existen otros factores
que contribuyen a la cinética de liberacion del farmaco a partir de microparticulas de
PLGA, tales como el tamafio de particula (Chen y col., 2017, Fu y col, 2005), la
porosidad inicial de las particulas (Wang y col., 2015, Klose y col.,, 2006) y la
distribucién del farmaco en el interior de la matriz polimérica (Cai y col., 2009).

Los perfiles de liberacién de farmacos pueden ser bifasicos o trifasicos, dependiendo
de la dindmica de los procesos involucrados: efecto “burst”, difusién a través de la
matriz polimérica y los poros acuosos, y la degradacion y erosiéon del polimero
(Regnier-Delplace, 2013; Berchane y col., 2007). La difusién a través de la matriz
polimérica densa se limita a moléculas hidrofébicas pequefas, ya que la matriz de
PLGA es hidrofébica (Fredenberg y col., 2011). Para los farmacos altamente solubles
en agua y de dimensiones macromoleculares, tales como proteinas y péptidos, la
difusion a través de los poros acuosos es el principal mecanismo de transporte. El
transporte del firmaco a menudo se caracteriza por el denominado efecto "burst"
durante la etapa inicial del proceso de liberacion, en la cual se libera radpidamente una

fraccion significativa del farmaco. Este efecto se relaciona con el farmaco encapsulado
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en la region cercana a la superficie de las microesferas y se ha reportado para diversas
formulaciones de microesferas de PLGA (Allison, 2008). La liberacién posterior del
farmaco es controlada por la difusién a través de la matriz polimérica y de los poros
acuosos, de acuerdo a las propiedades de transporte del farmaco. Ademds puede existir
una fase adicional de liberaciéon dependiendo de la dindmica de degradacién del
polimero, en la cual se observa una rapida liberacion del farmaco debido a la presencia
de grandes poros generados como consecuencia de la extensa degradacion del polimero,
pero también puede atribuirse a la presencia de grietas o a la desintegracién de las
particulas (Thakur y Thakur, 2015). Las microesferas de menores dimensiones
presentan cinéticas de liberacion més rdpidas debido a que las vias de difusién son mas
cortas y los gradientes de concentracién son mayores. Por otro lado, la difusién de los
productos de degradacion dcidos puede ocurrir rdpidamente en microesferas pequefias o
porosas que suprimen las heterogeneidades en el pH interno y la erosion debida a la
autocatdlisis, por lo cual su velocidad de degradacion es menor.

En la formulacién del farmaco, el control sobre la cinética de liberacion es clave para
lograr un efecto farmacocinético 6ptimo. La polidispersidad en tamafio y morfologia de
las particulas obtenidas a partir de los métodos de preparacién convencionales
(homogeneizacion, agitaciéon mecdnica y sonicacién) pueden producir variaciones
indeseables en la velocidad de degradacién de las particulas, la estabilidad del
medicamento y la cinética de liberacion del mismo (Sansdrap y Moes, 1993). Como
alternativa, la microfluidica permite la obtencién de particulas altamente monodispersas
con morfologia controlada (Duncanson y col., 2012). Esto ofrece un control
significativamente mayor sobre la cinética de liberacién del farmaco, minimizando el
fenémeno de liberacion inicial rapida (efecto “burst”) que se observa cominmente con
particulas polidispersas (Xu y col., 2009).

Los modelos mateméticos son una herramienta importante en las ciencias biomédicas
ya que pueden emplearse para disefiar u optimizar nuevos sistemas de administracion de
farmacos de acuerdo con los requerimientos de composicién, geometria, dimension y
perfiles de liberacion. Por lo tanto, es posible reducir significativamente el nimero de
estudios experimentales necesarios durante el desarrollo de un dispositivo, ahorrando
tiempo y reduciendo los costos. En este sentido, se han desarrollado diferentes modelos
matematicos para predecir la liberacion controlada de farmacos a partir de
microparticulas de PLGA. Un enfoque comun ha sido correlacionar la difusividad

efectiva del farmaco con la evolucion del peso molecular promedio en peso de la matriz
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polimérica basado en un ajuste empirico de los datos experimentales (Faisant y col.,
2002; Raman y col., 2005; Berchane y col., 2007). Siepmann y col. (2005) propusieron
un método empirico para el transporte de farmacos en el cual microesferas de distintos
tamafos presentan diferentes difusividades efectivas constantes, utilizando la solucién
analitica a la ecuacién de difusién. Los autores concluyeron que la fuerte dependencia
de la movilidad del farmaco en funcién del tamafio de las microesferas resalta la
importancia de la autocatdlisis. Siepmann y col. (2002) desarrollaron un modelo para la
liberacién de farmacos a partir de microparticulas de PLGA considerando la disolucion
del farmaco, la porosidad del sistema y la geometria tridimensional de los dispositivos.
La difusividad efectiva del farmaco fue expresada como un producto de un coeficiente
de difusién critico y de la porosidad del sistema, esta ultima estimada mediante
simulaciones de Monte Carlo. Ford y col. (2011) propusieron un modelo matemaético de
reaccion-difusion para la liberacion de farmacos a partir de microesferas de PLGA,
considerando la degradacion autocatalitica de la matriz polimérica y la evolucién de la
estructura porosa. Los perfiles de liberacion estimados considerando difusividad
efectiva variable mostraron dependencia con el tamafio de particula. Casalini y col.
(2014) presentaron un modelo matematico capaz de predecir la degradacion y liberacion
de farmacos desde microparticulas de PLGA. El modelo consiste en un sistema de
ecuaciones diferenciales parciales, resuelto por medio del método de las lineas. El
modelado de la degradacion del polimero tiene en cuenta el efecto autocatalitico debido
al entorno 4cido en el interior de las particulas y el modelado de la liberacién considera
tanto la disolucién del farmaco como la difusion del fairmaco disuelto a través de la
matriz polimérica. Se utilizé un coeficiente de difusion efectivo que tiene en cuenta el

aumento de la difusividad de la droga debido a la hidrélisis del polimero.

En este capitulo se investiga la preparacion de microesferas de PLGA con el fin de
estudiar la encapsulacién y liberacion controlada de progesterona. Las microesferas se
prepararon por las técnicas de extraccion/evaporacion de solvente y microfluidica. Las
particulas fueron caracterizadas por su distribucién de tamafios, eficiencia de
encapsulacion, morfologia y propiedades térmicas. Se estudid el efecto del tamafo de
particula, la polidispersidad y la degradacién de la matriz polimérica sobre la liberacion
in vitro de la hormona. Ademads, se extendid el modelo de degradacion hidrolitica

heterogénea de microparticulas de PLGA con el fin de predecir los perfiles de liberacion
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de progesterona. El modelo tiene en cuenta la disolucién y el transporte de droga
intraparticula, asi como también el efecto autocatalitico de degradacién del polimero.
Los resultados obtenidos en este capitulo fueron publicados en una revista cientifica
internacional: [Busatto y col. (2018), “Effect of particle size, polydispersity and
polymer degradation on progesterone release from PLGA microparticles: experimental

and mathematical modeling”, International Journal of Pharmaceutics 536, 360-369].
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4.2 Trabajo experimental
4.2.1 Materiales

PLGA 50:50, M,, = 6622 g mol™!' (PLGA, Shanghai Easier Industrial Development
Co. Ltd., Shanghai, China), progesterona (99,2%, Farmabase), tetrahidrofurano (THF;
Merck), diclorometano (DC; Ciccarelli), poli(vinilalcohol) (PVA; 205 kDa; grado de
hidrdlisis 88,3%; Serquim), polisorbato 80 (Tween 80; Anedra), hidrogenofosfato de
sodio (Na2HPOs; Anedra), dihidrégeno fosfato de potasio (KH2POs; Anedra), cloruro
de sodio (NaCl; Ciccarelli) y cloruro de potasio (KCl; Ciccarelli). Todos los reactivos se
utilizaron sin purificacion adicional. El agua utilizada para las soluciones, diluciones y

medios de liberacion fue de calidad ultra pura.
4.2.2 Metodologia

4.2.2.1 Preparacion de las microesferas por el método de extraccién/evaporacion

de solvente

Las microesferas se prepararon utilizando la técnica de extraccion/evaporacion de
solvente. Brevemente, se disolvieron 450 mg de PLGA y la hormona (20, 30 y 40% p/p)
en 3 mL de cloruro de metileno y la solucién se gote6 lentamente sobre la fase acuosa
agitada (17 mL de solucion de PVA al 2% p/v) mediante un homogeneizador (Ultra-
Turrax T25D, IKA). La emulsion se agitdé durante 5 min, luego se afiadieron 70 mL de
una solucién de PVA al 0,3% y la mezcla resultante se agité6 durante 15 o 30 min
adicionales. El solvente remanente en las microesferas se evaporé por medio de un
rotavapor, operando bajo vacio durante 3 h a temperatura ambiente. Las particulas
sOlidas se lavaron tres veces con agua desionizada y se recolectaron por centrifugacion
o por decantacién segin el tamafio de particula. Finalmente, las microesferas se
liofilizaron y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior andlisis. Se prepararon tres
lotes de microesferas (Experimentos A, B y C) utilizando diferentes condiciones (ver

Tabla 4.1) para obtener microesferas con diferentes tamafios medios de particula.
4.2.2.2 Preparacion de las microesferas por microfluidica

Para la preparacién de las microparticulas se utilizé un dispositivo de microfluidica
con geometria “co-flow”. Como se muestra en la Fig. 4.1, el sistema se encuentra

constituido por dos tubos capilares concéntricos de silice fundida (llamados tubo 1 y
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tubo 2) y una unién en T. El tubo 1 (didmetro interior: 75 pum; didmetro exterior: 148
pm) asociado con un acoplador capilar (1/16°°, didmetro interior de 180 um) se inserté
dentro de la unién en T (1/16°’) a lo largo de su eje principal. Este tubo atraviesa la
unién en T y finaliza en el interior del tubo 2 (didmetro interior: 250 um; didmetro
exterior: 356 um). La unién en T permite la inyeccion de la fase dispersa en el seno de

la fase continua.

Faze continua

L 2

Faze
3

dizperza

Acoplador capilar f

Uniomen T

Figura 4.1: Dispositivo de microfluidica empleado para la preparacion de las microparticulas.

Como fase continua se empled una solucion de PVA al 1% p/v. La fase dispersa se
prepar6 disolviendo 100 mg de PLGA y la hormona (20% p/p) en 2,5 mL de cloruro de
metileno. Las fases dispersa y continua se inyectaron en el dispositivo utilizando
bombas de jeringa y las velocidades de flujo fueron de 450 uL min'y 1020 pL min™,
respectivamente. La emulsion resultante se colectd durante 30 minutos en un vaso de
precipitados conteniendo 100 mL de agua ultrapura. Las particulas colectadas fueron
inmediatamente colocadas en agitacion, empleando un agitador mecénico a 200 rpm
durante 1 hora para extraer el solvente remanente en las particulas. Luego, las particulas
se separaron por decantaciéon y fueron lavadas dos veces con agua ultrapura.

Finalmente, las particulas fueron liofilizadas y almacenadas para ensayos posteriores.
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4.2.2.3 Caracterizacion de las microparticulas
4.2.2.3a Tamano medio y distribucién de tamaiios de particula

Las muestras de microesferas se resuspendieron en agua destilada y se observaron en
un microscopio 6ptico (DM 2500M, Leica) acoplado con una cdmara para la toma de
imagenes (DM 2500M DFC 290HD, Leica). Los didmetros medios de las microesferas
y las distribuciones de tamafio de particula se determinaron analizando las imdgenes con
un software de procesamiento de imdgenes. Se midieron aproximadamente 300

particulas por muestra para determinar el didmetro medio.
4.2.2.3b Caracterizacion térmica

Las propiedades térmicas de la progesterona, del PLGA y de las microparticulas
cargadas con progesterona se investigaron empleando un calorimetro diferencial de
barrido (DSC Q2000, TA Instrument). Las muestras (3-5 mg) se colocaron en
recipientes de aluminio, se cerraron herméticamente y se calentaron a una velocidad de
10 °C min™! bajo una atmésfera inerte de nitrégeno con un caudal de 50 mL min™'. El
flujo de calor se registré en un intervalo de temperatura de 0 a 160 °C. Las muestras se
enfriaron utilizando un sistema de refrigeracion (RSC90, instrumentos TA) y se

calentaron de nuevo bajo las mismas condiciones.
4.2.2.3c Carga inicial de la droga

Para determinar la carga inicial de farmaco se colocaron 10 mg de microparticulas en
50 mL de etanol y se incubaron durante 24 h bajo agitacion suave. La cuantificacion de
la droga se realiz6 por HPLC empleando un cromatdgrafo Shimadzu modelo
Prominence LC20A, equipado con una columna ZORBAX® Eclipse XDB-Cis (tamafio
de particula de 5 um, 250 x 4,6 mm) y detector de arreglo de diodos. La fase mdvil
consistio en una mezcla de metanol/agua (95:5 v/v) empleando un caudal de 1,0 mL
min™'. La temperatura de la columna y la longitud de onda de deteccién fueron 30 °C y

254 nm, respectivamente.
4.2.2.3d Ensayos de liberacion in vitro
Las microparticulas cargadas con progesterona (20 mg aproximadamente) se

incubaron en 200 mL de buffer fosfato pH 7,4 conteniendo 1% p/v de Tween 80 en
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frascos de vidrio. Los recipientes se mantuvieron a 37 °C bajo agitacién orbital a 50
rpm. A intervalos de tiempo predeterminados, se retiraron muestras de 4 mL y se
reemplazaron con un volumen igual de medio fresco. Las muestras se analizaron por

HPLC empleando la metodologia descrita en la seccién 4.2.2.3c.
4.2.2.4 Modelo matematico de liberacion controlada

Se desarroll6 un modelo matemdtico para predecir la liberacion controlada de
progesterona a partir de las microesferas de PLGA. El modelo tiene en cuenta la
disolucion y la difusion del farmaco, asi como también el efecto de la degradacion del
polimero sobre la velocidad de liberacion a partir de microesferas con diferentes

tamafios medios. El modelo consta de los siguientes médulos:
4.2.2.4a Moédulo de degradacion

Se basa en el modelo de degradacion hidrolitica heterogénea de microparticulas de
PLGA presentado en el Capitulo 3. Este médulo asume las siguientes hipdtesis: (i) las
constantes cinéticas de hidrélisis son independientes de la longitud de cadena; (ii) los
diferentes tipos de enlaces éster estdn distribuidos uniformemente dentro de la cadena
polimérica; (iii) todas las particulas tienen el mismo tamafio (igual a su didmetro medio)
y se modelan como una esfera de volumen constante; (iv) la matriz polimérica es
completamente amorfa; (v) las especies de oligdmeros con una longitud de cadena igual
o menor a la longitud de cadena critica pueden disolverse en el medio; (vi) el volumen
de medio de degradacion excede en gran medida el volumen de microparticulas; (vii) la
velocidad de generacion del catalizador acido (H*) en el interior de las microparticulas
es mayor que la velocidad de difusion. Este médulo permite estimar las evoluciones de
los pesos moleculares medios y la pérdida de masa de las microparticulas durante la

degradacion.
4.2.2.4b Médulo de liberacion

Este médulo describe el transporte del farmaco intraparticula. Supone las siguientes
hipétesis: 1) la estabilidad de la progesterona no se ve afectada por el pH interno de la
matriz polimérica; ii) la carga inicial de progesterona que excede su solubilidad en la
matriz polimérica estd presente como una fase amorfa uniformemente distribuida en la
matriz polimérica; iii) la carga de progesterona no afecta a la velocidad de degradacion

de la matriz polimérica; iv) todas las particulas tienen el mismo tamafio (igual a su
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didmetro medio) y se modelan como una esfera de volumen constante. El médulo de
liberacion se basa en el siguiente sistema que permite describir el proceso de liberacion
considerando que el principal mecanismo de transferencia de masa es la difusion del

farmaco en el interior de la matriz polimérica:

aCPG:%E(rZDPGaCPGj+S t<t*
ot r°or or

M
donde C,; es la concentracién de progesterona disuelta en la matriz polimérica, D, es

el coeficiente de difusion de la hormona en la matriz polimérica y S es un término

fuente representado por:

oC L a
§=_ PG _ k, V_m(CPGm -C,) =k, (CPGm —Cpg)

ot @

P
donde C,; es la concentraciéon de progesterona en la fase amorfa dispersada en la
matriz polimérica, C,., es la solubilidad mdxima de la progesterona en la matriz

polimérica, k, es el coeficiente de transferencia de materia de la progesterona
relacionado con la fase amorfa y la matriz polimérica, a, es el area de la fase amorfa y
Vv, es el volumen de particula.

Notese que a medida que avanza la degradacidn, los cambios morfoldgicos pueden
modificar el mecanismo de transporte. De este modo, puede existir un tiempo
(denominado #*) en el que la transferencia de masa en la fase polimérica no es el
mecanismo de transporte preferencial en el proceso de liberacion.

Las condiciones iniciales de C,; y C,; estan determinadas por la C,; y por la
carga efectiva de farmaco (CPGﬂ ) respectivamente, considerando una dispersion
uniforme del fairmaco en el interior de la matriz polimérica:

Cpe = CPGm

Cri. =Cro. —Cag t=0, 0<r<R

m (3)

Ge.ff B

Con respecto a las condiciones de contorno, se aplica la condicion de simetria para la
concentracion de progesterona en el centro de las microparticulas y se considera la

resistencia a la transferencia de materia en la interfase microparticula-medio acuoso:
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0C, 0
or | 4)
oC
Dy;(r=R) :G = kp(Cpg, = Cp(r =R)) ==k, Cp(r =R) )
r=R

donde C,; es la concentracién de progesterona en el medio de liberacion y k,, esel

coeficiente de transferencia de materia de progesterona relacionado con la superficie de
las particulas y el medio de liberacion. El valor de C,; se considera despreciable ya
que el volumen del medio de liberacion es suficientemente grande en comparacion con
el farmaco liberado.

