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RESUMEN

Recientemente, la microencapsulacién se ha convertido en una alternativa importante para desarrollar sistemas
novedosos de liberacién de péptidos y proteinas. Entre las numerosas técnicas disefadas para microencapsular
sustancias de diversa naturaleza, la polimerizacién interfacial, el secado por atomizacién y la evaporacién de
solvente, han sido las mas estudiadas para encapsular biomoléculas. La de doble emulsién-evaporacién de solvente
es la mds utilizada con fines investigativos y para la obtencion de los productos que se encuentran en el mercado.
La encapsulacion de proteinas por este método es un procedimiento complejo, en el cual intervienen numerosos
factores que definen las caracteristicas del producto final y la estabilidad de la molécula encapsulada. Este articulo
ofrece informaciéon actualizada acerca de las microesferas como sistemas de liberacién controlada de péptidos y
proteinas; las principales técnicas para microencapsular estos farmacos; los pardmetros para caracterizar las
microesferas y la proteina encapsulada; asi como un andlisis de las condiciones experimentales que mds inciden en
la estabilidad de estas biomoléculas, frente al proceso de microencapsulacion por la técnica de doble emulsién-
evaporacién de solvente; y por Gltimo, las estrategias de estabilizacién que se han desarrollado para conservar las
propiedades fisicoquimicas y biolégicas de las proteinas encapsuladas.
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REVISIO

ABSTRACT

Microespheres as delivery systems for the controlled release of peptides and proteins. Microencapsulation
of peptides and proteins has recently become a relevant alternative to develop novel drug-delivery systems.
Among techniques designed to microencapsulate substances of different nature, the interfacial polymerization,
spray-drying and solvent evaporation techniques are those most widely studied for encapsulation of biomolecules.
The double emulsion/solvent evaporation procedure is most commonly applied for this kind of product that is
available in the market. On the other hand, this method of protein encapsulation is a rather complex process,
involving several factors that determine the properties of the final product and the stability of the encapsulated
molecule. In this paper, we offer an updated overview on the use of microspheres as systems for the controlled
release of proteins and peptides, the main techniques used for microencapsulation of such biomolecules, and the
parameters considered for characterizing the microspheres and the encapsulated protein. Experimental conditions
influencing their stability during the double emulsion/solvent evaporation microencapsulation procedures, and
strategies used to preserve and stabilize the physicochemical and biological properties of the encapsulated proteins

are also discussed.

Introduccion

Por sus importantes funciones en el organismo, desde
hace varias décadas se estudian las proteinas como
posibles agentesterapéuticos. Sinembargo, no fuehasta
el surgimiento de la era biotecnol égica que las investi-
gaciones cobraron auge, debido a desarrollo de eficientes
procesos de produccién de estas biomoléculas, los
cualeshan permitido disponer de cantidades suficientes
parael desarrollo de productos biofarmacéuticos.
Actualmente existen varias proteinas que se utilizan
como principio activo de diversasformas farmacéuticas,
gue se venden en & mercado internaciona (Tabla 1).
Sin embargo, cuando las proteinas se emplean como
agentes terapéuticos, presentan algunas limitaciones;
entre ellas, su inestabilidad fisicoquimica en agunos
fluidos corporales (por gjemplo, en lasalivay en los
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jugos géstricos), lo cual limita € uso de algunas vias
de administracion, como la via oral. Ademés, € gran
tamafio de estas biomoléculas limita el uso de la via
transdérmica. Por ello, lamas utilizada paraintroducir
las proteinas en el organismo eslaviaparenteral. A los
inconvenientes propios de esta via, se les adicionan
otros inherentes a comportamiento de las proteinas
€omo principio activo: corto tiempo de vidamediaen
¢l organismo, lo cua determinalanecesidad de emplear
una elevada frecuencia de administracion; generacion
de efectos adversos propios de su mecanismo de accion
o de efectos colaterales indeseados; y presencia de
inmunogenicidad en algunos casos [1-4].

