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pKa: Logaritmo de constante de acidez.
PLGA: polimero del acido lactico-co-glicolico
PM: Peso molecular.

PMX: Pramipexol

PVA: Poli-vinil-alcohol.

PVDF: Polifluoruro de polivinilideno.

Q: Cantidad de farmaco liberado a tiempo t.
Qo: Cantidad total administrada a tiempo cero.

Qt: Cantidad liberada a tiempo t.

R: Cantidad de experimentos si este fuese un disefio factorial.

R?: Coeficiente de correlacion.

RP: rendimiento de proceso

RPM: Revoluciones por minuto.
SEM: Microscopia Optica de barrido.
SIM: Selected lon Monitoring.

SN: Substantia nigra.

SNC: Sistema nervioso central.

SPE: Extraccion en fase solida.

t: Tiempo.

T°: Temperatura.

t12: Semivida bioldgica.

Tg: Temperatura de transicion vitrea.
UV: Ultravioleta.

W/O/W: agua en aceite en agua (emulsion)

WI/O: agua en aceite (emulsion)
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a: Distancia desde punto central hasta un experimento determinado.
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Resumen

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar y caracterizar microparticulas
de PLGA conteniendo pramipexol mediante secado por atomizacién. Se desarrollaron y
evaluaron diferentes formulaciones de partida, tales como: emulsiones simples (O/W y
WI/O), emulsiones dobles (W/O/W), suspensiones y soluciones. Estas formulaciones
fueron atomizadas y secadas en un equipo mini spray dryer Biuchi B-290. Finalmente,
se obtuvo como formulacién de partida una solucion, compuesta por PLGA al 4 % vy
pramipexol base al 0,4 %, que fue secada bajo las siguientes condiciones: T° entrada
50 °C, flujo de aire de atomizacion 601 L/h, aspiracion 100 % vy flujo de alimetacidon 15
%. Luego de definir una formulacion de partida y condiciones de proceso, se procedio a
optimizar el método de obtencion de microparticulas mediante un disefio experimental,
donde se modificaron las siguientes variables: temperatura de entrada (45 °C — 65 °C) y
velocidad de alimentacion (5 % - 20 %); manteniendo fijas la aspiracion (100%) y el flujo
de aire de atomizaciéon (601 L/h). Las formulaciones de microparticulas fueron
evaluadas y caracterizadas mediante: eficacia de encapsulacion (EE), rendimiento de
proceso (RP), morfologia y tamafio de particula (SEM y difraccién laser), interacciones
moleculares (DSC, DRX y FT-IR) y cinética de liberacién. Para las condiciones
optimizadas, se obtuvieron particulas esféricas y lisas con un didmetro medio de 2,1 um
+ 0,9 um, un RP de 32,9 % + 1,9 % y una EE de 93,7 % + 0,5 %, con una liberacion
constante del farmaco durante los primeros 18 dias de estudio, ajustandose al modelo
cinético de Kosmeyer-Peppas (R? = 0,98). Dicha formulacién no presentd interacciones

aparentes entre farmaco y polimero, atribuibles al proceso de microencapsulacién. Se
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desarrollo y validé un método HPLC-MS para cuantificar PMX desde muestras de suero

de rata. El método resulté ser lineal, exacto, preciso, sensible y selectivo.
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1 Introduccidn

1.1 Enfermedad de Parkinson

La Enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa
mas comun y reconocible en nuestros tiempos después de la Enfermedad de Alzheimer
@)- A escala mundial la tasa de personas afectadas por la EP es de 20/100.000 a los 55
afios y de 120/100.000 después de los 70 afios (. En Chile no se conocen cifras
exactas, pero utilizando los estandares internacionales se estima que 40.000 chilenos
se encontrarian afectos por la EP (3. La EP puede presentar componentes tanto
idiopaticos como genéticos, donde estos ultimos representan el 5-10 % de los casos
totales, los cuales se presentan a edades menores (< 50 afios) del inicio normal ().
Algunos factores que predisponen a la enfermedad son: ser hombre, factores
hereditarios, vida rural, exposicion a pesticidas y dafio en la cabeza entre otros ) ) (7)
®- También se pueden considerar algunos factores protectores tales como: beber cafe,

fumar y uso de analgésicos no esteroideos (g) (10

La EP fue descrita por primera vez por James Parkinson en el afio 1817 mediante
un ensayo titulado “An essay of shaking palsy”. En esta obra Parkinson describe la
sintomatologia como: “temblores involuntarios, potencia muscular disminuida mientras
que los sentidos y la inteligencia del paciente no se ven afectados”, manifestaciones
que se observan en gran parte de los afectados por la EP (11). Con el pasar de los afios

y los avances tecnolégicos se sabe mucho mas de la enfermedad, sin embargo al dia



de hoy sigue siendo una patologia sin cura, cuyo tratamiento se limita al control de los

sintomas de la enfermedad (12).

1.1.1 Fisiopatologia

La EP se manifiesta principalmente en el sistema nervioso central (SNC),
especificamente en una estructura conocida como la substantia nigra (SN) (13), la cual
se comunica con el cuerpo estriado mediante una transmision dopaminérgica
regulando: el tono muscular, movimientos inconscientes, automaticos y movimientos
voluntarios finos (14) 15). El cuerpo estriado también tiene influencia en los movimientos

de la cara, brazos, piernas y procesos cognitivos (i) (17).

La EP se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas dopaminérgicas en la
SN siendo la pars compacta, la subestructura mas afectada, y por la presencia de
estructuras eosinofilas cuyo principal componente es la a-sinucleina, conocidas como
cuerpos de Lewy y que se encuentran en el citoplasma de las neuronas que sobreviven
as). Esta pérdida neuronal disminuye drasticamente los niveles de dopamina (DA) en el
cerebro, teniendo consecuencias directas en las funciones mencionadas anteriormente
y cuyo deterioro se manifiesta en los sintomas caracteristicos de la EP (9. La
sintomatologia comprende la bradicinesia (movimientos lentos), temblores en reposo,
rigidez muscular e inestabilidad postural, otros sintomas no-motores de la enfermedad
son el deterioro cognitivo, trastornos de animo (depresion y ansiedad), insomnio y

dificultades en el habla (q) 21).



La etiologia de la enfermedad posee variadas aristas, en muchos casos asocia la
neurodegeneracion a factores genéticos, ambientales, inflamatorios, excitotoxicidad,
apoptosis, agregacion de proteinas, estrés oxidativo y disfuncion mitocondrial (22 (23). A
pesar de esta gran cantidad de factores, no se ha llegado a un consenso del origen de

la enfermedad, pero se cree que puede tener su origen por la interaccion de todos estos

(24)-

1.1.2 Tratamiento

El tratamiento farmacol6gico actla a distintos niveles para restaurar la transmisiéon
dopaminérgica en el circuito nigro-estriado (»s5). Hasta el momento ningun tratamiento ha
sido capaz de detener la progresion de la enfermedad, solo se consigue un alivio de la

sintomatologia, que permite mejorar la calidad de vida de los pacientes (12) (¢).

Comprende una gama de farmacos con distintos mecanismos de accién a nivel
del SNC, que restauran las funciones deterioradas por la pérdida neuronal, y pueden
ser asociados con el fin de obtener una mejor respuesta por parte del paciente (»7). Los

agentes disponibles se pueden clasificar como:

e Levodopa + Inhibidor de la dopa-descarboxilasa (zs)
o Levodopa + Carbidopa

o Levodopa + Benserazida



e Agonistas dopaminérgicos

o No ergoticos
> Pramipexol (o
> Ropirinol (3g)
> Rotigotina (31
> Apomorfina sz

o Ergoticos (en desuso por efectos adversos)
» Bromocriptina (zs)
> Pergolida (zs

» Cabergolina (s

Inhibidores de la monoaminooxidasa-B (MAO-B)
o Seleginina (s
o Rasagilina (7
o Safinamida (g

Inhibidores de la catecolortometiltransferasa (COMT)

o Entacapona (o)
o Tolcapona (o)

o Opicapona (1)

Anticolinérgicos
o Benzotropina (2
o Trihexifenidilo 43

Sin clasificar

o Amantadina (s



La figura 1 esquematiza las distintas dianas terapéuticas utilizadas hasta ahora,
donde figuran los farmacos mencionados anteriormente y la ubicacion especifica de su

accion.
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Figura 1: Esquema de sitios terapéuticos para el tratamiento de la EP. COMTIs: inhibidor de la COMT;
DDCls: inhibidor de la dopa descarboxilasa; MAOBIs: inhibidor de la MAO-B; Amantadine: amantadina,

Anticholinergics: anticolinérgicos; Dopamine agonists: agonistas dopaminérgicos. Adaptada desde:
JAMA;2014;311(16):1670-1683.

La base del tratamiento radica en que sélo la transmisién entre las neuronas de la
SN y el cuerpo estriado se encuentra debilitada o cortada, por lo tanto, los receptores
de dopamina permanecen activos y se pueden estimular, restableciendo en parte las
funciones normales y recuperando al paciente momentaneamente. Sin embargo, por
fenbmenos de down-regulation los farmacos utilizados pueden perder su eficacia

disminuyendo la efectividad del tratamiento y reapareciendo los sintomas (fenbmeno



on-off) us) we). Las estrategias terapéuticas actuales estan orientadas a mantener la

enfermedad controlada, disminuyendo lo mas posible la sintomatologia (s).

Dependiendo del estadio en que se encuentre la enfermedad se recurre a
tratamientos con 1 o mas Farmacos. Otro postulado importante tiene en cuenta que la
estimulacién continua de los receptores de dopamina genera una menor gama de
complicaciones a largo plazo (discinesias y fluctuaciones motoras) que la estimulacion

pulsatil del receptor (y).

1.1.2.1Levodopa

La levodopa fue el primer farmaco empleado en el manejo de la EP, disminuyendo
de gran manera los sintomas ocasionados por la enfermedad. Hasta la fecha no se
dispone de un farmaco mas efectivo que la levodopa en términos de potencia y
efectividad, por lo que se le considera como el “gold standard” para el tratamiento de la

EP wg).

Sin embargo, este farmaco posee desventajas como los fenémenos on-off
(exacerbacion subita de la enfermedad que luego se recupera), wearing-off (pérdida de
funciones motoras justo antes de la siguiente dosis) y la pérdida de efectividad de la
misma en el tiempo que se reporta en el 50 % de los casos al estar entre 2-5 afos de
tratamiento con el farmaco g. Esto lleva a una etapa descompensada de la
enfermedad en los pacientes, caracterizada por discinesias (movimientos anormales e

involuntarios) y atribuible a la progresiva disminucion de la densidad de receptores de



dopamina cerebrales y a la estimulacion pulséatii que se genera debido a la corta
semivida plasmatica del farmacog). Los problemas asociados a la levodopa llevaron a
la investigacion y desarrollo de nuevas moléculas como los agonistas dopaminérgicos,
que pueden generar una estimulacién dopaminérgica mas prolongada y que ademas
tienen una accion sinérgica con la levodopa 0. Entre los agonistas dopaminérgicos
podemos destacar el pramipexol al que ademas se le atribuyen propiedades

neuroprotectoras (sy).

1.1.2.2 Pramipexol

El pramipexol (PMX) es un agonista directo de los receptores D, (asimismo activa
receptores D3 y D4, siendo el mas afin de todos el D3) del cuerpo estriado sp). La
estereoquimica de la molécula juega un papel importante en su afinidad a receptores
dopaminérgicos, siendo el isomero S mas potente que el R (s3. Las propiedades

quimicas mas relevantes del PMX (s4) (s5) (s6):

Derivado del nucleo quimico 2-amino-benzotiazol (Figura 2).
e Peso molecular: 211,3 g/mol.

e pKa:5,0y9,6.

e T° Fusion: 296 — 301 °C.

e Solubilidad: > 20% en agua, 8% soluble en metanol.

e LogP: 0,87 (octanol/agua).

e Estable a temperatura ambiente.



e Estable en pH &cido.
e EI farmaco es higroscopico debido a su alta afinidad por el agua en su
forma clorhidrato, el diclorhidrato monohidrato no se considera

higroscopico.

CHaA/H s
I

Figura 2: Estructura quimica del PMX. Adaptada desde: Biomed. Chromatogr.;2007;21:1151-1158.

En clinica se puede utilizar en cualquier estadio de la enfermedad, mostrando
mejoras significativas por parte del paciente, tanto en monoterapia como asociado a
levodopa (s7). En el afio 2000 la revista JAMA publico un estudio comparativo entre PMX
y levodopa llevado a cabo por el “Parkinson Study Group”, donde el PMX mostré6 menos
incidencia en discinesias, complicaciones dopaminérgicas y fenomenos wearing-off ,g).
Otra propiedad interesante de este farmaco, es su efecto neuroprotector que ha sido
demostrado en modelos animales de EP, donde la administracion de PMX mantiene la
densidad neuronal en la SN del animal sg). También existen estudios in vitro que avalan
su potencial neuroprotector, relacionandolo a un mecanismo de tipo antioxidante o de

“actividad de barrido” (scavenging activity) independiente de su union a receptores (sg).

PMX alcanza la concentracion plasmatica maxima aproximadamente a las 2

horas (pudiendo aumentar si se administra con alimentos) o 60) (61 La



biodisponibilidad absoluta de PMX es de aproximadamente 90 %. Se distribuye
ampliamente por los tejidos y atraviesa la barrera hemato-encefalica, con un volumen
de distribucion de aproximadamente 400 L y una unién a proteinas plasmaticas del
orden del 15%. PMX sufre una biotransformacion casi nula, excretandose casi en un
90% en forma inalterada a través de la orina, Su semivida plasmatica de eliminacion es

de 8 a 12 horas (s4).

En Chile se encuentran disponibles las siguientes especialidades registradas:
Sifrol® (Boehringer Ingelheim), Muvend® (Synthon), Biopsol® (Drugtech-Recalcine),
Parmital® (Tecnofarma) y su forma genérica, en dosificaciones de 0,25 mg y 1 mg
como tabletas de liberacion inmediata, y 0,375 mg, 0,75 mg y 1,5 mg en tabletas de

liberacion prolongada (Biopsol ER® y Sifrol ER®).

La principal desventaja del tratamiento oral con PMX radica en su semivida
bioldgica de 8 a 12 horas, que implica que los comprimidos de liberacién inmediata se
deban tomar hasta tres veces al dia en tres dosis iguales para asegurar los
requerimientos diarios, lo que puede ser una dificultad para este tipo de pacientes,
especialmente con tratamiento cronico (). Por otra parte, es universalmente aceptado
gue la estimulacién dopaminérgica continua es la estrategia terapéutica mas eficaz para
prevenir o retrasar la aparicion de discinesias en la EP (7). Estos hechos, unidos a que
PMX se utiliza en un tratamiento cronico, hacen que este farmaco sea un candidato
idéneo para el desarrollo de un sistema de liberacién controlada. Entre las alternativas
disponibles para desarrollar un sistema de esta naturaleza, se encuentran los sistemas
microparticulados elaborados con polimeros biodegradables y biocompatibles 3). EStos

sistemas tienen la particularidad de que pueden administrarse via parenteral y actuar



como una formulacion de depésito, disminuyendo las administraciones y a su vez,
generando una liberacién constante del farmaco durante un tiempo prolongado, lo que

seria bastante beneficioso en la reduccion de las discinesias (4).

1.2 Microencapsulacion

Las microparticulas como tales se definen como estructuras con un tamafo entre
1y 1000 um, compuestas principalmente por un agente encapsulante que puede ser de
variada naturaleza: proteinas, lipidos, tensioactivos, polimeros naturales y derivados
sintéticos, capaces de formar una estructura sélida que puede contener moléculas de
distinta naturaleza s) (66). EStos sistemas poseen muchas ventajas que justifican su uso

como sistemas de vehiculizacion de farmacos, entre las que se destacan (s (s6):

+ Permiten transformar compuestos liquidos en salidos, facilitando su manejo.

» Proteccion de compuestos inestables al medio ambiente (oxigeno, luz,
humedad).

e Pueden ser modificadas quimicamente para actuar en un sitio especifico.

e Disminucién de la dosis de farmaco administrado. Si se usa como sistema de
administracion parenteral se evita el efecto de primer paso hepatico y disminuye
la incidencia de efectos adversos.

e Mejor utilizacién de los farmacos (optimizacién). Al disminuir la cantidad de
farmaco utilizada disminuyen los costos de fabricacion.

e Disminucién de fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas.

e Mejoramiento sustancial de la biodisponibilidad del farmaco.
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e Optimizacion del tratamiento y aceptacion por el paciente.

e Enmascaramiento de olores o sabores.

Estas particulas pueden ser preparadas mediante diferentes técnicas, todas con
distintos requerimientos, ventajas y desventajas. Cabe destacar que no todos los
materiales encapsulantes son compatibles con todas las técnicas de encapsulacion, por
lo que este aspecto debe ser considerado al momento de planificar la formulacién a
desarrollar. En muchos casos el objetivo de desarrollar este tipo de sistemas, es
modular la liberacion de farmacos en el tiempo, haciéndola més lenta y controlada. Para
esto, una de las estrategias es disefiarlos como sistemas de administracion parenteral
de depdsito, para que desde ahi el farmaco comience a ser liberado mediante distintos
mecanismos (solubilizacion, difusion y erosion); esta liberacién debe ser constante y
predecible en el tiempo para asegurar concentraciones plasmaticas constantes y evitar

intoxicaciones o ventanas de tiempo en las que no haya farmaco circulando 7).

1.2.1 Métodos de microencapsulacion

Existe una gran variedad de métodos de microencapsulacion, pudiéndose
clasificar como métodos quimicos vy fisicos, generando diferentes posibilidades para la
microencapsulacion de moléculas activas de diversa naturaleza (proteinas, material
genético, principios activos per se). Utilizando la clasificacion anterior se podrian

ordenar de la siguiente manera:

11



e Métodos quimicos
o Polimerizacion
o Condensacion interfacial
e Meétodos fisicos
o Fisico-quimicos
= Coacervacion
»= Gelacion iénica
» Tecnologia de fluidos supercriticos
= Evaporacion de solvente
o Fisico mecénicos
» Secado por atomizacion

= Extrusion

Cada uno de estos métodos posee requerimientos especificos para su utilizacion
y pueden entregar diferentes resultados a pesar de obtener microparticulas con todos
ellos s5) @8) (69) (70)- El utilizar los mismos materiales con dos métodos distintos no
asegura los mismos resultados, por lo que se debe estudiar y definir el objetivo del
trabajo para implementar un método adecuado. A continuacién se describiran 2
métodos de microencapsulacion en particular: emulsién-evaporacién de solvente y
secado por atomizacién. ElI primero, es un método relativamente sencillo de
implementar a escala de laboratorio, el segundo tiene la ventaja de ser un método

facilmente escalable.

12



1.2.1.1 Emulsién y evaporacion del solvente

Desarrollada alrededor del afio 1970, esta técnica posee una aplicabilidad en una
variada gama de materiales encapsulantes y principios activos. La técnica requiere de
dos fases: una fase dispersa (fase organica, en menor cantidad) que contiene el
farmaco a encapsular y el polimero disuelto o disperso en ella, y la fase continua (fase
acuosa, en mayor cantidad) que posee un surfactante para estabilizar la emulsion que
posteriormente se formara. Este sistema se somete a un proceso de emulsificacion en
condiciones adecuadas de agitacion y temperatura donde se forma una emulsion
(O/W), que luego es puesta bajo agitacion suave en una campana de extraccion donde
se produce la evaporacién del solvente organico y se forma la microparticula.
Finalmente, las particulas se recuperan por filtracibn y son secadas para eliminar el

agua remanente en ellas (71). La figura 3 muestra el desarrollo de la técnica.

Dependiendo de las caracteristicas del principio activo, esta técnica puede tener

diferentes variaciones:

e Emulsion W/O/W: este proceso mejora el rendimiento de la encapsulacion de
farmacos hidrosolubles, adicionando otra fase de emulsificacion para capturar de
mejor manera el farmaco (7).

e Emulsion O/O: preparada con 2 solventes oleosos (apolares) inmiscibles entre
ellos, siendo util en la microencapsulacién de moléculas altamente liposolubles

como corticoides (73).
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Figura 3: Preparacion de microparticulas mediante técnica de emulsion/evaporacion de solvente
(emulsién simple y doble). Estas particulas son preparadas mezclando 2 fases inmiscibles con un
surfactante que permita la generacién de una emulsién para luego evaporar el solvente orgénico
solidificando las particulas tras la evaporacion de este. Adaptada y traducida desde:
Nanomaterials;2016;6(26);1-18.

1.2.1.2 Secado por atomizacion

Conocido también como “spray drying”, se basa en la disolucién, suspension o
emulsién del agente encapsulante y el principio activo juntos, que son aspirados
mediante una bomba peristaltica para luego ser atomizados en el equipo y asi obtener
un producto seco. El liquido bombeado es forzado a salir mediante una corriente de aire
caliente presurizado por una boquilla de diametro definido, formandose gotas de
tamafio variable que son secadas en una camara hecha para este fin. El producto ya
seco es aspirado hacia un ciclon que separa las particulas, dejandolas en un colector
de producto y aspirando el polvo fino que no fue capaz de depositarse en €l (74). La
imagen 4, muestra el esquema de funcionamiento del equipo. Existe una gran variedad

de trabajos con esta técnica, siendo una de sus principales aplicaciones la industria
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alimentaria, el secado de materiales y la industria farmacéutica (7s) (75). Entre sus usos
especificos se encuentra la generacion de particulas para inhalacién, ya que las
especificaciones del equipo permiten la obtencion de particulas de pequefio tamafo (<
20 um) que se pueden depositar en los pulmones permitiendo la entrega eficiente de

farmacos por esta via (77). Entre las ventajas que entrega la técnica se encuentran:

e Uso en moléculas termolabiles: la muestra al ser sometida durante un pequefio
lapso a temperatura puede mantener totalmente o disminuir levemente su
actividad, evitando su degradacion (7).

e Alta eficiencia de encapsulacion: en teoria, al atomizar una mezcla determinada
y evaporar solamente el solvente que la contiene, el polvo obtenido es
representativo de la solucion inicial. Por lo que se deberia esperar una alta
eficacia de encapsulacion, superior al 80% en la mayoria de los casos (7g).

e Buen rendimiento de produccién: una configuracién adecuada y optimizada del
equipo, permitiria un alto indice de recuperaciéon de producto seco. Siendo una
de las ventajas mas atractivas de la técnica (7g).

e Alta compatibilidad con encapsulantes y farmacos: la variedad de temperaturas
de atomizacién, permite al equipo el uso de una gama solventes para ser
atomizados sin problemas, siempre y cuando estos no se inflamen con las
condiciones de atomizacién. Se puede trabajar con solventes organicos (cloruro
de metileno, diclorometano, tetracloruro de carbono, acetato de etilo, acetona,
metanol, etanol, entre otros), agua o mezclas de solventes afines (79) (s0) (81) (82)-

e Cualquier solucion que fluya por el equipo puede ser atomizada.
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e Escalamiento industrial relativamente sencillo: si se mantienen las condiciones

utilizadas, en un equipo de mayor envergadura los resultados deberian ser los

mismos, o0 muy similares (za).