El parametro de transporte k. se puede calcular a partir del nimero de Sherwood

(Sh), que es igual a 2 para sistemas esféricos en condiciones estacionarias (Casalini y
col., 2014):
k 2R

Sh=2=-1
Dy, ©

donde D, es el coeficiente de difusion de la progesterona en el medio de liberacion y

R es el radio de la particula.
El incremento de la difusividad del farmaco como consecuencia de la degradacion de
la matriz polimérica estd relacionado con la evolucién del peso molecular medio en

peso del polimero a través de la siguiente expresion (Ford y col., 2011):

D,, =D’ {1{ —Mj(kl) —1)}

M .(t=0) (N

donde D) es la difusividad inicial de la progesterona, M., es el peso molecular medio
en peso del polimero (obtenido por el modulo de degradacion) y &, es un pardmetro de

ajuste relacionado con las difusividades efectivas de la especies poliméricas en solucion
acuosa y en el sélido.

Después del tiempo critico t*, el sistema se describe a través de un balance de materia
macroscopico en la particula que considera el transporte de masa en la fase fluida, como

se inidica a continuacion:
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d<Cp;>

. a
” —kdv—”(<CPG>—CPGb):—kd(<CPG>—C,,Gb):—kd<CPG> t>t*

p

®)
donde <C,; > es la concentracién de progesterona promediada en el volumen de las
particulas, k, es el coeficiente de transferencia de materia de la progesterona

relacionado con la superficie de la particula y el medio de liberacion, a, es el drea de la

particula y V, es el volumen de la particula.

4.2.2.4c Implementaciéon del modelo

El modelo matematico fue implementado en Matlab. El mdédulo de degradacion se
basa en las Ecs. B.1-13 del Apéndice B. El mismo consiste en un conjunto de
ecuaciones diferenciales parciales resueltas usando un esquema de diferencias finitas
para discretizar la dimensién radial y un método de Euler hacia adelante para la
discretizacion temporal. El tiempo de computacion tipico en un procesador Intel Core 2
Duo oscil6 entre 1-3 minutos por simulacion. Notese que el médulo de degradacion se
puede resolver independientemente del modulo de liberacion.

El médulo de liberacion consta de las Egs. 1-8 y se resolvi6 utilizando un esquema de
diferencias finitas de segundo orden para discretizar la dimensién radial y un método de
Crank-Nicolson para la discretizacion temporal. El tiempo de computacion tipico en un
procesador Intel® Core 2 Duo oscilo entre 1-2 min por simulacién. Este moédulo
requiere los datos de salida del médulo de degradacion y estdn acoplados a través de la

Ec. 7.
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4.3 Resultados y discusion

En la Fig. 4.2 se muestran las imdgenes Opticas de las microesferas de PLGA
obtenidas por el método de extraccion/evaporaciéon de solvente y por microfluidica.
Como se puede observar, las microparticulas resultaron esféricas y con superficie lisa.
Mediante la técnica de extraccidén/evaporacion de solvente se obtuvieron microesferas
de diferentes tamafios variando la velocidad y el tiempo de homogenizacién de la
emulsion. Las condiciones experimentales, los didmetros medios de particula (Dp) y las

eficiencias de encapsulacion se muestran en la Tabla 4.1.

Figura 4.2: Imdgenes 6pticas de las microesferas de PLGA.

En la Fig. 4.3 se presentan las distribuciones de tamafios de las microparticulas. Se
puede observar que las microesferas obtenidas por la técnica de evaporacién/extraccion
de solvente presentan una distribucién de tamafios mds ancha a medida que se obtienen
microparticulas de mayor tamafio. Por otro lado, las microesferas obtenidas por

microfluidica presentan una distribucion de tamafios mds estrecha en comparacion con
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las anteriores para didmetros de particula similares. Los valores del coeficiente de

variacion indican una estrecha distribucién de tamafios para el Exp. D. En cuanto a la

eficiencia de encapsulacion de la droga, ambas técnicas mostraron resultados similares,

observiandose eficiencias de encapsulacion ligeramente mayores para la técnica de

evaporacion/extraccion de solvente.

Tabla 4.1. Condiciones experimentales y caracteristicas de las microparticulas de PLGA.

Extraccion/evaporacion de solvente Microfluidica
Experimento A B C D
Velocidad de 3000 500 500 :
agitacion (rpm)
Tiempo de 30 30 15 -
agitacién (min)
D, (um) 93+44 71,6 £19,3 131,3+45,8 87,9+3,6
Cocficiente de 473 26,9 349 4,1
variacion (%)
Carga tedrica de
droga (% p/p) 20 20 20 20
Eficiencia de 78.2 86.3 78.9 70,7

encapsulacién (%)

Frecuencia relativa

0,4

0,34

=
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Figura 4.3: Distribuciones de tamafio de particula de las microesferas de PLGA.

89



Para obtener microesferas de PLGA por la técnica de microfluidica, en primer lugar
se estudio la formacion de las emulsiones empleando el dispositivo de microfluidica con
un flujo controlado por bombas de jeringa. En la Fig. 4.4 se muestran las imagenes
Opticas de las gotas de la emulsion obtenidas para diferentes velocidades de flujo de la
fase dispersa, con un caudal fijo de la fase continua. Los tamafos de gotas resultaron
similares para velocidades de flujo bajas. Sin embargo, se observé un incremento de los

tamafos de gotas para velocidades de flujo cercanas a la de la fase continua.

a
- e)

Figura 4.4: Gotas de la emulsion obtenidas mediante el dispositivo de microfluidica con un caudal de

c)

fase continua constante (1020 pL h™') y un caudal de fase dispersa variable: a) 150 uL h''; b) 300 pL h'';
¢) 450 uL h''; d) 600 pL h'; e) 1020 pL h'l.
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En la Fig. 4.5 se presentan las imdgenes Opticas de las microparticulas sélidas de
PLGA para diferentes velocidades de flujo de la fase dispersa, con un caudal fijo de la
fase continua. Los tamafios de particula cambian ligeramente a medida que el caudal de
la fase dispersa aumenta en un factor de 10. En la Fig. 4.6 se muestran graficamente los
valores medios de tamafio de gota y de particula en funcién de la velocidad de flujo de
la fase continua. Ademads, se muestra la relacién entre el tamafio de gota y el tamafio

final de particula.

Figura 4.5: Microesferas de PLGA obtenidas mediante el dispositivo de microfluidica con un caudal de
fase continua constante (1020 pL h™') y un caudal de fase dispersa variable: a) 150 uL h''; b) 300 pL h'';
c) 450 uL h''; d) 600 pL h'; e) 1020 pL h'l.
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Figura 4.6: a) Didmetro medio de gotas y de microparticulas obtenidas mediante el dispositivo de

microfluidica en funcién de caudal de fase dispersa, empleando un caudal constante de fase continua

(1020 pL h''); b) Didmetro medio de particulas en funcién del didmetro medio de gotas.

Se realizaron estudios de DSC de la progesterona, del PLGA y de las microparticulas

de PLGA cargadas con progesterona con el fin de determinar el estado fisico de la droga

en la matriz polimérica (Fig. 4.7).

— PG
—— PLGA

Flujo de calor (mW)

Exp. A
Exp. A 30% p/p PG
Exp. A 40% p/p PG
Exp. B
Exp. C
Exp. D

-354

-45 T T T T
0 20 40 60 80

T
100

Temperatura (°C)

T T
120 140

Figura 4.7: Termogramas de DSC de progesterona, PLGA y de las microparticulas de PLGA cargadas

con progesterona.

El termograma de la progesterona pura presenta un pico endotérmico pronunciado a

129 °C aproximadamente, que corresponde a su punto de fusién. Para las microesferas

con una carga de droga del 20% p/p no se observo el pico de fusion correspondiente a la
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progesterona, por lo que se puede inferir que la hormona se encuentra en estado amorfo
en el interior de la matriz polimérica. Sin embargo, los termogramas de las
microparticulas del Exp. A con una carga tedrica de progesterona de 30% y 40% p/p
presentan un pico de fusidn correspondiente a la progesterona, indicando que altas
cargas de droga conducen a la formacion de cristales en el interior de las particulas. Las
diferencias observadas entre las temperaturas de fusion de la progesterona libre y la
progesterona encapsulada se deben posiblemente a interacciones de la hormona con la
matriz polimérica. Ademds, se observa que la Tg del PLGA se encuentra alrededor de
los 20° C.

Las Figs. 4.8a-b y 4.9a-b muestran los perfiles de liberacion in vitro de progesterona a
partir de microesferas de PLGA con diferentes tamafios de particula. El tamafio de
particula afecta notablemente los perfiles de liberacion y la velocidad de liberacion de la
hormona. Se puede observar un aumento de la velocidad de liberacion para las
particulas mds pequefias como consecuencia de los caminos de difusién mas cortos (la

relacion superficie/volumen es mayor para microesferas mds pequeiias).

a) b)
= =
B 5
= =
E =
3 @
£ =
= =
E =
£ g
2 =
4 &
g &
£ g
(= (-
' T T T T i T T T T T
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
c) 100 d) 100
6500 6500
k90 )
7 & L £
S 5500 2 S ss004 g
£ & g B
=0 F80 5 = 80 =
5 E £
B 4500 o = 4500 3
2 F70 2 [} 70 2
E o B [+]
] -~ 2 i
: g ¢ 3
7 3500 Z 35004 )
5 I 60 2 I 60
2500 . : . . 50 2500 . : ; . ’ 50
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
Tiempo (dias) Tiempo (dias)

Figura 4.8: Resultados experimentales y tedricos para los Exps. C (D, = 131,3 £45,8 um) y D (D, = 87,9

+ 3,6 pm). a) y b) Perfiles de liberacion in vitro de progesterona; c) y d) Evoluciones simuladas de pesos

moleculares medios y pérdida de masa.
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Las microesferas de mayor tamafio (Exps. C y D) presentan un perfil de liberacién en
tres fases. Inicialmente se observa una alta velocidad de liberacién de la hormona
(efecto "burst") correspondiente a la droga entrampada en la superficie de las
microparticulas durante el proceso de sintesis. A continuacion, tiene lugar una etapa de
liberacién controlada por la difusién de la hormona en la matriz polimérica. Finalmente
se observa una etapa en la cual la velocidad de liberacion se incrementa rapidamente.
Esta etapa final de liberacion se atribuye a la degradacién del polimero. A medida que el
polimero se degrada, el peso molecular disminuye y la particula se vuelve més porosa
debido a la erosion, lo que provoca un rdpido aumento del coeficiente de difusion de la
droga en la matriz polimérica. Esto da lugar a una mayor velocidad de liberacién del
farmaco en el denominado tiempo critico (¢*), en el cual la difusién del farmaco a través
de la matriz polimérica no es el mecanismo de transporte preferencial en el proceso de
liberacion. Esta fase de liberacion implica cambios morfoldgicos relacionados con la
estructura porosa de las particulas, provocando la liberaciéon ripida del farmaco
encapsulado remanente. Los valores de tiempo critico para las microesferas de los Exps.
C y D fueron de 21 y 32 dias aproximadamente. Este resultado esta relacionado con el
hecho de que el efecto de la autocatdlisis es mds importante con el aumento del tamafio
de particula.

Las microparticulas obtenidas en el Exp. D mediante microfluidica mostraron un
perfil de liberacion con una alta reproducibilidad en comparacién con las
microparticulas preparadas por la técnica convencional de evaporacion/extraccion de
solvente. Ademds, las microparticulas presentaron una menor liberacién inicial
comparadas con las obtenidas por el método convencional para didmetros medios de
particula similares. Esto se debe a que presentan una distribucion de tamafios estrecha y
una morfologia controlada. La polidispersidad en tamafios es una de las principales
causas de la liberacion inicial rdpida del farmaco, debido a la presencia de microesferas
pequeiias que encapsulan una fraccién significativa del farmaco que se libera mads
rapidamente (Berchane y col., 2007).

Las microparticulas de los Exps. A y B presentan un perfil de liberacién en dos fases.
Inicialmente se observa una alta velocidad de liberacion de la hormona a causa del
efecto "burst", seguida por una liberacion controlada por la difusién de la hormona en la
matriz polimérica. La fase de liberacion influenciada por la degradacion del polimero no
se observo en estos experimentos. Esto se debe a que la liberacién total de la hormona

encapsulada tiene lugar en unos pocos dias, durante los cuales los efectos de
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degradacién de la matriz polimérica no son importantes. Ademds, la degradacién del
polimero procede a una velocidad mds lenta para microesferas méds pequefias debido al

efecto de autocatalisis.
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Figura 4.9: Resultados experimentales y teéricos para los Exps. A (D, =9,3+4,4 um)y B (D, =71,6 +
19,3 um). a) y b) Perfiles de liberacién in vitro de progesterona; ¢) y d) Evoluciones simuladas de pesos

moleculares medios y pérdida de masa.

Los resultados de simulacion del Mdédulo de Degradacion y la predicciéon de la
liberacién de progesterona a partir de las diferentes microparticulas de PLGA también
se presentan en las Figs. 4.8 y 4.9. Para las simulaciones correspondientes al Modulo de
Degradacién se utilizaron los pardmetros ajustados en el capitulo anterior. Se pueden
identificar tres etapas a partir de las evoluciones de pesos moleculares medios para las
microparticulas de los Exps. C y D. Inicialmente la degradacion avanza lentamente
debido a la baja concentracién de grupos de dcidos carboxilicos terminales. A medida
que avanza la degradacion, el nimero de grupos de dcido carboxilico aumenta y acelera
la reaccién de hidrdlisis. Finalmente, la baja concentracién de enlaces éster retrasa la
degradacion. Para las microparticulas de los Exps. A y B sélo se identifican dos etapas

en las evoluciones de los pesos moleculares medios debido a que el proceso de
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liberacion tiene lugar en un corto periodo durante el cual los efectos de degradacion del
polimero son despreciables. Ademads, puede observarse que la degradaciéon de las
microesferas aumenta con el tamafio de particula a causa del efecto de autocatdlisis. El
efecto del tamafio de particula en los perfiles de degradacién estd relacionado con el
hecho de que los productos de degradacién generados dentro de las particulas mas
pequenas pueden difundir facilmente a la superficie de las particulas y disolverse en el
medio, mientras que para las particulas mds grandes la longitud de difusién es mayor.
Por lo tanto, los productos de degradacién se acumulan dentro de la microparticula y
tienen el potencial de catalizar la degradacion de la matriz polimérica. Los valores de ¢*
para las microparticulas de los Exps. C y D fueron de 21 y 32 dias, respectivamente.
Este pardmetro varia segin el tamafio medio de particula, ya que los efectos de la
autocatdlisis se hacen mds importantes a medida que aumenta el tamafo de las
microesferas. A partir de las evoluciones simuladas de M, y M, es posible estimar un
rango de pesos moleculares a partir del cual cambia el mecanismo de transporte de
materia. Los rangos estimados de M. y M. fueron de 3100-3200 y 4300-4700 g mol ™,
respectivamente. Estos resultados estdn de acuerdo con datos reportados en condiciones
experimentales similares (Berchane y col., 2007; Raman y col., 2005).

La pérdida de masa de las microparticulas aumenta con el tamafio de particula. En
todos los experimentos se observd una baja pérdida de masa (<10%) durante los
primeros 5 dias, seguido por un incremento progresivo de la pérdida de masa. Esto
puede explicarse por el hecho de que el polimero debe sufrir una degradacion
suficientemente extensa para producir monémeros y oligdmeros solubles en agua, por lo
que no se observa reduccion de la masa al comienzo del experimento de degradacion.
Para las microparticulas de los Exps. A y B se observé una baja pérdida de masa debido
a que la completa liberacion del farmaco tiene lugar en un corto periodo durante el cual
la generacion de oligémeros solubles en agua es despreciable.

El Médulo de Liberacion se utilizd para simular el proceso de liberaciéon de
progesterona. Para este fin, el modelo se ajustd y validé con los datos experimentales.

Para las microesferas de los Exps. A y B, la constante cinética k, y los pardmetros de
transporte D), y k, se ajustaron simultdineamente para simular los perfiles de liberacién

de progesterona. Para las microesferas de los Exps. C y D se ajusto la constante cinética

k,. Los valores de los datos de entrada, las constantes cinéticas y los pardmetros de

transporte utilizados para ajustar el modelo se muestran en la Tabla 4.2. En las Figs.
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4.8a-b y 4.9a-b se presentan los resultados de simulacién. Se observé una muy buena
concordancia con los resultados experimentales. El coeficiente de difusion efectivo
inicial de la progesterona vari6 con la carga de farmaco de las microparticulas y los
valores estdn en acuerdo con los reportados para matrices de PLA en condiciones
similares (Pitt y col., 1979). El incremento de la difusividad efectiva del farmaco
durante la degradacién de la matriz polimérica se relacion6 con las evoluciones de M.,

y con el pardmetro de ajuste k. Esto permitié acoplar la evolucion de la porosidad de la
particula a la difusividad efectiva. Por otra parte, el valor de £, fue el mismo para todos

los experimentos, indicando que la distribuciéon de la fase amorfa en la matriz

polimérica no varia con el tamaiio de particula.

Tabla 4.2. Datos de entrada, constantes cinéticas y pardmetros de transporte del modelo.