Debido a estas limitaciones, se trabaja en la bis-
gueda de nuevos sistemas de administracion, que

1. Johnson OL, Jaworowicz W, Cleland
J, Bailey L, Charnis M, Duenas E, et al. The
stabilization and encapsulation of human
growth hormone into biodegradable mi-
crospheres. Pharm Res (1997); 14:730-5.

2. Jones AJ, Putney S, Johnson OL,
Cleland J. Recombinant human growth
hormone poly (lactic-co-glycolic acid)
microsphere formulation development.
Adv Drug Deliv Rev (1997); 28:71-84.

3. Langer R. Drug delivery and targeting.
Nature (1998); 392:5-10.

4. Reddy KR. Controlled-release, pegy-
lation, liposomal formulations: new me-
chanisms in the delivery of injectable drugs.
Ann Pharmacother (2000); 34:915-23.
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Tabla 1. Algunas proteinas terapéuticas que se encuentran disponibles en el mercado internacional en diversas

formas farmacéuticas

Proteina Producto Compania Indicacion
Eritropoyetina Epogen Amgen Anemia asociada a falla renal
Interferén alfa-2b Intron A Schering-Plough Hepatitis C

Heberon alfa R

Interferén alfa-2a Roferon A Roche
Interferén beta Avonex Biogen

Insulina Humulin Eli Lilly
Estreptoquinasa Estreptasa Aventis

Heberkinasa

Factor estimulador de Neupogen Roche/Amgen
colonias de granulocitos
Hormona de crecimiento Genotropin Pfizer
Nutropin Genetech
Interleucina Proleukin Chiron/Roche
Factor de crecimiento Regranex Johnson & Johnson

derivado de plaquetas

HeberBiotec

HerberBiotec

Hepatitis B y varios tipos de cancer

Cancer de pulmén, hepatitis B, sarcoma de Kapossi,
leucemia de células velludas

Esclerosis multiple
Diabetes mellitus

Infarto agudo del miocardio
Infarto agudo del miocardio

Neutropenia provocada por el tratamiento con citostaticos
Deficiencia de hormona de crecimiento en nifos
Deficiencia de hormona de crecimiento en nifos

Céncer renal

Ulceras neuropdticas de miembros inferiores en pacientes
diabéticos

permitan aprovechar el potencial terapéutico de las
proteinas con el minimo de inconvenientes posible.
Lostres sistemas que se han aplicado con mayor éxi -
to con péptidos y proteinas son: los basados en la
modificacion quimica de las biomoléculas con po
lietilenglicol (PEGilacion) y los que se basan en la
encapsulacion de las moléculas en sistemas lipidicos
(liposomas) o poliméricos (microesferas).

La PEGilacion es la conjugacion de las proteinas con
polietilenglicol (PEG). Esta idea surgi6 a finales de
los afios “60 del siglo XX, con lostrabajosde Davisy
cols. [5]. En susinicios, el objetivo de la PEGilacion
fue la disminucion de lainmunogenicidad de las pro-
tefnas. No obstante, posteriormente se demostraron
otras caracteristicas determinantes que laconjugacion
con PEG proporcionaba a las proteinas, tales como:
mayor tiempo de vida en el organismo y mayor esta-
bilidad térmicay frente a la accién de las proteasas.
En la actualidad, el aumento del tiempo de vida in
Vivo es la caracteristica més explotada de las que le
proporciona el PEG al conjugado.