Figura 4: Esquema de funcionamiento de un mini spray dryer Buchi B-290. La muestra es aspirada (5)
mediante una bomba peristaltica donde esta es mezclada con un flujo de aire filtrado a una temperatura
definida (2-3) y un flujo de aire comprimido (1) que confluyen en la boquilla (4) que luego es expulsado
hacia la camara de secado (6) para luego ser aspirado (10) hacia un ciclén de separacion que recolecta
las particulas (8) y el resto es filtrado y eliminado (9). Adaptada desde: FBP;2013;91(4);525-533.
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En el area farmacéutica esta técnica ha cobrado una especial importancia,

siendo una alternativa viable para la inclusion de principios activos en matrices de

distinta naturaleza debido a su facilidad de escalamiento, alta eficacia de encapsulacion

(>80% en muchos casos) y porque es posible atomizar cualquier cosa que pueda ser

bombeada a través del equipo (7s).

El tamafo y forma de las particulas se encuentra definido por diferentes

pardmetros que pueden ser modificados, tales como:

Temperatura del aire: la temperatura del aire es un factor critico debido a que si
el aire no esta lo suficientemente caliente, la muestra atomizada no se secara.
Obteniéndose un producto pastoso o humedo sin las caracteristicas requeridas
83). Esto se ve reflejado en una condensacion del liquido atomizado en el
receptor, disminuyendo el rendimiento drasticamente.

Flujo del aire: esta en relacidon con el tamafio de la gota atomizada que incide
directamente en el tamafio de particula final, a medida que este aumenta, el
tamafio de gota disminuye, asimismo la temperatura de salida disminuye ya que
hay un mayor flujo de aire que calentar en el mismo tiempo (ga).

Alimentacion del equipo: el aumento de este disminuye la temperatura de salida
debido a que se debe secar una mayor cantidad de liquido en el mismo tiempo,
pudiendo aumentar la humedad del producto final. Aumenta también el tamafio
de gota, y con esto el tamafio de particula (gs).

Concentracion de solidos: una mayor concentracion de solidos mejora el
rendimiento del proceso y produce un aumento en el tamafio de las particulas
(84)-
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e Aspiracion: el aumento de este parametro puede ofrecer una mejor separacion y
mejoras en el rendimiento del proceso ).
« Tamafo de boquilla: este parametro cobra importancia en el tamafio de particula

obtenido al final del proceso (ga).

En farmacia, la técnica de secado por atomizacion ha sido utilizada para
encapsular moléculas de distinta naturaleza; un ejemplo interesante es el secado de
insulina para administracion nasal propuesto por Stahl y colbs. gs), donde a pesar de
producirse degradacién parcial de la proteina (y una pérdida indirecta de actividad
bioldgica), esta se encapsula finalmente y podria ser utilizada con fines clinicos.
Asimismo, existe la encapsulacion de otro tipo de moléculas biologicas tales como
ADN, ARN, enzimas, aminoacidos, anticuerpos monoclonales para uso humano hasta
encapsulacion de microorganismos (probi6ticos) e @7) @s) 89) (90) 91)- EN algunos casos
se observa pérdida de actividad biolégica, pero a pesar de esta merma, los productos
secados preservan una buena parte de su actividad biologica y adquieren propiedades
propias de los encapsulados segun su fin (gs) 91). Otras moléculas de importancia en
farmacia han sido encapsuladas para liberacion a largo plazo, ejemplificando: un
estudio realizado por Wagenaar y colbsgy). propone la encapsulacion comparativa de
piroxicam en copolimero de &cido lactico y glicélico y polimero de acido lactico,
observandose la liberacion del farmaco a un medio receptor, siendo la encapsulacién
mediante acido lactico donde se observa una liberacion mas retardada, pero en ambos

casos el perfil de liberacion es distinto a la farmaco sin intervenir.
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1.2.2 Material encapsulante

Dentro de la gran variedad de materiales para la encapsulacion de moléculas
activas podemos mencionar: carbdémeros, polimetacrilatos, derivados sintéticos de
celulosa, policaprolactona, poloxameros, hialuronanos, el copolimero del acido lactico y
glicdlico (PLGA), quitosano, proteinas y lipidos. De todos los encapsulantes
mencionados, el PLGA es uno de los polimeros mas estudiados en la encapsulacion de

moléculas de pequefio tamafio para liberacion controlada (o) (93) (94) (95) (96) (97) (98) (99) (100)

(101)-

1.2.2.1Polimero del &cido lactico-co-glicdlico

El PLGA es un polimero en bloque (una seccion hecha exclusivamente de una
cadena de acido lactico unida a otra de &cido glicélico enlazadas covalentemente para
darle lugar) de longitud variable ampliamente utilizado en encapsulacion de diversas
moléculas con actividad biol6gica. Entre sus caracteristicas quimicas, este polimero es
soluble en solventes halogenados (diclorometano, cloroformo y tetracloruro de
carbono), acetona, acetato de etilo y tetrahudrofurano, siendo insoluble en agua. Tiene
un peso molecular variable segun el largo de las cadenas que lo componen y se
presenta en un estado amorfo o cristalino segun la proporcion de sus cadenas (102). ES
una sustancia biocompatible y biodegradable a mediano-largo plazo (aprox 90 dias),
gque posee grandes ventajas a la hora de generar sistemas de liberacion controlada,

tales como:
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La degradacion lenta del polimero permite generar depdsitos de distintas
moléculas y ser liberadas en tiempos extendidos (103).

No genera reacciones inmunes debido a que ambas moléculas que le componen
son endogenas Yy sus productos finales de degradacion son CO; y H2O (102).
Posee un amplio estudio de todas sus propiedades, donde ha sido caracterizado
en casi todos sus aspectos, siendo reconocido por la FDA como seguro (i103).
Puede modificarse para modular ain mas la liberacion de algun principio activo,
ya sea agregando grupos funcionales en sus puntos terminales, o variando la
longitud y proporcion de las cadenas de acido glicolico o lactico (104).

Versatil, ya que se pueden preparar sistemas particulados mediante variados
métodos como emulsién-evaporacion del solvente, secado por atomizacion,

evaporacion de fluidos supercriticos, coacervacion y extrusion (1gy).

Para efectos de liberacién controlada, las siguientes caracteristicas del polimero

son posibles de modificar para obtener un determinado perfil de liberacion:

Fraccion lactico/glicélico: esta caracteristica adquiere relevancia debido a que la
degradacion de las particulas en agua puede ser modificada variando la fraccion
lactico/glicolico. Si existe una mayor proporcion de acido lactico la hidrélisis del
polimero sera mas lenta. Esto es atribuible a la hidrofobicidad del acido lactico
que hace mas dificil su degradacion. También, se ha estudiado que la forma
50/50 del PLGA es la de degradacion mas rapida en comparacion a otros similes
de peso molecular parecido, pero con otra proporcion (1o3).

Peso molecular del polimero: esta en directa relacion con la viscosidad de este;

mayores pesos moleculares se asocian a cambios en la temperatura de
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transicion vitrea (Tg), grado de cristalinidad y resistencia mecanica (0. La Tg
adquiere una relevancia especial, ya que al superarla puede alterar los perfiles
de liberacion del farmaco encapsulado, llevando a liberaciones muy rapidas o
erraticas (104) (105)-

 Terminaciones: en ambos extremos de la cadena polimérica se encuentran
grupos terminales que pueden tener distinta naturaleza segun el proveedor.
Destacan terminaciones: éster, acidas e hidroxilo. Estas terminaciones impactan
significativamente en el proceso de degradacién del PLGA, donde un polimero
con terminacion éster puede degradarse entre 4 a 6 semanas, en cambio un
polimero con terminacion &cida tendria una degradacibn mas rapida en
condiciones equivalentes (PM y fraccién lactico/glicolico). Asimismo, la adicién de
grupos -hidroxi al polimero hacen la molécula mas hidrofilica, exhibiendo una

velocidad de degradacion mas alta (106) (107)-

En el area farmacéutica, este polimero ha sido ampliamente utilizado como:
protector de moléculas (108, encapsulacion de moléculas volatiles (109), formulaciones de

deposito (110, Nanoparticulas (111), etc...
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1.2.3 Caracterizacion de microparticulas

La caracterizacion de las microparticulas abarca varias pruebas practicadas al
producto obtenido, destacandose: eficacia de encapsulacion, rendimiento de
produccion, tamafio y distribucion de tamafio de particula, cinética de liberacion,

potencial zeta, morfologia e interacciones moleculares.

1.2.3.1 Eficacia de encapsulacion y carga

La eficacia de encapsulacion se describe como el porcentaje de farmaco que
efectivamente fue encapsulado dentro de las microparticulas con respecto a lo que fue
pesado inicialmente (%EE). La carga se define como el porcentaje de farmaco que

existe dentro del total de sélidos pesados (s).

1.2.3.2 Tamafio y morfologia

Se les considera importantes en el desarrollo de estas formulaciones porque, en
primer lugar, la forma afecta la liberacion del farmaco desde la particula; una forma
esférica y regular posee una menor superficie de contacto, lo que permite una liberaciéon
mas controlada y predecible del principio activo sumado a una menor degradacion del
material encapsulante en el tiempo. Asimismo las particulas de forma irregular (no
esféricas) tendran mayor superficie especifica, por lo cual la liberacion del farmaco sera

mas rapida. En términos de tamafo, este influye directamente en la cantidad de
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farmaco que las microparticulas puedan llevar en su estructura. Por otro lado, las
particulas de pequefio tamafio pueden ser reconocidas por el sistema inmune y
fagocitadas disminuyendo la efectividad de la formulacion (112. Otra consideracion
importante es la superficie de estas, si son lisas o porosas; el no encontrar poros en las
particulas le confiere mas ventajas ya que dificulta la entrada de liquidos a la particula
impidiendo la difusion del principio activo al medio, haciendo prevalecer un mecanismo
de erosion mas que difusivo. Estos detalles observados pueden ser relacionados con el
comportamiento que pueden presentar en la cinética de liberacion del farmaco en un
medio receptor donde la velocidad de cesién en términos de tamafio y morfologia
influyen directamente en el comportamiento de estas al ceder el farmaco (113. La
exploracion fisica de las particulas se lleva a cabo mediante microscopia Optica o
electronica para determinar el tamafio promedio de la muestra y obtener imagenes
representativas del lote de particulas preparado. Para medir solo tamafio de particula
existen equipos basados en difraccion laser que permite obtener el tamafio de particula

promedio y su distribucion estadistica (114).

1.2.3.3 Potencial zeta

El potencial zeta tiene una gran aplicacion en el area de tecnologia farmacéutica
como medida de estabilidad de algunos tipos de formulaciones farmacéuticas
(dispersiones principalmente). Este se define como la carga eléctrica que posee la
particula en un sistema coloidal definida por la interaccion entre la capa del fluido que

envuelve a la particula con el medio dispersante de la misma (fenomeno de la doble
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capa eléctrica), siendo esta expresada comunmente en milivolts (mV). Esta medida
logra una gran importancia en nanoparticulas y microparticulas definiendo algunos
procesos como: mucoadhesion, reconocimiento por el sistema inmune, vectorizacion,
farmacocinética y su estabilidad. Para este caso particular, el potencial Z definiria gran
parte de la estabilidad de las microparticulas en un sistema disperso, donde lo 6ptimo
seria una carga de aproximadamente +30 mV ya que potenciales muy marcados o
cercanos a cero podrian generar aglomeraciones de particulas dificultando mucho la
dosificacion del principio activo entre inyecciones. El potencial zeta se mide por lo
general mediante la técnica de migracién electroforética que se usa de rutina en
microparticulas y nanoparticulas. El método estd basado en la migracién de las
particulas al polo opuesto de su carga de la celda que las contiene, el equipo mide la
dispersion de luz generada a medida que se desplazan, asociandolo a un modelo
matematico no lineal que contrasta el estado inicial con respecto al fendmeno migratorio

inducido (11s) 116)-

1.2.3.4 Interacciones moleculares

Los estudios de interacciones quimicas entre el agente encapsulante y el
principio activo se realizan para investigar si el farmaco sufrié algiin cambio provocado
por el proceso de microencapsulacion, tales como degradacion o formacion de enlaces
covalentes entre la molécula de farmaco y los excipientes, por ultimo, también informa
sobre el estado amorfo o cristalino del principio activo en la particula. Los componentes

se evallan por separado (farmaco, polimero y otros excipientes) para luego compararse
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contra mezclas de componentes, particulas blanco y las particulas cargadas.
Normalmente, se pueden distinguir disminuciones o desapariciones de sefiales
producto del apantallamiento molecular que se da por las interacciones polimero-
farmaco, pérdida de cristalinidad de la muestra, o la aparicibn de nuevas sefales
producto de alguna reaccion entre ellos (117). Existen distintas metodologias utilizadas
de rutina en la evaluacion de estas interacciones tales como: calorimetria diferencial de

barrido, difraccion de rayos X y espectroscopia infrarroja.

1.2.3.4.1 Difracciéon de rayos X (DRX)

La difraccién de rayos X (DRX) entrega informacion sobre el estado cristalino o
amorfo de las moléculas. Se pueden observar estructuras amorfas con difractogramas
no muy bien definidos, mientras que en las moléculas cristalinas se ven picos agudos y
estrechos. Las particulas analizadas pueden mostrar un comportamiento mixto
expresando caracteristicas de los 2 tipos de difractogramas, que pueden reflejar la
interaccion entre el polimero y el farmaco o cambios estructurales que experimentan los
componentes en el proceso de fabricacién (ej: alteraciones de cristalinidad, re-
cristalizaciones de principio activo). El principio de este anadlisis se basa en la “Ley de
Bragg”, donde la incidencia de los rayos X a un angulo definido (20) en una muestra, se
puede variar de forma controlada para obtener interferencias constructivas y
destructivas a medida que estos angulos cambian. Se grafica la intensidad de la sefal

emitida producto de las interferencias constructivas y destructivas, apareciendo sefales
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altamente definidas y caracteristicas para compuestos de estado cristalino, mientras

que en estado amorfo se observan de manera mas difusa (117).

1.2.3.4.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC), identifica interacciones
farmaco-polimero, estados cristalinos, polimorfismos, contenido de agua y puntos de
fusion de la muestra analizada. Se trabaja con los componentes activos puros, mezclas
fisicas y las particulas obtenidas en busqueda de interacciones mediante la aplicacion
de calor entre un blanco y la muestra, obteniéndose termogramas con picos endo- o

exotérmicos que pueden evidenciar la presencia de estas interacciones (11g).

1.2.3.4.3 Espectroscopiainfrarroja (FT-IR)

La espectroscopia infrarroja (FT-IR) permite investigar interacciones entre
componentes de la formulacion, tales como formacién de enlaces covalentes o
reacciones inesperadas (ej: 6xido-reducciéon), que se pueden dar por el proceso
tecnoldgico de fabricacion. En el espectro infrarrojo se pueden observar disminuciones
de las sefiales obtenidas al analizar las moléculas de forma individual debido a la
superposicion entre ellas. La espectroscopia infrarroja se basa en la deteccion de
vibraciones moleculares a ciertas frecuencias lo que genera una absorcién de energia
si esta coincide con algun fendmeno que presente esta molécula (dobles enlaces,

triples enlaces o grupos funcionales) (119) (120).
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1.2.3.5 Evaluacion de cinética de liberacion

Los estudios cinéticos son llevados a cabo con el objetivo de conocer el perfil de
liberacion del farmaco en un entorno controlado frente a un medio receptor. El estudio
puede durar desde dias a semanas o0 meses dependiendo de la formulacion
desarrollada. Es deseable que la liberacion sea constante en el tiempo para entregar
una dosis uniforme y controlada 121y En la realidad, gran parte de los sistemas
particulados poseen cinéticas de doble comportamiento (bifasicas) que en un principio
se acompanan de un efecto “burst” o liberacion rapida del farmacp que se encuentra en
la parte mas externa de la particula, para luego dar paso a una cinética mas lenta y
controlada que puede mantenerse dias, semanas o meses, y que es gobernada
principalmente por mecanismos de difusion y erosion. Este fendmeno es deseable en
microparticulas para uso como depdésito, considerando el efecto burst como dosis de
carga y la segunda fase de liberacion como una liberacion controlada (122) (123). Estos
estudios se llevan a cabo poniendo las microparticulas en un ambiente liquido

predefinido considerando los siguientes parametros:

e EIl pH de un entorno fisiologico es 7,4 (124).

e Elmedio de cesion es un tampon isotonico (12s).

e Latemperatura promedio del cuerpo humano es de 37°C (124).

e Condiciones sink (el volumen final debe ser por lo menos 5-10 veces la

solubilidad maxima del farmaco en el volumen total) (126).
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e Limites de cuantificacion del farmaco, que junto a las condiciones sink

determinan el volumen final y la cantidad de microparticulas a utilizar.

1.2.3.5.1 Adaptacion a modelo matematico existente

El uso de modelos matematicos en los estudios de cesion, ayudan a elucidar
mecanismos de liberacion del farmaco que pueden estar dados por procesos de
difusién, erosién o mixtos. Estos tienen base tedrica en los postulados de la ley de
difusién de Fick, donde su primer postulado explica la difusion de una molécula desde
una zona donde esta altamente concentrada a una que no los esta. El segundo
postulado hace alusién a los cambios en gradientes de concentracion a tiempos
determinados. Sin embargo, estos postulados solamente sustentan el fendmeno de
difusiébn que ocurre desde las formulaciones microparticuladas, pero no el perfil de
liberacion que poseen (127). Para este fin se han desarrollado modelos de liberacion
como el de orden cero, primer orden y modificaciones de estos que han aparecido con
los afios de investigacion que proveen de un mejor ajuste. Estos modelos buscan como
fin dltimo, tener conocimiento sobre el comportamiento del sistema y asegurar que
estas liberen su contenido de una manera predecible evitando comportamientos

anémalos.

En vista de esta problematica, se desarrollaron modelos derivados sobre todo desde

la cinética de primer orden:
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e Orden cero
Este comportamiento se puede observar en sistemas de liberacion muy
lenta, donde la formulacion no se disgrega con facilidad, o el farmaco no es

hidrosoluble (12¢). Se representa segun la ecuacion 1:

Q: = Qo + Kot

Ecuacién 1: Cinética de orden cero. Donde Q. Es la cantidad liberada a tiempo t; Qq: Cantidad
total administrada a tiempo cero; Ky: Constante de eliminacion de orden cero; t: tiempo. Adaptada
desde: Acta Pol Pharm.;2010;67(3);217-223.

e Primer orden
Este tipo de comportamiento se ve en sistemas matriciales porosos, y
farmacos hidrosolubles, en farmacocinética se observa este comportamiento en
la absorcion y eliminacion de muchas moléculas activas (12s). Se representa por

la ecuacion 2:

Kt
logC = logC, — 5303

Ecuacién 2: Cinética de primer orden. Donde: C: concentracién a tiempo t; Co: concentracién a
tiempo cero; K: constante de eliminaciéon de primer orden; t: tiempo. Adaptada desde: Acta Pol
Pharm.;2010;67(3);217-223.

Estas ecuaciones por si solas no encuentran nicho en la liberacion de sistemas
microparticulados por lo que se desarrollaron otros modelos que permitieron un mejor

ajuste y prediccion de la liberacion por parte de un sistema particulado. Higuchi en 1961
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postulé su modelo que describe la liberacién del farmaco bajo una serie de supuestos

(128) (129)-

e La concentracion inicial de farmaco en la matriz es mucho mas alta que la
solubilidad maxima que del mismo.

e La difusion del farmaco toma lugar en una sola dimension.

e Las particulas de farmaco son mucho mas pequefias que el espesor del sistema
gue la contiene.

e Ladisolucion e hinchamiento de la matriz es despreciable.

e La difusion del farmaco es constante.

e Por ultimo, este se mantiene en condiciones sink siempre.
Se representa mediante la ecuacién 3:
Q = Kyt'/?

Ecuacién 3: Modelo de Higuchi. Donde: Q: Corresponde a la cantidad de farmaco librada al tiempo t; Ky:
Constante de Higuchi; t: tiempo en horas. Adaptada desde: Acta Pol Pharm.;2010;67(3);217-223.

Al estar el tiempo elevado a 0,5, se grafica Q vs la raiz cuadrada del tiempo
entregando una linea recta.

Otro modelo es el postulado por Korsmeyer-Peppas en 1983, donde se encuentra
otra explicacion para las cinéticas de libracion de sistemas matriciales (129). Su

representacion esta dada por la ecuacion 4:
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F == kK_Ptn

Ecuacién 4: Modelo de Korsmeyer-Peppas. Donde: F: Fraccion de farmaco liberado al medio al tiempo t;
n: Exponente de liberacién del modelo propiamente tal; kx.p: Constante de Korsmeyer-Peppas (asociada
a geometria y estructura del sistema particulado). Adaptada desde: Acta Pol Pharm.;2010;67(3);217-223.

Para este apartado existe un especial interés en el valor “n” obtenido, ya que este

valor define el tipo de difusion que posee el modelo (12¢) (tabla 1).

Tabla 1: Tipos de liberacion predicha segun la constante “n” calculada. Adaptada desde: Acta Pol
Pharm.;2010;67(3);217-223.

Exponente de liberacion Mecanismo de transporte En funcion del
tiempo
0,5 0 menor Difusion fickiana t705
05<n<1 Difusién no-fickiana (anémala) g1
1 Transporte caso 2 Lib. orden cero
Mayor a 1 Transporte super caso 2 gt

Para el uso de este modelo se deben considerar los siguientes supuestos:

e La ecuacion es aplicable para pequefios intervalos de tiempo, y la porcién de la
curva donde F es menor al 60 % de la liberacion es la utilizada para calcular n.

e Laliberacion del farmaco es solamente en una dimension.

e Larelacion longitud/espesor del sistema debe ser de por lo menos 10.

Para determinar el ajuste matematico a un modelo dado, existen programas
computacionales o complementos para programas utilizados de rutina que pueden
simplificar este modelamiento, como el complemento de Microsoft Excel® “DDSolver”.
Este presenta las ecuaciones mencionadas anteriormente, versiones modificadas vy

otros modelos de mayor complejidad (130).
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1.3 Desarrollo de formulaciones mediante disefios experimentales

El disefio experimental es una herramienta altamente utilizada en el mejoramiento
de procesos industriales. Estudia el efecto de cambios sistematicos y controlados en las
variables de entrada sobre una variable de salida o resultado en un proceso. El objetivo
es encontrar las combinaciones Optimas de variables de entrada. Entre las ventajas que

se encuentran en el uso de esta técnica podemos mencionar:

e Mejor aprovechamiento de recursos y tiempo a la hora de trabajar en el
laboratorio, ya que es posible optimizar un proceso empleando un namero
reducido de experimentos.

e Permite estimar de manera eficiente la implicancia que tienen los parametros
involucrados en el proceso a estudiar.

e EXxiste un sustento matematico a la hora de estudiar las causas que generan

cambios en las distintas respuestas.

Después de realizar los ensayos preliminares, se procedio al planteamiento de un
disefio experimental, con el fin de seleccionar la formulaciéon que presente las mejores

caracteristicas de liberacion del principio activo.