Cpi (g cm™) (Turino, 2012) 25
ks (S-l) 1.0x 10
ky (57 23x10°

1.2 x 1072 (Exp. A)
9.8 x 102 (Exp. B)
1.8 x 1072 (Exp. C)
9.0 x 10" (Exp. D)

D, (cm’s™)

Dy, (cm’s™) (Sieminska y col., 1997) 1.0x 108

kp 25

Otras simulaciones tedricas se muestran en la Fig. 4.10. Se estudi6 el efecto del tamafio
de particula y del peso molecular inicial del polimero sobre los perfiles de liberacion de
progesterona. La Fig. 4.10a muestra los perfiles de liberaciéon simulados para
microesferas de diferentes tamafios. Se puede observar que la velocidad de liberacion
disminuye con el incremento del tamafio de particula y que los efectos de degradacién
del polimero son despreciables para las microesferas con un tamafio inferior a 75 pm.
Las microparticulas de mayor tamafio muestran un perfil de liberacion trifasico y los

valores de t* varian con el tamaiio de particula, siendo menores a medida que el tamafio
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de particula aumenta debido a que la degradacién del polimero es mds ripida para
microparticulas mas grandes. La Fig. 4.10b muestra los perfiles de liberacion simulados
en funcién del peso molecular inicial del polimero para microesferas con didmetros
medios de 50 y 100 pm. Las microparticulas con un tamafo de 50 um presentan perfiles
de liberacion bifésicos para todos los pesos moleculares estudiados. Esto se debe a que
los efectos de degradacion del polimero son despreciables en el periodo de liberacidn, y
la difusién del farmaco a través de la matriz polimérica es el principal mecanismo de
transporte. Por otra parte, las microesferas con un tamafio de 100 um muestran un perfil
de liberacion influenciado por la degradacion de la matriz polimérica. Los valores de ¢*
varfan segun el peso molecular inicial del polimero. La degradacién del polimero con un
peso molecular bajo ocurre a tiempos menores ya que los oligdmeros pueden alcanzar

rapidamente el peso molecular requerido para disolverse en el medio.

a) 1004 by 100
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Figura 4.10. Efecto teérico del tamafio de particula y del peso molecular inicial del polimero sobre los
perfiles de liberacion in vitro de progesterona. a) Efecto del tamafio de particula; b) Efecto del peso

molecular inicial del polimero.
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4.4 Conclusiones

Se prepararon microesferas de PLGA cargadas con progesterona por las técnicas de
extraccion/evaporacion de solvente y microfluidica. Las microesferas fueron
caracterizadas en cuanto a distribucién de tamaifios, morfologia, carga de droga y
propiedades térmicas de la matriz polimérica y de la droga. Se investigd el efecto del
tamafo de las microesferas, la polidispersidad y la degradacién del polimero sobre la
velocidad de liberacion de la hormona. Las microesferas de menor tamafio mostraron un
perfil de liberacion bifasico, comprendiendo una liberacion inicial caracterizada por el
efecto “burst” y una liberacién controlada por la difusiéon de la droga en la matriz
polimérica. Por otro lado, las particulas de mayor tamafio presentaron un perfil de
liberacién trifasico, incluyendo una fase adicional de liberacién controlada por la
degradacion de la matriz polimérica. Este comportamiento se debe a que la liberacion
del farmaco en las microparticulas mas pequefas tiene lugar en unos pocos dias, durante
los cuales los efectos de degradacién del polimero son atdn despreciables. Las
microesferas preparadas por microfluidica presentaron una distribucién de tamafios
estrecha y mayor reproducibilidad en los ensayos de liberacion de progesterona in vitro.
Se formul6 un modelo matemaético para predecir la liberaciéon de progesterona a partir
de las microesferas de PLGA con diferentes didmetros medios. El modelo tiene en
cuenta la disolucién y la difusién intraparticula de la hormona, asi como también el
efecto autocatalitico de degradacion de la matriz polimérica. Los resultados de
simulacién presentan una muy buena concordancia con los resultados experimentales.
El modelo puede emplearse para seleccionar un tamafio de particula y/o un peso
molecular del polimero apropiado para alcanzar un perfil de liberacion deseado de

acuerdo con la terapia.
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Capitulo 5

Microgeles de acido hialurdnico para la
liberacion controlada de progesterona
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5.1 Introduccion
5.1.a Microgeles en liberacion controlada de drogas

En los dltimos afos, los microgeles han recibido considerable atencién debido a su
gran potencial en biomedicina, y en particular como sistemas de administracién de
farmacos (Smeets y Hoare, 2013). Los microgeles se definen como particulas
poliméricas entrecruzadas que poseen gran capacidad de absorber y retener agua en su
estructura. Estos materiales son de gran interés debido a su facilidad de sintesis y de
control de su estructura fisica y quimica, a sus buenas propiedades mecdnicas y a su
excelente biocompatibilidad (Oh y col.,, 2008). Ademads, estas particulas blandas
presentan capacidad de respuesta a estimulos. De hecho, sus propiedades de
hinchamiento se rigen por el equilibrio entre las presiones osmdticas interior y exterior
de la fase gel. Por lo tanto, cualquier desequilibrio entre estas presiones induce
hinchamiento o contraccion. Tal modificacion puede ser desencadenada por pardmetros
externos que actian sobre la solubilidad de la red polimérica, su densidad de carga o su
densidad de entrecruzamiento. La modulacién del estado de hinchamiento provoca a su
vez una modificacién de la mayoria de las propiedades fisicas del microgel, tales como
su peso (contenido de agua), propiedades Opticas (por ejemplo, indice de refraccion),
propiedades mecdnicas (elasticidad), o incluso su porosidad (Saunders, 2004). Estas
propiedades son de enorme interés en las aplicaciones de administracion de farmacos,
ya que los microgeles pueden entrampar una molécula y liberarla a una velocidad que
depende de su difusion a través de la red polimérica. Por lo tanto, la velocidad de
liberaciéon puede ser modulada no sélo por el tamafo de la red y su grado de
entrecruzamiento, sino también por la aplicacion de un estimulo externo.

Para ser utilizado como sistemas de liberacion de farmacos, los microgeles deben
cumplir los criterios de biocompatibilidad y de biodegradabilidad. En otras palabras, la
matriz debe ser segura, no generar respuestas inmunes excesivas, poseer
biocompatibilidad aceptable, no ser toxica, y debe ser eliminada de manera controlada
(Oh y col., 2009). La biodegradabilidad puede aplicarse a dos propdsitos principales: la
matriz de hidrogel puede ser degradada después de que la particula ha liberado su carga
o es posible emplear la degradacion como mecanismo para desencadenar la liberacion

del farmaco.
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5.1.b Acido hialurénico

El 4cido hialurénico (AH) es un glicosaminoglicano de origen natural compuesto por
unidades de N-acetil-D-glucosamina y dcido D-glucurénico (Fig. 5.1). Este polisacarido
lineal es ubicuo en todos los tejidos ya que es uno de los componentes principales de la
matriz extracelular en los tejidos animales (Laurent, 1998). Tiene importantes funciones
estructurales y bioldgicas, incluyendo la proliferacion celular, la diferenciacién, la
morfogénesis, la inflamacién y la cicatrizacion de heridas (Meyer, 1958). El AH es
abundante en la naturaleza, renovable y biocompatible, y ademds puede ser facilmente
modificado quimicamente. El AH es escindido in vivo por enzimas hialuronidasas y es
completamente reabsorbido a través de multiples vias metabdlicas. Por lo tanto, el AH
ha sido ampliamente utilizado para disefiar matrices entrecruzadas con potenciales
aplicaciones en la regeneracion de tejidos, la liberacion controlada de drogas o el
crecimiento celular (Leach y col., 2003; Jia y col., 2006; Burdick y col., 2005; Khan y
col.; 2009). El AH puede ser modificado a través de la incorporaciéon de grupos
entrecruzantes, tales como glutaraldehido, divinilsulfona, grupos tiol o derivados
funcionales metacrilato para obtener una matriz entrecruzada (Leach y col., 2003; Jia y
col., 2006; Ilgin y col., 2010). En el caso de los grupos funcionales metacrilato, la
polimerizacion puede llevarse a cabo mediante iniciacién por temperatura, redox o UV.
El entrecruzamiento de una cadena de polimero a través de fotopolimerizacion ha sido
explorado por muchos investigadores como una ruta conveniente para la gelificacion in
situ (Raemdonck y col., 2009). La fotopolimerizacion permite tanto el control espacial
como temporal del entrecruzamiento y puede ser realizada a temperatura ambiente a

diferencia del entrecruzamiento térmico.

OH OH
gﬁ,ﬁ
-0 HO
HO 0 L
OH NH
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Figura 5.1: Estructura quimica del 4cido hialurénico.

n
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En este capitulo se estudia la sintesis de microgeles biodegradables monodispersos
de AH para la encapsulacion de farmacos hidrofébicos mediante una estrategia basada
en microfluidica. El enfoque se basa en: (i) la generacién de una nanoemulsion primaria
aceite/agua (O/W) por el método de ultrasonicacién, (ii) la formacién de una doble
emulsion aceite/agua/aceite (O/W/O) mediante el empleo de un dispositivo de
microfluidica, y (iii) entrecruzamiento de los microgeles por fotopolimerizacion de los
precursores de AH modificados con grupos metacrilatos (AH-MA) presentes en la fase
acuosa de las microgotas. El procedimiento se utiliza para la encapsulacién y liberacién
controlada de progesterona. Se realizan estudios de degradabilidad 'y
encapsulacion/liberacion en buffer PBS a 37 °C en presencia de diferentes
concentraciones de hialuronidasas. Los resultados obtenidos en este capitulo fueron
publicados en una revista cientifica internacional [Busatto y col. (2017), “Oil-in-
microgel strategy for enzymatic-triggered release of hydrophobic drugs”, Journal of

Colloid and Interface Science 493, 356-364].
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5.2 Trabajo experimental
5.2.1 Materiales

Todos los reactivos se adquirieron de Sigma-Aldrich y se utilizaron sin purificacion
adicional: anhidrido metacrilico (AMA), N,N-dimetilformamida (DMF), etanol, n-
hexadecano (HD), octadeciltriclorosilano (OTS), cloroformo, tolueno, hexano, aceite de
soja, monooleato de sorbitdn (Span 80), polisorbato 80 (Tween 80), hialuronidasa de
testiculo bovino (tipo I-S), N,N'-metilenbisacrilamida (BIS), caseinato de sodio (CS), 1-
[4-(2- hidroxietoxi) fenil]-2-hidroxi-2-metil-1-propanol-1-ona (Irgacure 2959), n-
isopropilacrilamida (NIPAm), progesterona y solucion de buffer fosfato (PBS). El acido
hialurénico (M, = 60000 g mol™) se adquiri6 de Lifecore (USA).

5.2.2 Metodologia
5.2.2.a Sintesis del acido hialurénico metacrilado (AH-MA)

La sintesis del acido hialurénico modificado con grupos metacrilatos se llevé a cabo
segun el procedimiento reportado por Hachet y col (2012). Brevemente, se solubilizé 1
g de acido hialurénico (2% p/p) a temperatura ambiente en agua ultrupura durante 4
horas. Luego se afiadi6 DMF gota a gota a la solucién (hasta alcanzar una relacion
volumétrica 3:2 agua-DMF) y la mezcla se enfrid a 4 °C. A continuacion, se adiciond
AMA (1 equivalente molar con respecto a los moles de la unidad repetitiva de AH) gota
a gota manteniendo el pH de la solucion entre 8 y 9 durante 4 horas mediante la adicién
de NaOH 0,5 M. La reaccién se llevé a cabo durante la noche y a continuacién, se
afiadi6 una solucion de NaCl 0,5 M a la mezcla. El polimero se precipitd mediante la
adicion de etanol, empleando una relacion volumétrica 2:3 agua-etanol. Luego de la
eliminaciéon del sobrenadante, el precipitado se lavé sucesivamente con mezclas de
agua-etanol con relaciones volumétricas de 3:7, 1:4 y 1:9. El precipitado final se
disolvid en agua ultrapura y se purificé por didlisis en agua ultrupura por un periodo de
3 dias. El producto purificado se recuper6 por liofilizacion y se caracterizo por andlisis

de '"H-RMN.
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Figura 5.2: Esquema de la reaccion de sintesis del dcido hialurénico metacrilado.

5.2.2.b Espectroscopia de resonancia magnética nuclear ('"H-RMN).

El grado de metacrilacién (DM) se determiné a partir de espectros de 'H-NMR
(espectrémetro Bruker 400 MHz) en DO (C = 8 mg mL") a 80 °C mediante la
integracion digital de la sefial correspondiente a los protones de los grupos metacrilatos
a 6,4 0 6,7 ppm respecto a la sefial de los protones anoméricos del AH a 5,1 y 5,3 ppm.
La determinacién se realiz6 a 80 °C con el fin de desplazar el pico de agua hacia
desplazamientos quimicos inferiores, evitando de esta manera su superposicion con los

picos correspondientes a los protones anoméricos del AH.
5.2.2.c Preparacion y caracterizacion de la emulsion primaria

La fase acuosa de las emulsiones consistié en 2 mL de agua ultrapura conteniendo un
agente tensioactivo, y la fase aceite consistié en hexadecano o aceite de girasol al 20%
p/p. El tensioactivo utilizado fue Tween 80 o CS en diferentes concentraciones.
Ocasionalmente se empled una solucién de Nile Red en hexadecano (con una
concentracién de 3,1 x 10* M) como fase aceite para permitir la inspeccién visual del
compuesto hidrofébico encapsulado. Las emulsiones se prepararon mediante
ultrasonicacion durante 20 min (1 min encendido y 1 min apagado), empleando un
sonicador de sonda. La solucién se enfri6 en un bafio de agua helada durante todo el
proceso de sonicacién. El didmetro promedio y la estabilidad de las emulsiones se
estudiaron por la técnica de dispersion de luz dindmica empleando un equipo Zetasizer

NanoZS Malvern Instruments operando con un laser de He-Ne a 173 °.
5.2.2.d Preparacion de los microgeles de AH-MA

Para la preparacion de los microgeles se utiliz6 un dispositivo de microfluidica con

geometria “co-flow”. Como se muestra en la Fig. 5.3, el sistema se encuentra formado
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por dos tubos capilares concéntricos de silice fundida (denominados tubo 1 y tubo 2) y
una unién en T. El tubo 1 (didmetro interior: 75 um; didmetro exterior: 148 um)
asociado con un acoplador capilar (1/16°°, didmetro interior: 180 um) se inserté dentro
de launién en T (1/16°”) a lo largo de su eje principal. Este tubo atraviesa la unién en T
y finaliza en el centro del tubo 2 (didmetro interior: 250 um; didmetro exterior: 356
um). La unién en T permite la inyeccion de la fase liquida dispersa en la fase continua.
La superficie interior del tubo 2 se modific con el fin de aumentar su hidrofobicidad.
Para este efecto, se inyectaron 3 mL de una solucién diluida de OTS en dodecano (1%
p/p) a través del capilar de silice a una velocidad de flujo de 6 mL h™'. A continuacién,

el capilar se lavé con una mezcla de 5 mL de tolueno y 5 mL de cloroformo.

Fasze continua

/I\

900080000

Tubo 1

N\

Faze dizpersa mp

Acoplador capilar

Figura 5.3: Dispositivo de microfluidica empleado para la preparacién de los microgeles.

Como fase continua se utilizé aceite de soja conteniendo 2% p/p de Span 80. Por
separado, se disolvié el macrémero de AH-MA (3% p/p) en agua salina (0,2 M NaCl)
conteniendo 0,2% p/p de fotoiniciador (Irgacure 2959), y eventualmente 2% p/p de BIS,
y la solucién se mezcld en volumenes iguales con la emulsion primaria para formar la
fase dispersa.

Alternativamente, se prepar6 una solucién acuosa conteniendo 10% p/p de NIPAm y
0,2% p/p de BIS. Esta soluciéon se mezcl6 con la fase aceite (HD al 10% p/p
conteniendo Nile Red) para preparar la emulsién. El fotoiniciador dihidrocloruro de

2,2'-azobis (2-metilpropionamidina) diclorhidrato se afiadié a la emulsién luego de su
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preparacion. La solucion resultante se utilizé6 como fase dispersa en el dispositivo de
microfluidica.

Las fases dispersa y continua se inyectaron en el dispositivo de microfluidica
utilizando bombas de jeringa y las velocidades de flujo fueron de 3 pL min!y 6 uL
min!, respectivamente. La polimerizacién se llevé a cabo colocando el dispositivo bajo
una lampara UV (Hamamatsu LC8, 1.9588-06). La irradiaciéon UV (A = 300 a 450 nm,
centrada en 365 um) se dirigié a una ventana sin proteccion de 20 mm en el tubo 2, y el
tiempo de irradiacién fue de 6,5 segundos aproximadamente. La ldmpara se utiliz6 al
100% de su potencia. Los microgeles se separaron de la fase continua mediante
centrifugacién a 800 rpm durante 10 min y se lavaron dos veces en hexano y luego dos

veces en agua ultrapura para eliminar el aceite remanente. La preparaciéon de los

microgeles se representa esquematicamente en la Fig. 5.4.

Aceite 2 +

Surfactante 2 Lampara UV
Solucién acuosa

Monémeros +
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Figura 5.4: Representacion esquematica de la obtencién de los microgeles conteniendo nanogotas de

aceite miediante microfluidica.