Los liposomas son vehicul os coloidales formados por
una bicapa de fosfol ipidos, que contiene sustancias hi-
drofilicas e hidrofébicas. Las estructuras Unicas de los
liposomas | es brindan propiedadesinteresantes. Enlos
tegjidos, €ellos ateran la distribucion de los farmacos
encapsulados: aumentan su eficacia 'y disminuyen su
toxicidad. Los liposomas también se pueden usar en €l
direccionamiento pasivo de los farmacos hacia los te
jidos enfermos. En enfermedades asociadas con €l
incremento de la permeabilidad capilar (cancer, infec-
cion, inflamacion), los liposomas se concentran méas
en las zonas afectadas que en los tegjidos sanos, pues
los capilares sanos no dejan entrar alos liposomas|[6].
En los tltimos 20 afios, se han estudiado las microes-
feras biodegradables de polimeros biocompatibles
como sistemas de liberacién controlada de péptidosy
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proteinas. Generalmente, el farmaco esta distribuido
en la matriz poliméricay es liberado por dos meca
nismos fundamentales: por la difusion a través de la
meatriz, y por la degradacion del polimero, que llevaa
laerosion delas particul as. Para ello se han empleado
polimeros naturales y sintéticos; entre estos ultimos
se destacan los copolimeros del acido lactico y del
acido glicdlico.

En la tabla 2 se comparan las ventgjas y las des-
ventgjas que ofrecen estos tres sistemas de liberacion
controlada de péptidosy proteinas [4].

Delostres sistemas para proteinas terapéuticas, €l
gue més haavanzado industrialmente eslaPEGilacidn,
gue yacuenta con varios productos en el mercado. Sin
embargo, las limitaciones que se relacionan en la ta

5. Davis F. The origin of pegnology. Adv
Drug Deliv Rev (2002); 54:457-8.

6. Allen TA. Liposomes. Opportunities in
drug delivery. Drugs (1997); 54:8-14.

Tabla 2. Ventajas y desventajas de algunos de los sistemas de liberacion mas utilizados

para péptidos y proteinas

Sistema Ventajas Desventajas

PEGilacién Mejora la farmacocinética del Disminucién de la actividad biolégica
producto . . En el proceso se pierde una fraccién
Poca fluctuacién en la concentracion importante de las proteinas
del principio activo El producto final casi siempre es
Disminuye la toxicidad del farmaco y heterogéneo (isémeros de posicién)
la inmunogenicidad
Incrementa el nivel de vida del
paciente
Incrementa la estabilidad fisicoquimica

Liposomas Mejora la farmacocinética del Captura por el sistema reticulo

producto

Disminuye la toxicidad del farmaco
Permite el direccionamiento pasivo del
farmaco

Mantienen niveles séricos del farmaco
por largos periodos

Poca fluctuacién en la concentracién
del farmaco

Mejora el nivel de vida del paciente

Microesferas

endotelial

Debilitamiento vascular

Dificultad para producir una estabilidad
fisicoquimica de larga duracién

Perfil de liberacién incompleto
Inestabilidad de las proteinas frente a la
microencapsulacién
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bla2, sobretodo ladisminucion delaactividad biol 6gi-
cadelaproteinay laheterogeneidad del producto fina,
hacen que muchas compafiiasy grupos deinvestigacion
se encuentren enfrascados en la microencapsulacion
de péptidosy proteinas para el desarrollo de formula-
ciones ventajosas de estos farmacos, con respecto alas
formulaciones de liberacion inmediata que ya existen.

Microencapsulacién: concepto,
aplicaciones y principales técnicas
para obtener las microparticulas

La microencapsulacion es el recubrimiento de mate-
riales sdlidos, liquidos 0 gaseosos con una pelicula de
material polimérico o graso, que origina particulas
micrométricas de flujo libre. El producto de este
proceso tecnolégico se denomina “microparticula’,
“microcdpsuld’ o “microesfera’, y son sistemas que
se diferencian en su morfologia y estructura interna.
Cuando las particulas son menores que 1 um, & pro-
ducto del proceso de encapsulacion recibe el nombre
de“ nanoesferad’, “nanoparticuld’ o “nanocapsula’ [7].