Para el desarrollo de este trabajo experimental se utiliz6 un disefio central

compuesto centrado en las caras y rotable, que esta definido por la ecuacion 5:

(2xk)+ 2% +n,

Ecuacién 5: Disefio central compuesto. Donde: k = nimero de factores estudiados en el disefio
experimental; ny = puntos centrales del disefio experimental. Adaptada desde: Andlisis y disefio de
experimentos; Gutierrez H., De la Vara R.;2008;Segunda edicién;The McGraw-Hill; 418.
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Asimismo, se crea un punto central de coordenadas 0,0 que hace de eje para el

disefio experimental (Figura 5).

puntos al centro - puntos axiales + porcion factorial = disefio de composicion central
‘ ‘ .

Figura 5: Esquema de distribucién de experimentos para disefio central compuesto centrado en las caras
rotable. Adaptada desde: Andlisis y disefio de experimentos; Gutierrez H., De la Vara R.;2008;Segunda
edicién; The McGraw-Hill; 418.

En la figura 5 se observa la formacion de un cuadrado al conectar los
experimentos principales (esqueleto factorial), el punto central entre ambos factores de
coordenadas 0,0 (ng) y puntos fuera del cuadrado dibujado (denominados puntos

estrella) que corresponden a una distancia previamente calculada segun la ecuacion 6:

a = 3R , donde:

Ecuacién 6: Calculo de puntos estrella. Donde: a: distancia desde el punto central donde se ubica un
nuevo experimento; R: cantidad de experimentos realizados si este fuese un disefio factorial. Adaptada
desde: Andlisis y disefio de experimentos; Gutierrez H., De la Vara R.;2008;Segunda edicion;The
McGraw-Hill; 418.

Al final, alpha queda definido multiplicando el valor del parametro en el punto 0,0
por este factor, obteniéndose el bloque experimental. Si siguiéramos ejemplificando con

los datos anteriores, el bloque experimental quedaria como indica la tabla 2:
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Tabla 2: Esquema de bloque experimental generado para el disefio central compuesto utilizado. Fuente:
elaboracién propia.

Factor X Factor Y
+1 +1
+1 -1
-1 +1
-1 -1
0 0
0 0

+1,41 0

-1,41 0
0 +1,41
0 -1,41

Este bloque se puede desglosar en 3 secciones, los primeros 4 experimentos
corresponden a la fraccion factorial, los 2 siguientes a los puntos centrales y por ultimo
los 4 puntos finales son los puntos de estrella que son los que le otorgan la rotabilidad
al disefo. Esta ultima, se considera importante porque homogeniza la varianza para
todos los puntos del disefio, haciendo que todos los puntos se encuentren a la misma
distancia entre ellos, esto cobra importancia debido a que la mayoria de las veces no se

sabe el lugar o sector donde se encuentra el punto 6ptimo.

Por altimo, se ejecuta el analisis de los datos luego de obtener toda la
informacion recabada durante el experimento, pudiéndose medir una gran gama de
respuestas mediante pruebas estadisticas que denotan el tipo de influencia de un
pardmetro en las respuestas obtenidas durante los experimentos. La representacion
grafica mas comun es el diagrama de Pareto, que representa la intensidad con la que
afecta cada parametro o combinaciones de estos de manera positiva 0 negativa a las

respuestas medidas.
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El diagrama de Pareto presentado en la figura 6 muestra la influencia de los
pardmetros segun su orden de intensidad y presenta colores evidenciando si este
efecto es una proporcion directa o inversa del mismo (gris: prop. directa, azul: prop.
inversa). También considera la interaccion entre factores (AB, AC, BC) o el efecto

cuadrético de un factor determinado (AA, BB, CC).

A :T_Grab 1
AC
C:T_Agua
B:T_Pira
ABC

BC

AB

| L |
0 2 4 6 8
Efecto estandarizado

Figura 6: Esquema de diagrama de Pareto, medicion de respuesta estandarizada. Adaptada desde:
Andlisis y disefio de experimentos; Gutierrez H., De la Vara R.;2008;Segunda edicién;The McGraw-
Hill;188.

La grafica de efectos principales (figura 7), es otra representacion altamente
utilizada en el estudio de la influencia de ciertos parametros a una respuesta dada,
segun el nimero de experimentos puede generar una funcidbn matematica que sea
representada como una linea recta o una curva, definiendo el comportamiento de la
respuesta frente a variaciones de otro parametro (como valores continuos o discretos).
Estas pueden predecir un limite donde el aumentar o disminuir un parametro pueden
tener efectos perjudiciales sobre la respuesta a optimizar, ayudando de buena manera

a encontrar el punto optimo de trabajo.
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Figura 7: Gréafica de efectos principales. Se observa un aumento de la respuesta medida, esto permite
buscar los maximos para cada parametro estudiado. Adaptada desde: Andlisis y disefio de experimentos;
Gutierrez H., De la Vara R.;2008;Segunda edicion;The McGraw-Hill;245.

Otro andlisis estadistico realizado es el grafico de interacciones, que determina la
interaccion entre 2 o mas factores estudiados. En la figura 8 se observan 2 efectos, en caso

de haber interacciones, estas lineas se-deberian estar con intersecciones entre ellas. Y en el
grafico de Pareto el efecto estandarizado debe superar la linea azul notificando que existe una

interaccion entre los factores para que sea congruente.

Rendimiento
L e e e e
! +
5 .

+

BC cE

Figura 8: Gréfica de interacciones. Se puede ver un cruce entre las lineas lo que indica la influencia de un
parametro sobre el otro. Adaptada desde: Andlisis y disefio de experimentos; Gutierrez H., De la Vara
R.;2008;Segunda edicion;The McGraw-Hill;213.

Por ultimo, se encuentra la representacion de superficie de respuesta, que luego

de terminar el analisis estadistico de cada parametro y sus respuestas, los datos se
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grafican en una representacion tridimensional que muestra el comportamiento de cada

parametro segun se cambian las condiciones experimentales (figura 9).

a)Y=10-5x + 2x,

P~ ]
u ~ 3
18F 7 E = B
sk A = 2
LA - =
12/ E = ) ]
o 4] H 3
E ~l ] P 1
6 1 —] 0.6
r L LA 0.2
Eln /\J' 0.2
ok 108

Figura 9: Gréfico de superficie de respuesta. Se observa la evaluacion de 2 respuestas y la ecuacion que
la gobierna. Adaptada desde: Andlisis y disefio de experimentos; Gutierrez H., De la Vara
R.;2008;Segunda edicién;The McGraw-Hill;393.

Se genera un grafico en 3D, donde se representan los distintos factores
involucrados y la “deseabilidad” (medida estadistica de que tan buena es la
combinacion de factores utilizada) de los resultados, en esta fase se le puede solicitar al
software que optimice el proceso para apuntar a un valor de respuesta fijo, maximizarla
o disminuirla. Se pueden usar las combinaciones que se estimen convenientes, pero el
valor de deseabilidad no siempre sera el 6ptimo. Por ultimo, el software puede mostrar
una lista de combinaciones secundarias en caso de que los pardmetros sean

fisicamente imposibles o econdmicamente dificiles de sustentar (13y).

El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar y caracterizar microparticulas
biodegradables de PLGA para de liberacion controlada de PMX mediante secado por
atomizacion. El sistema microparticulado fue caracterizado exhaustivamente, siendo su

fin dltimo obtener una liberacién constante y predecible del principio activo en el tiempo
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que pueda tener aplicacion en humanos para el tratamiento de la EP. Esto, con el
objetivo de cumplir el postulado de obtener una estimulacidbn constante de los

receptores de dopamina para evitar complicaciones de la EP a largo plazo.
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2 Objetivos

Objetivo General

Desarrollar y caracterizar microparticulas de PLGA conteniendo pramipexol

mediante secado por atomizacion.

Objetivos Especificos

1. Elaborar microparticulas de PLGA cargadas con pramipexol mediante secado

por atomizacion.
2. Optimizar la obtencién de microparticulas mediante un disefio experimental.
3. Caracterizar las microparticulas.

4. Evaluacion in vitro de las microparticulas mediante cinética de liberacién de

pramipexol y su adecuacién a modelos cinéticos conocidos.

5. Desarrollar y validar metodologia analitica HPLC para la cuantificacion de

pramipexol en matriz bioldgica.
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3 Hipbtesis

Microparticulas biodegradables de pramipexol obtenidas por la técnica de secado
por atomizacion, tienen una liberacion controlada y predecible del principio activo por un

periodo prolongado.
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4 Metodologia

4.1 Materiales y reactivos

e Diclorhidrato de pramipexol 97%. Pure Scientific Inc.; USA.

¢ Diclorhidrato de pramipexol, estandar primario 99,8%. USP; USA.

e Pramipexol base 95%. Pure Scientific Inc.; USA.

e PLGA 50/50, Resomer 502®. Evonik; Germany.

e Poli-vinil-alcohol PM 30.000-70.000. Sigma-Aldrich; USA.

¢ Clorhidrato de lidocaina. Donada por el laboratorio de tecnologia farmacéutica, UdeC.
e Cloruro de sodio, EMSURE®. Merck; Germany.

e Cloruro de potasio, EMSURE®. Merck; Germany.

e Fosfato monohidrogenado disédico, EMSURE®. Merck; Germany.

e Fosfato dihidrogenado potasico, EMSURE®. Merck; Germany.

e Acido clorhidrico 0,1 M Tritrisol®. Merck; Germany.

¢ Hidréxido de sodio 0,1 M Tritrisol®. Merck; Germany.

e Acido féormico, EMSURE®. Merck; Germany.

e Acetonitrilo puro, LiChrosolv®. Merck; Germany.

e Metanol puro, LiChrosolv®. Merck; Germany.

e Cartuchos de extraccion en fase soélida “OASIS HLB” 1 mL. Waters; USA.
e Micropipetas 10-100 pL, 100-1000 pL, 1000-5000 L. Gilson; France.

e Filtros de membrana de 0,42 um PVDF. Millipore; USA.

e Filtros jet jeringa 0,42 pm PVDF. RePhile; USA.

e Jeringade 1, 3,5y 10 mL. Nipro; USA.

e Tubos de centrifuga de 15 y 50 mL “Falcon®”. Corning; USA.
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Columna cromatografica Purospher® STAR RP-8e. 125-4, 5 um. Merck; Germany.

Columna cromatogréfica LiChrospher® 100 RP-18. 250-4, 5 um. Merck; Germany.
Columna cromatografica LiChrospher® 100 CN. 125-4, 5 um. Merck; Germany.
Columna cromatografica Kromasil 100-5 SIL. 250-4,6, 5 um. AkzoNobel; Sweden.
Columna cromatografica Zorbax Eclipse XDB-Phenyl. 150-4,6, 5 um. Agilent

Technologies; USA.

Columna cromatografica Zorbax Eclipse XDB-CN. 150-4,6. Agilent Technologies; USA.

Columna cromatografica Supelcosil™ ABZ+Plus. 250-10, 5 um. Supelco; USA.

Columna cromatografica MultoHigh 100 RP18. 150-4,6. CS-Chromatographie; Germany.

Camara de vacio para extraccion en fase sélida.
Bomba de vacio.

Agua Nanopura.
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4.2 Equipos

e Mini spray dryer Buchi “B-290". Buchi; Switzerland.

o Espectrofotémetro Cary® 50-Conc. Varian; USA.

e Cromatografo HPLC-UV Shimadzu “Prominence”. Shimadzu Corp.; Japén.
o Cromatografo HPLC-MS Shimadzu “Nexera X2”. Shimadzu Corp.; Japon.
e Calorimetro diferencial de Barrido “DSC 131 evo”. Setaram; Caluire, Francia.
o Espectrofotémetro infrarrojo “Interspec 200-X”. Interspectrum; Estonia.

e Celda ATR “MIRacle ATR accesory”. Pike Technologies; USA.

¢ Difractometro de rayos X “D8 Endeavor”. Bruker; USA.

e Bafio termostatizado “Wisebath® WSB-18". DAIHAN Scientific; Korea.

o Purificador de agua MilliQ “Purelab® Classic’. ELGA; USA.

o Centrifuga “Centrifuge 5702”; Eppendorf; Germany.

¢ Homogeneizador de alta velocidad “Ultraturrax® T-25 digital. IKA; USA.

e Agitador magnético “Mr. Hei-Standard”. Heidolph; Germany.

e Microscopio 6ptico “Zeiss Primostar”. Carl Zeiss, Germany.

o Camara fotogréafica “EOS Rebel T3”. Canon; Japon.

¢ Microscopio electrénico de barrido “JEOL JSM-6610LV". JEOL; USA.

e Equipo de difraccién laser “Microtrac® S3500”. Microtrac; USA.

e Equipo de difraccién laser “Zetasizer Nano ZS90”. Malvern; UK.



4.3 Métodos

4.3.1 Elaboracion microparticulas de PLGA mediante secado por
atomizacion

En este trabajo se prepararon microparticulas mediante secado por atomizacion
en un equipo Blchi mini spray dryer “B-290". Se realizaron pruebas preliminares
considerando como punto de partida tres formulaciones: emulsidén, solucién y
suspension (Figura 10). Se considero el rendimiento de produccién (RP) como criterio

inicial para evaluar las formulaciones ensayadas.

Preparar muestra

a atomizar Obtencion de

g g microparticulas
*Solucién, suspensién o

emulsion eAlmacenamiento
ePreparacion de muestra e Caracterizacion

Secado por
atomizacion

eDefinir parametros de
operacién
eTrabajo practico

Figura 10: Esquema resumido para la obtencion de microparticulas mediante secado por atomizacion.
Fuente: elaboracion propia.
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A continuacion, se detalla la preparacion de cada una de las formulaciones de
partida. El polvo final obtenido fue recuperado desde el equipo y pesado para calcular

su RP y luego almacenado en un desecador bajo refrigeracion.

1. Emulsion

a. Emulsion doble (W/O/W)

Se intent6 adaptar el método desarrollado por Fuentes y cols. (2014) (132),
utilizando un esquema estandar de atomizado, pero variando las cantidades de
los componentes del producto a atomizar. La primera emulsién se formo
mezclando 1 mL de diclorometano (DCM) con el polimero disuelto en 100 L de
agua que contenia 20 mg de diclorhidrato de PMX (DPMX) que fue emulsionado
a 14.000 RPM durante 2 minutos con un “Ultraturrax® T18 digital”. La emulsion
WI/O resultante fue transferida a un vaso de precipitado que contenia una
solucién de poli-vinil-alcohol (PVA) a concentracion variable para estabilizar la
segunda emulsién. Esta mezcla se homogeniz6 a 8000 RPM y luego fue secada

por atomizacion.

b. Emulsion O/W

Se disolvieron 400 mg de PLGA en 1 mL de DCM mediante un vortex, luego
se disolvieron 40 mg de pramipexol base (BPMX) en la solucién polimérica con la
ayuda de un vortex y luego con ultrasonido. Dicha solucion fue adicionada sobre
10 mL de solucion de PVA (concentracion variable) y emulsionada mediante
Ultraturrax® a 5.800 rpm durante 1 min. Se obtuvo una emulsion O/W que luego

fue secada por atomizacion.
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c. Emulsién W/O

20 mg de DPMX fueron disueltos en 1 mL de una solucion de PVA al 0,5 %.
Esta solucion fue emulsionada mediante Ultraturrax® a 8.000 rpm durante 2
minutos en 20 mL de una solucion de PLGA (5 % p/v). Se obtuvo una emulsion

WI/O que luego fue secada por atomizacion.

2. Suspension

Se disolvieron 1000 mg de PLGA en 20 mL de DCM mediante un vortex, luego se
dispersaron 20 mg de DPMX en la solucién polimérica mediante agitacion en vortex. Se

obtuvo una suspension que luego fue secada por atomizacion.

3. Solucion

Se disolvié el PLGA (1500 mg - 400 mg) en DCM (10 mL — 25 mL), posteriormente
se disolvio el BPMX en la solucion polimérica con la ayuda de un agitador vortex. Se

obtuvo una solucién que luego fue secada por atomizacion.
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4.3.2 Optimizacién de la obtencion de microparticulas mediante un
disefio experimental

Una vez que se fijaron los parametros de formulacién y de proceso en los ensayos

previos, se procedi6 al planteamiento del disefio experimental, que consideré 2

variables de proceso: temperatura de entrada y velocidad de alimentacion. Se

mantuvieron fijas las siguientes variables:

e Flujo de aire: en los ensayos previos, a medida que este disminuye, se

generaron agregados compactos de polimero fuertemente adheridos a la

superficie del ciclén del equipo, lo que llevé a una fuerte disminucion del RP.

Este quedd ajustado al valor 601 L/h y se vigil6 que se mantuviera constante

durante todos los experimentos.

e Aspiracion: se observé que disminuyéndola se producian agregados compactos

de polimero en el ciclén y el RP disminuia de manera drastica. La aspiracion se

ajusto al 100% en todo el desarrollo del disefio experimental.

A cada variable se le asignaron 5 niveles de variacion. En la tabla 3 se recogen los

niveles codificados y reales de las variables utilizadas en el disefio experimental.

Tabla 3: Niveles codificados y reales de las variables del disefio para la optimizacion de microparticulas
de BPMX. Fuente: elaboracién propia.

Niveles de variacion Temperatura de entrada (° C) | Velocidad de alimentacion (%)
-1,414 45 5
-1 48 7
0 55 13
1 62 18
1,414 65 20
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Los diferentes niveles de variacion en sus distintas combinaciones dieron lugar a
un bloque de 10 experimentos que fueron realizados por duplicado. Las formulaciones

fueron preparadas de acuerdo a la metodologia descrita en los ensayos previos.

Preliminarmente, se evalué la morfologia y tamafio de las microparticulas de las
diferentes formulaciones del disefio mediante microscopia electronica de barrido
8SEM). Ademas, las formulaciones fueron sometidas a un ensayo de cesién, para

evaluar su comportamiento como sistemas de libracion controlada.

En cuanto a las respuestas medidas se selecciond: tamafio promedio de particula

(um) (Yq), eficacia de encapsulacion (%) (Y2) y el rendimiento del proceso (%) (Y3).

Al terminar los experimentos, las formulaciones obtenidas fueron analizadas
obteniéndose informacion de las 3 respuestas medidas. Para esto se utilizé el software
Statgraphics Centurion XV version 15.2.05, donde se obtuvo el comportamiento para
cada factor y las interacciones entre ellos que dieron lugar al gréfico de superficie de
respuesta mostrado en los resultados. Ademas, se realizaron diagramas de Pareto,
graficos de interacciones y graficos de efectos principales, con el fin de determinar qué

factor o factores influyen significativamente en cada respuesta.
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4.3.3 Caracterizaciéon de las microparticulas.

4.3.3.1Eficacia de encapsulacion (%EE) y carga

La carga y la %EE se calcularon utilizando las siguientes relaciones (ecuaciones 7 y 8):

PMX pesado (mg)
PLGA pesado (mg) + PMX pesado (mg)

Carga =

Ecuacién 7: calculo de la carga de BPMX en microparticulas de PLGA (también se puede representar de
forma porcentual multiplicando el valor por 100). Adaptada desde: WIPPS;2016;5(3);543-566.

Carga encontrada
%EE = = * 100
Carga teorica

Ecuacién 8: célculo del %EE de PMX en microparticulas de PLGA. Adaptada desde:
WJPPS;2016;5(3);543-566.

Para determinar la cantidad de farmaco encapsulado, este fue extraido desde las

microparticulas y luego cuantificado por espectrofotometria UV.

La cuantificacion del farmaco desde las microparticulas fue realizado mediante
un método previamente validado por Fuentes y colbs. (2014) (132. Brevemente, se
pesaron aproximadamente 20 mg de microparticulas que fueron depositadas en un tubo
falcon de 15 mL, a continuacién, se agregaron 3 mL de DCM para romper las
microparticulas. El tubo fue agitado en un vortex por 3 minutos. Luego, se agregaron 3
mL de acido formico al 0,1 % v/v y se agitO nuevamente en vortex durante 3 minutos.
Se extrajo el sobrenadante (se reemplazé en el tubo con 3 mL de acido formico al 0,1 %
v/v) y se adicion6 a un matraz aforado de 50 mL. Este procedimiento se repitio dos

veces mas. Con los tres volumenes extraidos de sobrenadante se aforé el matraz con
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acido férmico al 0,1 % v/v. También se preparo un blanco con microparticulas blanco
(sin farmaco), con las que se ajusto a cero la linea base del equipo antes de leer las
muestras en un espectrofotometro “Cary® 50” a 262 nm. Las muestras se leyeron 3
veces anotando las absorbancias obtenidas en la lectura y calculando por interpolacion

en la curva de calibracion los resultados obtenidos.

4.3.3.2 Tamafo y morfologia

Este apartado se ve en conjunto ya que la observacion al microscopio de las

particulas permite definir la morfologia y analizar el tamafio de estas.

4.3.3.2.1 Microscopia 6ptica

En primera instancia, el tamafio de particula fue medido mediante microscopia
Optica, con el objetivo de tener una vision general del tamafio y aspecto de las
microparticulas. Se utiliz6 un microscopio Optico “Zeiss Primostar” acoplado a una
camara fotografica “EOS Rebel T3” que permite capturar imagenes. Esta prueba se
llevdo a cabo en el Laboratorio de Tecnologia Farmacéutica, Facultad de Farmacia,
Universidad de Concepcion. En un portaobjeto se deposité una pequefia cantidad de
microparticulas que fueron cubiertas con un cubreobjetos para luego ser visualizadas
en el microscopio Optico, se llevaron a un aumento que permitiera observar de buena
manera las particulas de forma individual y se capturaron varias imagenes. Mediante el

uso del software AxioVision®, se midié un minimo de 100 particulas por muestra a las
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que se les calculo el promedio y su desviacion estandar. Los datos fueron ingresados

luego al software estadistico Statgraphics® para su procesamiento posterior.

4.3.3.2.2 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

La exploracion mediante SEM ayuda a la evaluacion de la forma fisica de las
microparticulas mediante la revisibn de la superficie, forma, tamafio y estado de
agregacion entre los distintos lotes revisados, siendo deseable encontrar particulas
lisas, esféricas, de tamafio similar, individualizadas y poco agregadas entre ellas. Se
utilizé un microscopio electréonico “JEOL JSM-6610LV” ubicado en el Centro de
Biomateriales y Nanotecnologia (CBN) de la Universidad del Bio-Bio. Las
microparticulas fueron fijadas al porta-muestra del microscopio, para luego realizar el
metalizado de estas con oro durante 20 segundos. Posteriormente, las muestras fueron
debidamente rotuladas e ingresadas al equipo para comenzar la exploracion. Se

revisaron las siguientes muestras:

e Microparticulas blancas
e Formulaciones obtenidas desde el disefio experimental: DDE 2, DDE 4, DDE 5,

DDE 7, DDE 8 y DDE 10.

e Optimizadas

Se revisO: la superficie de las particulas, su forma, estado de agregacion y el

tamafio con respecto a las que le rodean.
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4.3.3.2.3 Difraccion laser

Otra determinacion de tamafo fue realizada mediante la técnica de difraccion
laser en un equipo modelo “Microtrac® S3500”, que puede entregar datos estadisticos
segun el tipo de tamafio que se mida. Este andlisis se realiz6 en el Laboratorio ASIF,
Facultad de Ingenieria en la Universidad de Concepcion. Una pequefia cantidad de
muestra fue depositada en un tubo eppendorf y posteriormente dispersada en agua
destilada. Para mejorar la dispersiéon de las microparticulas en agua, se utilizé una
sonda de ultrasonidos durante 5 min. Luego de esto, el equipo analizé la muestra por
quintuplicado y entreg6 los datos solicitados mediante el software “Mictrotrac Flex”. El
indice de refraccion utilizado fue de 1,51 para todas las muestras analizadas, el
software entregd histogramas y frecuencias acumuladas para cada tipo de diametro

medido que fueron 3: volumen, ndmero y area. Se midieron:

e Microparticulas blancas en condiciones optimizadas.
e Disefio experimental completo (1 a 20).

e Formulacion optimizada.

