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INTRODUCCION

Los pacientes oncol6gicos estan expuestos a tratamientos como quimioterapia o radiacion que,
frecuentemente, producen efectos secundarios significativos. Un enfoque alternativo es la
administracién de los farmacos en el sitio que dejo la remocién del tumor o, directamente, en el
interior del tumor. De este modo, esta aproximacion terapéutica para combatir tumores soélidos y
prevenir metastasis y recidivas, implica la implantacion de un dispositivo biodegradable cargado
con el/los agentes activos. La liberacién localizada de los farmacos incrementa la concentracion
de los mismos en el sitio de accién, el tiempo de contacto con las células cancerosas y
disminuye la exposicion sistémica y su toxicidad asociada. En este sentido, el grupo de trabajo
prepard y evalué exitosamente in vivo un sistema que consiste en una solucion de polimero
biodegradable que tiene en suspensién particulas que contienen paclitaxel (PTX) (Pesoa y col.,
2018). En respuesta a un cambio de temperatura (T ambiente -> T corporal) esta mezcla forma
un gel en el sitio de aplicacién. El desafio del presente trabajo fue la incorporacion de otro
farmaco (doxorrubicina, DOX) para lograr liberaciéon simultanea. El sistema con ambos agentes
activos fue preparado y evaluado in vitro como sistema de liberacién controlada.

OBJETIVOS

e Disenar sistemas biodegradables que contengan y liberen drogas oncold6gicas.
o Estudiar propiedades y caracteristicas fisicoquimicas y funcionales de los sistemas de
liberacion.

Titulo del proyecto: Desarrollo de un sistema de liberacién controlada y localizada de drogas

oncolégicas.
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METODOLOGIA

Las particulas se prepararon con el método de emulsién/evaporacion y se utilizé el copolimero
acido lacticoco-glicélico (PLGA 50:50). Se empled una emulsion organica/acuosa (O/A) y una
doble emulsién acuosa/organica/acuosa (A1/0O/A2), para preparar las particulas que contienen
PTX y PTX/DOX, respectivamente. En ambos casos, la fase orgénica volatil fue diclorometano
(DCM) y la fase acuosa, agua o una solucién de poli-(vinil alcohol) (PVA). EI DCM se removi6
del sistema por evaporacién, dando lugar a la precipitacién del polimero y a la formacién de las
particulas. Para la preparacion de las emulsiones se utilizd un Homogeneizador de alta
velocidad (IKA) y un Homogeneizador ultrasonico (Cole Parmer). Luego de obtenidas las
particulas se evalué la forma y la distribuciébn de tamanos mediante microscopia éptica
(Microscopio Optico trinocular marca LEICA). La cuantificacién de los farmacos se realizé
mediante cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Se determinaron para cada farmaco su
contenido en la formulacién (CF %, masa de farmaco/masa de formulacion x 100) y la eficiencia
de atrapamiento (E%, masa final de farmaco/masa inicial de farmaco x 100). Ademas, se evalu6
el rendimiento para cada metodologia de preparacion de particulas (R %, masa de
formulacion/masa inicial de reactivos x 100). Para estudiar posibles interacciones farmaco-
polimero se realizaron experimentos de espectroscopia IR (FTIR-8001 PC Shimadzu). Se
evaluaron dos estrategias de formulacién para liberacion simultanea: gel de quitosan (Q) que
contiene particulas con PTX y DOX libre y gel que contiene particulas con PTX/DOX. EIQ y el
glicerofosfato de sodio (GP) se disolvieron en solucién acuosa de acido acético (0,15 M) y en
agua ultrapura, respectivamente. Luego se mezclaron (3:1 Q:GP) para preparar la mezcla
termosensible (Pesoa y col., 2018; Mengatto y col.,, 2016). Las particulas y la DOX se
incorporaron en la soluciéon de Q antes de la preparacion de la mezcla termosensible. Ademas,
como control se realizaron experimentos de liberacién desde las particulas sin gel. El medio de
liberacion fue buffer fosfato salino con sodio dodecil sulfato (PBS-SDS pH=7.4), a una
temperatura de 37°C y con agitacion orbital.

RESULTADOS

Las particulas presentaron forma esférica con didmetros iguales a 6,410,2 umy 18,5+4,4 ym
para las que contienen PTX (Fig. 1-A) y PTX/DOX (Fig. 1.B), respectivamente.

En las particulas preparadas mediante doble
emulsién (Fig. 1.B) se observé en su interior la
presencia de gran cantidad de gotas de la fase
acuosa 1.