Al encapsular o recubrir un material sélido, se
obtienen microparticul as que general mente presentan
una forma irregular, debido a que el material de
cubierta se deposita en la superficie de las particulas
gue se encapsularén y adopta su forma original. Al
encapsular gases se obtienen particulas compuestas
de un nlcleo gaseoso, rodeado de una pelicula del
material de cubierta, las cuales se denominan micro-
capsulas. Si la sustancia que se encapsulara es un
liquido, una solucién, una emulsién o una dispersion,
se pueden obtener estructuras capsulares (microcap-
sulas) o matriciales (microesferas) (Figura 1). El tipo
de estructura depende, en gran medida, del procedi-
miento de encapsulacion empleado, asi como de las
propiedades de |la sustancia que se encapsularay del
material de cubierta.

Lamicroencapsulacién surgeen el afio 1931, conla
publicacion de un estudio que describiala formacién
de microcapsulas de gelatina, seguin un procedimien-
to que se llamd “coacervacién” [7]. Esta técnica fue
objeto de multiples variaciones durante los afios 40,
y su aplicacién més importante se dirigié alaencap-
sulacion de colorantes para la elaboracion del papel
paracalcar.

En los afios siguientes, |a aplicacion de la microen-
capsulacion se extendid a diferentes ramas:

- Laagricultura, en lamicroencapsul acién defertili-
zantes y pesticidas.

Estructura capsular Estructura matricial

Figura 1. Tipos de estructura que presenta la particula resultante
del proceso de microencapsulacién de un material liquido.
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- Las construcciones navales, en la elaboracion
de cubiertasdetornillosy remaches con el objetivo de
protegerlos contrala corrosion.

- Laindustria cosmética, en la elaboracion de pro-
ductos como desodorantes, champus, nebulizadores,
paramejorar su estabilidad o biodisponibilidad.

- Laindustriamédico-farmacéutica, enlacual sehan
explotado mas ampliamente las bondades de la mi-
croencapsul acion con diversos propdsitos. enmascarar
propiedades organolépticas indeseables que pueden
presentar algunas sustancias (olor, color, sabor desa
gradable); aidlar algin componente de unaformulacion
sensible alas condiciones ambientales o también algin
componente toxico para los operarios o €l ambiente;
revestir particulas que, por su forma irregular, son
dificiles de comprimir; convertir principios activos li-
quidosen sdlidos, yaque son mésfécilesde manipular;
y sobre todo, en el disefio de formulaciones de libe-
racion controlada de farmacos con diferente fines.

Lamicroencapsulacion parael desarrollo de medica
mentos comenzo en la década de los afios 50 del siglo
XX, cuando unacompafiiafarmacéuticaintrodujo esta
tecnologia, con lafinalidad de conseguir unaliberacién
sostenida o prolongada de los farmacos [7]. Con esa
intenciény lade prevenir lairritacion gastricafue mi-
croencapsuladalaaspiring, lacual aparece citadaenla
bibliografia como uno de los primeros medicamentos
microencapsulados. A pesar delaaplicacion tardiade
este método en el campo de |os medicamentos, su
difusion fue muy rapida, y en un corto periodo llegé a
ser una tecnologia ampliamente extendida en la in-
dustria farmacéutica.

Material de recubrimiento

Lavariedad de materiales que pueden emplearse para
la microencapsulacion se ha ampliado gradualmente
en lamedida en que surgen nuevos biomaterialesy se
perfilan nuevas aplicaciones de esta técnica. De modo
general, los materiales capaces de constituirse en
microparticul as se clasifican en tres categorias. grasas,
proteinasy polimeros [7].

Grasas

La cera de carnauba, €l alcohol estearilico y € acido
estedrico son grasas que funden a una determinada
temperatura y son erosionables por la accion de las
lipasas que existen en la cavidad géstrica.

Proteinas

Lagelatinafue el primer material utilizado en lami-
croencapsulacion, y es, en la actualidad, un material
con un importante potencial. La abdminay el coléa
geno también se han empleado en la obtencion de
microparticulas.