4.3.3.3 Potencial zeta

El potencial zeta de las muestras fue medido en un “Zetasizer Nano ZS90” en el
laboratorio de Tecnologia Farmacéutica de la Facultad de Farmacia, Universidad de
Concepcion. Una muestra de microparticulas fue dispersada con agua nanopura y

traspasada a una celda capilar DTS1070. La muestra se dejo equilibrar durante 2 min,
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para luego realizar la medida. Se obtuvo una medida promedio de la muestra y su

grafico de distribucion de potenciales. Fueron analizadas las siguientes muestras:

e Formulacion optimizada 1.
e Formulacion optimizada 2.

» Formulacion optimizada 3.

4.3.3.4 Interacciones moleculares

4.3.3.4.1 Difraccion de rayos X

El analisis de las muestras se realizé en un difractbmetro de rayos X “D8
Endeavor” en el Instituto de Geologia Econdmica Aplicada (GEA) de la Universidad de
Concepcidon. La muestra en polvo se depositd en un contendedor acrilico con una
hendidura de 10 mm, donde el polvo se distribuyé homogéneamente en todo el espacio
disponible del contenedor que luego fue insertado en el equipo de difraccion de rayos X.
El analisis quedé fijado entre 5 y 20 20 a una velocidad de 1°/min. Se midieron las

siguientes muestras:

e BPMX.

e PLGA.

e Mezcla fisica BPMX/PLGA 50/50.

e Mezcla fisica BPMX/PLGA carga teorica.

e Microparticulas blancas.
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e Formulacion optimizada.

Luego del andlisis la informacion fue colectada y graficada en Microsoft Excel,
donde se generé una representacion de intensidad vs 20 para luego hacer una
comparacion entre los graficos obtenidos, en la busqueda de similitudes y discrepancias

entre ellos.

4.3.3.4.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis fue llevado a cabo en un calorimetro DSC 131 evo en el Laboratorio
del Dr. Javier Morales Montecinos, Facultad de Cs. Quimicas y Farmacéuticas,
Universidad de Chile. Se pes6 aproximadamente 5 mg de muestra seca, que fue
acondicionada en capsulas de aluminio para su analisis en el equipo DSC. Se

analizaron las siguientes muestras:

e BPMX.

e PLGA.

e Mezcla fisica BPMX/PLGA 50/50.

e Mezcla fisica BPMX/PLGA carga teorica.

e Mezcla fisica BPMX/PLGA carga practica.

e Microparticulas blancas.

e Formulaciones obtenidas desde el disefio experimental: DDE7 y DDE10.

e Formulacion optimizada.

54



Los barridos se hicieron desde temperatura ambiente 25-30 °C hasta 200 °C con
una velocidad de 10 °C/min y luego un periodo de enfriamiento del equipo antes de
analizar la siguiente muestra. Se obtuvieron los gréaficos de flujo de calor vs temperatura

que fueron contrastados entre ellos.

4.3.3.4.3 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

Este estudio se realizé en un espectrofotometro infrarrojo Interspec 200-X con
una celda de atenuancia total reflejada “MIRacle ATR accesory”, en la Facultad de
Ciencias Quimicas y Farmacéuticas de la Universidad de Chile. Una cantidad adecuada
de muestra seca fue puesta en la celda ATR y luego sellada. La lectura se hizo
mediante un barrido espectral entre 600-4000 cm™, repetido 16 veces. Luego del
barrido, se graficd un interferograma en el PC colector de datos y este se transformé a
transmitancia para ser interpretado mas facilmente. Se utilizO6 como blanco la celda

vacia y se resto a los espectros obtenidos. Se analizaron las siguientes muestras:

e BPMX.
e PLGA.
e Microparticulas blancas.

e Formulacion optimizada.
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4.3.4 Evaluacién in vitro de las microparticulas mediante cinética de
liberacion y su adecuacion a modelos cinéticos conocidos

4.3.4.1 Evaluacioén de cinética de liberacion.

Se pesaron aproximadamente 30 mg de microparticulas por muestra y se
transfirieron a tubos falcon de 15 mL, a los que se les agregd 15 mL de buffer fosfato
isotonico pH 7,4. Los tubos se dejaron en un bafio de agua termostatizado “Wisebath®
WSB-18" a 37 °C bajo agitacion de 100 RPM por todo el tiempo que duroé la cinética de
liberacion. Luego de transcurrido el tiempo estipulado para la toma de muestra, los
tubos se sacaron y se centrifugaron por 5 minutos a 4.400 RPM, luego se extrajo una
alicuota de 5 ml que fue depositada en un matraz aforado de 10 mL para finalmente
llevarlo a su volumen final con buffer fosfato. Luego de esto, se repuso el volumen
tomado con buffer fosfato y los tubos fueron devueltos al bafio termostatizado hasta la
préxima toma. Este procedimiento se realizé a los siguientes tiempos: 1 h, 4 h, 8 h, 24
h, 3 dias, 5 dias, 7 dias, 10 dias, 14 dias, 18 dias, 21 dias, 25 dias y 30 dias. Las
muestras fueron filtradas con filtros de PVDF 0,45 um directamente a la cubeta y luego
leidas por espectrofotometria a 262 nm. Los datos fueron tabulados y procesados en
Excel. En la tabla 4 Se indica la composicién del buffer fosfato utilizado para los

experimentos de liberacion:
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Tabla 4: Composicion de buffer fosfato isoténico pH 7,4. Adaptado desde Meth Mol Biol;2017;1586;83-
126.

Componente Cantidad g/L
NacCl 8,0
KCI 0,2
KH,PO, 1,42
Na,HPO, 0,24

4.3.4.2 Adaptacion a modelo matematico existente

Los datos obtenidos de las cinéticas de liberacion de farmaco desde la
formulacion optimizada fueron introducidos al software DDSolver para realizar un
analisis de ajuste, probando distintos modelos de liberacion para cada grafico obtenido
y uno que englobe el promedio de las formulaciones testeadas y sus duplicados (n=6).
Se obtuvieron datos de ajustes representados por el valor r?> que fue el mayor
discriminante entre modelos. Se probo6 el ajuste a modelo cinético de: orden cero,
primer orden, Higuchi, Korsmeyer-Peppas, Hopfenberg, Hixson-Crowell, Baker-
Londsdale y Peppas-Sahlin, con el objetivo de encontrar el mejor ajuste. El software
entreg6 gréficas individuales y promediadas de los distintos modelos probados, su
coeficiente de correlacién y las constantes de la ecuacion que representan al modelo.
Para efectos de resultados solo se presentara el modelo que tuvo mejor correlacién de

todos los probados.
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4.4 Desarrollo y validacion de metodologia analitica HPLC para la
cuantificacion de pramipexol en matriz bioldgica

4.4.1 Trabajo preliminar

Como primer paso, se llevd a cabo un trabajo preliminar en un cromatografo
HPLC Shimadzu Prominence, para luego trasladarlo a un equipo de similares
caracteristicas asociado a un detector de masas y realizar la validacion del método

analitico.

Se probaron diversas columnas para llegar al método que se validé en las
secciones posteriores, para este cometido se probaron columnas cromatograficas de

diversas terminaciones quimicas a la busqueda de la mejor (tabla 6).

Tabla 5: Columnas probadas para determinar PMX en fluidos biolégicos. Fuente: elaboracion propia.

C8 Purospher® STAR RP-8e. 125-4, 5 um.

C18 LiChrospher® 100 RP-18. 250-4, 5 um y MultoHigh 100 RP18. 150-4,6.
Ciano LiChrospher® 100 CN. 125-4, 5 um y Zorbax Eclipse XDB-CN. 150-4,6.
Silica Kromasil 100-5 SIL. 250-4.6, 5 um.

Fenil Zorbax Eclipse XDB-Phenyl. 150-4,6, 5 pm.

Alguilamida | Supelcosil™ ABZ+Plus. 250-10, 5 um.

Las fases moviles probadas contenian en su mayoria mezclas de agua con un

modificador organico como metanol o acetonitrilo, y con ajuste de pH.

En bibliografia se describen diversos métodos HPLC para la cuantificacién de
PMX en plasma (133) (134) (135) (136) (137) (138)- Las bajas dosis en que se utiliza el farmaco
requieren de una deteccion altamente sensible que se alcanza mediante deteccién por

espectrometria de masas (HPLC-MS) y electroquimica (139. También, se reportan
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meétodos para otras matrices bioldgicas tales como orina y tejidos biolégicos, utilizando

deteccion ultravioleta (UV) y HPLC-MS respectivamente (139) (140)-

Otro punto importante fue desarrollar una metodologia extractiva para el PMX y
el IS que se encuentra en la matriz. En investigaciones ya realizadas, el farmaco y el
estandar interno se recuperan mediante extraccion liquido-liquido desde la fase acuosa
a un solvente organico para luego evaporarlo y reconstituirlo en la fase movil de trabajo
(133) (134) (135) (136) (137) (139). Otra alternativa es la extraccion en fase solida (SPE), donde se
utilizan columnas de pequefio volumen (1mL) y la molécula de interés queda retenida
en la columna hasta que se recupere con un solvente adecuado (13g) (141)- En otras
investigaciones se describen métodos para ambas formas de extraccion con buenos
resultados, por lo que también se intentd adaptar desde bibliografia algin método de

los 2 expuestos.

4.4.2 Eleccion de fase movil

Para la cromatografia en fase reversa se trabaja normalmente con solventes de
alta polaridad como el metanol, acetonitrilo y tetrahidrofurano (este ultimo posee el
menor uso de los 3 por su toxicidad) sumada al agua que dan lugar a una gran variedad
de fases moviles (142). Otro recurso importante es la modulacion de pH que, a pesar de

no ser obligatoria, puede tener una incidencia importante en el analisis (14).

La fase movil de trabajo se eligio probando diversas mezclas acuosas de dos

solventes organicos: metanol y acetonitrilo. El pH de la fase movil fue ajustado con
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modificadores de pH, como: acetato de sodio, acetato de amonio, formiato de amonio,
acido acético y acido formico. Finalmente, la composicion de la fase movil fue de
metanol:acido formico 0,1 % v/v en proporcion 35:65 % v/v. La fase movil fue filtrada al
vacio a través de filtros de membrana de 0,42 um PVDF, y desgasificada mediante

ultrasonido por 20 min antes de su uso.

4.4.3 Eleccidon de estandar interno

El estandar interno (IS) se define como una molécula similar a la molécula de
trabajo, donde esta se carga junto al analito en cantidades constantes y atraviesa el
procesamiento de muestra hasta ser leida en el equipo. La ventaja de poseer un IS
radica en la correccion de errores sistematicos y aleatorios que se podrian dar en el
proceso, mejorando la cuantificacién de la muestra y entregando una mayor correlacion
de datos en la mayoria de los casos (143). Para efectos de cuantificacion, en el eje Y se
representa el cociente del analito y el IS. La eleccién del IS se hizo teniendo en cuenta

los siguientes requisitos:

e Ser soluble en el medio de trabajo (fase movil, o solvente de trabajo).
e Propiedades fisicoquimicas similares al analito: peso molecular, pKa, logP y
solubilidad (parametro atil a la hora de extraer el 1S).

e Eluir con completa resolucién respecto al PMX
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En bibliografia se han utilizado estandares internos como quetiapina,
tamsulosina, BHT-920, entre otros (133) (136) (138). La no disponibilidad de estas moléculas
obligbé a revisar las propiedades fisicoquimicas de los estandares en existencia y asi

elegir uno mediante comparacion de estos con las propiedades del PMX.

4.4.4 Eleccion de un método de Extraccioén

Después de evaluar diferentes métodos de extraccion, sin obtener buenos
resultados, se plantea usar la técnica de extraccion en fase sélida (SPE), de acuerdo a
una metodologia obtenida desde literatura (13s). La técnica de SPE ofrece una serie de
ventajas respecto a otras técnicas de extraccion, como: mayor poder de selectividad al
eluir la muestra, esta eluye con menos interferentes desde el cartucho, y mayor rapidez

para obtener resultados en comparacion a la extraccion liquido-liquido (13s).

Este trabajo se llevé a cabo utilizando un esquema normalizado (figura 12). En
primer lugar, se mezclaron 250 uL de suero de rata con 250 pL de amoniaco al 25 %
para llevar al PMX a un estado no ionizado, luego se agregaron 250 uL de solucion Sl
800 ng/mL y 250 uL de agua nanopura. La muestra fue mezclada en vortex durante 1
min. De esta mezcla se tomaron 500 pL y se agregaron a una columna de SPE Oasis®
de 1 mL, que previamente habia sido acondicionada con 1 mL de metanol y luego con 1
mL de agua nanopura. Tanto el farmaco como el Sl, luego de ser retenidos en la
columna, fueron eluidos mediante 1 mL de fase movil, que luego fue filtrada e inyectada
al HPLC (37). El esquema final se detallard en los resultados obtenidos. Indicar el
detalle de la técnica y la columna usada.
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500 pL de
mezcla

* 250 pL Suero 1 min vortex

* 250 pL Agua

Figura 11: Esquema de SPE para PMX + IS. Fuente: elaboracion propia.

4.45 Validacion del método analitico

_ . 250 HL;ﬁ.mGﬂiECDZE% Q
+ 250 LIS

Eluir muestra

1000 pL Agua
Eluiragua

1000 pL Fase movil
Recuperar muestra

La validacion e implementacion del método fue llevada a cabo en el Laboratorio

de Estudios Avanzados en Farmacos y Alimentos (LEAFA), Facultad de Farmacia,

Universidad de Concepcion. Se utilizé un HPLC “Nexera X2” detallado en la tabla 6:

Tabla 6: Configuracion HPLC-MS usado en la validacion del método desarrollado. Fuente: elaboracion

propia.
Parte Modelo
Bomba LC-30AD
Autosampler SIL-30AC
Horno CTO-20AC
Detector UV SPD-M20A
Detector MS LCMS-8030
Interfaz CBM-20A

El software utilizado para el manejo y procesamiento de datos fue

LabSolutions®. La configuracion del espectrometro de masas se hizo por ionizacion

positiva mediante monitoreo de reacciones multiples (multiple reaction monitoring;

MRM) que permite una mayor selectividad para el analito y el IS, pero a su vez
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disminuye la sensibilidad del método. Se descartd la configuracion de una séla
fragmentacion molecular (selected ion-monitoring; SIM), ya que se encontraban
interferentes en la elucién del analito. Segun revision bibliografica se encontraron las 2
fragmentaciones mas abundantes para PMX e IS, que son m/z 212->153 y 234->86,
respectivamente. Estas se programaron en los tiempos de elucion de cada analito (133
1a4). Se trabajoé con la interfase de ionizacion mediante electrospray (electrospray
ionization; ESI) y un analizador de triple cuadripolo que separa los iones, los vuelve a
fragmentar y separa finalmente, obteniendo la fragmentacion objetivo, siendo altamente

selectivo y util en matrices complejas (14s).

También se obtuvieron datos en tiempo real de las condiciones de trabajo, lo que
ayudo a verificar el buen comportamiento del equipo durante el trabajo experimental

(tabla 7):

Tabla 7: Condiciones del HPLC-MS obtenidas en tiempo real mediante el software de operacién. Fuente:
elaboracién propia.

Parametro Valor
Interfase ESI
Flujo de gas nebulizante 3 L/min
Flujo de gas de secado 15 L/min
Voltaje de interfase 4,5 kv
Corriente de interfase 0,1 pA
DL T® 250 °C
T° bloque de calor 400 °C
Voltaje de conversion de dinodo 6 kV
Voltaje de detector 1,84 kV
Vacio IG 1,9 e-004 Pa
Vacio PG 9,5e+0,01 Pa
CID Gas 240kPa.
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Como gas nebulizante se utilizd nitrégeno proveniente desde un generador
independiente del cromatografo. Como gas de colisién para las fragmentaciones del

modo MRM se utilizé argon.

La validacion fue llevada a cabo segun las directrices de validacion emitidas por
la ICH (International Conference of Hamonisation) para metodologias bioanaliticas. Los

criterios de aceptacion se encuentran descritos en cada parametro por separado (14e).

4.45.1 Evaluacion del “efecto matriz” sobre PMX e IS

La primera fase de la validacion se llevé a cabo evaluando el efecto matriz que
puede ejercer el suero sobre las muestras. En espectrometria de masas se evalla por
un fendmeno especifico llamado “ion supression”, donde el analito compite contra las
demas moléculas presentes en la matriz por ionizarse, lo que puede reducir la sefial de
la muestra y/o alterar los demas parametros analiticos como la precision y exactitud del
metodo (147). El efecto matriz se evalla construyendo curvas de calibracion en matriz y
solucion analitica para luego evaluarlos mediante un test estadistico discriminativo (14s).
Es importante considerar que al preparar el analito en su matriz, esta debe estar
presente en la mayor cantidad posible del volumen final para que se pueda apreciar su
influencia en la muestra y se deben usar los mismos estandares para la curva analitica

y en matriz.

Se prepararon 2 curvas de calibracion (sol. analitica y matriz) con 3 puntos: nivel

de concentracion bajo, medio y alto, que fueron inyectadas por duplicado (n = 2) y
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medidas sus areas para luego construir las curvas de calibracion. A continuacion, se

detalla la preparacién de las muestras en matriz (tabla 8):

Tabla 8: Preparacion de muestras en matriz de trabajo para evaluar “efecto matriz”. Fuente: elaboracion

propia.
Xo (0 ng/mL) X1 (25 ng/mL) X2 (250 ng/mL) X3 (500 ng/mL)
PMX* (L) 0 25 25 50
IS**  (uL) 25 25 25 25
FM (L) 125 100 100 75
Matriz (pL) 850 850 850 850
Total (pL) 1000 1000 1000 1000

*Para PMX se prepararon 2 soluciones, una de 1 pg/mL (X;) y otra de 10 pg/mL (X, y X3)

**E[ IS fue una solucién 10 pg/mL en todas las muestras.

Se puede observar que el 85 % de la composicion de las soluciones corresponde
a la matriz, por lo que cumple con el requerimiento solicitado. Luego de prepararse y
agitarse mediante vortex por un pequefio periodo de tiempo, estas fueron pasadas por
filtros de membrana 0,42 um y depositadas en un vial de cromatografia para finalmente
inyectarlas al equipo. La preparacion de las muestras en fase movil se detalla en la

tabla 9:

Tabla 9: Preparacion de muestras analiticas para comparar contra muestras en matriz. Fuente:
elaboracién propia.

Xo (0 ng/mL) X1 (25 ng/mL) X, (250 ng/mL) X3(500 ng/mL)
PMX  (ul) 0 25 25 50
IS () 25 25 25 25
FM (uh 975 950 950 925
Total (ul) 1000 1000 1000 1000

Las muestras fueron preparadas en fase movil, ya que esta se utiliza para

recoger el producto desde la SPE y evita problemas de elucion de la misma
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(deformaciones de picos cromatograficos, o alteraciones de tiempo de retencion). Los
resultados obtenidos fueron graficados en area PMX/IS vs concentracion del analito
para obtener la ecuacién de la recta y su R% Estos datos fueron observados a la

bldsqueda de diferencias entre las curvas de calibracion obtenidas.

4.45.2 Linealidad

La linealidad se encuentra definida por la relacion que existe entre las sefales
analiticas medidas (area, alturas, conteos, etc...) de un lote de muestras de
concentracion conocida, buscando establecer una relacion matemética entre todas las
concentraciones medidas, que en analisis instrumental suele ser una relacion directa
(recta). Por lo tanto, esta relacién permitiria estimar la concentracion de una muestra
desconocida con seguridad siempre y cuando esta no escape del intervalo de la recta

establecida (149).

La linealidad fue evaluada preparando una curva de calibracibn de 5 puntos
(Tabla 11) por triplicado (n= 15) e inyectados 3 veces. Los datos fueron graficados en
funcion de: area PMXI/IS vs concentracion del analito obteniéndose la ecuacion de la
recta y su R® Las soluciones fueron preparadas a partir de una solucién madre

haciendo las diluciones respectivas detallada en la tabla 10.
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Tabla 10: Preparacion de soluciones para curva de calibracion de 5 puntos. Fuente: elaboracién propia.

Alicuota (uL) | Solucién madre (ug/mL) | Conc. Final (ng/mL)
250 10 25
500 10 50
1000 10 100
2000 10 200
2500 10 250

A todas las soluciones estandar se les agrego el IS de modo que quedara la
concentracion de este en 100 ng/mL. Estas soluciones estandar fueron preparadas en
matraces aforados de 10 mL, para luego ser filtradas con un filtro de 0,45 pm y
depositadas en un vial de cromatografia. La linealidad fue verificada mediante un
andlisis estadistico ANOVA, obteniéndose la curva de regresion lineal, coeficiente R? y

minimos cuadrados.

4.45.3 Precision instrumental

Este parametro se caracteriza por hacerse dentro del mismo dia, con la misma
solucion y por el mismo analista evidenciando que el método es reproducible en
intervalos cortos de tiempo. La precisén instrumental fue evaluada inyectando una
muestra preparada en matriz repetidas veces (n= 6, minimo) y observando las
variaciones de esta entre inyecciones (149). Se prepard una solucion en matriz segun el
esquema mencionado anteriormente, que corresponde al punto medio de la curva de
calibracion y se calculd la variacion porcentual (% C.V) de esta con una tolerancia
maxima del 15 % de variacion porcentual entre las 6 inyecciones realizadas. Esta

relacion se calculd segun la ecuacion 9.
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S.D Muestras

— x100=%C.V
X Muestras

Ecuacién 9: Calculo de coeficiente de variacidon porcentual. Donde: S.D: desviacién estandar de las
muestras; X: promedio de las muestras leidas. Adaptada desde: Int. Res. J. Pharm.;2013;4(4);39-46.