5.2.2.e Estudios de degradacion enzimatica con hialuronidasas

Se investigd la biodegradabilidad de los microgeles por la accién de enzimas
hialuronidasas utilizando un microscopio 6ptico Leica (Leica DMI 600 B) acoplado con
una cdmara para la toma de imédgenes. Los microgeles se observaron en una cdmara de
inmersiéon empleando una micropipeta para inmovilizar los microgeles por succién. La
incubacion se realizé a 37 °C en buffer PBS (pH = 7,4) conteniendo 300 UI mL! de
hialuronidasas tipo I-S y 1% p/p de Tween 80.
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5.2.2.f Encapsulacion y liberaciéon de progesterona

Con el propdsito de encapsular la hormona se utiliz6 una solucién de progesterona en
aceite de girasol (0,06 M) para preparar la emulsion primaria. Se investigé la liberacién
de la hormona provocada por la degradacién enzimdtica de los microgeles empleando
hialuronidasas. Para el ensayo se emplearon microgeles colectados durante 10 min en el
dispositivo de microfluidica y se incubaron a 37 °C en presencia de diferentes
concentraciones de hialuronidasas en 150 puL de buffer PBS conteniendo 1% p/p de
Tween 80. Se tomaron alicuotas de 20 uL de la solucion a diferentes tiempos y se
mezclaron con 480 pL de etanol. La concentracion de progesterona se analizd por
HPLC con deteccién UV por arreglo de diodos, a una longitud de onda de 254 nm. Se

empled metanol/agua (95:5) como fase mévil, a una velocidad de flujo de 1 mL min™.
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5.3 Resultados y discusion
5.3.a Caracterizacion del macrémero de AH-MA

El grado de metacrilacién determinado por 'H-RMN fue de 10,56%. En la Fig. 5.5 se
muestra el espectro de 'TH-RMN del AH-MA.

0

o
n
€I
(5]
-
I}
I
1=
||7'-.
()
.-.I
i
i

15

1.0

LE3

orupes
meatacrilatos

|
== b Uﬂut_ )

A i

<00

[ral]

B 6 4 2 [ppm]

Figura 5.5: Espectro de 'H-RMN del AH-MA.

5.3.b Preparacion de los microgeles por microfluidica

Las gotas de aceite de la emulsion primaria deben poseer un tamafio de al menos un
orden de magnitud menor que las gotas de la doble emulsién para permitir su
encapsulacion. Por lo tanto, se prestd atencion en generar gotas con el menor tamafio
posible. Se utiliz6 un método de emulsion de alta energia para producir la nanoemulsion
primaria aceite/agua (O1/W). Por simplicidad, se escogié la ultrasonicacion. Sin
embargo, esta técnica podria reemplazarse por la homogeneizacién a alta presion si se
utilizan moléculas fragiles. Se prepararon un primer conjunto de nanoemulsiones
utilizando hexadecano como fase dispersa (10% p/p) y Tween 80 como agente
tensioactivo en la fase acuosa (5% p/p). Inmediatamente después de la preparacion, el
didmetro medio de las gotitas de hexadecano en solucion acuosa fue de 140 nm y el

indice de polidispersidad fue cercano a 0,22 (Fig. 5.6). El tamafio de las gotitas aumentd
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y alcanzé un valor estable de 180 nm después de 1 dia. Al mismo tiempo, el indice de
polidispersidad disminuy6 de 0,22 a 0,1. Esta tendencia sugiere que la emulsion
experimentd el proceso maduracion de Oswald, es decir, la difusién de las gotas
pequefias hacia las mds grandes debido a la diferencia de presion de Laplace. Con el
tiempo, la distribucién del tamafio se torna mdés estrecha y la difusion disminuye.

Después de un dia, el tamafio permanece constante.
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Figura 5.6: Caracteristicas de la emulsion O1/W (O1= hexadecano, W= solucién acuosa de Tween 80):

a) Evolucién del didmetro medio de gota; b) Evolucién del indice de polidispersidad.

Luego de 1 dia de preparacion, la nanoemulsion O1/W se mezcl6 con la solucién que
contiene los precursores entrecruzables de AH. Este ultimo componente se afiadid
posteriormente a la preparacion de la emulsion por dos razones principales: en primer
lugar debido a que aumenta la viscosidad de la solucién, lo cual puede cambiar las
condiciones de emulsificacion; en segundo lugar, las moléculas de AH son fragiles y
pueden degradarse bajo ultrasonicacion (Kubo y col., 1993). La concentracion de los
macrémeros de AH-MA en la fase acuosa continua de la nanoemulsién fue de 15 g L.
También se introdujo un fotoiniciador en la solucién. Se utilizé Irgacure 2959 como
fotoiniciador por su conocida biocompatibilidad con las células (Bryant y col., 2000).

Las condiciones para preparar los microgeles a partir de los precursores de AH-MA
se ensayaron por separado, en ausencia de la nanoemulsién O1/W. La fase acuosa que
contiene los macroémeros y el fotoiniciador se introdujo directamente en el dispositivo
de microfluidica utilizando una bomba de jeringa y se emulsioné en la fase continua de
aceite de soja conteniendo Span 80. Los caudales de las fases dispersa y continua fueron

de 3 pL min? y 6 pL min!, respectivamente. En estas condiciones, las gotas se
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produjeron una por una en un régimen de compresion, es decir, un régimen en el que las
gotas son comprimidas por el capilar y se deforman (Fu y col., 2010). Después de la
irradiacidn, las gotas se recogieron en un vial. Como era de esperar, en ausencia de
precursor fotopolimerizable o de fotoiniciador, las gotas eran inestables y se produjo
separaciéon de fases. En presencia de AH-MA vy del fotoiniciador, se observaron
particulas acuosas en el fondo del vial y no se observd agregacién de particulas. Los
microgeles obtenidos fueron monodispersos y con forma alargada (Fig. 5.7). También
se obtuvo una forma similar con una matriz de pNIPAM, en la que el AH-MA se
reemplaz6 por una mezcla de NIPAM (10% p/p) y BIS (0,2% p/p) (Fig. 5.8a y b). Esto
significa que el cambio de la relacion de viscosidad entre la fase dispersa y la fase
continua no alteré significativamente la forma de las gotas. Note que la solucién
NIPAM tiene una viscosidad proxima a la del agua, mientras que una solucion de HA-

MA a una concentracién de 15 g L™! tiene una viscosidad 15 veces mayor.

Figura 5.7: Microgeles de AH-MA preparados sin la nanoemulsién O1/W.

La encapsulacién de nanogotas de aceite se optimizé en primera instancia con el
sistema de pNIPAM. La fase acuosa fue reemplazada por la nanoemulsién conteniendo
los precursores polimerizables. Los microgeles compuestos se obtuvieron con éxito,
como lo demuestra su estructura interna heterogénea (Fig. 5.8c). Las nanogotas de
aceite encapsuladas no pudieron ser observadas directamente por microscopia optica
debido a que su tamafio se encuentra por debajo de los 200 nm. A efectos de

inspeccionar visualmente el proceso de encapsulacion, se incorporé Nile Red en la fase
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aceite antes de la emulsificacion. Sin embargo, no se pudo observar fluorescencia en el

interior de los microgeles para estos primeros ensayos (Fig. 5.8d).

Figura 5.8: a) y b) Microgeles de pNIPAM sin la nanoemulsién interna; ¢) y d) Microgeles de pNIPAM

que contienen gotitas de aceite: ¢) Imdgenes 6pticas; d) Imdgenes de fluorescencia.

A partir de los resultados obtenidos, en primer lugar se planted la hipdtesis de
fotoblanqueo debido a la irradiacion UV, pero la misma se descart6 mediante un
experimento de control en el que la fase aceite que contenfa Nile Red se irradi6 en
condiciones similares. Posteriormente se planted la hip6tesis de que el colorante podria
ser transportado desde la fase aceite interna O1 hacia la fase aceite externa O2 durante
el proceso de preparacion de los microgeles. Esto podria llevarse a cabo mediante la
difusiéon mediada por micelas y/o por permeacion a través de la pelicula de agente
tensoactivo de las nanogotas internas situadas en la superficie de la microgota acuosa
(Pays y col., 2002). Para resolver este problema se limité la cantidad en exceso de
agente tensoactivo, disminuyendo su concentracion en la emulsién primaria a 2 y 1%

p/p. Se observé un incremento en la fluorescencia interna de los microgeles, lo que
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confirmé la hipdtesis planteada. Sin embargo, la fluorescencia fue muy baja. Por lo
tanto, se reemplazéd el agente tensoactivo de bajo peso molecular por uno de alto peso
molecular, respetando los criterios de biocompatibilidad. La presencia de grandes
moléculas en la interfaz de las gotas internas podria reducir la difusion del colorante, ya
sea modificando la permeabilidad de la interfaz o disminuyendo el nimero de micelas
que podrian transportar el colorante. A este efecto, se eligid al caseinato de sodio para
reemplazar al Tween 80. Esta vez, las nanogotas de la emulsion fueron ligeramente mas
grandes (350 nm) y se mantuvieron estables con el tiempo. Luego de la polimerizacién

del pNIPAM en las gotas acuosas, se obtuvieron microgeles fluorescentes (Fig. 5.9).

250 pm 250 pm

Figura 5.9: Microgeles de pNIPAM que contienen la emulsion preparada con 1% p p™' de caseinato de

sodio: a) y b) Imdgenes dpticas; ¢) y d) Imdgenes de fluorescencia.

Esta estrategia optimizada se aplicé a los microgeles basados en AH-MA. Cuando la
nanoemulsiéon se mezcl6 con la solucién acuosa que contiene los macrémeros de AH-

MA, incluso aumentando el contenido de grupos metacrilatos, se obtuvieron microgeles
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compuestos pero el tamafo de las gotitas internas fue mayor que su tamafio inicial, lo
cual significa que la estabilidad de la emulsién interna no fue mantenida (Fig. 5.10).
Esto podria deberse a que la mayor viscosidad de la mezcla dificulta la polimerizacion,
resultando en un mayor hinchamiento de los microgeles. La adicién de un agente
entrecruzante (BIS al 1% p/p) a la fase dispersa permitié la obtencién de estructuras
homogéneas, con fluorescencia distribuida de forma relativamente homogénea (Fig.

5.11). Las gotas internas no se resolvieron opticamente, lo que indica que mantuvieron

su tamaio inicial.

Figura 5.10: Microgeles de AH-MA preparados con AH-MA con un grado de metacrilacién del 20% sin
la adicién de agente de entrecruzamiento y hexadecano conteniendo Nile Red como fase aceite: a)

Imégenes 6pticas; b) Imdgenes de fluorescencia.

Figura 5.11: Microgeles de AH-MA preparados con BIS y hexadecano conteniendo Nile Red como fase

aceite: a) Imdgenes 6pticas; b) Imdgenes de fluorescencia.
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5.3.c Estudios de degradacion enzimatica con hialuronidasas

La biodegradabilidad de los microgeles de AH-MA preparados con BIS como agente
entrecruzante y Nile Red como compuesto encapsulado, se investigd por degradacion
enzimdtica con hialuronidasas (Fig. 5.12). Los microgeles se incubaron a 37 °C en
buffer PBS (pH = 7,4) conteniendo 1% p/p de Tween 80, en presencia de 300 Ul mL!

de hialuronidasas.

a) 0 min 3 min 6 min 9 min

12 min 18 min 21 min

b) 0 min 3 min 6 min 9 min

200 pm

12 min 15 min 18 min 21 min

Figura 5.12: Degradacion enzimatica de un tnico microgel de AH-MA en el tiempo: a) Transmision, b)

Fluorescencia. La barra de escala es de 200 um.

Como se muestra en la Fig. 5.12, la degradacién enzimética de la matriz polimérica se
produce en un periodo de 21 minutos aproximadamente. La forma del microgel se

pierde progresivamente y simultineamente aparecen pequefias gotas en su superficie,
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que difunden rdpidamente. Se observa la aparicién de una mayor cantidad de gotas en la
superficie a medida que la forma del microgel se desvanece. Este escenario es muy
similar a la disolucién de las tabletas efervescentes de aspirina, excepto que las burbujas

de gas son reemplazadas por pequeiias gotas de aceite.

5.3.d Aplicacion de los microgeles a la encapsulacion y liberacion controlada de

progesterona

Con el fin de utilizar compuestos biocompatibles para la encapsulaciéon de la
hormona, se sustituy6 el hexadecano por aceite de girasol conteniendo la progesterona
(0,06 M) durante la preparacion de la emulsion primaria. El didmetro medio de las gotas
de aceite de girasol en solucién acuosa fue de 54 nm y el indice de polidispersidad fue
cercano a 0,37 (Fig. 5.13). El tamafio de las gotitas de aceite y la polidispersidad

permanecieron constantes a lo largo del tiempo.

a) 100 b) 0,60

754 0,454

504 ™

(:.39-} % : } %

Diametro de las gotas (nm)
Polidispersidad

25 0,154

T T T 0,00 T T T
0 15 30 45 60 75 0 15 30 45 60 75

Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 5.13: Caracteristicas de la emulsion preparada con aceite de girasol conteniendo progesterona: a)

Evolucién del didmetro medio de gota; b) Evolucién del indice de polidispersidad.

Las imégenes Opticas de los microgeles de AH-MA que contienen esta emulsion se
muestran en la Fig. 5.14. La imagen sugiere que las gotitas individuales de aceite fueron
encapsuladas, retenidas y distribuidas uniformemente dentro de la red de hidrogel de las

particulas.
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250 ym

Figura 5.14: Imdgenes de microscopia optica de microgeles de AH-MA preparados con BIS y aceite de

girasol conteniedo progesterona. La barra de escala es de 250 um.

Se evalu6 el potencial de estos microgeles para ser utilizados como sistemas de
administraciéon de farmacos. La Fig. 5.15 muestra imdgenes tomadas en diferentes
momentos durante el ensayo de liberacion en presencia de diferentes concentraciones de

hialuronidasas.

Figura 5.15: Fotografias del experimento de liberacién de progesterona a partir de microgeles de AH-
MA en presencia de hialuronidasas. Cada imagen presenta una solucién con microgeles que contienen

100 UI mL! de enzima (vial izquierdo) y 300 Ul mL™! de enzima (vial derecho).

Los experimentos de liberacion se realizaron en una colecciéon de microgeles. Dado

que las particulas poseen gotitas de aceite en su interior, su densidad es menor que la de
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la fase acuosa y se encuentran flotando en la parte superior de la suspension.
Inicialmente el medio de liberacion es claro, y a medida que tiene lugar la degradacién
de la matriz de AH se observa turbidez en el medio, indicando que las nanogotas de
aceite invadieron esta parte de la solucién. Debido a su tamaifio pequefio, las gotas de
aceite pueden difundir facilmente en todo el volumen. Para los microgeles expuestos a
una concentraciéon de 300 UI mL’, el proceso de degradacién empieza a ser
macroscOpicamente visible luego de 3 horas de ensayo, mientras que para microgeles
expuestos a una concentracién de 100 UI mL™!, esta situacién es visible después de 8
horas. Como era de esperar, no se observo la liberacion de las nanogotas de aceite en la
prueba control realizada en ausencia de enzima en el periodo estudiado.

La liberacion de progesterona en respuesta a la degradacion se analiz6
cuantitativamente por HPLC (Fig. 5.16). Los microgeles expuestos a una concentracion
de 300 UI mL"! liberaron su carga en 1 dia, mientras que los expuestos a una
concentracién de 100 UI mL! liberaron su carga en més de 2 dias. En ambos casos, se
observo una liberacion de progesterona de aproximadamente 80%. Se realizaron andlisis
cuantitativos adicionales para evaluar la influencia del transporte del compuesto en la
fase oleosa continua durante la preparacion de microgeles. Se estim6 que la pérdida de
compuesto por transferencia hacia la fase continua fue de aproximadamente 6%,
mientras que pueden producirse pérdidas adicionales durante las etapas de lavado y

redispersion.
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Figura 5.16: Efecto de la degradacion enzimadtica sobre la liberacién de progesterona a partir de los

microgeles de AH-MA.
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5.4 Conclusiones

La microfluidica proporciona una via eficaz para la preparaciéon de microgeles
biodegradables de acido hialurénico, que permiten la encapsulacion y liberaciéon de
progesterona luego de la degradacidn enzimdtica. Aunque las microparticulas basadas
en hidrogeles presentan gran interés como sistemas biocompatibles de administracién
de farmacos, su limitacién a menudo reside en su escasa capacidad para encapsular
farmacos hidrofébicos. El método descrito permite la incorporacién de una
nanoemulsion de aceite conteniendo la droga en el interior de microgeles hidrofilicos, lo
cual se logra mediante la formacion de una doble emulsion aceite/agua/aceite, donde la
fase acuosa se convierte posteriormente en la fase gel. La microfluidica ofrece un
control preciso para la formacién de una emulsion doble y permite la fotopolimerizacién
en linea de los microgeles. Se empled la degradacion enzimatica de los microgeles para
provocar la liberacién de las nanogotas de aceite cargadas con progesterona. En
particular, se demostr6 que la enzima hialuronidasa, que estd presente in vivo, puede
provocar la liberaciébn con una cinética dependiente de la concentracion. Esta
metodologia es general y puede aplicarse a una amplia gama de farmacos hidrofébicos.
Dependiendo de la aplicacion, la cinética de liberacion requerida y la cantidad de
farmaco liberado seran diferentes. Esos pardmetros pueden ajustarse facilmente a través
de una eleccion apropiada del sitio de la inyeccion, ya que la cantidad de hialuronidasa
varfa en el cuerpo, pero también a través del control apropiado de la estructura del
microgel. El procedimiento de sintesis puede optimizarse para producir particulas con
caracteristicas fisico-quimicas y estructurales preespecificadas (tamafio de microgeles y
gotas, concentracion de gotas, grado de entrecruzamiento de la matriz, composicion

quimica) para conseguir un perfil de liberacién de farmaco deseado.
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Capitulo 6

Microparticulas de quitosano entrecruzadas
con TPP para la liberacion controlada de
progesterona
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6.1 Introduccion
6.1.a Quitosano

El quitosano es un polisacarido lineal obtenido por desacetilacién quimica de la
quitina, la cual es el segundo polisacdrido mds abundante en la naturaleza luego de la
celulosa (Kumar y col., 2004). La quitina es el componente estructural del exoesqueleto

de crusticeos e insectos, y de la pared celular de algunos hongos.