En la Tabla 1 se muestran los valores de contenido
de farmaco (CF %), eficiencias de atrapamiento (E%)
y rendimiento (R %). La inclusién de DOX no afecto
significativamente el contenido de PTX en las
particulas ni su eficiencia de atrapamiento (p>0,05).
Ambas metodologias permitieron obtener
rendimientos superiores al 85 %. En el caso de la
doble emulsion, el volumen que se utiliza de fase A1

es pequefio (0,5 mL) y esto limita la cantidad de DOX
Figura 1: Imagenes obtenidas mediante g tilizar.

microscopia Optica. A) Particulas que
contienen PTX, B) Particulas que

contienen PTX/DOX.
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Tabla 1: Contenido de farmaco (CF), Eficiencia (E) y
Rendimiento (R).

Particulas Particulas
PTX PTX/DOX
PTX DOX
CF (%) 8,6+1,2 9,4+0,2 0,58+0,02
E (%) 87,2+12,0 87,6+2,9 447+2 8
R (%) 87,7+2.8 84,9+2 8

La eficiencia media obtenida para este farmaco (=45%) puede deberse a que el uso de doble
emulsién no logra superar la incompatibilidad entre farmaco soluble en agua y polimero soluble
en solvente organico.

Para estudiar la interaccion entre el PLGA y los farmacos se realizaron experimentos de
espectroscopia IR. Los espectros obtenidos para muestras de las particulas luego de la sintesis
presentaron picos correspondientes a grupos funcionales del polimero. Este resultado es
compatible con el hecho de que el PLGA es el componente mayoritario y no permite observar
sefnales de los farmacos. Los espectros obtenidos para el material que se recolecté al final de
los ensayos de liberacion desde particulas sin gel, permitieron observar algunos picos
correspondientes a DOX y corrimientos o modificaciones en la intensidad de picos relativos a
PLGA (-OH terminales 3450- 3500 cm™', C-H 2885-3010 cm™ y C=0O 1760 cm™). Este resultado
corrobord a nivel molecular lo que se visualizaba macroscopicamente, ya que dicho material
presentaba una coloracion tipica de DOX. De este modo, se puede decir que existiria algun tipo
de interaccion como puente de hidrégeno o a través de cargas entre el PLGA-DOX (Betancourt
y col., 2007). La DOX que se utilizd correspondi6 a la forma clorhidrato de doxorrubicina. No
obstante, los porcentajes de liberacion fueron cercanos al 100 %.
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Figura 2: Ensayos de liberacion in vitro. A) Gel con particulas que contienen PTX y DOX libre, B) Gel con
particulas que contienen PTX/DOX.

La Fig. 2 muestra los resultados de los ensayos de liberacion in vitro. La inclusién de las
particulas en la mezcla termosensible permitio ralentizar la liberacion de ambos farmacos en
comparacion a la liberacion desde particulas sin gel (Datos no mostrados). Comparando la
liberacion de PTX desde particulas sin (Fig. 2.A) y con DOX (Fig. 2.B), ambas incluidas en geles
de Q, no se observaron grandes diferencias entre los perfiles. Por otro lado, la inclusion de la
DOX en las particulas permitié ralentizar su liberacidon desde la mezcla termosensible en
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comparacion a la liberaciéon directa desde el gel (DOX libre). En otras palabras, el efecto de
contencion que ejercié el gel fue mas significativo sobre la DOX que sobre el PTX cuando
ambos estaban atrapados en la misma particula (Fig. 2.B). Los mecanismos de transicion desde
solucion a gel implican interacciones hidrofébicas, puentes de hidrégeno y también uniones
ibnicas. Estas ultimas se originan entre los grupos amino del Q (con carga positiva) y los grupos
fosfatos (con carga negativa) del GP. La presencia de 3 cargas negativas por molécula de GP
podria permitir que alguna de ellas quede disponible para interactuar con DOX. De este modo,
a la interaccién de la DOX con el PLGA en las particulas se le sumaria una segunda interaccion
entre la DOX y el polimero del gel, resultando en un mayor control sobre su liberacién.

CONCLUSIONES

El sistema que consiste en una solucion de polimero biodegradable que tiene en suspension
particulas que contienen PTX y forma un gel en el sitio de aplicacion en respuesta a la
temperatura fue preparado y evaluado exitosamente in vivo. Los resultados obtenidos en este
trabajo permiten concluir que es posible la inclusion de DOX en el mismo sistema para tener
liberacion simultdnea. Esta inclusidn se puede realizar mediante el farmaco libre en el gel o
contenido en particulas junto con PTX. Otras alternativas a explorar son, agregados de
excipientes u otros polimeros que permitan aumentar las eficiencias de atrapamiento de DOX vy,
preparar particulas que contengan solo DOX. Finalmente, seleccionar el sistema de liberacion
controlada de mejor potencial para los ensayos in vivo como tratamiento en modelos murinos de
adenocarcinoma de mama.
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