4.4.5.4 Repetibilidad y precision intermedia

La precision de un método analitico refiere a la dispersion de los datos de una
muestra y la concordancia que hay entre ellos, esto se evalla mediante la desviacion
estandar de las muestras analizadas, donde una baja dispersién se asocia a un bajo
error aleatorio al momento de procesar la muestra. En la practica se puede evaluar
analizando un lote de muestras de la misma concentracion dentro de un mismo dia en
diferentes niveles, obteniéndose la desviacion estandar global para esa concentracion

que debe respetar los margenes de tolerancia descritos para este parametro (precision)

(149)-

Se analizaron muestras preparadas en matriz para 3 niveles de concentracion:
bajo, medio y alto. Estas fueron preparadas e inyectadas al sistema cromatografico con
el fin de ver la variacion de los datos en funcién del tiempo y la dispersion de los
mismos. Las muestras fueron almacenadas de un dia para otro en viales eppendorf y
refrigeradas para prevenir escapes de solvente evitando variaciones, estas muestras
fueron inyectadas en 3 dias distintos. Como criterio de aceptacion, la % C.V entre
muestras debe ser < 15 % en el mismo dia y el mismo valor entre los 3 dias que se hizo

la prueba.
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4.455 Exactitud

La exactitud del método corresponde a la recuperacion del analito desde la
matriz previo al analisis. Esta representa la cercania del valor analitico con el “valor
nominal” al que se le asocia, siendo ideal recuperar el 100 % de la muestra. Valores
pequefios normalmente refieren a una pobre recuperacion del analito y valores sobre el
100 %, pueden reflejar que la matriz contiene interferentes que dificultan la
cuantificacion o que la extraccion esta mal ejecutada. Los limites de tolerancia en
cuanto a recuperacion estan dados segun el orden de concentracion a la que se trabaja

por lo que esto puede ser variable dependiendo de las necesidades de analisis (149).

Luego de haber generado un protocolo de extraccién, este se llevé a la practica
trabajando en 3 niveles (bajo, medio y alto) por triplicado de la curva de calibracién. Se
evalud la recuperacién inyectando 3 veces cada muestra y se tabularon los resultados
obtenidos en funcion del porcentaje recuperado del analito y el IS. La tolerancia maxima
es de un 15% de % C.V entre las 3 muestras del mismo nivel de concentracion.
También se tomaron los porcentajes de recuperaciéon de los 3 niveles y se calcul6 el
coeficiente de variacion general para evaluar la homogeneidad de la extraccién a

distintos niveles.

4.45.6 Limites

Los limites de deteccién del analito (LOD) y de cuantificacién (LOQ) son el punto

minimo al que puede llegar el método siendo esta informacion confiable. EI LOD
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especificamente se define como una sefal proveniente del equipo que pueda ser
distinguida del ruido acusando la presencia del analito en una muestra a diferencia de
un blanco que no deberia presentar sefal, esta no puede ser cuantificada siendo un
parametro puramente cualitativo. Por otro lado, el LOQ es la concentracion mas baja de
analito que se puede detectar con exactitud y seguridad, siendo cualquier otro dato bajo
este limite reportado como “traza” (149). Mediante evaluacion visual de los
cromatogramas blancos y distintas inyecciones de estandares diluidos bajo el punto
inferior de la curva, se tantearon los limites de cuantificacion y de deteccidn del analito.
Cromatogramas de distintas concentraciones de analito fueron impresos para luego
medir con regla graduada en centimetros el alto del ruido del equipo y el pico del analito
a distintas concentraciones en la busqueda de las relaciones sefal/ruido que
cumplieran los criterios anteriormente mencionados. Por medio de proporcionalidad
directa, se infirieron las concentraciones a inyectar en el equipo para luego analizarlas y
discernir entre los limites. Como aceptacion en LOD se requiere que la sefial analitica
sea aproximadamente 3 veces el tamafio del ruido encontrado en el equipo y en LOQ

10 veces la misma (146).

4.45.7 Selectividad

La selectividad esta dada por la respuesta del instrumento al analito, por lo que
cualquier sefal ajena que apareciese en el momento de la elucion del PMX o el IS

genera problemas en la cuantificacion. Afortunadamente, el trabajo en HPLC-MS
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entrega una mayor selectividad que otras técnicas, donde una configuracion adecuada

del equipo permite niveles altisimos de selectividad (1s0).

Se ensayaron 2 modos de ionizacion: SIM y MRM. Se trabajé ejecutando
pruebas con ambos métodos y se selecciond uno para la validacion de la metodologia
analitica usando como criterio el que entregue mayor especificidad ya que este tipo de
matrices pueden generar errores de cuantificacion. Se utiliz6 suero de rata como
blanco. Como criterio de aceptacion no deberian manifestarse sefiales analiticas en el

tiempo de elucion del PMX. Esto se comprob6 con muestras en modo SIM y MRM.

4.4.6 Utilidad del método

El método desarrollado y validado fue utilizado para determinar PMX en suero de
rata administrado mediante una inyeccion bolus en una sola oportunidad, con el objetivo

de generar un perfil farmacocinético del farmaco.

Este estudio fue llevado en conformidad a la normativa 2010/63/UE de la union
europea, la ley chilena 20.380 en relacién a la proteccion de animales, y la aprobacién
del comité de bioética de la Universidad de Concepcion, siguiendo también el principio

propuesto por Russel y Burch de “las 3 R” (151) (152).

El estudio farmacocinético fue llevado a cabo en ratas Sprague-Dawley machos
de 8-9 semanas (300-350 g), consistiendo en una inyeccion subcutanea de DPMX
disuelto en suero fisiologico. La dosis utilizada fue de 1mg/kg. Las muestras de sangre

fueron extraidas mediante puncién cardiaca a: 1, 2, 4, 8, 24 y 48 horas por triplicado (21
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ratas en total) para luego ser sacrificadas de inmediato. Las muestras fueron
procesadas segun la metodologia desarrollada. También se utilizé un control de calidad
cada 5 inyecciones (100 ng/mL) para corroborar el buen funcionamiento del
cromatografo. Los datos fueron graficados en concentracion (Cp) v/s tiempo (t) y

normalizados logaritmicamente para obtener una recta.

Luego de obtener los perfiles cinéticos a través de las muestras se calcularon
parametros farmacocinéticos importantes como: concentracion inicial (Cy), semivida
plasmatica (t12), constante de eliminacion (Ke) y area bajo la curva (AUC) (1s3). Estos
parametros fueron calculados asumiendo una eliminacion de primer orden (ecuaciones

10, 11, 12,13 y 14):

Cpo (Asumiendo Cp = 0 ng/mL):

Log(Cp) = Log(Cpy) — t

e
—
2.303
Ecuacién 10: Calculo de concentracién plasmatica a tiempo cero. Adaptada desde: Pharmacology:
Principles and Practice; Hacker M., Bachmann S., Messer W.; 2009;Academic Press;223.

Ke (calculando desde la pendiente):

Ke
2.303

Pendiente = —

Ecuacion 11: Célculo de constante de eliminacion. Adaptada desde: Pharmacology: Principles and
Practice; Hacker M., Bachmann S., Messer W.; 2009;Academic Press;223.
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t12 (después de obtener Ke ):

0.693
ly2 = K
e

Ecuacion 12: Calculo de semivida bioldgica. Adaptada desde: Pharmacology: Principles and Practice;
Hacker M., Bachmann S., Messer W.; 2009;Academic Press;223.

AUC:

Ecuacién 13: Calculo de &rea bajo la curva. Adaptada desde: Pharmacology: Principles and Practice;
Hacker M., Bachmann S., Messer W.; 2009;Academic Press;225.
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5 Resultados y discusién

5.1 Formulaciones preliminares.

Los resultados conseguidos se abordaran segun el orden cronologico de
obtencion hasta llegar a la formulacion que fue optimizada. La figura 12 muestra el
esquema con la procedencia de cada formulacion, las cuales fueron codificadas con
una letra para cada método de preparacion, C: emulsion simple W/O; B: emulsion
simple O/W; ED: emulsion doble W/O/W; S: suspension; A y AB: solucién, primera y

segunda etapa respectivamente. Asimismo se les asigné un numero que acompafa a la

Métodos de
obtencion
1
I 1 1
. ' . I
Simpl boble Al S1
imple
(W/0/W)
| L
I 1 L

Figura 12: Esquema de produccién de microparticulas. Se utilizaron distintos métodos de preparacion
antes de atomizar en el equipo, generandose una amplia variedad de muestras agrupadas segun su
obtencién. Fuente: elaboracién propia.

letra que denota su orden de obtencion.
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5.1.1 Emulsion W/O/W

Como primer intento se prepararon microparticulas segun una metodologia de

emulsion doble bajo las siguientes condiciones de proceso detalladas en la tabla 11:

Tabla 11: Condiciones iniciales para microparticulas preparadas por emulsion doble W/O/W. Fuente:
elaboracién propia.

Condicion Valor

Flujo de aire (L/h) 473
Aspiracion (%) 85
Alimentacién (%) 15
Boquilla (mm) 0,7
Temperatura entrada (°C) 110

La formulacion ED1 esta adaptada desde el trabajo realizado por Fuentes y cols.
a32). A partir de esta se realizaron diferentes modificaciones (tabla 12) con el fin de
lograr un alto rendimiento de produccion (RP). En la formulacion ED2 se duplica la
concentracion de sélidos totales para optimizar el secado reduciendo la cantidad de
fase continua a la mitad. Sin embargo, no se observa un aumento significativo en el RP.
Si hay un incremento de la eficacia de encapsulacion (EE), que se puede explicar por el
aumento en el tamafio de particula. Debido al pobre resultado anterior respecto al RP,
en la formulacion ED3 se aumenta tres veces la concentracion de solidos respecto a
ED1, obteniéndose un pequefio incremento en el RP y EE. En cuanto al PVA, se
adiciondé una cantidad fija entre los experimentos ED1-ED3 (100 mg) como parte del
protocolo de utilizar las mismas cantidades en los experimentos, salvo el solvente.
Finalmente, en la formulacion ED4 se aumenta nuevamente el porcentaje de sélidos 6

veces respecto a ED1y 2,5 veces la concentracion de PVA.
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Tabla 12: formulaciones de microparticulas obtenidas a partir de una emulsion doble W/O/W. Fuente:
elaboracién propia.

Exp. Fase W* Fase O** Fase Wy*** | Sélidos RP EE Tamafio (um)
totales (%) (%)
(%)
ED1 100 pL sol. 200 mg 100 mL sol. 0,32 9,2 28,9 5,36 + 3,72
DPMX 200 PLGA PVA 0,1%
mg/mL 1 mL DCM
ED2 100 pL sol. 200 mg 50 mL sol. 0,64 9,6 64,0 | 20,58 + 10,86
DPMX 200 PLGA PVA 0,2%
mg/mL 1 mL DCM
ED3 100 pL sol. 200 mg 30 mL sol. 1,00 13,6 | 79,7 8,563 + 4,29
DPMX 200 PLGA PVA 0,33%
mg/mL 1 mL DCM
ED4 100 pL sol. 800 mg 50 mL sol. 1,89 16,7 | 97,6 8,57 + 5,88
DPMX 200 PLGA PVA 0,25%
mg/mL 1 mL DCM

* Fase interna acuosa; ** Fase oleosa; ***Fase externa acuosa

Se evaluo la cinética de liberacion de la formulacién ED4, que fue la que presento
los mejores resultados de EE y RP. Los resultados de ensayo de liberacion del farmaco

desde las microparticulas se observa en la figura 13.

Como comentario final de las deméas formulaciones, se buscO aumentar la
concentracion de sélidos a atomizar ya que este parametro en teoria mejora el RP en
spray drying, sin embargo el aumentar desde 0,3% a casi un 2% no genera mayor
ventaja en la preparacion de las microparticulas. En teoria una mayor concentracion de
sélidos significaria una menor cantidad de solvente que evaporar desde la gota
atomizada, también significaria un aumento del tamafio de particula ya que hay una
mayor cantidad de ellas en cada gota teniendo como consecuencia una mejor

separacion en el ciclon, maximizando el rendimiento (74). Los experimentos ED1 a ED4
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muestran tendencias donde el aumento de la cantidad de solidos genera una mejora en

la EEy RP.

Cinética de liberacion.
Formulacion W/O/\W

150+
-~ ED4

=
o
o

1
——

an
e

% Liberado (%)

0 1 1 1
0 10 20 30

Tiempo (horas)

Figura 13: Gréfica de cinéticas de liberacion para formulacion ED4 en 3 lotes distintos (n=2). Fuente:
elaboracion propia.

El grafico muestra una liberacion desde las microparticulas casi inmediata,
habiéndose liberado practicamente el 100% del farmaco antes de 15 horas desde el
inicio del estudio. El analisis por microscopia oOptica (figura 14 y 15) muestra en algunas
imagenes lo que podrian ser poros en la superficie de las microparticulas, y que pueden
aparecer por el escape violento de agua desde la matriz polimérica, esto debido a la
alta temperatura de entrada que se requiere para evaporarla. Este comportamiento
estaria alejado del objetivo de la formulacion, por lo que se descarto como método de

obtencién de microparticulas.
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Figuras 14 y 15: Imagenes de microscopia Optica obtenidas desde las muestras E4. Fuente: elaboracion

propia.

5.1.2 Emulsién W/O y suspension

Debido a que no se obtuvieron buenos resultados en RP, EE vy liberacion in vitro

en 6.1.1, se plantean dos nuevas formulaciones de partida: una emulsion W/O (C1) y

una suspension (S1). Tanto en la emulsidn como en la suspension, se utiliz6 DCM

como fase externa, por lo cual se bajo la temperatura de entrada a 45 °C para poder

evaporar el DCM (T° evaporacion: 40 °C) (7g) (tabla 13).

Tabla 13: Condiciones de proceso para emulsion W/O y suspensién. Fuente: elaboracion propia.

Condicion Valor
Flujo de aire (L/h) 473
Aspiracion (%) 85
Alimentacion (%) 15
Boquilla (mm) 0,7
Temperatura entrada (°C) 45

En ambas formulaciones se aumentd a un 5 % la concentracion de soélidos

totales, ya que se observd en los experimentos anteriores que al aumentar este

parametro mejora el RP, esto es concordante con la informacion obtenida desde
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bibliografia (74). Por otro lado, la concentracion de soélidos es un parametro que influye
en forma importante en el tamafio de particula contribuyendo a un mayor tamafio de las
mismas (74). En la tabla 14 se presenta el detalle de las formulaciones y los resultados

obtenidos.

Tabla 14: Formulaciones de microparticulas obtenidas a partir de una emulsién W/O y a partir de una
suspension. Fuente: elaboracion propia.

Exp. | Fase acuosa | Fase oleosa Solidos RP (%) | EE (%) Carga Tamafio
totales (%) (%) (um)
C1 1mL 1000 mg 5 59,1 67,7 1,92 280+1,2
sol.acuosa PLGA
PVA 0,5% 20 mL DCM
20 mg de
DPMX
S1 1000 mg 5 61,0 49,1 1,95 230+1,0
— PLGA
20 mL DCM
20 mg DPMX

En ambos casos, se aprecia una disminucion en el tamafio de particula respecto
a las formulaciones del apartado anterior, esto debido al cambio de solvente utilizado,
donde su menor tension superficial permite la formacion de gotas mas pequefias (is4).
Se obtuvieron buenos RP, sin embargo las EE fueron relativamente bajas. Esta via
podria tener potencial de mejora modificando parametros de proceso, sin embargo no
se siguid adelante con mas experimentos ya que se quiso intentar nuevamente la
obtencion de microparticulas utilizando como solvente el agua; esto porque el agua
presenta ventajas importantes desde el punto de vista econémico y de seguridad frente

al uso de solventes organicos (iss).
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5.1.3 Emulsion O/W

En este apartado se plantea una emulsibn O/W como formulacion de partida
(B1). Dicha formulacion mantuvo el % de sdlidos totales entre 4,5-4,9 %, y se aumento
la carga de farmaco de las microparticulas a aproximadamente 9,1 % (Tabla 15). Esto
altimo tiene mucha importancia desde el punto de la aplicabilidad de la formulacion, es
decir, al ser esta una formulacion inyectable seria muy deseable que las microparticulas
contuvieran una alta carga de farmaco para inyectar la menor cantidad posible de estas.
Se prepararon microparticulas en condiciones de secado similares a las empleadas en
el apartado anterior, sin embargo al ser agua la fase externa de la emulsion, se
aumentd la temperatura de entrada del equipo a 110 °C para asegurar la evaporacion
del componente acuoso y se ajusto el flujo de aire en 357 L/min, con el fin de aumentar
el tamafio de particula ya que una menor salida de aire aumentaria el tamafio de gota a
secar y por ende la cantidad de solidos en ella (74. En la primera formulacion, B1, se
obtuvo un RP bastante bajo, por lo cual se plantean dos experimentos: B2 y B3, en
ambos casos se disminuye la concentracion de PVA de la fase acuosa externa a 0,1 %,
con el fin de disminuir la viscosidad de la fase externa acuosa y mejorar la eficiencia del
secado (155. Ademas, en B2, también con la finalidad de mejorar el proceso de secado
se aumentd la temperatura de entrada a 130 °C. En ambos casos se obtuvieron RP
muy bajos, probablemente porque con la concentracion de 0,1 % de PVA no se logro
una emulsion del todo estable, por lo cual se decide mantener fija en 0,5 % la
concentracion de PVA en la fase externa acuosa. Luego, se realizan otros dos
experimentos, donde se fija la temperatura de entrada en 130 °C y se trabaja a dos

flujos de aire distintos: 357 L/min (B4) y 473 L/min (B5). Se obtienen nuevamente RP
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muy bajos, especialmente en B3, donde se aumento el flujo de aire con el fin de mejorar
el secado. Luego de esto, se hicieron 2 blogues de 4 experimentos en la busqueda de
los factores de mayor incidencia (B6-B9 y B10-B13) en el RP. El bloque B6-B9 mantuvo
el flujo de aire en 357 L/h y la aspiracion fija en 85 %, la alimentacion fue estudiada
como factor ya que esta puede tener incidencia en el tamafio de particula y el secado
de la misma, el otro factor estudiado fue la temperatura de entrada del equipo que
influye también en ella (130-140 °C). El experimento B6 muestra el RP mas bajo del
bloque (5,57 %) seguido por B7 (7,17 %) donde el exceso de temperatura puede
generar una pérdida de producto ya sea: quedando adherido a las paredes de la
camara de secado o generando un polvo fino que puede ser eliminado del equipo,
también, en este caso una menor alimentacion tiene una leve incidencia en la
recuperacion del producto. Los experimentos B8 y B9 fueron realizados a 130 °C
variando la alimentacion, donde se obtuvieron mejores resultados de RP, donde una
mayor alimentacion del equipo permiti6 generar gotas mas grandes que lograron una
mejor deposicion para ser recuperadas, generando diferencias individuales ya que la
alimentacion al 10 % incidi6 mayormente en la RP que esta al 7 %. En el ultimo bloque
revisado (B10-B13) se mantuvo la alimentacion constante, modificandose la entrada de
aire comprimido entre 357-473 L/h y disminuyendo la temperatura de entrada (100-120
°C) en funcion del resultado anterior donde una temperatura mas baja mejoraba el RP.
El experimento B10 fue el que tuvo la mejor recuperacion del bloque (7,43 %) seguido
de B12 (6,53 %) donde el aire comprimido estaba a 357 L/h, lo que demostro la
influencia del parametro en el RP ya que una menor entrada de aire disminuye menos
la temperatura de salida y permite el mejor secado de las mismas (74). LOS experimentos

B11 y B13 con una mayor cantidad de aire (473 L/h) obtuvieron una baja RP en
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contraste con los resultados anteriores (entre 2 y 7 veces menos recuperacion). Para

estos experimentos la temperatura tuvo una baja influencia en el RP de todos los

experimentos realizados, recuperandose un producto seco y sin humedad aparente. Sin

embargo, todos los RP para este método fueron inferiores al 10 % por lo que se

descart6 definitivamente y se buscé una nueva via para obtener microparticulas.

Tabla 15: Condiciones de secado de microparticulas preparadas por emulsion simple O/W y rendimiento
de proceso. Fuente: elaboracion propia.

Flujo o o %
Exp. aire ASpE;Zl)Clon Alimentacion (%) T e(?(t:r)ada Solidos Cg;)g)]a Iz;/{;)A RP

(L/h) (%) (%)
Bl 357 85 15 110 4,90 9,11 0,50 6,44
B2 357 85 15 130 4,50 9,06 0,10 0
B3 357 85 15 110 4,50 9,10 0,10 1,49
B4 357 85 15 130 4,90 9,08 0,50 7,00
B5 473 85 15 130 4,90 9,18 0,50 1,29
B6 357 85 10 140 4,90 9,09 0,50 5,57
B7 357 85 7 140 4,90 9,11 0,50 7,17
B8 357 85 10 130 4,90 9,17 0,50 9,72
B9 357 85 7 130 4,90 9,10 0,50 8,17
B10 357 90 10 100 4,90 9,17 0,50 7,43
B11 473 920 10 100 4,90 9,14 0,50 1,02
B12 357 920 10 120 4,90 9,21 0,50 6,53
B13 473 920 10 120 4,90 9,09 0,50 3,20

82




5.1.4 Solucién

De acuerdo a los resultados obtenidos en los experimentos anteriores, y luego de
una revision bibliografica se considera utilizar como formulacion de partida una
solucion, disolviendo el PLGA y BPMX en DCM. Para esta via se disminuye la
temperatura de entrada a 60°C (tabla 16). Ademas de la temperatura de ebullicion del
DCM, se tomo en consideracion la temperatura de transicion vitrea (Tg) del PLGA que
esta entre 45-50°C (111). Esto toma importancia ya que al trabajar cerca de la Tg el
proceso tecnologico hace que el polimero pase del estado “gomoso” (sobre la Tg) hacia
un estado “vidrioso” (bajo la Tg) de una manera subita, acumulando energia estructural
en el proceso que no puede ser liberada apropiadamente ya que el proceso de
vitrificacion es muy corto, en la practica se ve que este exceso energético se refleja en
la relajacion estructural del polimero lleva a un efecto burst variable que al ser
almacenadas en el tiempo este va disminuyendo, convirtiéndose en una variable
indeseada de la formulaciéon. Por otro lado la preparacion de las mismas por
evaporacion de solvente posee un efecto burst mas estable en el tiempo ya que la
eliminacién del solvente organico puede tardar horas y no minutos. Otra implicancia
importante que tiene el no utilizar temperaturas muy altas se refiere a la formacion de la
particula misma donde un secado muy rapido generaria una deposicion del farmaco en
la superficie de la particula por un fenbmeno convectivo asociado a la eliminacion del

solvente aumentando el efecto burst consecuentemente (is7).
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Tabla 16: Condiciones iniciales para microparticulas preparadas a partir de una solucién. Fuente:
elaboracién propia.

Condicion Valor

Flujo de aire (L/h) 473
Aspiracién (%) 90
Alimentacién (%) 15
Boquilla (mm) 0,7
Temperatura entrada (°C) 60

En la tabla 17 se detalla la formulacion ensayada. Los experimentos anteriores
permitieron establecer que se debe fijar la concentracion de soélidos en no menos de un
4-5%. En bibiliografia también se encuentran descritos métodos de obtencion de
microparticulas a partir de soluciones 2,5% p/v de PLGA (155. Una menor concentracion

podria llevar a la formacion parcial de microparticulas o a la no formacion de estas.

Tabla 17: formulacion de microparticulas obtenida a partir de una solucion. Fuente: elaboracion propia.

Fase oleosa | Sdélidos totales RP (%) EE (%) Carga (%)
Exp. (%)
1250 mg 5 45,32 Blancas Blancas
Al PLGA
25 ml DCM

Luego de preparar y atomizar la formulacion Al, se obtuvo el resultado
presentado en la tabla 17 con una recuperacion cercana al 45 % y la formacion efectiva
de las microparticulas. Esto fue confirmado por microscopia Optica mediante un analisis

morfoldgico basico. Estas microparticulas tenian forma esférica (figura 16).
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Figura 16: Fotografia de la muestra Al. Se aprecia la formacion de una estructura esférica que
corresponde a las microparticulas formadas. Fuente: elaboracion propia.