2) OH b) OH
_--[--D"__S’—D ._-["D"—-S"—D o MH., (}--}_h_
HD\—*._\/D-']"' HD&__P: N ] %c m
NH I NH Jp ;
O D=§ OH

Figura 6.1: Estructura quimica de la quitina (a) y del quitosano (b).

El quitosano es un polisacirido compuesto de unidades de glucosamina y N-acetil-
glucosamina distribuidas al azar. La obtencién de quitosano a partir de la quitina se
realiza a través de un proceso de desacetilacion parcial alcalina. La reaccion de
desacetilacion involucra la pérdida del grupo acetilo del grupo amida del carbono 2,
dando lugar a un grupo amino en esa posicion. La desacetilaciéon completa de la quitina
produce un material totalmente soluble en medio dcido conocido como quitano; sin
embargo, cuando la desacetilacion es incompleta se crea una mezcla de cadenas que
tienen distintas proporciones de unidades 2-acetoamida-2-deoxi-B-D-glucosa y 2-amida-
2-deoxi-B-D-glucosa unidas por enlaces glucosidicos PB-1,4. La relaciéon de estas
unidades depende de las condiciones de reaccién y genera materiales con distintas
propiedades (Larez Veldsquez, 2003). La presencia de grupos amino permite la
disolucién del quitosano en soluciones acuosas de 4cidos (dcido férmico, acético,
citrico, lactico, clorhidrico, sulfiirico) por medio de la protonaciéon de esos grupos. La
carga positiva de los grupos amino aumenta la capacidad hidrofilica del quitosano.
Debido a que el pKa del grupo amino en el quitosano es 6,5, el polimero se encuentra
cargado positivamente en soluciones dcidas diluidas (actuando como un policatién), por
lo que podra formar complejos electroestiticos con especies cargadas negativamente
tales como proteinas, polielectrolitos anionicos, aniones de bajo peso molecular y

drogas (Neto y col., 2005; Kurita, 2006).
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6.1.b Microparticulas de quitosano aplicadas a la liberacion controlada de drogas

Debido a sus excelentes propiedades, tales como biocompatibilidad,
biodegradabilidad y bajo costo, el quitosano ha sido empleado en una variedad de
aplicaciones biomédicas, incluyendo sistemas de liberacién controlada de farmacos
(Patel y Patel, 2014; Islam y col., 2012; Barakat and Almurshedi, 2011; Mitra y Dey,
2011; Guliyeva y col. 2006; Ko y col., 2002). Se han descrito varios métodos para la
obtencion de microparticulas de quitosano, tales como coacervacién compleja, secado
por atomizacién, gelificacion idnica, entrecruzamiento quimico y térmico, técnicas
basadas en emulsion, entre otros (Tao y col., 2013; Aggarwal y Pahuja, 2013;
Phromsopha y Baimark, 2010; Basu y col., 2010; Roy y col., 2009, Sinha y col. 2004).
Entre los métodos mencionados para la preparaciéon de microparticulas, el secado por
atomizacion presenta diversas ventajas, tales como reproducibilidad, rapidez y facil
escalamiento (Liu y col., 2011). Mediante la seleccién de los pardmetros de preparacion
apropiados es posible obtener microparticulas esféricas y con una distribuciéon de
tamafios estrecha (Esposito y col., 2000).

Se han preparado microesferas de quitosano entrecruzadas con el fin de controlar la
velocidad de liberacién de principios activos. Para este fin, se han empleando
cominmente diferentes agentes de entrecruzamiento quimico, tales como glutaraldehido
y formaldehido (Ofokansi y col., 2013; Thakkar y Murthy, 2008). Sin embargo, estos
agentes de entrecruzamiento pueden inducir toxicidad y otros efectos indeseables
debido a su naturaleza toxica (Niknejad y Mahmoudzadeh, 2015; Kim y col., 2014).
Como alternativa, es posible utilizar el entrecruzamiento fisico por interaccion
electrostitica (Cho y col., 2014; Walke y col., 2015; Desai y Park, 2005). El
tripolifosfato (TPP) es un polianién no téxico que puede interactuar con el quitosano
mediante fuerzas electrostéticas entre las cargas negativas del agente entrecruzante y los
grupos cargados positivamente del quitosano, para formar redes entrecruzadas i6nicas
(Stulzer y col., 2009; Barakat y Almurshedi, 2011; Shu y Zhu, 2001).

Hasta el momento, s6lo se ha descrito una metodologia para la preparacién de
microparticulas de quitosano para la liberacion controlada de progesterona (Jameela y
col., 1998). En este trabajo, los autores prepararon microparticulas mediante el método
de emulsién agua/aceite utilizando glurataldehido como agente entrecruzante, y se
ovtuvieron eficiencias de encapsulacion de aproximadamente 35-40%. Los autores

encontraron que la liberacion de progesterona a pH 7,4 fue mds lenta a medida que se
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incrementaba el contenido de glutaraldehido. Ademads, observaron que la liberacién fue

mads lenta a medida que aumentaba el tamafio de las microparticulas.

En este capitulo se investiga la preparacién de microparticulas de quitosano para la
encapsulacion y liberacién controlada de progesterona, utilizando TPP como agente
entrecruzante. Las microparticulas se prepararon por el método de secado por
atomizacion. Se estudid el efecto de las variables de formulacién (concentracion de
agente entrecruzante, de quitosano y de surfactante, carga de droga) sobre las
caracteristicas finales de las particulas, tales como tamafio medio, morfologia y
eficiencia de encapsulacion. Ademads, las microparticulas se caracterizaron mediante las
siguientes técnicas: DSC para determinar el estado fisico de la droga en el interior de la
matriz polimérica, FT-IR para investigar la presencia de interacciones entre el quitosano
y el agente entrecruzante, microscopia Optoca y SEM para estudiar la morfologia de las
particulas y mediciones de potencial Z para determinar la carga de las particulas y la
estabilidad de las suspensiones. Finalmente, se realizaron ensayos de liberacién in vitro
de progesterona a partir de las microparticulas de quitosano entrecruzadas y no
entrecruzadas en diferentes medios de liberacion. Los resultados obtenidos en este
capitulo fueron enviados para su publicacién en una revista cientifica internacional
[Helbling, Busatto y col. (2017), “Preparation of TPP-crosslinked chitosan
microparticles by spray drying for the controlled delivery of progesterone intended for

estrus synchronization in cattle”, Pharmaceutical Research].
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6.2 Trabajo experimental
6.2.1 Materiales

Quitosano [Eastar Holding Group (Dong Chen) Co. Ltd.], progesterona (99,2%,
Farmabase), tripolifosfato de sodio (TPP, 85%, Sigma-Aldrich), polisorbato 80 (Tween
80, Anedra), 4dcido acético glacial (Cicarelli), hidréxido de sodio (NaOH, Cicarelli),
acido clorhidrico (HCI, Anedra), etanol absoluto (Cicarelli), acetato de sodio anhidro
(Cicarelli), tetrahidrofurano grado HPLC (THF, Merck), metanol grado HPLC (Merck),
hidrégenofosfato de sodio (NaoHPOs, Anedra) y dihidrogenofosfato de potasio

(KH2PO4, Anedra). Todas las soluciones acuosas se prepararon con agua ultra pura.
6.2.2 Metodologia

6.2.2.1 Determinacion de la solubilidad de la progesterona en soluciones de

quitosano

Se prepararon soluciones de quitosano (1-2% p/v) disolviendo el polimero en una
solucion de édcido acético al 1% v/v. Se afiadié Tween 80 en diferentes concentraciones
(0-10% p/v) y la solucidn se agité durante 1 h. A continuacién, se dispersé un exceso de
progesterona en la solucidén y se sonicé durante 1 min. La dispersion resultante se
mantuvo a temperatura ambiente bajo agitacion magnética a 100 rpm durante 48 h.
Posteriormente, las soluciones se filtraron con una membrana de microfiltracién de 0,45
um (Microclar®, Argentina) para eliminar el exceso de hormona no disuelta y se afiadi6
una gota de NaOH 5 M para precipitar el polimero. Luego de centrifugar a 2000 rpm
durante 2 min, se descart6 el precipitado y se midi6 la concentracion de progesterona en
el sobrenadante por la técnica de HPLC detallada en la secciéon 6.2.2.4h. El ensayo se

realizé por triplicado.
6.2.2.2 Caracterizacion del quitosano
6.2.2.2.a Determinacion del grado de desacetilacion del quitosano

El grado de desacetilacion (GD) del quitosano se determiné mediante una técnica de
titulacién conductimétrica. Brevemente, se disolvieron 0,2 g de quitosano en 40 mL de
4cido clorhidrico (0,054 mol L!). Esta solucién se titul con una solucién de hidréxido

de sodio (0,165 mol L) a 25 °C bajo agitacién magnética, empleando un titulador
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conductimétrico/potenciométrico automatico AT-510 (Kem). La solucién de hidréxido
de sodio se afiadi6 en alicuotas de 0,2 mL cada 20 s y se registrd la conductancia de la
solucién. Los valores de conductividad en funcién del volumen afiadido de NaOH se
representaron graficamente y se determinaron los puntos de equivalencia. El grado de
desacetilacion del quitosano se calcul6 usando la siguiente ecuacion:

161 [NaOH] (V, - V)

m

GD (%) =

6.1)

donde [NaOH] es la concentracién de la solucién de NaOH (mol L), Vi y V;
representan el volumen de NaOH (mL) afiadido durante la titulacion para alcanzar los
correspondientes puntos de equivalencia, 161 es la masa molar de la unidad repetitiva
del quitosano (CeHi11OsN) y m es la masa de quitosano (mg). Las mediciones se

realizaron por triplicado.
6.2.2.2.b Pesos moleculares

El peso molecular medio en peso (M, ) del quitosano y de las microparticulas luego
de su preparacion se determiné por SEC. Se disolvié una masa conocida de muestra en
acido acético y se sonic6 durante 5 h, luego la solucién se diluy6 con fase mévil y se
filtr6 previamente a su inyeccion. Se utiliz6 una bomba binaria Waters 1525, un
conjunto de 5 columnas Waters Ultrahydrogel (7,8 mm x 300 mm, tamafios de poro:
120, 250, 500, 1000 y 2000 A) y un detector de indice de refraccion Waters 2414. Se
empled buffer acético/acetato (50 mM, pH 4,5) como fase mévil con un caudal de 0,8
mL min!. Todas las determinaciones se realizaron a 25 °C. Para la calibracién se

utilizaron estandares de Pululanos (Shodex P-82, Showa Denko).
6.2.2.3 Preparacion de las microparticulas de quitosano

Las microparticulas de quitosano se prepararon por el método de secado por
atomizaciéon. En primer lugar, se prepar6 una solucién de quitosano (1-2% p/v)
disolviendo el polimero en una solucién de acido acético al 1% v/v. A continuacidn, se
disperso la progesterona (0-20% p/p) en la solucion de quitosano. Se emplearon varias
concentraciones de Tween 80 (0-1% p/v) con el objetivo de aumentar la solubilidad de
la progesterona y la estabilidad de la dispersion. El sistema se agité a diferentes
velocidades (4000-8000 rpm) usando un homogeneizador Ultra-Turrax T25D (IKA,

Alemania). Luego de la homogeneizacion, se afiadieron diferentes cantidades de TPP
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(0,0-0,5 g g'!) gota a gota y se agité durante 30 min a diferentes velocidades (4000-8000
rpm). Posteriormente, la dispersién se bombed al secador por atomizacion ADL311
(Yamato, Jap6n) empleando una bomba peristaltica. Para la atomizacion se utilizé una
boquilla estindar de 0,406 mm. Se evaluaron varias condiciones experimentales, tales
como el caudal de la solucién de polimero (1.5-5.8 mL min!) y el caudal de aire de
secado (0.02-0.19 m?® min™). La presién de aire de atomizacién fue de 0,15 MPa. Las
microparticulas secas se recogieron en un recipiente contenedor y se almacenaron a

temperatura ambiente hasta futuros ensayos.
6.2.2.4 Caracterizacion de las microparticulas
6.2.2.4.a Morfologia de las particulas

La morfologia de las microparticulas se estudi6 mediante SEM. Las muestras se
colocaron sobre un taco de aluminio y se recubrieron con oro bajo atmdsfera de argén
(SPI Supplies, 12157-AX) en condiciones suaves (dos pulverizaciones de 40 s cada una
con una intensidad de 15 mA). La morfologia de microparticulas se examiné utilizando
un voltaje de aceleracién de 20 kV en un microscopio JEOL JSM-35C (JEOL, Jap6n)

equipado con el programa de adquisicion de imagenes JEOL SemAfore.
6.2.2.4.b Determinacion del tamaiio de particula

Las microparticulas se resuspendieron en alcohol isopropilico y se observaron en un
microscopio 6ptico (DM 2500M, Leica, Alemania) con una cdmara acoplada LEICA
DFC 290 HD. El diametro medio y el grado de esfericidad de las microparticulas se
determinaron a partir de las micrografias usando un programa de procesamiento de
imagenes. Se midieron aproximadamente 300 particulas para cada formulacién. El
grado de esfericidad se determindé mediante la relaciéon de aspecto (RA), que puede

calcularse mediante la siguiente expresion:

d .
RA — Feret,min (62)

Feret ,max

donde dreret, min €8 el didmetro minimo de Feret (la distancia mas corta) y dreret, max €S el

didmetro maximo de Feret (la distancia més larga).
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6.2.2.4.c Mediciones de potencial Z

Las microparticulas se resuspendieron en buffer acético/acetato 1 mM pH 4,0 y en
buffer fosfato salino (PBS) 1 mM pH 7.,4. El pH final de las soluciones se ajustd
mediante la adicién de gotas de solucién de NaOH 0,5 M. El potencial Z se determind
en estas dos condiciones por dispersion de luz electroforética usando un Zetasizer Nano-
ZS (Malvern Instruments, Inglaterra). Las muestras se inyectaron en celdas capilares
plegadas y se determiné el potencial Z midiendo la direcciéon y la velocidad del
movimiento de microparticulas en un campo eléctrico definido. Las mediciones se

realizaron por triplicado.
6.2.2.4.d Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

Se utiliz6 la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FT-IR) con el fin
de investigar las interacciones entre el quitosano y el TPP. Aproximadamente 2 mg de
muestra y 50 mg de KBr se secaron durante 24 h a 30-40 °C y 105 °C, respectivamente.
Los sélidos se mezclaron con un mortero y la mezcla se compacté empleando una
prensa hidrdulica a una presion de 4-6 toneladas durante 3 min. Los discos obtenidos se
acondicionaron en un desecador y los espectros FT-IR se registraron utilizando un
espectrofotometro IR (FTIR-8201PC, Shimadzu, Japén) en el intervalo de 400-4000

cm’! con una resolucién de 4 cm™ y 40 scans por espectro.
6.2.2.4.e Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los andlisis térmicos de las muestras se realizaron utilizando un calorimetro
diferencial de barrido (Mettler 821-E, Mettler-Toledo). Las muestras (3-5 mg) se
sellaron herméticamente en recipientes de aluminio. Como material de referencia se
utilizé un recipiente de aluminio vacio. Las muestras se analizaron a una velocidad de

calentamiento de 10 °C min™!, de 0 a 250 °C, bajo flujo de nitrégeno (20 mL min!).
6.2.2.4.f Eficiencia de encapsulaciéon

Se dispersaron aproximadamente 5 mg de microparticulas en 25 mL de etanol y se
agitaron a 50 rpm durante 24 h para extraer la hormona. A continuacién, las muestras se
centrifugaron a 2000 rpm durante 2 min, se descarté el precipitado y se midié la

concentracion de progesterona en el sobrenadante mediante la técnica de HPLC
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detallada en la seccién 6.2.2.4.h. El ensayo se realizé por triplicado. La eficiencia de

encapsulacion (EE) se calculd de la siguiente manera:

EE — 100 Cexperimemal ( 63)
tedrica
donde Cexperimental Y Cresrica sOn la carga experimental y tedrica de progesterona en las

microparticulas, respectivamente.
6.2.2.4.g Ensayos de liberacion in vitro

Se realiz6 un estudio preliminar para determinar las condiciones Optimas de los
ensayos de liberacion in vitro. Aproximadamente 20 mg de microparticulas se
dispersaron en 100 mL de buffer fosfato 1 mM pH 7,4 conteniendo Tween 80 al 1% p/v
y se mantuvieron a 37 °C bajo agitacién orbital a 50 rpm. Se incluyé Tween 80 en el
medio de liberacion para aumentar la solubilidad de la hormona, asegurando sink
conditions. En diferentes momentos, se tomaron alicuotas de 5 mL y se reemplazaron
con un volumen igual de medio de liberacion nuevo para mantener un volumen
constante. La concentracién de progesterona en cada alicuota se midié por el método de
HPLC detallado en la seccion 6.2.2.4.h. Los ensayos se realizaron por triplicado. Se
evaluaron cuatro condiciones diferentes relacionadas con la dispersion inicial y el
muestreo: (a) Las microparticulas se sonicaron a tiempo inicial y se centrifugaron antes
del muestreo; (b) Las microparticulas se sonicaron a tiempo inicial y no se centrifugaron
antes del muestreo; (c) Las microparticulas no fueron sonicadas ni centrifugadas; (d)
Las microparticulas se introdujeron en una bolsa de didlisis.