Polimeros

Debido a su gran versatilidad, la familia de los po-
limeros es la mas utilizada en |a microencapsulacién
de sustancias. Dentro de ella estan los polimeros
natural es, |0s semisintéticosy los sintéticos. Los po-
limeros naturales principalmente son de naturaleza
polisacaridica, de origen animal y vegetal; se destacan

Biotecnologia Aplicada 2007; Vol.24, No.2

7. Remuidn C, Alonso MJ. Microencap-
sulacién de medicamentos. En: Vila-Jato
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Ed. Sintesis, SA; 1997:577-609.
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el aginato, ladextrana, lagomaarabigay laquitosana.
L os polimeros semisintéticos engloban los derivados
delacelulosa, delos cuaesexiste unaampliavariedad
en el mercado con diferentes caracteristicas de solubi-
lidad. Por gjemplo, la etilcelulosay €l ace'tobutirato
de celulosa son polimeros insolubles, mientras que
el acetoftalato de celulosa presenta una solubilidad
dependiente del pH. Los polimeros sintéticos mas
utilizados son los derivados acrilicosy los poliésteres.
Entre los derivados acrilicos estan los polimeros in-
solubles con diferente grado de permeabilidad y
también variedades con solubilidad dependiente del
pH. Estos ofrecen amplias posibilidades paracontrolar
laliberacion del material encapsulado. Los poliésteres
son polimeros de caracter biodegradable, 1o que
permite su administracion por laviaparenteral. Entre
ellos, los més conocidos son la poli-e-caprolactona, €l
acido poiléctico, y los copolimeros del &cido lacticoy
del &cido glicdlico (PLGA, siglasen inglés).

De acuerdo con laaplicacion del producto quevaa
ser microencapsulado, se selecciona e material ade-
cuado. Sin embargo, esimprescindible que sea soluble
en el solvente de eleccion; que produzca matrices o
membranas homogeéneas, con laporosidad deseada; que
sea estable en las condiciones ambientales y en gene-
ral en las condiciones en las que se almacene, e inerte
frente a los demés compuestos que estén en contacto
coné. Si sedestinan al disefio de medicamentos, deben
carecer detoxicidad y de actividad farmacol 6gica

Los materiales mas empleados especificamente
con finesfarmacéuticosy sobretodo en laelaboracion
de microesferas que van a ser inyectadas son los
homopolimerosdel acidolécticoy los copolimerosde
este con el &cido glicdlico, debido a sus bondades en
cuanto a biocompatibilidad y capacidad para lograr
diferentes perfiles de liberacién de los farmacos
encapsulados.

PLGA como matriz polimérica para la
microencapsulacién de farmacos

Los PLGA son poliésteres que se obtienen mediante
la policondensacion lineal de los hidroxiacidos o me-
diantelaaperturadel anillo delaslactonas correspon-
dientes[8] (Figura 2).

Estos polimeros son solubles en solventes orgéni-
cos como diclorometano, cloroformo, acetato de etilo,
acetona y tetrahidrofurano; pero no son solubles en
agua. Algunos son cristalinosy otros amorfos, en de-
pendencia de su composicion en cuanto aécido lactico
y glicdlico. Los amorfos son los mas empleados en €l
disefio de formulaciones de liberacion controlada. Ellos
difieren en la proporcion de los monémeros que lo
componen, en su masa molecular (entre 5y 100 kDa,
aproximadamente) y en el grupo termina (-COOH o
-COOR). Estos tres parametros determinan, en gran
medida, su hidrofobicidad y su cinéticade degradacion,
y asuvez, laeficienciade encapsulaciony lavel ocidad
de liberacién de la sustancia encapsulada [9].

El término biodegradable en estos polimeros se re-
fierealahidrdlisis de susenlaceséster por contacto con
los fluidos biolégicos o artificiales. Esta reaccion pro-
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R
HO-CH-C-OH
Acido lactico (D,L)

1
HO-CH C -OH +

Acido glicslico
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H, O /pedum del anillo  PLGA
+
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L-Lactida Glicolida

Policondensacién lineal

o CH,O

1l | Il
- -O-CH,C- |- -O-CH-C- -

Figura 2. Vias de obtencién de los copolimeros de écido lactico y acido glicélico.

duce &cido l&ctico y glicdlico, los cuales son metaboli-
zadosen el ciclo deKrebs hastaformar aguay CO; [9].