Luego de obtener microparticulas con la metodologia probada anteriormente, se

procediéo a modificar los parametros de proceso en orden de mejorar el RP, en esta

oportunidad agregandoles una carga de farmaco para verificar la EE y realizar estudios

cinéticos preliminares de las formulaciones. Se comenzo con 3 formulaciones donde se

modificaron pardmetros de atomizacion detalladas en la tabla 18. En las formulaciones

AB1 y AB2 utiliz6 1250 mg y en AB3 se utilizo 1000 mg de PLGA. En todas las

formulaciones se les agregé 20 mg de BPMX y fueron disueltas en 25 mL de DCM.

Tabla 18: Microparticulas por solucién trabajadas entre el 4-5 % de sdlidos totales, parametros de
operacion y resultados. Fuente: elaboracién propia.

Exp. | Aire | Asp. | Alim. T° % Solidos % Carga RP %EE Tamarnfo
(L) | ) | (%) | (°C) (%) (%) (%) (%) (um)
ABt 357 80 15 60 5,00 1,55 14,35 | 88,38 | 2,19+1,39
AB? 357 80 15 45 5,00 1,61 29,66 | 83,10 1,79 + 1,00
ABS 473 90 15 45 4,00 2,04 43,04 | 80,04 1,70 + 1,07
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En el primer experimento (AB1) se disminuyo el flujo de aire comprimido a 357
L/h y la potencia de aspiracion al 80 % con el fin de aumentar el tamafio de particula y
el RP respectivamente. Sin embargo, el resultado mostro una reduccion del RP a un
tercio de lo obtenido en un principio, esto es atribuible a la formacion de un agregado
compacto adherido al extremo inferior del cicléon (pesando mas de la mitad de los
sélidos agregados), siendo relacionado a un secado ineficiente de la muestra donde un
exceso de temperatura podria haber influido en la aparicion de este agregado. El
experimento AB2 fue llevado a cabo disminuyendo la temperatura de entrada a 45 °C,
suficiente para evaporar el DCM de la muestra y evitando el exceso de secado para
evitar la aparicién del agregado. EI RP se duplicé en este caso llegando casi al 30% lo
gue confirma la incidencia de la temperatura en la formacion del agregado donde este
también disminuyo su peso a la mitad. Luego, un ultimo experimento fue llevado a cabo
(AB3) donde se mantuvo la temperatura en 45 °C , se aumento la aspiracion al 90 %, el
aire fue aumentado a 473 L/h y la cantidad de sélidos fue disminuida al 4 % con el fin
de mejorar aun mas la RP del proceso productivo ya que una mayor aspiracion
generaria una mejor separacion de las particulas obtenidas y una mayor cantidad de
aire generaria gotas mas pequefias que requieren una menor cantidad de energia para
secarse sumado a la disminucién del polimero que también disminuye el tamafio de la
gota. El resultado final fue un rendimiento parecido a Al utilizando una menor
temperatura de entrada, menos cantidad de polimero y resultando en la eliminacion casi
total del agregado observado anteriormente. En términos de tamafio, la medicion
mediante microscopia optica arrojé tamafios similares, fueron particulas de pequefio

tamafio de poca variabilidad entre ellas. Se observaron agregadas entre ellas. La
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eficiencia de encapsulacion mostro diferencias de un 8 % entre el valor méas alto y el

mas bajo obtenido, siendo valores esperables en secado por atomizacion (74).

Se obtuvieron resultados aceptables, sobre todo en la formulacion A3. Estas 3
formulaciones fueron llevadas a cinéticas de liberacion, para evaluar su comportamiento
como formulacion de liberacion controlada (n=2). Este estudio se realiz6 durante 14

dias, los resultados se muestran a continuacion en la figura 17.

Cinética de liberacion.
Formulacion Al, A2y A3

-~ Al
- A2
-+ A3

% Liberado (%)

0 5 10 15
Tiempo (dias)

Figura 17: Gréfica de cinéticas de liberacion para formulacién Al, A2 y A3 (n=2). Fuente: elaboracion
propia.

Los datos obtenidos desde las cinéticas fueron tabulados en porcentaje liberado
total para observar las diferencias entre formulaciones, la tabla 19 muestra la

informaciéon obtenida.
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Tabla 19: Liberacion acumulada cinéticas AB1 AB2 Y AB3. Fuente: elaboracion propia.

% Liberado (%)
Tiempo (dias) AB1 AB2 AB3
1 7,58 0,89 0,35
4 11,45 5,03 4,80
7 21,74 21,75 22,03
14 63,70 55,46 56,80

Las cinéticas mostraron un comportamiento bifasico, que es esperable en estos
casos. Sin embargo, es llamativo el bajo efecto burst que se presenta en los primeros
dias, que podria ser un buen indicativo de que el PMX pudo haber quedado atrapado
dentro de la matriz polimérica con muy poco de el en la superficie de las microparticulas
as7). Luego de un par de dias comienza la liberacion modulada del PMX al medio
receptor. A los 7 dias, todas las curvas de liberacién se cruzan en el mismo punto y
luego comienza el comportamiento diferenciado de estas mostrando una pendiente que
las diferencia, esto se debe principalmente a la erosion de las particulas ya que PLGA
comienza a degradarse a mayor velocidad (60). ESto se vuelve mas evidente cerca de
los 14 dias de someterlo al medio receptor, donde ya hay mas de un 50 % de farmaco

liberado.

Estas particulas si bien poseen una liberacion bastante aceptable, siguen
teniendo una carga muy baja para trabajar con ellas, requiriendo un mayor volumen de
inyeccion, por lo que se aumento la proporcion de farmaco en la formulacion. Se decidio
preparar mas lotes experimentales con una carga mayor de principio activo, desde
ahora se pesaria en funcion del polimero pesado correspondiendo al 10 % del polimero

(ej: si se pesan 400 mg de PLGA, se pesarian 40 mg de BPMX), esto fue variado
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durante los experimentos para obtener una mayor carga y mejorar mas las particulas

obtenidas. La tabla 20 muestra el segundo bloque de formulaciones obtenidas.

Tabla 20: Condiciones de atomizacion de microparticulas preparadas por solucion (segundo bloque).
Fuente: elaboracion propia.

Exp. Aire Asp. Alim. (%) | T° (°C) | % Solidos (%) | % Carga (%) | RP (%)

(L/h) (%)
AB4

357 90 10 45 5,50 9,11 0,30
AB5

473 90 5 45 5,50 9,13 8,63
AB6

473 80 5 45 5,50 9,14 13,98
AB7

473 85 5 45 4,40 9,10 13,03
AB8

473 85 2 45 4,40 9,21 7,09
AB9

473 85 2 45 4,40 9,09 4,41
AB10

473 85 5 45 4,40 8,98 8,59
AB11

473 80 5 45 4,40 9,05 18,14
AB12

601 80 5 50 4,40 9,39 36,20
AB13

601 80 5 55 4.40 8,95 23,22
AB14

601 90 5 50 4,40 9,01 31,79

El segundo bloque se caracterizé por buscar una formulacion de microparticulas
que posean una mayor carga de farmaco y un RP cercano o superior al obtenido en
experimentos anteriores. Se comenz6 con AB4 como formulacion de partida
manteniendo el aire a 357 L/h disminuyendo la alimentacion al 10 % pero aumentando
la concentracion de solidos al 5,5 % en un intento por equilibrar la disminucion de
alimentacion, este cambio tuvo efectos indeseables para la formulacion obtenida, donde
volvio a aparecer el agregado compacto en el ciclon de separacion llegando casi al 50

% de los sélidos pesados y el RP disminuyo a menos del 1 %. En el experimento AB5
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se disminuy6 aun mas la alimentacion (5 %) y se aumento el aire comprimido a 473 L/h
a fin de generar una gota de menor tamafio y con menos sélidos que secar
recuperandose una mayor cantidad que en un principio. El experimento AB6 mantuvo el
valor de aire y alimentacion, pero se disminuy0 la aspiracion para evitar una eliminacion
excesiva de particulas hacia el exterior del equipo mejorando la recuperacion casi al 14
% del total atomizado. El experimento AB7 disminuyo la cantidad de solidos a 4,4 % y
aumento el aspirado al 85 % sin modificar las demas condiciones, obteniéndose un
rendimiento similar al anterior para luego en AB8 y AB9 (duplicado) disminuir la
alimentacion al 2 % con el fin de generar gotas mas pequefias y que se puedan secar

apropiadamente, sin embargo, se obtuvieron niveles bajos de RP en ambas réplicas.

Se llevd a cabo el experimento AB10 teniendo una configuracion idéntica a AB7
con el fin de descartar una variabilidad del equipo de trabajo obteniéndose un 8,59 %
de RP gue en contraste con el 13 % obtenido en AB7 acusa una variabilidad normal de
proceso para esta técnica, lo que llevo al experimento AB11 donde se disminuyé la
aspiracion al 80 % en orden de depositar una mayor cantidad de particulas en el ciclén
del equipo mejorando el RP a un 18 %, a pesar de recuperar rendimiento este no es
suficiente por lo que se decide aumentar el flujo de aire a 601 L/h y la temperatura a 50
°C (AB12) en funcién de propiciar un mejor secado de la muestra con la disminucién de
la gota y una mayor temperatura, el RP obtenido fue de un 36,2 % siendo aceptable en
este caso, luego se dio lugar a 2 experimentos (AB13 y AB14) mas modificando la
aspiracion y temperatura del equipo. El experimento AB13 se llevd a cabo aumento la
temperatura de entrada a 55 °C en funcion de secar de mejor manera las gotas

producidas, sin embargo se disminuyd el rendimiento a un 23,22 % lo que fue
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perjudicial, otra via tomada fue mantener la temperatura en 50 °C y aumentar la
potencia de aspiracion para optimizar la separacién de las particulas manteniendo las
demas condiciones fijas (AB14), este experimento resulto en un RP de casi el 32 %
recuperado, cercano al mejor experimento del bloque (AB12). A pesar de los resultados
obtenidos se sigui6é trabajando para mejorar el RP, dandose lugar al tercer y ultimo
bloque donde se trabajé con menos volumen a atomizar ya que esto permitiria utilizar

Menos recursos, los resultados se encuentran en la tabla 21.

Tabla 21: Condiciones de atomizacion de microparticulas preparadas por solucién (Gltimo bloque) y su
rendimiento de proceso. Fuente: elaboracion propia.

Flujo aire Asp. [ T . Carga RP (%)
Exp. Alim. (%) Solidos (%)
(L/h) (%) entrada(°C) (%)

AB15 473 85 15 45 4,50 11,31 9,68
AB16 473 85 7 50 4,40 11,41 11,07
AB17 473 85 15 45 4,20 3,87 20,82
AB18 473 85 7 45 3,80 10,88 13,88
AB19 473 85 15 50 3,80 11,07 14,98
AB20 601 85 7 45 4,40 9,01 12,88
AB21 601 85 7 40 4,40 8,85 4,13
AB22 601 85 15 55 4,40 9,12 9,12
AB23 601 85 15 60 4,40 9,20 2,62
AB24 601 100 15 45 4,40 9,39 35,37
AB25 601 100 10 45 4,40 9,58 22,16
AB26 473 100 10 45 4,40 8,98 8,93
AB27 601 100 15 45 4,40 9,37 25,05
AB28 601 100 15 45 6,00 9,09 22,14
AB29 601 100 15 45 8,00 9,12 11,98
AB30 601 100 15 45 4,80 16,86 21,34
AB31 601 100 15 45 5,00 20,33 17,54
AB32 601 100 15 45 4,20 4,94 9,64
AB33 601 100 15 45 4,40 9,22 11,55
AB34 601 100 15 45 4,40 9,14 19,08
AB35 601 100 15 45 4,40 9,00 18,98
AB36 601 100 15 50 4,40 9,22 36,59
AB37 601 100 15 50 4,40 8,99 35,79
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El dltimo bloque se comenzo6 (AB15) aumentando la concentracion de sélidos a
4,5 %, disminuyendo la temperatura a 45 °C, aumentando a un 15 % la alimentacion del
equipo y disminuyendo el valor de aspiracion al 85 %, en orden de maximizar el
rendimiento de proceso. El resultado llevo a un 9,68 % de RP siendo una tercera parte
de lo recuperado anteriormente y la reaparicion del agregado compacto que
correspondia a la mitad de los sélidos pesados. Se volvieron a modificar los parametros
disminuyendo la alimentacién a la mitad y aumentando la temperatura de entrada,
también se disminuyd la cantidad de sélidos a 4,4 % con el objetivo de reducir el
agregado compacto lo mas posible dando lugar al experimento AB16 que presento un
RP cercano al anterior con un 11,07 % con presencia del agregado compacto visto
anteriormente, pesando menos que antes. Luego de este experimento se comenzo6 a
sospechar que la cantidad de solidos podria tener una influencia en la formacion del
agregado por lo que se disminuyeron al 4,2 % y la carga de farmaco también (AB17), la
temperatura fue modificada a 45 °C en orden de prevenir el secado excesivo de la
muestra y la alimentacion al 15 % con el objetivo de que exista una suficiente cantidad
de sdlidos para formar la particula. El experimento resultd en un aumento del RP
cercano al 21 % pero con una carga teorica de farmaco baja y un agregado compacto
del orden del 35 % de los sdlidos totales. El siguiente experimento fue planificado
aumentando la carga al 11 % y disminuyendo la cantidad de polimero utilizado
calculandose al 3,8 % (Al18). Se mantuvo la temperatura de entrada en 45 °C y la
alimentacion fue disminuida al 7 % en orden de disminuir el peso del agregado, como
resultado el RP fue cercano al 14 % y el agregado pesaba un 25 % de los solidos
totales siendo un avance esta disminucion. El experimento AB19 se planted subiendo la

temperatura de entrada a 50 °C y un 15 % de alimentacion manteniendo los solidos
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totales con el fin de mejorar el rendimiento del proceso de atomizado en esta
oportunidad, obteniéndose un 15 % de RP gue se asemeja al resultado anterior, esto
significé tener que explorar otros cambios los parametros de proceso en orden de

eliminar el agregado compacto y mejorar el RP.

Se realizé otra serie de experimentos ajustando la entrada de aire a 601 L/h
comenzando con el experimento AB20, los sdlidos totales se ajustaron a 4,4 % la
alimentacion al 7 % y la aspiracion al 85 %. El RP fue de un 13 % aproximadamente
siendo similar a lo encontrado anteriormente y encontrandose un agregado compacto
de magnitud similar al RP. En AB21 se disminuy6 la temperatura a 40 °C con el fin de
eliminar el agregado compacto manteniendo los demas parametros fijos, sin embargo
pese a la desaparicion del agregado el RP cay6 bajo el 5 % significando un retroceso
en lo ya obtenido, debiéndose plantear una modificaciébn. Se sugiri6 aumento de
temperatura de atomizacion y un aumento de alimentacién en orden de mejorar el RP
(AB22), este se ajustd a un 15 % de alimentacion y 55 °C de temperatura de entrada, el
rendimiento se duplico a un 9,12 %, esta influencia positiva de la temperatura se intenté
aprovechar elevandola a 60 °C manteniendo los parametros sin modificar (AB23), sin
embargo el rendimiento cayé bajo el 3 % acusando que un exceso de temperatura

genera pérdidas elevadas de rendimiento.

Luego de estas pruebas y sus bajos RP, se decidi6 manipular la potencia de
aspiracién llevandola 100 % de su capacidad a la busqueda de mejores resultados con
la premisa de generar una mejor separacién del producto en el ciclén del equipo. El
experimento AB24 fue realizado a 601 L/h, alimentacion del 15 % y temperatura de 45

°C manteniendo los sélidos en 4,4 %. Esta configuracién resulté en un 35,37 % de RP
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que se le consideré bastante bueno en comparacion a lo recuperado en los bloques
anteriores por lo que se fij6 este pardmetro y se modificd la alimentacion
disminuyéndola al 10 % (AB25) en funcién de observar el cambio de RP que disminuyo
en un 13 % aproximadamente. Luego de este experimento se manipul6 la entrada de
aire disminuyéndola a 473 L/h (AB26) donde el bajo RP obtenido (8,93 %) revelo la
importancia de mantener este parametro en 601 L/h por el resto de los experimentos.
Se realiz6 una prueba utilizando un ciclén de separacion de mayor tamafo (AB27) para
la recuperacion del producto con el esquema probado en AB25 que mostro un RP
similar (25 %), demostrando la reproducibilidad del proceso, a pesar de obtener el
mismo rendimiento la dificultad presentada a la hora de rescatar el polvo obligé a seguir
utilizando el ciclén de trabajo regular. Se plantearon mas experimentos aumentando la
concentracion de solidos con el esquema anterior al 6 y 8 % (AB28 y AB29
respectivamente) manteniendo los parametros de proceso fijos ya que el rendimiento
gue se logré anteriormente es correcto. Los resultados mostraron un RP de 22,14 % y
11,98 % respectivamente, pero el hecho de utilizar 1,5 y 2 veces la cantidad de
polimero representa un gasto alto de materiales haciendo poco 6ptimo el proceso de
obtencion de ellas, sumado a la presencia del agregado compacto en el ciclon lo que

llevo a descartar el seguir aumentando la concentracién de soélidos.

Otra variante que se probo fue el aumento de la carga tedrica de farmaco en la
solucion a atomizar aumentando a casi un 17 % y el contenido de sélidos al 4,8 %,
manteniendo los parametros de obtencion fijos nuevamente (AB30), el RP fue de un
21,34 % siendo similar a los rendimientos obtenidos anteriormente (AB25, AB27 y

AB28), a pesar de esto se insisti0 en aumentar mas la cantidad de farmaco presente,
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llegando a un 5 % de solidos totales y un 20,33 % de carga de farmaco (AB31), pero el
RP comenz6 a disminuir bajando al 17,54 %, implicando que la carga podria tener
influencia en la cantidad recuperada de microparticulas. También se probo
disminuyendo la carga a un 5 % a la busqueda de mejores RP (AB32) manteniendo

fijas las variables de proceso, resultando en un RP menor al 10 %.

La disminucion de RP en el proceso anterior llevo a la realizaciéon de 2
experimentos (AB33, AB34 y AB35) utilizando el esquema de mejor RP hasta el
momento (AB24) con el fin de observar comportamiento del propio equipo en el tiempo,
se realizaron los 3 experimentos obteniéndose RP de 11,55 %, 19,08 % y 18,98 %
respectivamente, acusando una desviacion estandar del 10 % por parte del equipo que
podria ser considerada normal ya que algunos casos de literatura presentan
variabilidades de esta magnitud o cercana. Sin embargo, debido al costo del polimero
se debe maximizar su RP con variaciones minimas entre muestras. En los ultimos 2
experimentos realizados (AB36 y AB37) se aumentd la temperatura del esquema
anterior a 50 °C sin variar los demas parametros, ni la composicion de la solucién a
atomizar, el resultado fue casi idéntico a lo obtenido en AB24 con un RP 36,59 % en el
primero y un 35,79 % en su réplica. Luego de estos bloques de experimentacién se
concluyé en utilizar A36 como formulacion a optimizar mediante disefio experimental ya
que fue el candidato con el mejor RP obtenido durante los bloques experimentales

realizados recientemente.
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5.2 Optimizacion de la obtencion de microparticulas, ajustando los
parametros de proceso.

De acuerdo a los resultados de los estudios preliminares, se pudo determinar una
formulacion con buenas caracteristicas, y se procedio a la optimizacion del proceso de

obtencion de estas mediante un disefio experimental.

5.2.1 Morfologia y tamafio

El analisis morfolégico de las formulaciones del disefio experimental realizado
mediante SEM revelé aglomeracion de particulas, en diferentes grados, en las
diferentes formulaciones. Las microparticulas fueron lisas y esféricas, sin presencia de
cristales de farmaco o restos de polimero en la superficie de estas. No obstante,
seflalar que se observaron invaginaciones en algunas particulas, debido a que se
encontraban muy juntas unas con otras. Las imagenes de referencia fueron tomadas de

la muestra DDE2 y DDE10 (figuras 18 y 19).

Figura 18 y 19: Fotografias SEM de formulaciones (derecha) DDE2 (aumento: 5000x), (izquierda) DD10
(aumento 3500x). Fuente: elaboracion propia.
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Respecto del tamafio de particula, las muestras también fueron medidas mediante
difraccion laser y por microscopia Optica, para tener una comparacion entre dos
métodos. Los datos se observan en la tabla 23 que agrupan todas las medidas

obtenidas.

Tabla 22: Datos de tamafio obtenidos para microparticulas desde el disefio experimental, se adjunta:
diametro éptico y datos de difraccién laser por 3 tipos de medidas distintas. Fuente: elaboracién propia.

Exp. Didametro 6ptico Didmetro Didmetro Numero Diametro Area
(um) Volumétrico (um) (um) (um)

DDE1 1,34 +0,48 18,11 + 11,83 5,18 + 1,66 11,26 + 7,25
DDE2 1,73+0,75 14,92 + 9,14 4,75+ 1,47 9,48 + 5,79
DDE3 1,61 + 0,70 21,21 + 15,55 5,38 + 1,64 12,16 + 7,78
DDE4 1,66 + 0,60 19,42 + 13,21 5,46 +1,83 11,84 + 7,36
DDE5 1,55 + 0,47 12,26 + 8,63 4,67 +1,29 8,03 + 3,97
DDEG6 3,15+ 1,56 33,50 + 22,73 5,63 + 1,93 17,58 + 15,11
DDE7 2,21 +1,65 14,63 + 11,28 4,43 +1,26 8,46 + 4,55
DDES8 2,05 +0,79 19,15 + 12,57 5,54 + 1,86 12,02 + 7,60
DDE9 1,84 + 0,80 21,03 + 16,49 5,08 +1,21 11,57 + 6,86
DDE10 1,92 + 0,82 19,32 + 15,61 4,75 + 1,17 10,15+ 5,79
DDE11 1,55 + 0,69 22,03 + 15,17 4,63 + 1,29 10,03 + 5,98
DDE12 1,44 + 0,63 21,63 +9,94 4,27 +1,25 8,39 +4,95
DDE13 2,56 +1,18 26,09 + 18,77 5,54 +1,81 14,20 + 9,69
DDE14 1,75+ 0,70 18,93 + 14,84 5,20 +1,31 10,88 + 6,22
DDE15 2,57 + 0,95 23,28 + 16,28 5,68 + 1,95 13,44 + 8,96
DDE16 2,60 + 0,96 20,38 + 13,49 5,64 + 2,01 12,50 + 7,88
DDE17 1,58 + 0,60 12,7 + 8,90 455+ 1,24 8,26 + 4,52
DDE18 2,74 + 0,98 18,63 + 13,81 5,18 + 1,61 11,00 + 6,54
DDE19 3,09 +1,30 30,45 + 22,21 5,60 + 1,93 15,51 + 11,14
DDE20 2,91 +0,97 30,89 + 21,86 5,75+ 1,93 16,18 + 12,28

Las medidas obtenidas entre ambas técnicas mostraron discrepancias en todos
los set de datos obtenidos, esto se debe a la aglomeracion de las particulas que, no
obstante, fueron sometidas a ultrasonido antes de analizarlas por difraccion laser, al
parecer no se logro separarlas completamente. El diametro mas cercano al optico es el
didmetro por numero obtenido, luego seguido del diametro de area y por ultimo el de

volumen. Para este caso el tamafio obtenido por difracciébn laser puede ser
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correlacionado al tamafio de los aglomerados, que al no poderse dispersar totalmente
en agua serian medidos como particulas. Dado este suceso, se considerd el diametro

optico la medida real de las microparticulas.