Luego de seleccionar las condiciones 6ptimas de liberacion, se evalud el efecto del
contenido de TPP en las particulas y el pH del medio sobre la velocidad de liberacién in
vitro de progesterona a partir de las microparticulas de quitosano. Se emplearon dos
buffers diferentes: (a) buffer fosfato 1 mM pH 7,4 conteniendo 1% p/v de Tween 80, y
(b) buffer acético/acetato 1 mM pH 4,0 conteniendo 1% p/v de Tween 80. Los ensayos
se realizaron por triplicado. Los datos se linearizaron tomando la raiz cuadrada del

tiempo y las velocidades de liberacion se calcularon a partir de la regresion lineal.
6.2.2.4.h Cuantificacion de progesterona mediante HPLC

La concentracion de progesterona en las muestras de liberacion se analizé empleando

un equipo de HPLC (Prominence LC20A, Shimadzu, Jap6n) equipado con una columna
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ZORBAX® Eclipse XDB-C18 (tamafio de particula de 5 pum, 250 x 4,6 mm) a una
longitud de onda de 254 nm. La fase mévil consistié en una mezcla de metanol y agua
ultra pura (95:5 v/v), y el caudal fue de 1,0 mL min!. La temperatura de la columna fue
de 30 °C para todas las determinaciones. El tiempo de elucién de la progesterona

obtenido en estas condiciones fue de 3,7 + 0,2 min.
6.2.2.5 Analisis teorico

Se desarrollé un modelo farmacocinético para predecir la concentracion plasmaética de
progesterona en animales. El modelo emplea dos tipos de pardmetros para predecir los
niveles de progesterona en plasma. Estos parametros se obtienen a partir de la cinética
de liberacion in vitro y de la cinética del metabolismo in vivo del farmaco.

La cinética de liberacion in vitro se utiliz6 como una aproximacion de la velocidad de
administraciéon in vivo dado que se presentan condiciones similares en ambas
situaciones. En el cuerpo del animal, la hormona se consume continuamente
manteniendo su concentracion de tejido cercana a cero. De forma similar, la
concentracion de progesterona en el medio de liberacién durante los ensayos in vitro es
despreciable en comparacién con su solubilidad debido al gran volumen de medio
acuoso. Por lo tanto, existen gradientes de concentraciéon similares en ambas
situaciones. Dado que el gradiente de concentracion es el factor principal que determina
la velocidad de liberacion, se supone que la velocidad de administracion es similar en
ambas situaciones y, por lo tanto, la cinética in vitro se puede utilizar como una
aproximacion de la administracion in vivo. La cinética de liberacién in vitro se model6
usando la hipétesis del frente de disolucion-difusion. Este enfoque implica la formacién
de dos regiones dentro de las microparticulas cuando estin expuestas a un entorno
acuoso: una region donde las moléculas de progesterona disueltas y no disueltas estdn
en equilibrio, y una segunda regién donde solo se presentan las moléculas disueltas. La
interfaz entre ambas regiones a menudo se denomina "frente movil". Este frente avanza
hacia el interior de las microparticulas con el tiempo. En la segunda region, la hormona
difunde siguiendo la segunda ley de Fick hasta alcanzar la superficie de las
microparticulas y posteriormente disolverse en el medio externo. Ademads, a medida que
el frente se mueve hacia adentro, el farmaco se disuelve instantineamente. Por lo tanto,

se puede proponer el siguiente balance de masa:
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oC_ D a(zac)

o 7 ol o

S<r<R (6.4)
donde C es la concentracion de progesterona disuelta, D es el coeficiente de difusion
efectivo de la progesterona, S es la posicion del frente mévil de disolucion-difusion y R
es el radio de las microparticulas de quitosano. Se consideran sink conditions y volumen
infinito del medio de liberacion, que definen la condicién de frontera en r = R. Por otro

lado, dado que el frente separa la region donde estd presente el farmaco no disuelto, la

concentracion debe ser igual a la concentracion de saturacion en r = S:

C=0 r=R

6.5
C=C, r=S ©)

donde Cs es la concentracion de saturacion del farmaco en el polimero. La posicién del
frente moévil estd determinada en cada momento por el balance de masa a cada lado del

frente:

_paC

oS
A-c)2 - p&
( S) Ot or |s

(6.6)
donde A es el contenido inicial de progesterona en las microparticulas. La Ec. 6.4 se
resolvid utilizando un método de diferencias finitas de segundo orden para discretizar la
coordenada espacial y el esquema de Crank-Nicolson para las derivadas temporales.
Esta ecuacién se combina con la Ec. 6.6 pero se resuelven secuencialmente en cada paso
de tiempo para desacoplarlas. El sistema de ecuaciones se implementé en una rutina
MatLab®. El tiempo de cdlculo tipico fue menos de 1 minuto por simulacién.
Finalmente, la fraccion de farmaco liberado (L) se obtiene del perfil de concentracion

del fairmaco mediante integracién numérica:

sY 3%,
L:I—{(E)-+AR3£?rch} (6.7)

La cinética del metabolismo in vivo de la progesterona se puede modelar mediante la

ecuacion de Hill (Mariano y col., 2010):

ac, 1 v,c/ 65
iV, (K'+C.") '
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donde C; es la concentracidon de progesterona en plasma, V. es el volumen total de
distribucién de la hormona, V,, es la velocidad maxima de metabolizacion, K es una
constante que incluye los factores de interaccion, y h es el coeficiente de Hill. Se
inform6 un metabolismo de la progesterona catalizado por enzimas, que involucra sitios
cooperativos de unién al sustrato que producen una curva de saturacién sigmoidal que
es descrita por la ecuacion de Hill (Mariano y col., 2010).

Finalmente, la concentracién plasmdtica de progesterona en animales puede
predecirse combinando ambos tipos de pardmetros en una sola ecuacion derivada de un
balance de masa global:

@:%%_L—Vm th (6 9)
diV, di V, (K'+C) '
donde M)y es la masa inicial de progesterona inyectada. La Ec. 6.9 se implemento en una
rutina MatLab® y se resolvié utilizando la funcién MatLab® ode23. El tiempo de

calculo tipico fue menos de 1 minuto por simulacion.
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6.3 Resultados y discusion

En primer lugar se caracteriz6 el quitosano mediante la determinacion del grado de
desacetilacion y del peso molecular del polimero. Para determinar el grado de
desacetilacion se realizaron titulaciones conductimétricas de una solucién de quitosano.
En la Fig. 6.2 se muestra una curva de titulacién, en la cual se pueden observar tres
segmentos de rectas: el primer segmento (A-B) corresponde a la neutralizacién del HCI1
en exceso, el segundo segmento (B-C) corresponde a la neutralizacién de los grupos
amonio del quitosano y el tercer segmento (C-D) al exceso de base. Los dos puntos de
estequiometria se encuentran dados por la interseccion de las tres rectas, y la diferencia
de volumen anadido entre dichos puntos corresponde al volumen de base requerida para

neutralizar los grupos amonio. El grado de desacetilacion calculado fue de 92%.
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Figura 6.2: Curva de titulacién conductimétrica del quitosano.

En la Fig. 6.3 se muestra la DPM del quitosano obtenida por SEC. Los valores
calculados de peso molecular promedio en nimero y en peso fueron de 26385 y 63973 g
mol’!, respectivamente. El valor del indice de polidispersidad fue de 2,42. En la Fig. 6.3
se muestra ademds la distribucion de pesos moleculares de las microesferas de
quitosano luego de su preparacion. Los valores calculados de peso molecular promedio
en niimero y en peso fueron de 24116 y 61008 g mol™!, respectivamente. El valor del
indice de polidispersidad fue de 2,53. Al comparar ambas distribuciones, se puede
observar un pequefio desplazamiento de la DPM de las microesferas de quitosano hacia

menores valores de pesos moleculares respecto del quitosano original. A partir de este
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resultado, se puede inferir que el proceso de sintesis de las microesferas no generé una

degradacion significativa del polimero.
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Figura 6.3: Distribuciones de pesos moleculares del quitosano y de las microesferas de quitosano.

El proceso de secado por atomizaciéon se ve afectado por diferentes variables
operacionales, tales como la temperatura de entrada, el caudal de la solucién de
polimero y el caudal de aire de secado. En este sentido, se ensayaron diferentes caudales
de la solucién de polimero y del aire de secado para estudiar su efecto sobre el

rendimiento de microparticulas.
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Figura 6.4: Efecto del caudal de la solucién de polimero y del aire de secado sobre el rendimiento de

microparticulas.
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En la Fig. 6.4a se puede obsevar que el rendimiento de microparticulas aumenta a
medida que se incrementa el caudal de la solucién de quitosano hasta que se alcanza un
maximo y luego disminuye. Si el caudal de la solucién de polimero es demasiado alto
en comparacion con el caudal de aire, la solucién no puede secarse completamente y el
rendimiento disminuye debido a pérdidas de material himedo que no es recolectado.
Por otro lado, el rendimiento aumenta a medida que se incrementa el caudal de aire de
secado (Fig. 6.4b), ya que permite secar una mayor cantidad de particulas. Por lo tanto,
la condicién de secado seleccionada para este sistema fue la siguiente: caudal de

'y caudal de aire de 0,19 m® min'. La

soluciéon de quitosano de 3,4 mL min
temperatura de entrada fue de 170 °C. Esta condicién permitié obtener un mayor
rendimiento del proceso y microparticulas completamente secas.

Como la progesterona presenta una baja solubilidad en medio acuoso, se afiadié
Tween 80 a las formulaciones de quitosano para incrementar la solubilidad de la
hormona. En la Fig. 6.5 se muestra el efecto de la concentracion de agente surfactante
sobre la solubilidad de la progesterona. En la solucién de quitosano sin el agregado de
Tween 80, la solubilidad de la hormona fue de 0,056 + 0,022 mg mL"'. A medida que
aumenta el contenido de agente surfactante (0,1-10,0% p/v), se observa un incremento
en la solubilidad de la progesterona (0,059 + 0,031 mg mL™"! - 0,698 + 0,040 mg mL"!).
Sin embargo, una alta concentracion de Tween 80 genera soluciones altamente viscosas
que podrian afectar el proceso de secado. Debido a esto, se selecciond una

concentracion de surfactante de 1% p/v en las formulaciones de quitosano para

posteriores ensayos.
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Figura 6.5: Efecto de la concentracién de agente surfactante sobre la solubilidad de la progesterona en las

formulaciones.
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Se estudi6 el efecto de los factores de formulacién sobre el tamafio de particula. Para
ello se evaluaron diferentes concentraciones de quitosano, Tween 80, TPP vy

progesterona. Los resultados se presentan en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. Efecto de los factores de formulacién sobre el tamaiio de particula y el grado de esfericidad.

Carga de progesterona

0% plp 20% plp
Factor Nivel Dp (um) RA Dp (pm) RA
Concentracién de 1,00 3,66+ 1,42 0,86 + 0,09 3,13+ 1,08 0,81 + 0,04
quitosano (% p/v) 421+193 0.84 + 0,06 443137 0.82 + 0,06
0.00 4,68 + 1,90 0.72 + 0,04 3,53+ 1,36 0.73 + 0,06
Concentracion de
Tween 80 0.10 459 + 1,88 0,74 + 0,08 321+ 1,08 0,79 + 0,04
(% p/V)
1,00 3,96 + 1,34 0,81 + 0,04 3,18 + 1,32 0,85 + 0,04
0,00 3,66+ 1,42 0,92+0,11 2,96+ 124 0,90 + 0,08
0,05 3,95+ 1,78 0,89 + 0,06 3,56 + 1,01 0,84 +0.10
Contenido de PP 0+10 459 + 1,88 0.82 + 0,05 321+ 1,08 0.79 + 0,06
(ggh 0.15 472+ 1,71 075+0,11 483+ 1,98 075 + 0,05
0.30 463+ 1,58 0,60 + 0,09 3,74 +125 0,61 0,05
0.50 480+ 197 0.54 + 0,07 ; ;

Para estudiar el efecto de la concentracién de quitosano se prepararon microparticulas
no entrecruzadas sin la adicién de surfactante. El tamafio medio de particula aumenta a
medida que la concentracion de quitosano se incrementa de 1 a 2% p/v, sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (t-test, p > 0,10). La misma
tendencia se observéd para las particulas con progesterona. Para estudiar el efecto del
agregado de Tween 80, se prepararon microparticulas empleando una soluciéon de
quitosano 1% p/v y 0,10 g ¢! de TPP. El didmetro medio de las particulas disminuye a
medida que la concentraciéon de surfactante aumenta de 0 a 1% p/v, sin embargo, las
diferencias no fueron estadisticamente significativas (t-test, p > 0,10). La misma
tendencia se observé para las particulas con progesterona. Finalmente, para estudiar el
efecto de la concentracion de TPP se prepararon microparticulas empleando una

solucion de quitosano 1% p/v y 0,10% p/v de Tween 80. No se detectd una tendencia
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clara para el didmetro medio de particula a medida que aumenta el contenido de TPP,
tanto para las microparticulas que contienen la hormona como para las que no. Los
resultados sugieren que los factores de formulacion no tienen un efecto significativo
sobre el didmetro de particula bajo las condiciones estudiadas. El tamafio de particula se
encuentra determinado principalmente por la boquilla de atomizacién empleada.

Por otro lado, en la Tabla 6.1 se muestra ademads la relaciéon de aspecto (RA) de cada
formulacién. Este pardmetro oscila entre 0 y 1. Cuando es igual a 1, la particula es
completamente esférica. A medida que el valor se aleja de 1, el grado de esfericidad

disminuye.

Figura 6.6: Efecto del contenido de TPP sobre la esfericidad y morfologia de las microparticulas.
Micrografias dpticas: (a) Microparticulas no entrecruzadas; (b) Microparticulas entrecruzadas con TPP
(0,10 g g"; (c) Microparticulas entrecruzadas con TPP (0,30 g g'). Micrografias de SEM: (d)
Microparticulas no entrecruzadas; (e) Microparticulas entrecruzadas con TPP (0,10 g g); (f)

Microparticulas entrecruzadas con TPP (0,30 g g!)

Los resultados sugieren que la concentracion de quitosano y el contenido de
progesterona no tienen un efecto significativo en la esfericidad (t-test, p > 0,10). Sin
embargo, la RA aumenta a medida que la concentracion de Tween 80 se incrementa de
0 a 1% p/v (t-test, valor p < 0,10), lo que significa que el surfactante tiene un efecto
positivo sobre la esfericidad, posiblemente afectando la tension superficial de las gotas.

Este efecto también se observd para las particulas que contienen la hormona. Por el
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contrario, la RA disminuye a medida que el contenido de TPP aumenta de 0 a 0,5 g g'1
(t-test, p < 0,10), lo cual indica que la concentracion de entrecruzanete tiene un efecto
negativo sobre la esfericidad. Esto podria deberse a la formacién de interacciones
i6nicas entre la TPP y el quitosano que confieren rigidez a la particula durante el
proceso de secado, lo cual afecta su morfologia. Este efecto también se observo para las
particulas que contienen la hormona. En la Fig. 6.6 se muestran las micrografias
obtenidas por SEM y por microscopia 6ptica de las microparticulas de quitosano no
entrecruzadas y entrecruzadas con TPP. Las microparticulas no entrecruzadas son
esféricas y presentan una superficie lisa. A medida que aumenta el contenido de TPP las
microparticulas se vuelven menos esféricas y presentan una superficie més rugosa.

El potencial Z es una medida de la carga superficial de las particulas en suspension y
se encuentra relacionada con la estabilidad coloidal. Normalmente, una suspension de
microparticulas con un potencial Z superior a 25 mV o inferior a -25 mV es muy
estable. Por el contrario, las dispersiones con bajo potencial Z tienen mds probabilidad
de agregarse debido a las interacciones de Van Der Waals. En la Fig. 6.7 se presentan
las mediciones de potencial Z de las microparticulas de quitosano en funcién del
contenido de TPP. Las mediciones se realizaron empleando dos condiciones: a pH 4
para simular el entorno 4cido del estomago y a pH 7,4 para simular las condiciones
fisiolégicas. En medio 4cido, el potencial Z de las microparticulas no entrecruzadas fue
de 73,00 £ 1,29 mV, indicando que las mismas poseen una carga neta positiva como
resultado de la protonacién de los grupos amino. A medida que el contenido de TPP
aumenta de 0,05 g g a 0,30 g g!, el potencial Z disminuye de 65,60 + 2,29 a 38,10 +
1,27 mV, lo que sugiere una neutralizacién de los grupos amino cargados positivamente
del quitosano con los grupos fosfatos cargados negativamente del TPP. A pH 7.4 las
microparticulas de quitosano no entrecruzadas tienen un potencial Z de -0,61 + 0,12
mV. Este potencial cercano a cero sugiere que las microparticulas son neutras
posiblemente porque los grupos amino no estdn protonados en esta condicion. No se
observé una tendencia clara en el potencial Z de las particulas cuando se incrementa el
contenido de TPP a pH 74. Esto podria deberse a que las dispersiones de
microparticulas se neutralizaron con NaOH para ajustar el pH del medio a 7,4
previamente a las determinaciones. En esta condicion final, las particulas no tienen
carga y la variacion observada en los valores de potencial Z podria deberse al error
experimental en la preparacion de las muestras. Todos los valores de potencial Z a pH 4

son superiores a 25 mV, lo que sugiere que las dispersiones de microparticulas son muy
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estables. Por el contrario, los valores mds bajos a pH 7,4 indican mayor inestabilidad
con posibilidad de agregacién de particulas. Sin embargo, la agregacion de particulas no
fue observada debido posiblemente a la incorporaciéon de Tween 80 en las
formulaciones, el cual es un tensioactivo no idnico que permite estabilizar las
dispersiones sin modificar la carga superficial de las particulas y, por tanto, su potencial
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Figura 6.7: Mediciones de potencial Z de las microparticulas de quitosano con diferente contenido de

TPPapH4y74.