5.2.2 Resultados disefo experimental

Luego de comprobar las caracteristicas morfoloégicas y de aspecto de las
microparticulas obtenidas a partir de las diferentes formulaciones del disefio
experimental, se evaluaron las respuestas obtenidas a partir de las variables
seleccionadas para la optimizacion de la formulacion. Los resultados del disefio

experimental se detallan en la tabla 23:
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Tabla 23: Variables y respuestas medidas en el disefio experimental. Fuente: elaboracién propia.

Variables Respuestas medidas
Exp. Temperatura Alimentacion Tamanfo %EE (%) RP (%)
(°C) (%) (um)

DDE1 48 7 1,34 81,20 44,00
DDE2 45 13 1,73 83,40 21,40
DDE3 55 5 1,61 88,40 34,40
DDE4 55 13 1,66 91,70 38,70
DDE5 55 20 1,55 92,50 38,70
DDEG6 65 13 3,15 90,10 25,80
DDE7 48 18 2,21 89,00 16,30
DDES8 55 13 2,05 91,60 40,30
DDE9 62 7 1,84 88,20 43,00
DDE10 62 18 1,92 91,60 43,30
DDE11 48 7 1,55 87,30 27,00
DDE12 45 13 1,44 80,60 8,60
DDE13 55 5 2,56 89,40 28,00
DDE14 55 13 1,75 91,20 36,00
DDE15 55 20 2,57 91,80 35,80
DDE16 65 13 2,60 91,70 28,20
DDE17 48 18 1,58 85,70 18,10
DDE18 55 13 2,74 93,80 45,60
DDE19 62 7 3,09 92,90 24,50
DDE20 62 18 2,91 93,00 31,90

5.2.2.1Tamafo de particula

Los tamafios medios de las microparticulas oscilaron entre 1,34 um + 0,48 pm y
3,15 um £ 1,56 um, siendo DDE6 y DDE19 las formulaciones que presentaron mayores
tamafios. Sin embargo, esta diferencia es bastante baja contra las deméas obtenidas,
por lo que se pueden considerar todas similares ya que no hay érdenes de magnitud de

diferencia entre ellas.

La representacion de Pareto (figura 20) para el tamafio de particula muestra una
influencia marcada de la temperatura, donde el aumento de esta tiene una influencia

directa en el tamafio de particula aumentandolo, mientras que el cuadrado de la
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temperatura tiene poca incidencia sobre este. La grafica de efectos principales (figura
21) también muestra esta relacion que es marcada mas para la temperatura que la
alimentacion. Por ultimo, el cruce de las lineas de la grafica de interacciones (figura 21),
evidencia una dependencia del tamafio de particulas entre las variables. Sin embargo,

el gréfico de Pareto no la considera muy significativa, aunque esta existe.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Tamafio Particula
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B:Alimentacion

BB

Fing)
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Efecto estandarizado

Figura 20: Diagrama de Pareto obtenido para tamafio de particula. Fuente: elaboracion propia.

Gréfica de Efectos Principales para Tamafio Particula
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Figura 21: Grafica de efectos principales obtenida para tamafio de particula. Fuente: elaboracion propia.

100



Gréfica de Interaccion para Tamafo Particula
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Figura 22: Grafica de interacciones obtenida para tamafio de particula. Fuente: elaboracion propia.

5.2.2.2 Eficacia de encapsulacion

Todas las EE estuvieron sobre el 80 %, oscilando entre 80,6 % + 9,5 %y 93,8 %
+ 0,6 %. La mayor EE fue para la formulacion DDE18, lo que acusa una buena EE del

proceso per se.

Para este apartado el grafico de Pareto (figura 23) sefiala tres interacciones
significativas: la alimentacion y la temperatura, poseen una incidencia directa sobre la
EE y el cuadrado de la temperatura que tiene una incidencia indirecta (temperaturas
muy altas disminuyen la EE), siendo el efecto mas intenso el de la temperatura. La
grafica de efectos principales (figura 24) muestra la parabola que se deberia ver por el
efecto de la temperatura sobre la EE, evidenciando su mayor influencia y a la vez
mostrando la caida de la misma si se aumenta mucho. Por ultimo, no se observan
interacciones (figura 25) entre ambos factores debido a que las curvas estan separadas

una de la otra y son practicamente iguales.
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Diagrama de Pareto Estandarizada para E Encapsulacion
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Figura 23: Diagrama de Pareto obtenido para EE. Fuente: elaboracién propia.

Grafica de Efectos Principales para E Encapsulacion
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Figura 24: Gréfica de efectos principales obtenida para EE. Fuente: elaboracion propia.

Gréficade Interaccién para EEncapsulacion
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Figura 25: Grafica de interacciones obtenida para EE. Fuente: elaboracion propia.
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5.2.2.3 Rendimiento de proceso (RP)

Por ultimo, el RP fue el que tuvo mayores oscilaciones de todas las respuestas
medidas, siendo las mas baja para el ensayo DDE12 solo con un 8,6 % y la mas alta
para DDE1 con un 44 9%, le siguieron DDE9 junto a DDE10 con un 43 %,

aproximadamente.

El grafico de Pareto (figura 26) para el RP entregd una mayor influencia al
cuadrado de la temperatura, donde se observa una dependencia indirecta de esta sobre
la cantidad recuperada. La temperatura y la combinacion de ambos factores presentan
un efecto menos intenso, pero con significancia estadistica. La grafica de efectos
principales (figura 27) muestra una parabola al igual que en la EE, mostrando un
comportamiento casi igual. La gréfica de interacciones (figura 28) evidencia lo
encontrado en el grafico de Pareto con el cruce de ambas curvas mostrando la

interaccion entre los factores.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Rendimiento
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Figura 26: Diagrama de Pareto obtenido para rendimiento de proceso. Fuente: elaboracion propia.

103



Gréfica de Efectos Principales para Rendimiento
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Figura 27 : Grafica de efectos principales obtenida para rendimiento de proceso. Fuente: elaboracion
propia.
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Figura 28 : Grafica de interacciones obtenida para rendimiento de proceso. Fuente: elaboracién propia.

5.2.2.4 Grafica de superficie de respuesta

Luego del andlisis estadistico individual se procedid a crear el grafico de
superficie de respuesta y la optimizacién final del método. Al software se le pidié
entregar datos sobre el mejor experimento realizado y la combinacion de factores
optimizada indicandole una optimizacion maximizada para las 3 respuestas medidas,

obteniéndose el siguiente el gréafico (figura 29) y datos finales (tabla 24):
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Superficie de Respuesta Estimada
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Deseabilidad
o
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Figura 29: Gréafica de superficie de respuesta obtenida para optimizacidon de 2 parametros: temperatura y
alimentacion. Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 24: Resumen de deseabilidades obtenidas segun las respuestas obtenidas en el disefio
experimental. En rojo, la mejor deseabilidad obtenida para ambos bloques experimentales. Fuente:

elaboracién propia.

Deseabilidad
Exp. Tamafio (um) %EE (%) RP (%) Previsia Observada

DDE1 1,34 81,2 44,0 0 0

DDE2 1,73 83,4 21,4 0,097646 0,250992
DDE3 161 88,4 34,4 0,491545 0,394646
DDE4 1,66 91,7 38,7 0,607957 0,494533
DDES5 1,55 92,5 38,7 0,59276 0,439838
DDEG6 3,15 90,1 25,8 0,686496 0,694212
DDE7 2,21 89,0 16,3 0,307331 0,399281
DDES8 2,05 91,6 40,3 0,607957 0,654262
DDE9 1,84 88,2 43,0 0,647392 0,528805
DDE10 1,92 91,6 43,3 0,725237 0,630326
DDE11 1,55 87,3 27,0 0,307832 0,308238
DDE12 1,44 80,6 8,6 0,162134 0

DDE13 2,56 89,4 28,0 0,586472 0,617632
DDE14 1,75 91,2 36,0 0,702894 0,51262
DDE15 2,57 91,8 35,8 0,670468 0,751183
DDE16 2,60 91,7 28,2 0,703877 0,676859
DDE17 1,58 85,7 18,1 0,345939 0,236057
DDE18 2,74 93,8 45,6 0,702894 0,917945
DDE19 3,09 92,9 24,5 0,671689 0,728834
DDE20 2,91 93,0 31,9 0,780989 0,800585

El analisis arroj6 que el mejor experimento previsto fue DDE20 y el mejor

observado fue DD18 teniendo buenas deseabilades. Cabe destacar la buena

correlacion que existe para DDE20 entre el previsto y observado y que acusa una

buena aproximacion desde el software estadistico. Los resultados de optimizacién de la

preparacion de las microparticulas, se presentan en la tabla 25:

Tabla 25: Optimizacion final de las respuestas obtenidas mediante software. Fuente: elaboracion propia.

Parametro Bajo Alto Optimo
Temperatura (°C) 45 65 61,10
Alimentacion (%) 5 20 15,20
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Con esta informacion se prepararon 3 lotes de la formulacion de microparticulas
optimizada y se midieron las mismas respuestas con el fin de revisar la cercania entre

los datos tedricos y los datos obtenidos experimentalmente (tabla 26):

Tabla 26: Datos experimentales obtenidos desde la formulacién optimizada de microparticulas y su
comparacion con los datos entregados. Fuente: elaboracion propia.

Respuesta Optimo Observado
Tamafio (um) 2,4 2,1+0,9
EE (%) 92,8 93,7+0,5
RP (%) 38,6 329+19

La tabla 27 muestra una correlacion cercana entre lo esperable y lo obtenido, sin
ninguna clase de aberracion (2 o 3 veces la amplificacion de un dato) o desviaciones

importantes. Por lo que se consideran correctos los resultados.

5.2.2.5 Evaluacion de cinética de liberacion

Todas las formulaciones del disefio experimental fueron llevadas a estudios de
liberacioén in vitro, con el fin de evaluar el comportamiento de las microparticulas de
BPMX como sistemas de liberacion controlada. Se compararon ambos bloques
experimentales con el fin de observar la reproducibilidad del método de obtencién de
las microparticulas. Se calcul6 el porcentaje acumulado de farmaco liberado desde las
microparticulas al medio receptor en diferentes tiempos de ensayo. La figura 30
muestra los perfiles de liberacion de PMX desde las microparticulas en las diferentes

formulaciones del disefio experimental.
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Figura 30: Grafica de cinéticas de liberacion desde el disefio experimental. Estas estan graficadas segun
el promedio de los experimentos y su simil del segundo blogue. Fuente: elaboracién propia.

El efecto burst en todos los casos fue alto, llegando al 60 % en algunos casos,
desde ese punto comienza la liberacion controlada del farmaco (cinética bifasica).
Debido al pequefio tamafio (< a 3,5 um) que presentan las microparticulas, el farmaco

difunde rapidamente desde la matriz al medio receptor.

A los 30 dias de estudio se ha liberado entre un 76-100 % de farmaco desde las
microparticulas. Los 20 set de datos juntos fueron analizados mediante “DDSolver”
adaptandolo al modelo de Korsmeyer-Peppas (el de mejor ajuste en la formulacion

optimizada), obteniéndose un R? entre 0,8093-0,9924 mostrando distintos niveles de
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correlacion al modelo de liberacion. La liberacion en general se mantuvo constante
hasta aproximadamente los 20 dias, donde algunas formulaciones comenzaron a tener
una liberacion mucho mas lenta y otras tuvieron un comportamiento erratico donde

liberaron mucho farmaco en un corto intervalo.

5.3 Caracterizacion de las microparticulas optimizadas

5.3.1 Microscopia electronica de barrido

Se analiz6 la morfologia de las microparticulas optimizadas mediante SEM (Figuras 31,

32y 33):

1 .W 154um )

Figura 31: Fotografia de muestra optimizada a 5000x de aumento. Fuente: elaboracion propia.
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x10,000 1pm

Figura 32: Fotografia de muestra optimizada a 10000x de aumento. Fuente: elaboracioén propia.

Figura 33: Fotografia de muestra optimizada a 3000x de aumento. Fuente: elaboracion propia.
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Las microparticulas presentan forma esférica y superficie lisa, relativamente

homogéneas. También se observan aglomerados de particulas. Las deformaciones o

invaginaciones observadas en las microfotografias corresponden solamente al efecto

de la aglomeracion de las mismas debido a que se encontraban pegadas unas con

otras. En las microparticulas no se observaron cristales de farmaco en la superficie,

tampoco restos de polimeros ni poros en la estructura externa de las microparticulas,

por ultimo la morfologia interna no pudo ser revisada, por lo que no se puede aseverar

si se obtuvieron microesferas o microcapsulas. Para las formulaciones de depdésito se

considera oOptimo una superficie lisa, sin poros y esférica, ya que estos atributos

permiten a las particulas liberar su contenido de una forma mas predecible y constante

en el tiempo (112) (113)-

5.3.2 Distribucion de tamario de particulas

Los datos obtenidos para la formulacion optimizada estan representados en la

tabla 27 y los la figura 34 donde se revisa la distribucion en nimero que es la mas

cercana al valor real de tamafio y un histograma del mismo.

Tabla 27: Comparativa de tamafios entre microparticulas medidas por microscopia optica y mediante
difraccion laser (n=3). Fuente: elaboracion propia.

Exp. Diametro 6ptico Diametro Diametro Diametro Area
(um) Volumétrico (um) Ndmero (um) (um)
Optimizadas 1.76 + 0,69 26,20 + 2,79 6,27 + 0,18 15,79+ 1,95
Blancas 2,05+ 0,54 13,62 + 8,99 0,82 + 0,10 6,91 + 5,88
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Figura 34: Histograma obtenido en nimero para la formulacion optimizada. Fuente: elaboracién propia.

Es deseable para las microparticulas maximizar el tamafio lo mas posible, esto
debido a que se convierten en mejores depoésitos para el farmaco encapsulado y estas
cederian por mas tiempo, haciendo su liberacion mas sostenida en un intervalo mayor
de tiempo (112. Se observa una distribucion monomodal muy parecida a lo que seria
una distribucion normal. También se calculé el indice de polidispersion (indice Span) de

las particulas mediante la ecuacion 14:

Ecuacién 14: Calculo de indice Span. D representa el diametro de particula al 10%, 50% y 90% de la
distribucion estadistica de las mismas. Adaptada desde: Nueva formulaciébn de pramipexol para el
tratamiento del Parkinson; Fuentes C; 2014; UdeC;26.

El resultado indica que un valor mayor a 1 representa una distribucion

heterogénea, mientras que un valor menor a 1 acusa una distribucion homogénea de
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tamafo. Esta formulacion present6 un indice Span de 1,53 siendo cercano a la unidad,
pero acusando una distribucion heterogenea de las particulas. Este calculo adquiere
importancia en estos sistemas de liberacion controlada debido a que requieren un

tamafio homogéneo que permita una liberacion constante del farmaco en el tiempo (132).

5.3.3 Potencial Z

Los datos de potencial Z en las microparticulas optimizadas se indica en la tabla

28:

Tabla 28: Datos de potencial Z promedio obtenidos desde el equipo Zetasizer®. Fuente: elaboracion
propia.

Muestra Potencial Z (mV)
OP1 -55,5 + 34,3
OoP2 -23,2+ 135
OP3 -38,8 + 11,3

Las distribuciones estadisticas de potencial Z entregaron datos altamente
dispersos, esto se observa mejor en la desviacion estandar de los potenciales
obtenidos, el hecho de estar cerca de un potencial neutro también generaria
aglomeracion de las particulas contribuyendo a su inestabilidad. El potencial Z éptimo
deseado para este tipo de formulaciones es de aproximadamente + 30 mV que les
permitiria mantenerse separadas entre ellas, potenciales entre -10 y +10 mV se
consideran neutros, por lo que tenderian a la aglomeracién y desestabilizacién de las

mismas (11s) (116). Para este caso la alta movilidad de potenciales podria poner en

113



evidencia un estado de inestabilidad que se observa en la agregacion observada en

SEM.

5.3.4 Interacciones moleculares

5.3.4.1 Difraccion de rayos X

Se obtuvieron los distintos difractogramas (figura 35) para las muestras
analizadas por DRX presentando los picos caracteristicos para BPMX, ya que al ser
una sustancia de naturaleza cristalina presenta difraccion efectiva de rayos X. El PLGA
no muestra ninguna clase de pico debido a su naturaleza amorfa (103. LOS
difractogramas de las mezclas fisicas de BPMX:PLGA (50:50 y carga tedrica) presentan
sefiales disminuidas provenientes del PMX debido a la concentracion a la que este se
encuentra en las mezclas. No se observan los picos correspondientes a los cristales de
BPMX analizados en estado puro, esto podria deberse a que el farmaco se encuentra a
la forma de una dispersion molecular solida con el polimero, evitando la cristalizacion
de este. Se ha encontrado bibliografia de un suceso similar ocurrido en nanoparticulas
de dexametasona con PLGA donde estas fueron fabricadas con polimeros de peso
moléculas mayor a 12.000 Da. Presentan el mismo comportamiento debido a la
formacion de una dispersibn molecular PLGA-farmaco. Sin embargo estas fueron
preparadas por emulsion-evaporaciéon de solvente, pero podrian explicar de cierta
manera el suceso ocurrido, también el someterlas al proceso tecnoldgico puede haber

contribuido al apantallamiento de sefiales, ya que en las mezclas fisicas (teérica y 50-
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50) el farmaco da sefiales de que se encuentra presente (1. Se requeririan mas
experimentos para determinar la génesis de este suceso y encontrar el principal factor

involucrado en la desaparicidn de las sefiales.
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Figura 35: Difractogramas de rayos X para: BPMX; PLGA; Mezcla 50-50; Microparticulas blancas;
Formulacion optimizada. Fuente: elaboracion propia.

5.3.4.2 Calorimetria diferencial de barrido

Las curvas de DSC (figura 36 obtenidas mostraron el comportamiento normal
que tienen los componentes por separado y que coinciden con lo revisado
bibliograficamente. En el caso del BPMX, se observa un pico endotérmico
especialmente intenso a los 130 °C; la informacion bibliografica indica la presencia de

este pico como producto de la deshidratacion de la molécula y otro pico sobre los 200
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°C que refleja su punto de fusién y temperatura de descomposicion que se observan
juntos (162). El pico encontrado a 130 °C se utiliz6 como confirmacion de que el farmaco
se encuentra presente tanto en las mezclas fisicas como las microparticulas analizadas,
ya que el PLGA no presenta un pico de esta naturaleza en los analisis DSC haciéndolo
caracteristico del BPMX. ElI PLGA presenté su temperatura de transicion vitrea (TQ)
caracteristica a los 50 °C aproximadamente, que se ve ligeramente desplazada en las
microparticulas blanco (45 °C), y en las microparticulas cargadas con BPMX (50 °C), lo

que indicaria que el proceso tecnoldgico no provocaria cambios en el copolimero.

q

PLGA

—

BPMX

MP BL

Exo ->

Optimizadas

15 25 35 45 55 65 75 85 95 105 115 125 135 145 155 165 175 185 195 205
Temperatura (°C)

Figura 36: Termogramas para: PLGA; BPMX; Microparticulas blancas; microparticulas optimizadas.
Fuente: elaboracion propia.

El termograma de las microparticulas cargadas con BPMX muestra que se

produce un desplazamiento del pico endotérmico del BPMX a 100 °C, una temperatura
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menor a la del farmaco solo, este fendmeno se produciria por el contacto intimo que se
suscita entre farmaco y polimero, debido a que el BPMX se encontraria

mayoritariamente disuelto en la matriz polimérica.
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5.3.4.3 Espectroscopia infrarroja

Los resultados de espectroscopia infrarroja (figura 37) mostraron informacion
congruente entre todas las muestras revisadas. Los analisis del PLGA y BPMX
mostraron un espectro casi idéntico a los analizados anteriormente por Fuentes y colbs.
Esta informacion se complementa con lo obtenido en DSC y difraccion de rayos X para
asegurar la no aparicion de nuevas especies moleculares producto de la propia

interaccién entre materiales o reacciones gatilladas por el proceso de preparacion.
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Figura 37: Gréficos de FT-IR para: BPMX; PLGA; Mezcla 50-50, Microparticulas blancas; Microparticulas

optimizadas. Fuente: elaboracion propia.

Las muestras analizadas mostraron las bandas especificas pertenecientes a sus

grupos quimicos mas caracteristicos. Para el caso del PLGA se observa una banda de
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absorcién entre los 2800 cm™ a los 3000 cm-1 correspondiente al estiramiento de los
grupos —CH=, -CH,- y —CH3; de la molécula de PLGA, otra banda muy profunda
corresponde al estiramiento del grupo carbonilo a los 1700-1750 cm-1, otras bandas
presentes entre 1500 y 1250 cm-1 que corresponden a deformaciones de grupos —CH,-
y —CH3, bandas de alteo entre 1350 y 1150 cm-1, y por ultimo el estiramiento del éster
lactico-glicélico entre 1300 y 1150 cm-1 superpuesto entre las ultimas bandas

mencionadas (i63).

El BPMX presenta las bandas esperables a su estructura quimica, donde a los
3300 cm™ y 3150 cm™ se observa el estiramiento de la amina primaria de la molécula. A
los 2900 cm™ se observa la banda perteneciente al grupo aromatico de la molécula y un
pico a los 1650 cm™ que corresponderia a la flexién de la amina primaria, otro grupo se
encuentra a los 1550 cm™ que corresponderia con enlaces dobles carbono-carbono y a

los 1450 cm™ otra banda de flexién de grupos —CH2-.

La revisibn comparativa de los espectros de manera simultanea, no acusa la
aparicion de eventos significativos (formacion de enlaces o0 degradaciones
moleculares). Sin embargo, se observa la disminucion de la sefial para el BPMX que se
encontraria a la décima parte de lo que se observaria en su espectro puro, llegando a
casi eliminar algunos picos de menor intensidad, esto se refleja en el pico a los 1550
cm™ y en los picos que aparecen entre 3300-2800 cm™, donde hay una disminucién de

la intensidad.

A modo de resumen, los estudios de interacciones moleculares entregaron la

informacion de que no hay mayores cambios quimicos implicados al someter los
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componentes de la formulacion al proceso tecnolégico de secado por atomizacion,
donde FT-IR no reportd la aparicion de nuevos enlaces, DSC no entregd mayor
informacion sobre cambios de cristalinidad o estado amorfo y solamente el examen de
DRX entregd una pequefia discrepancia que se puede asociar a que el farmaco se
encuentra en una dispersion solida evitando la cristalizacion del mismo anulando la

sefial de este.
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5.4 Evaluacion in vitro de las microparticulas mediante cinética de
liberacion y su adecuacion a modelos cinéticos conocidos

Los resultados del estudio de liberacion in vitro se muestran en la figura 38:
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Figura 38: Cinética de liberacién para formulacién optimizada realizada a 3 lotes (n=2). Fuente:
elaboracion propia.