En la Fig. 6.8 se presentan los espectros de FT-IR de las microparticulas con diferente
contenido de TPP. Las microparticulas se lavaron con agua ultrapura antes del andlisis
para eliminar el posible exceso de TPP sin interaccionar con el polimero. En las
microparticulas de quitosano-TPP, se puede observar un ensanchamiento de la banda
del grupo O-H a 3424 cm’, lo cual indicaria una mayor interaccién por puentes de
hidrégeno. Los resultados muestran que la sefial correspondiente a 892 cm!, atribuida al
estiramiento asimétrico P-O-P, aumenta en intensidad a medida que se incrementa el
contenido de TPP. Esta sefial indica la presencia de grupos fosfato en las particulas de
CHT-TPP. Ademas, normalmente el grupo fosfato presenta una banda caracteristica
fuerte a 1050-1100 cm!. Sin embargo, esta banda puede haberse desplazado hacia una
menor frecuencia de vibracién por un efecto inductivo donante del nitrégeno de los

grupos amino sobre el grupo fosfato. Por lo tanto, se puede inferir que las diferencias
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observadas se deben principalmente a la interaccién idnica entre las moléculas de CHT
y TPP.
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Figura 6.8: Espectros de FT-IR de las microparticulas de quitosano no entrecruzadas y entrecruzadas.

La Fig. 6.9 presenta el efecto del contenido de TPP sobre la eficiencia de la
encapsulacion de la progesterona. El porcentaje de hormona entrampada en las
microparticulas no entrecruzadas fue de 74,97 + 4,75%. A medida que el contenido de
TPP aumenta de 0,05 a 0,15 g g’!, el rendimiento medio de la encapsulacién disminuye
de 70,32 + 4,63 a 65,14 = 197%. Sin embargo, las diferencias no fueron
estadisticamente significativas (t-test, p > 0,10). Con 0,30 g g, el porcentaje
encapsulado fue de 69,53 + 6,66%. Los resultados sugieren que el contenido de TPP no

tiene un efecto significativo sobre la eficiencia de encapsulacion de la progesterona.
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Figura 6.9: Efecto del contenido de TPP sobre la eficiencia de encapsulacion de la progesterona.

En la Fig. 6.10 se presentan los resultados de los estudios de DSC. Se puede observar
un pico endotérmico correspondiente a la fusion de los cristales de progesterona a los
130 °C aproximadamente. Se encuentra reportado que la progesterona puede existir en
dos formas cristalinas (polimorfos): la forma o que es termodindmicamente més estable
y tiene un punto de fusién de 129-131 °C y la forma 3 que tiene un punto de fusién de
121-123 °C (Kang y col., 2014; Rosilio y col., 1998). A partir de los resultados
presentados en la Fig. 6.10 se puede concluir que los cristales de progesterona
corresponden a la forma o. Las microparticulas no entrecruzadas y entrecruzadas con
TPP muestran un pico endotérmico alrededor de los 127 °C, lo cual indica que los
cristales de progesterona formados durante la preparacion de las microparticulas
también corresponden a la forma a. Se observo una ligera diferencia en la temperatura
del pico de fusién correspondiente a la progesterona pura y a la progesterona
encapsulada, debida posiblemente a interacciones de la droga con la matriz polimérica.
Las microparticulas que no contienen progesterona no presentan ningun pico de fusién
en este intervalo de temperaturas. A partir de los termogramas es posible observar que
s6lo una fraccién de la hormona se encuentra en estado cristalino en el interior de las
microparticulas, encontrdndose predominantemente en estado amorfo. El pico presente
a los 90-110 °C corresponde a la evaporacion de las moléculas agua absorbidas en las

microparticulas.
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Figura 6.10: Termogramas de DSC de la progesterona y de las microparticulas de quitosano: (a)
progesterona; (b) Microesferas no entrecruzadas sin progesterona; (c) Microesferas no entrecruzadas
conteniendo progesterona; (d) Microesferas entrecruzadas con TPP (0,10 g g*!) conteniendo progesterona;

(€) Microesferas entrecruzadas con TPP (0,30 g g*!) conteniendo progesterona.

Para determinar las condiciones experimentales de los ensayos de liberacién in vitro
se evaluaron diferentes métodos de dispersion y de muestreo. Los resultados se

presentan en la Fig. 6.11.
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Figura 6.11: Perfiles de liberacion in vitro de progesterona a partir de microesferas de quitosano
entrecruzadas con TPP (0,30 g g') empleando diferentes condiciones de dispersién y muestreo. (a)
Dispersién por sonicacién y muestreo con centrifugacion; (b) Dispersién por sonicacién y muestreo sin
centrifugacion; (c) Dispersion sin sonicacién y muestreo sin centrifugacién; (d) Dispersion sin sonicacién

en bolsa de didlsis y muestreo sin centrifugacion.
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Al utilizar la sonicacién para dispersar las microparticulas se observé una liberacion
inicial rdpida de progesterona (alrededor del 80-85%), mientras que para las
microparticulas no sonificadas este valor fue de aproximadamente 10-20%. La
sonicacién provoca fuertes vibraciones que alteran la aglomeracién de las particulas
pero al mismo tiempo aumentan la liberacion de la droga acelerando su difusién hasta la
superficie de las microparticulas. Por lo tanto, para los ensayos posteriores se emple6 la
dispersion sin sonicacién. Por otro lado, una velocidad de agitaciéon de 50 rpm fue
suficiente para mantener las microparticulas bajo movimiento constante y suave durante
los ensayos de liberacion, permitiendo que las microparticulas estuvieran confinadas al
tercio inferior del recipiente de liberacion. Esta condicién permitié tomar muestras del
tercio superior, sin necesidad de centrifugar el sistema para separar las microparticulas
del medio de liberacion. Con el fin de comprobar la posible remocion de
microparticulas durante el muestreo, se realiz0 un ensayo utilizando una bolsa de
didlisis para confinar las microparticulas. El uso de la bolsa de didlisis asegura que no se
retiren microparticulas del medio de liberacion al realizar el muestreo. Los resultados
mostraron una cinética de liberacion similar tanto para los ensayos donde se utilizd
bolsa de dialisis como en los ensayos realizados sin bolsa de didlisis. Este resultado
sugiere que no se removieron microparticulas durante el muestreo en los ensayos
realizados sin bolsas de didlisis. Por lo tanto, se adopt6 el muestreo sin centrifugacion
para los ensayos posteriores.

Una vez establecidas las condiciones experimentales de liberacion, se llevaron a cabo
los ensayos de liberacion in vitro de progesterona a partir de las microparticulas de
quitosano entrecruzadas y no entrecruzadas en los diferentes medios. Los resultados se
presentan en la Fig. 6.12.

La cinética de liberacion presenta un perfil bifasico. Se puede observar una répida
liberacion de la hormona (efecto “burst”) durante las primeras horas del ensayo, seguida
por una fase de liberacion lenta. Durante la fase de liberacion “burst”, los fendmenos
predominantes son la difusién y la disolucién de la hormona localizada en la region
superficial de las microparticulas y el hinchamiento de la matriz polimérica. En la
segunda fase, el hinchamiento de la matriz alcanza un equilibrio y la liberacion es
controlada principalmente por la difusién de la hormona en la matriz polimérica. A pH
4, las microparticulas presentan cadenas poliméricas cargadas positivamente y la
repulsion electrostatica entre ellas genera matrices con un alto grado de hinchamiento y

poros de gran tamano. Por lo tanto, la hormona es liberada mas rapidamente. A pH 7,4,
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las microparticulas poseen cadenas poliméricas con cargas cercanas a la neutralidad,
dando como resultado un menor hinchamiento de la matriz. Se observé una velocidad

de liberaciéon mds lenta durante la fase “burst” a pH 7,4 en comparacion con la

observada a pH 4.,0.
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Figura 6.12: Perfiles de liberacién in vitro de progesterona a partir de microesferas de quitosano en

diferentes condiciones de pH. (a) pH 4,0; (b) pH 7,4.

A partir de la Fig. 6.12, se puede observar que las microparticulas no entrecruzadas
presentaron el perfil de liberacion mds rdpido en ambas condiciones de pH. La
velocidad de liberacién de progesterona desde las microesferas de quitosano-TPP
depende del grado de entrecruzamiento de la matriz polimérica, el cual aumenta con el
contenido de TPP. A medida que el contenido de TPP se incrementa de 0,05 g ¢! a 0,30
g g, la liberacién de la hormona se llevé a cabo mdas lentamente. Esta tendencia se
observo para ambos medios de liberacion.

Se desarrollé6 un modelo matemadtico para predecir la concentraciéon plasmética de
progesterona en animales. El modelo requiere dos tipos de parametros de entrada. El
primer grupo se refiere a la formulacién y comprende el didmetro de particula (d), el
contenido inicial de progesterona (A), la solubilidad de la hormona en la matriz
polimérica (Cs), el coeficiente de difusion efectivo de la hormona en la matriz
polimérica (D) y la cantidad de hormona inyectada en animales (Mi,). El segundo
grupo se refiere al metabolismo de la progesterona en el cuerpo del animal que
generalmente se explica por la ecuacién de Hill y comprende todos sus pardmetros

farmacocinéticos. La informacion de la formulacién se puede obtener directamente
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durante la preparacion, excepto por el coeficiente de difusién efectivo que se estima
mediante métodos numéricos a partir de la cinética de liberacién in vitro. La
informacion sobre el metabolismo in vivo se obtiene de un estudio independiente donde
la progesterona dispersada en solucidn salina estéril se administra por inyeccion en el
cuerpo del animal y se mide la concentracién plasmdtica a lo largo del tiempo. En este
experimento se determinan los pardmetros farmacocinéticos de la ecuacion de Hill.
Estos pardmetros dependen de la especie animal y, por lo tanto, deben determinarse para
cada tipo de animal utilizado.

Con el fin de validar el modelo matemadtico, se predijo la concentracion plasmdtica de
progesterona en conejos después de la administracién de dos tipos de microparticulas
entrecruzadas con glutaraldehido (GTA). Los resultados se presentan en la Fig. 6.13.
Los experimentos in vitro e in vivo fueron reportados por Jameela y col. (1998) para
microparticulas de quitosano-GTA y por Latha y col. (2000) para microparticulas de
caseina-GTA. La informacién sobre las formulaciones se obtuvo directamente de estos
trabajos, excepto por el coeficiente de difusion efectivo que se estim6 a partir del ajuste
de los perfiles de liberacién in vitro, siendo 0,27 10 cm? s y 5,62 10° cm? s”! para las
microparticulas de quitosano-GTA y caseina-GTA, respectivamente. La Fig. 13a
muestra los resultados de ajuste. El factor de diferencia (f1) y el factor de similitud (f2)
se usaron para medir cuantitativamente el ajuste del modelo a los datos experimentales
para cada formulacion. El factor f; mide el porcentaje de error entre dos curvas en todos
los puntos de tiempo, mientras que f> es una transformacion logaritmica de la suma de
cuadrados de los errores entre ambas curvas en todos los puntos de tiempo. El
procedimiento para calcular estos factores se encuentra reportado en la literatura (Costa
y col., 2001; Pillay y col., 1998, Moore y col., 1996). El factor {1 es cero cuando los
perfiles de prueba y de referencia son idénticos y aumenta proporcionalmente con la
disparidad entre ellos. El f> es 100 cuando los perfiles de prueba y de referencia son
idénticos y tiende a 0 a medida que aumenta la disimilitud. Por lo general, los perfiles
con valores de fi inferiores a 15 (0-15) y valores de f> superiores a 50 (50-100) se
pueden considerar iguales. Se obtuvieron los valores de f1 = 6,81 y f2 = 63,92 para las
microparticulas de quitosano-GTA, y f1 = 1,77 y f2 = 81,95 para las de caseina-GTA.
Ademads, la Fig. 6.13a presenta el ajuste del modelo obtenido para la liberacién in vitro
desde las microparticulas de quitosano entrecruzadas con TPP 0,30 g g'!. El coeficiente

de difusién efectivo fue D, = 0.95 10 cm? s™! y se obtuvieron valores de f; = 6.08 y f> =
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67,97. A partir de estos resultados, se puede concluir que el modelo matemético

presenta un muy buen acuerdo con los datos experimentales de liberacién in vitro.
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Figura 6.13: Resultados de simulaciéon de modelo. a) Perfiles de liberacion in vitro de progesterona a

partir de microesferas de quitosano y caseina; b) Concentracién plasmadtica de progesterona en conejos.

Los datos sobre el metabolismo de la progesterona en conejos se obtuvo de Jameela y
col. En este trabajo, se inyectaron 10 mg de progesterona por via intramuscular en los
animales y se determiné la concentracién plasmdtica durante varios dias. A partir de
estos datos se estimaron los pardmetros farmacocinéticos de la ecuacion de Hill
mediante andlisis de regresién no lineal, siendo Vi = 397,73 L, V,» = 0,003 mg min™!' kg"
I, K=2,63ngmL"! kg!yh =265 Usando estos valores, se predijo la concentracién
plasmdtica después de la administracion de progesterona dispersada obteniendo
resultados excelentes como se puede observar en la Fig. 6.13b (progesterona libre, f1 =
5,40, f2 = 98,65). Usando los pardmetros de formulacién y metabolismo se predijeron
las concentraciones plasmadticas en conejos después de la administracion de las
microparticulas de quitosano-GTA y caseina-GTA. El valor de M;,; fue de 10 mg para
ambas formulaciones. Los resultados se presentan en la Fig. 6.13b. Se obtuvieron
buenos resultados, siendo f1 = 7,50 y 2 = 92,48 para las microparticulas de quitosano-
GTA, y f1 = 8,67 y f» = 98,21 para las de caseina-GTA. Por lo tanto, se puede concluir
que el modelo permite predecir con precision los niveles in vivo de progesterona.

Una vez validado, el modelo se usé para predecir las concentraciones plasmaticas en
el ganado luego de una administracion tedrica de las microparticulas de quitosano-TPP.

Para todas las simulaciones, el valor de C; fue de 0,109 mg cm™ (determinado
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experimentalmente) y D, fue de 0,95 x 10 cm? s™! (estimado previamente a partir de la
cinética de liberacion in vitro). Los parametros farmacocinéticos de la ecuacion de Hill
se extrajeron de Mariano y col. (2010). En este trabajo, los autores evaluaron el
metabolismo de la progesterona en bovinos después de la inyeccién de hormona
dispersada obteniendo los siguientes valores: Vy =537 L, V,, = 0,008 mg min’! kg'l, K=
0,115 ng mL! kg! y h = 2,08. Los otros parimetros del modelo se variaron
arbitrariamente para estudiar sus efectos sobre los niveles plasmaticos: d = 10-100 pum,
A =0,06-0,15 g g y Mi,; = 50-250 mg. Los limites superiores de M, se adoptaron de
acuerdo con lo informado en la literatura (Mariano y col., 2010; Turino, 2012). En estos
trabajos, los autores analizaron el contenido residual de progesterona en dispositivos
CIDR vy la eficiencia de absorcion en la circulacion sistémica, concluyendo que 250 mg
de hormona deberian ser suficientes para mantener los niveles plasmaéticos dentro del
rango terapéutico para la sincronizacion del ciclo estral. Los resultados de la simulacién
se presentan en la Fig. 6.14. Como se puede observar, la liberaciéon es mds lenta a
medida que aumenta el tamafo de particula, lo que permite mantener la concentracion
plasmdtica durante periodos mds largos. Ademds, el aumento del contenido inicial
también permite extender el tiempo de liberacion. Finalmente, a medida que aumenta la
masa de particulas administradas, los niveles en plasma también aumentan. Sin
embargo, el tiempo de liberacion es el mismo ya que las formulaciones tienen la misma
composicion. Por lo tanto, el tiempo de liberacion puede ajustarse principalmente
mediante el tamafio de particula y el contenido inicial de droga, y la concentracion
plasmatica puede controlarse modificando la cantidad de particulas administradas.
Usando el modelo matemético, se pueden preparar formulaciones optimizadas para
administrar progesterona de acuerdo con el tiempo y la dosis deseada.