Se observa una liberacion rapida (efecto burst) de aproximadamente del 44% en
las primeras 24 horas del experimento, seguido de una liberacion constante en el
tiempo desde las 72 horas hasta los 18 dias, donde se observa una tendencia casi
lineal de comportamiento que disminuye su velocidad y que finaliza a los 35 dias. La

liberacién presenta una baja desviacion en todas las muestras analizadas.
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Los datos analizados mediante el modelo de Korsmeyer-Peppas fueron graficados
como un promedio de todas las curvas (figura 39) y sus constantes experimentales
obtenidas individualmente junto a sus promedios. Los coeficientes de ajuste (R?) estan
presentados en la tabla 29. Todo este andlisis y revisidn estadistica fue realizada

mediante el complemento “DDSolver” para Microsoft Excel.

Adaptacion promedio a modelo "Korsmeyer-Peppas"

100 1
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1 ——Predicted
80
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0 L) T T T T T T T T
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Figura 39: Grafica de adaptacion estadistica a modelo de Korsmeyer-Peppas. Se analizaron los 6 set de
datos juntos (n=6; 3 lotes por duplicado). Fuente: elaboracién propia.

Tabla 29: Datos obtenidos desde el andlisis estadistico adaptado al modelo Korsmeyer-Peppas (n=6; 3
lotes por duplicado). Fuente: elaboracion propia.

Parametro OP1 OoP2 OP3 OP4 OP5 OP6 Promedio
kKP 27,54 25,64 26,25 26,80 16,50 17,12 23,31 +5,08
n 0,19 0,21 0,19 0,19 0,26 0,25 0,22 + 0,03
R* 0,9871 0,9885 0,9819 0,9759 0,9744 0,9720
R” ajust. 0,9861 0,9876 0,9805 0,9740 0,9725 0,9698
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El modelo Korsmeyer-Peppas fue el mejor adaptado entre todos los modelos
revisados con el software (orden cero, primer orden, Higuchi, Hixson-Crowell,
Hopfenberg, Baker-Lonsdale y Peppas-Sahlin), otros modelos mostraron coeficientes
mas bajos que este. La tabla 31 pone en evidencia la adaptacion de los demas modelos
probados y comprueba que el mejor ajuste se obtiene mediante Korsmeyer-Peppas.
Asimismo, segun las aseveraciones del modelo, el coeficiente “n” obtenido acusaria una
difusién Fickiana del principio activo al medio receptor, lo que significa que se ve
influenciado directamente por la gradiente de concentracién del farmaco de un espacio

a otro.

Tabla 30: Ajuste de otros modelos probados. Se adjunta el mejor valor obtenido de las 6 muestras
analizadas. Fuente: elaboracion propia.

Modelo R’ R2 Ajustado
Orden cero 0,2130 0,2130
Primer Orden 0,7387 0,7387
Higuchi 0,8440 0,8440
Hixson-Crowell 0,6970 0,6970
Hopfenberg 0,7213 0,6999

Baker-Londsdale N.D N.D

Peppas-Sahlin 0,9508 0,9427

Los deméas modelos probados son altamente utilizados en liberacién de farmacos
desde distintas matrices por lo que su seleccién fue apropiada, a pesar de que estos
tengan un ajuste menor al utilizado tienen amplio nicho en la investigacién farmacéutica

lo que justificaba su aplicacion.
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5.5 Desarrollo y validacion de metodologia analitica HPLC para la
cuantificacion de pramipexol en matriz bioldgica

5.5.1 Pruebas preliminares

Luego de trabajar con las columnas ya mencionadas (punto 4.4.1), finalmente se
selecciono la columna de silica, esto debido a un efecto “carry-over que se produjo en
todas las demas columnas probadas. También se tomé en cuenta el tiempo de
retencién que debia ser lo mas corto posible y que se pudiera separar bien del estandar

interno utilizado.

5.5.1.1 Eleccidon de un estandar interno

Los estandares internos probados junto al PMX, fueron: ranitidina, famotidina,

lidocaina, memantina, clorpromazina, carbamazepina.

Estos fueron los que mostraron mejores propiedades de elucion tales como el
tiempo de retencion, simetria del pico (ancho y alto), y su resolucion frente al PMX,
teniendo en cuenta otro factor importante que es la extraccion del farmaco, que debe
ser siempre constante y reproducible en el tiempo. Finalmente, se optd por la lidocaina
como estandar interno ya que presento un pico simétrico, y bien resuelto frente al PMX,

sumado a su recuperacion constante desde la matriz.
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5.5.1.2 Eleccién de la fase movil

Se ensayaron diferentes fases méviles compuestas por mezclas acuosas de
solventes organicos como metanol y acetonitrilo. La fase movil de trabajo se seleccioné
bajo el criterio de que esta debe eluir rapido el analito, ya que el cromatégrafo a utilizar
solo acepta un flujo maximo de 0,4 mL/min y si se utilizaba un flujo mayor, esta debia
circular por un “splitter” que redirige el exceso de flujo a un desague, perdiéndose
muestra y sensibilidad en el proceso. Al final, se seleccion6 una fase movil que contenia
metanol con &cido féormico en agua al 0,1 % (pH 2,15 + 0,05) en proporcién 35:65 % v/v
a 35 °C (temperatura de horno). Esta eluyé bien el PMX y el estandar interno
separandolos totalmente con buena resolucion, un tiempo de corrida de 12 min con

picos simétricos.

Otros métodos fueron descartados por el alto tiempo de retencién de ambas
moléculas que alargaba excesivamente el tiempo de corrida, también el hecho de que

se trabajaba a un flujo bajo lo hizo un criterio a tomar en consideracion.

Con las condiciones indicadas anteriormente, PMX y Sl presentaron tiempos de
retencion de 8,5 min y 9,8 min, respectivamente. La resolucién entre ambos picos fue
de > 2 y los factores de cola fueron 1,506 y 1,498 para PMX y SI, respectivamente

siendo calculados automaticamente por el software del equipo.
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5.5.1.3 Eleccién de un método de extraccion

En la eleccién de un método de extraccion es fundamental que este proporcione
resultados reproducibles, con una elevada recuperacion del analito y con baja o nula
presencia de interferentes. El método también debe ser simple y facil de ejecutar por el

analista.

En primer lugar se prob6 inyectando directamente el plasma al sistema
cromatografico. Previo a esto, el plasma fue centrifugado e inyectado directamente al
equipo, pero fue descartado debido a la gran cantidad de interferentes presentes en la
muestra y que se traducian en una gran cantidad de picos en el cromatograma. Por otro
lado, se podria producir un mayor desgaste de la columna cromatografica en el tiempo

haciéndolo poco viable para implementarlo de rutina.

Buscando obtener una alta recuperacion de los analitos y con la menor presencia
de interferente posibles se ensayé con un método de extraccion liquido-liquido con
solventes organicos puros y mezclas de estos, en diferentes proporciones. En
investigaciones previas, el farmaco y el estandar interno se recuperaron mediante
extraccion liquido-liquido desde la fase acuosa a un solvente organico para luego
evaporarlo y reconstituirlo en la fase movil de trabajo (133) (134) (135) (136) (137) (139)- EN este
trabajo, en todos los casos se obtuvieron recuperaciones de analito y SI menores a 75
% y con una elevada variabilidad. Por estos resultados se descarté esta forma de

recuperar el farmaco desde el suero de rata.

Finalmente, se utilizaron columnas de extraccion en fase solida (SPE)
Oasis®HLB (30 mg), que contienen un relleno polimérico con caracteristicas hidrofilas y
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lipdfilas, donde el analito es retenido para posteriormente ser recuperado con un
solvente adecuado (138 (141). En vista a los resultados obtenidos con los procedimientos
anteriores, se opto por la técnica de SPE. Se adapté un método reportado en literatura

con algunas modificaciones (137).

Con la técnica de SPE se obtuvieron recuperaciones de 87 % para PMX y 67 %

para Sl, sin arrastrar sustancias indeseables que pudieran provocar picos interferentes.

5.5.2 Validacion del método

El método fue validado en conformidad de las directrices de la ICH para
metodologias bioanaliticas. Los resultados para cada apartado se enumeran a

continuacion.

5.5.2.1 Evaluacion del “efecto matriz” sobre PMX e IS

El efecto matriz fue evaluado mediante la comparacién de 2 curvas (analitica y
en matriz) de 3 puntos (25, 250 y 500 ng/mL) e inyectadas al equipo. Los datos se
pueden observar en la figura 40. Los resultados arrojaron diferencias cada vez mas
importantes entre las concentraciones a medida que estas aumentan. Por lo tanto, se
infiere que existe un efecto matriz que puede afectar los resultados finales. La gréafica

obtenida sugiere hacer todo el proceso de validacion en matriz.
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Figura 40: Gréfica de curvas de calibracion para revision de efecto matriz. Se inyect6 2 veces cada punto
por cada concentracion. Fuente: elaboracion propia.

5.5.2.2 Linealidad

Luego de la revisidbn del efecto matriz, se acoté el rango de la curva de
calibracion a 250 ng/mL como maximo, y también se redujo la concentracion del IS a
100 ng/mL. Se realiz6 este cambio ya que se visualiz6 que dificilmente las
concentraciones de PMX podrian llegar mas alto que este limite debido a la depuracién
gue podria tener el farmaco. También se disminuyd la concentracion del IS para afectar

de menor manera las proporciones entre las areas con el farmaco (figura 41).
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Figura 41: Gréfica de curva de calibracion obtenida, comprendia entre 25-250 ng/mL. Fuente: elaboracion

propia.

El analisis de regresion lineal y el ANOVA de una via se realizaron para

corroborar la correlacion de los datos (tablas 31 y 32):

Tabla 31: Andlisis de regresion linear para la curva de calibracion obtenida. Fuente: elaboracién propia.

Parametro | Estimaciéon | Error estandar | Estadistico-t Valor-P
Intercepto 0,001053 0,00112696 0,634373 0,3671
Pendiente | 0,0127249 0,000074183 57,652 0,0000

Tabla 32: Andlisis por ANOVA a la curva de calibracién obtenida. Fuente: elaboracién propia.

Parametro Sumade Grados de Media de F Valor-p
cuadrados libertad cuadrados
Regresion 0,020536 1 0,020536 3323,75 0,0000
Residual 0,0000803211 13 0,00000617855
Total 0,0206163 14

Coeficiente de 0,99805

correlacién

R® 0,996104

R® Ajustado 0,995804

Error estandar 0,00248567
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La ecuacion de relacién entre la concentracion de PMX/IS (eje X) y el area
PMX/IS (eje Y) fue: Y = 0,0427x + 0,0011. El error estandar fue de 0,00249 y la curva

fue lineal con un p<0,005.

El analisis de varianza muestra una distribucion aleatoria para todas las muestras
revisadas entrega una relacion fuerte entre las variables. El valor p al ser menor que
0,05 muestra una relacion estadisticamente significativa entre la relacion de areas y la

relacion de las concentraciones de la curva en el rango efectivo.

5.5.2.3 Precision

La precision fue expresada en términos de coeficiente de variacion (CV).

5.5.2.3.1 Precision instrumental

La muestra de 100 ng/mL fue inyectada 6 veces y se obtuvo un C.V. de 4,5 % en
las 6 medidas, lo que se considera aceptable segun los criterios de validacién

empleados.
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5.5.2.3.2 Repetibilidad y precision intermedia

Los valores de CV para la repetibilidad entre 0,22 - 9,28 % y la precision inter-dia
entre 3,84 - 12,81 % (tabla 34). Los resultados son acordes a los criterios de aceptacion

utilizados, por lo que se considera correcto este punto.

Tabla 33: CV % Intra- and Inter-dia para PMX/IS. Fuente: elaboracién propia.

Dial(CV %) | Dia2(CV %) | Dia3(CV %) | Inter-Dia (CV %)
25 ng/mL 0,26 1,80 0,24 3,84
100 ng/mL 1,19 9,28 0,22 12,81
250 ng/mL 0,26 0,67 2,53 6,36

5.5.2.4 Exactitud

La exactitud se expres6 como % de recuperacion del analito (tabla 35). Los
resultados obtenidos en este estudio dieron lugar a % de recuperaciéon de PMX entre
72,73 — 101,02 %, con un coeficiente de variacion total del 12,06 % (CV de todos los
niveles). Estos resultados demuestran la exactitud del método planteado. El promedio
de recuperacion fue del 87 % entre los 3 niveles de concentracion que fue aplicado a

los resultados finales.
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Tabla 34: Datos de recuperacién para PMX y su IS. Los datos fueron mostrados como % de recuperacion
de la concentracion nominal. Fuente: elaboracion propia.

Concentracion (ug/mL) Recuperacion (%) CV% (%) (n=3)
Agregado Recuperado
25 19,13 76,50
25 21,17 84,69 7,88
25 20,88 83,49
100 79,78 79,78
100 72,73 72,73 11,45
100 91,03 91,03
250 252,55 101,02
250 244,87 97,95 2,42
250 239,38 92,69

5.5.25L0QyLOD

LOD y LOQ fueron 0,4 ng/mL and 4,0 ng/mL, basados en la relacion sefial-ruido,
este es el valor mas bajo para ambos limites probados. Estos valores son adecuados

para la deteccion y cuantificacion de PMX a partir de muestras de suero de rata.

5.5.2.6 Especificidad

Se inyectaron muestras de suero de rata con y sin farmaco, y se sometieron a los
dos modos de ionizacién del equipo: SIM y MRM. En el modo SIM se analizé una
muestra de suero blanco + PMX e IS (figura 42), y se observaron picos justo en el
tiempo de elucion del IS, por lo que se descarté este modo de ionizacién, cabe destacar
gue el pico era movil por lo que su ubicacion era aleatoria y correspondia a una especie
de m/z 212. En modo MRM no se presentaron picos en el cromatograma de la muestra

de suero blanco (figura 43).
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Figura 42: Cromatograma SIM de suero blanco + PMX e IS a 250 ng/mL. Cromatograma superior: Vista
general; Cromatograma medio: especies m/z 212; Cromatograma inferior. especies m/z 235. Fuente:
elaboracién propia.
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Figura 43: Cromatograma MRM de suero blanco. Fuente: elaboracion propia.
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Figura 44: Cromatograma MRM de suero blanco + PMX 100 ng/mL + IS. A los 8,5 min se observa el PMX
e IS aparece a los 9,8 min. Fuente: elaboracion propia.

Como se muestra en la figura 44, PMX y IS eluyen a 8,5 min y 9,8 min
respectivamente, con una resolucion > 2, lo que es aceptable. En los cromatogramas
mostrados no eluye ningun interferente en los tiempos de elucion de los analitos, por lo

que este criterio de validacion se considera aprobado.

Luego de cumplir con todo este conjunto de parametros a cabalidad, el método

se considera validado y apto para la cuantificacion de PMX en suero de rata.
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5.5.3 Utilidad del método

El método HPLC-MS desarrollado y validado ha sido utlizado para la
cuantificacion de PMX en muestras de plasma de rata obtenidas después de la
administracion subcutanea de una dosis Unica de 1mg/kg. Estos datos se usaron para

la determinacién de pardmetros farmacocinéticos importantes: Co, ti2, Ko y AUC.

Las muestras fueron extraidas segun el método descrito en el punto 4.4.4.
Debido a que se administré una dosis muy baja de farmaco en los animales, que es el
equivalente a la dosis usada en humanos, se obtuvieron concentraciones de farmaco
muy bajas en las muestras de suero, por lo cual sélo fue posible cuantificar hasta la
tercera muestra del estudio farmacocinético, es decir hasta las 4 horas. Se obtuvo la

representacion gréfica para las muestras a continuacion (figuras 45 y 46):
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Figura 45 y 46: Perfil farmacocinético de muestras analizadas. Se detallan las gréficas de concentracion
vs tiempo y Log(Cp) vs tiempo. Fuente: elaboracién propia.
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Se calculd la ecuacion de la recta para el grafico obtenido Log(Cp) vs tiempo

arrojando los siguientes valores (Tabla 35).

Tabla 35: Valores de la ecuacién de la recta para la curva obtenida. Fuente: elaboracién propia.

Ecuacioén de larecta Muestras
mx -0,2163
b 2,040

Luego de obtener la ecuacion de la recta se procedio a calcular las constantes

farmacocinéticas mostradas en la tabla 36.

Tabla 36: Constantes farmacocinéticas obtenidas desde el grafico 46. Fuente: elaboracion propia.

Muestras
Cpo(ng/mL) 109,65
Ke (1/h) 0,498
tiz (h) 1,39
AUC 220,18

A pesar de tener solamente 3 puntos el farmaco mostré una tendencia esperable
para lo que es una administracion mediante una inyeccién bolus, correspondiendo a
una eliminacibn de primer orden del farmaco. Esto se ha observado en otras
publicaciones relacionadas al tema, teniendo como diferencia principal que otras
técnicas desarrolladas han podido medir hasta pg/mL. EI PMX es eliminado
completamente a las 8 horas de haber sido inyectado, esto es concordante con la
informacion obtenida en humanos donde la vida media del farmaco es de 8-12 horas,

evidenciando una mayor eliminacion en ratas.
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Asimismo se debe insistir en que este estudio es meramente tendencial y apunta
al comportamiento del PMX en ratas. Para obtener resultados mas robustos, se

requeriria un estudio de mayor envergadura con un mayor numero de animales.

Por ultimo, el contar con contra-muestras permitié hacer un arreglo adicional a la
metodologia implementando una fase de concentracion en un concentrador de vacio
por 200 minutos a 80 °C después de la extraccion con el fin de poder cuantificar a
mayores intervalos de tiempo. El nuevo paso agregado dejaria el esquema de

extraccion de esta manera (figura 47):

200 pl fase movil
800 plL de mezcla ~_ ™

. 250 uLs Lmi * Eluir muestra
K L.IEFCI- minvortex L 1000 |-1L agua
* 250 pL Amoniaco 25% h
= Eluir agua
. 250 LS

* 1000 pL Fase mavil
* 250 pL Agua

* Recuperar muestra

Concentrador Reconstitucion
|Ik )I 200 min a 80°C

Extraccion normal

\f

Extraccion concentrada

Figura 47: Esquema de SPE para PMX + IS con concentracion de muestra. Fuente: elaboracion propia.
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Los perfiles farmacocinéticos obtenidos a partir de las muestras concentradas se

muestran en los gréaficos 48 y 49:
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Figura 48 y 49: Perfil farmacocinético de muestras concentradas. Se detallan las graficas de

concentracién vs tiempo y Log(Cp) vs tiempo. Fuente: elaboracién propia.

Procediéndose de igual manera que con las muestras anteriores se calcul6 la

ecuacion de la recta a partir del grafico logaritmico (Tabla 37) y en base a esta se

calcularon las constantes farmacocinéticas (tabla 38).

Tabla 37: Valores de la ecuacién de la recta para las muestras concentradas. Fuente: elaboracion propia.

Ecuacién de larecta Muestras
mx -0,2774
b 2,293

Tabla 38: Constantes farmacocinéticas obtenidas desde las muestras concentradas. Fuente: elaboracion

propia.
Muestras conc.
Cpo(ng/mL) 196,33
Ke (1/h) 0,1204
tyo (h) 5,76
AUC 1630,45
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Se puede observar una diferencia entre las constantes farmacocinéticas de las
muestras procesadas y las muestras concentradas, el paso de concentracién aplicado
al segundo grupo de muestras pudo entregar un punto mas para las curvas
farmacocinéticas teniendo una mejor representacion estadistica, sin embargo, este se
deberia someter a un proceso de validacion para corroborar la veracidad de los datos

obtenidos antes de utilizarse de rutina.

La extraccion de las muestras se hizo correctamente mediante este
procedimiento, las variaciones que surgieron en las concentraciones graficadas pueden
deberse a la inyeccién de farmaco realizada a las ratas ya que esta se hace midiendo la
cantidad a inyectar con jeringa, lo que hace impreciso el célculo de dosis exacta y
sumado al metabolismo individual de cada rata, pueden ser una fuente de variabilidad

considerable a la hora de hacer estudios farmacocinéticos.
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6 Conclusiones

Se lograron elaborar microparticulas biodegradables de PLGA conteniendo
pramipexol base, mediante la técnica de secado por atomizacion, utilizando una
solucion de polimero junto al farmaco disueltos en diclorometano. Se probaron
diferentes formulaciones de partida, tales como: soluciones, emulsiones simples O/W y
WI/O, emulsiones dobles W/O/W y suspensiones de farmaco en el solvente. Asimismo,
se trabajo con el farmaco en su forma diclorhidrato y su forma base. Finalmente, se
obtuvieron los mejores resultados cuando se utilizd como formulacion de partida una
solucion, compuesta por PLGA al 4 % y PMX base 0,4 % (carga teorica 9 %). Las
condiciones de proceso fueron: T° entrada 50 °C, flujo de aire de atomizacién 601 L/h,
aspiracion 100 % y flujo de alimetacion 15 %. Bajo estas condiciones de formulacion y

de proceso de obtuvo un RP de 36,6 %.

La optimizacién del proceso de microencapsulacion fue llevada a cabo mediante
un diseflo experimental central compuesto rotable, donde se mantuvieron fijas la
aspiracion (100 %) y el flujo de aire de atomizacion (601 L/h), permitié establecer como
condicones O6ptimas: T° entrada 61 °C y flujo de alimentacion 15 %. Para estas
condiciones de proceso se obtuvieron particulas esféricas y lisas con un diametro

medio de 2,1 um + 0,9 um, un RP de 32,9 % + 1,9 % y una EE de 93,7 % + 0,5 %.

La formulacion obtenida presenté una liberacion constante del farmaco durante
los primeros 18 dias de estudio, ajustandose su cinética de liberacion al modelo

Korsmeyer-Peppas (R* = 0,98).
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Se desarrollé y validé un método HPLC con deteccion de masas para cuantificar
PMX desde muestras de suero de rata. El tratamiento de las muestras mediante
extraccion en fase solida con columnas Oasis® HLB (30 mg), permitié obtener
recuperaciones de farmaco y estandar interno (lidocaina) del 87 y 90 %
respectivamente, sin presencia de interferentes en la muestra. EI método resultd ser
lineal (rango de concentraciones 25 a 250 ng/mL), exacto, preciso, sensible y selectivo

para las condiciones indicadas en el presente trabajo.

Como conclusién final se puede mencionar que la formulacion desarrollada
presentd buenas caracteristicas de composicion y tamafio para su administracién

parenteral, comportandose como un sistema de liberacion controlada de farmaco.

141



7 Asistencia acongresos

e VI Congreso Iberoamericano de Ciencias Farmacéuticas (COIFFA). 02 de
noviembre de 2015 - 06 de noviembre de 2015. Cérdoba, Argentina. Modalidad
poster.

e 32° Congreso Latinoamericano de Quimica (CLAQ). 19 de enero de 2016 — 22

de enero de 2016. Concepcion, Chile. Modalidad poster.
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8 Publicaciones

e Felipe Beltrdn ,Mario Aranda, Constanza Fuentes, Carlos von Plessing , Marcos
Fernandez; VALIDATION AND DETERMINATION OF PRAMIPEXOLE
DIHYDROCHLORIDE ON RAT SERUM BY SOLID PHASE EXTRACTION AND

HPLC-MS; “Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analisys”. Enviado.
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