Para la terapia de sincronizacién del estro, las microparticulas se deben dispersar en
una solucion acuosa estéril y se deben inyectar por via transdérmica o intramuscular en
los animales para liberar la progesterona de manera sostenida durante 5-8 dias y luego la
liberacion debe finalizar rapidamente. Utilizando el modelo presentado en este trabajo,
se puede encontrar una formulacién 6ptima ajustando el tamafio de particula, el
contenido de progesterona y la cantidad inyectada para obtener una concentracion
plasmadtica superior a 2 ng mL"' durante el tiempo requerido. El uso del modelo
matematico permite reducir el tiempo, el esfuerzo y la cantidad de experiencias

practicas necesarias para desarrollar una formulacion. Esto no solo representa un ahorro
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econdmico, sino que también minimiza la experimentacién con animales que se desea

desde un punto de vista ético.
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Figura 6.14: Predicciones tedricas del modelo sobre la liberacion in vitro e in vivo de progestona a partir
de las microparticulas de quitosano-TPP. a) Efecto del tamafio de particula; b) Efecto del contenido

inicial de progesterona; c) Efecto de la cantidad de microparticulas inyectadas.
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6.4 Conclusiones

En este capitulo se estudié la encapsulacion y liberacion controlada de progesterona a
partir de microparticulas de quitosano entrecruzadas con TPP. Las microparticuas se
obtuvieron por el método de secado por atomizacion. El tamafio medio de las particulas
oscild entre 3 y 5 um. El tamafio de las microparticulas no se vio afectado por los
parametros de formulacién. Sin embargo, la esfericidad de las particulas aumenté con el
contenido de Tween 80 y disminuy6 con el contenido de TPP. El potencial Z de las
microparticulas a pH 4 disminuy6 con el grado de entrecruzamiento debido a la
neutralizacion de los grupos amino y a pH 7.4 las particulas presentaron una carga
cercana a la neutralidad. Se obtuvieron eficiencias de encapsulacion de 69-75%
aproximadamente, y los estudios de DSC demostraron que parte de la hormona se
encuentra en estado cristalino en el interior de la matriz polimérica. El analisis FT-IR
sugirid una interaccion idnica entre los grupos amino cargados positivamente del
quitosano y los grupos fosfato cargados negativamente del TPP. Los estudios de
liberacién in vitro demostraron que los perfiles de liberaciéon presentan dos fases:
“burst” y controlada por difusion, siendo la liberacion de progesterona mds rdpida a pH
bajo y en microparticulas no entrecruzadas. Este hecho ofrece la posibilidad de utilizar
microparticulas de quitosano en terapias de liberacion rdpida y de liberacién sostenida.
Las velocidades de liberacion pueden manipularse para conseguir niveles adecuados del
principio activo de acuerdo con la terapia requerida. Para la progesterona, la liberacion
sostenida es la eleccion principal. Sin embargo, algunos principios activos requieren una
liberacién rdpida para conseguir una alta concentraciéon de droga en tiempos cortos,
tales como los empleados en terapias oncogénicas.

Se desarroll6 un modelo matematico para predecir la concentraciéon plasmatica de
progesterona en animales. El modelo fue validado utilizando datos experimentales
reportados por diferentes autores. Se obtuvo un muy buen acuerdo entre los datos
simulados y los datos experimentales para los niveles de progesterona en conejos. El
modelo también se usé para predecir niveles plasmaticos en bovinos después de una
administracion tedrica de microparticulas de quitosano entrecruzadas con TPP. Los
resultados mostraron que la extension de la liberacién depende principalmente del
tamafio de particula y del contenido inicial de la hormona, mientras que la cantidad
inyectada afecta la concentracion plasmética pero no altera el tiempo de liberacion. El

modelo se puede utilizar para optimizar formulaciones basadas en microparticulas con
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el fin de obtener perfiles de liberacién predeterminados y con minima experimentacién

en animales.
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Conclusiones finales y perspectivas futuras
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Con el fin de mejorar la eficiencia reproductiva y, por tanto, la rentabilidad de un
establecimiento agropecuario, los sistemas de liberacién controlada de progesterona
constituyen una herramienta prometedora para la sincronizacién del celo en el ganado
bovino. Los protocolos de sincronizacién incluyen la administraciéon de progesterona
exdgena durante 5-8 dias de una manera controlada. Varios sistemas de liberacion de
progesterona estdn disponibles comercialmente, sin embargo, se encuentran basados
principalmente en polimeros no biodegradables, usualmente siliconas. Esto genera
cierta preocupacion relacionada principalmente con la acumulacién y deposicién de
dispositivos usados, y la manipulacién excesiva de animales debido a la necesidad de
remocion del dispositivo. Por lo tanto, resulta de especial interés el desarrollo de
sistemas biodegradables de liberacién controlada de progresterona. Para este fin, en el
presente trabajo de tesis se evaluaron diferentes materiales poliméricos biodegradables
para la obtencion y caracterizacion de microparticulas por diferentes técnicas.

Las microparticulas de PLGA se han estudiado ampliamente como sistemas de
liberacion controlada de drogas, incluyendo la de progesterona. En el presente trabajo,
se desarrolld6 un modelo matematico que permite predecir la degradacion hidrolitica
homogénea de microesferas de PLGA con un didmetro medio menor a 10 um, en las
cuales los fendmenos difusivos son despreciables. El modelo tiene en cuenta el efecto
autocatalitico de los grupos carboxilicos y la composicién del polimero sobre la
velocidad de degradacién del mismo y permite estimar las evoluciones de pesos
moleculares medios, pérdida de masa, concentraciones de enlaces éster y el perfil de pH
durante el proceso de degradacion. El modelo permitié predecir adecuadamente el
efecto de la composicion del copolimero y el peso molecular sobre la velocidad de
degradacién de la matriz polimérica.

El modelo anterior fue extendido a fin de considerar la degradaciéon hidrolitica
heterogénea de microesferas de PLGA. En este sentido, se prepararon microesferas de
PLGA con diferentes tamafios por el método de evaporacion/extraccion de solvente y se
caracteriz0 su degradacién en buffer PBS. El modelo se utiliz6 para estimar las
evoluciones de pesos moleculares medios, distribuciones de pesos moleculares, pérdida
de masa y cambios morfolégicos de las microparticulas asociados al efecto
autocatalitico durante la degradaciéon. Ademads, el modelo se empled para estudiar el
efecto del tamaiio de particula y el peso molecular sobre la velocidad de degradacion.
Dicho modelo puede utilizarse para disefiar un sistema de liberacién controlada de

farmacos basado en microparticulas con un tiempo de degradacién preespecificado.

151



El modelo de degradacion heterogénea de microesferas de PLGA fue posteriormente
extendido a fin de incorporar la disolucién y el transporte de la droga intraparticula.
Para este propdsito, se prepararon microesferas de diferentes tamanos por el método de
evaporacion/extraccion de solvente y por microfluidica, y se estudié la liberacion in
vitro de progesterona. Los perfiles de liberacion de la droga mostraron una dependecia
con el tamafo de particula. Las microparticulas con un tamafio inferior a 70 um
presentaron dos fases de liberacion: burst y controlada por difusidén, mientras que las
particulas de mayor tamafio presentaron tres fases de liberacion: burst, controlada por la
difusion y controlada por la degradacion de la matriz polimérica. A su vez, las
microparticulas obtenidas por microfluidica presentaron una mayor reproducibilidad en
los perfiles de liberacion debido a la estrecha distribucion de tamafios de las particulas.
El modelo desarrollado permite relacionar la variacion del coeficiente de difusion de la
droga con la evolucion de pesos moleculares de la matriz polimérica a fin de considerar
los cambios morfoldgicos en las particulas durante la degradacion. Los resultados de
simulacién mostraron una muy buena concordancia con los resultados experimentales.

Se estudié la sintesis de microgeles monodispersos de dcido hialurénico para la
liberacién controlada de progesterona. En particular, el método empleado permite
encapsular nanogotas de aceite que contienen progesterona de manera controlada en el
interior de particulas de microgeles hidrofilicos. La estrategia de sintesis se basa en la
microfluidica, la cual ofrece un control preciso para la formacién de una emulsién doble
y permite la fotopolimerizaciéon en linea de los microgeles. Se caracterizd la
degradacion enzimdtica de los microgeles por hialuronidasas, que se encuentran
presentes in vivo, y se demostré que puede ser utilizada para provocar la liberacion de
progesterona a partir de microgeles. Esta metodologia puede aplicarse a una amplia
gama de farmacos hidrofébicos, tales como aquellos empleados en terapias oncoldgicas.
El procedimiento de sintesis puede optimizarse para producir particulas con
caracteristicas fisico-quimicas y estructurales preespecificadas para conseguir un perfil
de liberacién de farmaco deseado.

Se investigo la preparacién de microesferas de quitosano entrecruzadas con TPP para
su aplicacion a la encapsulacion y liberacion controlada de progesterona. Las
microparticulas se obtuvieron mediante la técnica de secado por atomizacion. El tamafio
de las particulas no se vio afectado por los pardmetros de formulacién, sin embargo, las
mismas resultaron mds esféricas al incrementar el contenido de surfactante y al

disminuir el contenido de agente entrecruzante. El potencial Z de las microparticulas
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disminuy6é con el contenido de TPP y resulté ser menor pH neutro debido a la
neutralizacion de los grupos amino del quitosano. Se obtuvieron eficiencias de
encapsulacion de 69-75% aproximadamente, y los estudios de DSC demostraron que la
hormona se encuentra principalmente en estado amorfo en el interior de la matriz
polimérica. El andlisis FT-IR sugiri6 una interaccién iénica entre los grupos amino
cargados positivamente del quitosano y los grupos fosfato cargados negativamente del
TPP. Los estudios de liberacion in vitro mostraron que la liberacién de la hormona fue
mds rdpida a pH bajo y a partir de microparticulas no entrecruzadas. Por lo tanto, es
posible modular la velocidad de liberacién de un principio activo en funcién del grado
de entrecruzamiento de las particulas y el pH del medio para su potencial aplicacién en
terapias de liberacion rdpida y de liberacion sostenida. Ademas, se desarrollé un modelo
matematico para predecir la concentracion plasmdtica de progesterona en animales. El
modelo fue validado utilizando datos experimentales reportados y se usé para predecir
niveles plasmdticos en bovinos después de una administracién tedrica de
microparticulas de quitosano entrecruzadas con TPP. El modelo se puede utilizar para
optimizar formulaciones basadas en microparticulas con el fin de obtener perfiles de
liberacion predeterminados y con minima experimentacion en animales.

Como perspectivas futuras, se propone la realizacién de ensayos de degradacion y de
liberacién de progesterona in vivo con los sistemas propuestos, con el fin de poder

correlacionar los perfiles de degradacion y liberacion in vitro e in vivo.
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Apéndice A: Modelo matematico de la degradacion hidrolitica homogénea de

microesferas de PLGA

A partir del Esquema 2.1 y teniendo en cuenta el efecto catalitico del medio é4cido, se

derivan los siguientes balances de masa:

%{[P”(l,g,c)]V} :_kL,LI[Pn(l»gﬂ:)][HJr]V_kG,G g[P,,(Lg’C)][HJr]V_kL,G C[P,,(l’g’c)][HJr]V _fkd [P”(l,g,c)]4TER2+

m=n+1 \ k=[+1 h=g+1 d=c+]

£y [Z Ky pkIB O+ Y koo pyhIBGHOT+ Y K, o p, dIP(, g,d)]jV

n=1273,..
f=0sin>n,
f=1lsin<n, A.l

donde p; es la probabilidad de ruptura de una cadena con i enlaces éster; n, es la
longitud de cadena critica para la disoluciéon de oligdmeros y ks es la constante de
velocidad de disolucion de los oligdbmeros. Notar que la longitud de cadena n estd
relacionada con el nimero de enlaces éster de la siguiente manera: n =/+ g+ c+ 1. La
generacion de especies de polimero por escision de cadena se modela suponiendo una
distribucion de probabilidad de ruptura uniforme para cada tipo de enlace éster. Para las
especies poliméricas con grupos 4cidos es posible escribir el siguiente equilibrio de

disociacion global:

ka1 — +
P —)T P +H A2

Considerando [P ]=[H "], se deriva el siguiente balance de masa para la especie H*:

d
E{[H*]V} =k [PV —k,[H T’V A3

donde [P] es la concentracion total de polimero, definida como:

PI=3 3 Y SR g.0) A4

n=l =0 g=0 c=0

A partir de las Ecs. A.1 se puede estimar la distribucién de longitudes de cadena en

numero (NCLD) del copolimero:
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S |- EESunw oSS stnww i ST T S5 Sipsnes
& =0 1=0 g=0 =0

1=0 g=0 ¢=0 1=0 g=0 ¢=0 1=0 g=0 ¢ 1=0 g=0 c=0
+ZZZ { > (Z k, poKk[P,(k.g.O1+ Y ko p hIP,(LhOI+ Y kg p(,d[R”(l,g,d)]jV}
1=0 g=0 c=0 | m=n+1 \k=l+1 h=g+1 d=c+l
n=123,..
l,g,c=0,1,2,3,...
f=0sin>n,

f=1sin<n, A5

Multiplicando las Ecs. A.5 por el peso molecular medio de la unidad repetitiva (Mur),

se puede calcular la distribucién de longitud de cadena en peso (WCLD):

df 120 §=0 =0 I:O;, 0 =0 170 g=0 ¢ n 120 §=0 =0 120 §=0 =0
+iii{i (Z k/ L Pk [P (kgC)]+ch ¢ Py [P (L h,0)]+ Z kl 6 Pa [P (lg d)]] :| Uk}
1=0 g=0 ¢=0 | m=n+1 \ k=[+] h=g+1 d=c+]
n=1,273,..
l,g,c=0,1,23,...
f=0sin>n,
f=1sin<n, A.6

donde Myr = xLL M1L + x6-G6 MGG + x1-6 MiL-c. En esta ecuacion, ML, Mc.c and M1.c
son las masas molares de las correspondientes unidades repetitivas y Xr-1, XG-G Y XL-G

representan la fraccion molar de enlaces éster L-L, G-G y L-G, definidas como:

Xy = LBy AT
(Bl 1+[Eg 6 I+[E ]
Yo o= o] A8
[E, L J+[E 1+[E, ]
E
= (Ee.,] A9

[E L1+ [Eg 6 1+[E, ]

Las concentraciones de los enlaces éster se calculan empleando las siguientes

expresiones:

0

E =33 SR g0

M

=1 1=0 g=0 c=0 A.10
E(;f(; :w > S P,, l,g,
[E; ] Z;ZOZ(;g[ (8.0l ALl
B o= S S elP(g.0)]

=0 c=0 A.12

i
T
<)

Los pesos moleculares medios del copolimero se calculan de la siguiente manera:
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[F,(, g.0)] A.13

3
I
I
o

o
I
oS
If
=

0=() ¢

1M
S RENE
[M: LD
[M:| 2D

[P,(L,g.c)l n°M
M, = i

SR g n Ald

c=0

I

It
S}
I
S

n g

La pérdida de masa se puede calcular a partir del siguiente balance de masa total que

considera que la disolucién de las especies de baja masa molar:

dﬂ:—iiii[g(l,g,cnn% k, f4nR? A.l5

dt n=1 1=0 g=0 c=0

donde M es la masa total de la particula.
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Apéndice B: Modelo matematico de la degradacion hidrolitica heterogénea de

microesferas de PLGA

A partir de las Ecs. 4-6, es posible derivar los siguientes balances de masa para cada

especie Pp:
oYyl [ Iyl e L
S — | P D, ok DY S UPIH kg o 2 D D g [PIH 1=k, D > c[PIH ]+
ot ror " or 120 =0 o= 120 =0 c=0 120 =0 o=

VY { > (Z Ky pKIB, U gaol+ Y ko g pyRIB, LT+ S Ky g pdd[a,a,g,d)]j}

k=111 =g+l d=c+1
n=1273,..
n<n, B.1

donde n; es la longitud de cadena critica para la disolucion de los oligomeros, D, es la

difusividad efectiva de las cadenas poliméricas P, y r es la posicion radial dentro de una
microesfera. Notar que la longitud de cadena n estd relacionada con el nimero de
enlaces éster de la siguiente manera:n =1+ g+ c + 1.

Considerando [P"] = [H*], se obtiene el siguiente balance de masa para los protones:

d[H+] +72
=k, [P1—k, [H
0l k, [P1-k,[H"] B2
donde [P] es la concentracion total de polimero, definida como:
[P1=> > > D [R(g0)l
=l 1=0 g=0 c=0 B.3

Con respecto a las condiciones de borde, se aplica la condicién de simetria para la

concentracion de oligémeros en el centro de la microparticula:

@ =0 n<n
or |, ' B4

En la interfase microparticula-medio acuoso, se considera “sink conditions” (Ec.

B.5).

[£.]

=0 n<n, B.5

S

El incremento de la difusividad durante la degradacion estd relacionado con la

evolucion del peso molecular medio en peso a través de la siguiente expresion (Ford y

col., 2011):
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D, =D" {1+[1—MJ(1¢D—I):I n<n,
" " MW([ZO) B6

donde p! es la difusividad inicial de las cadenas poliméricas, M, esel peso molecular

promedio en peso del polimero y kp es un pardmetro de ajuste relacionado a las
difusividades efectivas de las especies poliméricas en solucidn acuosa y en el sélido.
Esta ecuaciéon permite acoplar la evolucién de la porosidad de la particula a la
difusividad efectiva.

A partir de las Ecs. B.1, se puede estimar la distribuciéon de longitud de cadena en

nimero (DLCN) del copolimero:

[CB(Lg.c rdr

fiiiip@&mﬁm 5

n=l =0 g=0 c=0

Multiplicando las Ecs. B.7 por el peso molecular promedio de la unidad repetitiva

(Mur), se puede calcular la distribucion de longitud de cadena en peso (DLCP):

jR[P (g, )My, r*dr
X, =

Z P(l,g,0)lnM, 1’ dr B.8

[

00
n=l [=0 g=0 ¢=0

donde Myr = x1-L M1+ X6-6 MG-G + x1-6 M1-c. En esta ecuacion, M., Mg.c y Mi-G son
las masas molares correspondientes de las unidades repetitivas y xi.L, X6-G Y XL-G

representan la fraccion molar de los enlaces éster L-L, G-G y L-G, dada por:

_ [E, ]
YO[B 1H[Eg G 1+[E, ] B.9
_ [EG—G]
X6 =
[E, , 1+[Eq o1+[E, 4] B.10
_ [Eg. ]
Xi-¢ =
[E,, 1+[Eg 61+[E, ] B.11

Los pesos moleculares medios del copolimero se calculan a partir de las siguientes

expresiones:

LS S R0l M dr
Mn _ n=l1=04=0c=0
DD B IR
n=1 1=0 g=0 ¢=0 B12
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[P, g,0)] (1M, ) r*dr

0
c=0

|
AT mmm

MW

B.13

[P.(I,g.c)lnM, 1* dr

§=0
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