Al ser empleados como matrices en laobtencién de
microesferas, la degradacion de estos polimeros ocu-
rre en dos etapas. La primera comprende la escisién
hidroliticadelos enlaces éster, Ilamada degradacion, y
en lacua se generan oligdmerosy mondmeros, con la
consiguiente disminucion de la masa molecular del
polimero original. En la segunda etapa, |lamada ero-
sion, ocurre la pérdida de masa de la matriz, y la
velocidad de escision de los enlaces puede aumentar
debido a la accién autocatalitica de | os productos de
degradacion de naturaleza écida [10]. Precisamente
por no ser solubles en agua pero si degradables por
ella, son muy utilizados en el desarrollo de sistemas
de liberacion controlada de farmacos.

Los PLGA son biocompatibles, ya que no provo-
can toxicidad cuando se introducen en €l organismo
por diferentes vias [11, 12]. De hecho, desde hace
muchos afios, estos polimeros se utilizan en la fabri-
cacién de hilo de sutura biodegradable, asi como en la
fabricacion de dispositivos ortopédicos de fijacion,
tales como discos, tornillosy pernos [13].

Técnicas de microencapsulaciéon

Se han desarrollado disimiles métodos para lograr la
mi croencapsul aci 6n de compuestos de natural eza muy
diversa, los cuales se dividen en tres grandes grupos:
fisicoquimicos, quimicos y mecanicos [7].

1. Métodos fisicoguimicos: han sido muy estudia-
dos a escala de laboratorio.

a) Coacervacion ssmple: se basa en lainduccion de
ladesolvatacion parcial del material de cubierta, quea
continuacion se deposita en la superficie de las parti-
culas o goticulas de la sustancia que se recubrird. La
separacion de fases puede ser inducida de diversas
formas (adicion de un no-solvente, cambio de tempe-
ratura, cambio de pH, adicion de una sal o de un
polimero incompatible).

b) Coacervacion complga € proceso de separacion
de fases ocurre de forma esponténea, cuando en un
medio acuoso se mezclan dos 0 més polimeros que
presentan cargaopuesta (polication y polianién), como
consecuencia de la atraccion electrostética entre el os.

2. Métodos fisicomecanicos. son los més usados
industrialmente, por lo factible de su gjecucion.
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a) Extraccion / evaporacion de solvente: a partir de
una emulsion aceite-en-agua (o/w, siglas en inglés) o
aceite-en-aceite (0/0, siglas en inglés), en cuya fase ex-
terna se incorpora un agente tensoactivo. En la fase
interna se encuentra el material de cubierta disuelto y
también la sustancia que se ha de recubrir: s es una
molécula lipofilica, la sustancia estara disuelta; si
esunamoléculahidrofilica, como lamayoriadelaspro-
teinas, entonces estara dispersa. En este Ultimo caso se
forma una emulsién doble: agua-en-aceite-en-agua (w/
olw, siglaseninglés) s lasustanciaque sevaaencapsular
se dispersa en solucion acuosa, 0 una dispersion del
tipo s/o/w (siglas en inglés) si la sustancia se dispersa
enformasdlida. Laprecipitacion del materia polimérico
selograd perderse e solvente por la extraccion / eva-
poracion de este, mediada por su coeficiente de repar-
to entre las fases de laemulsion. S el material que se
empleara como cubierta es soluble en agua, se utiliza
una emulsion agua-en-aceite (w/o, siglas en inglés).

b) Secado por atomizacién: el principio activo se
disuelve o dispersa en una solucion del material de
recubrimiento. Estamezclase pulverizaenunacamara,
en cuyo interior circulaaire cdiente. De estamanera el
disolvente se evaporay se obtienen las microesferas.

¢) Recubrimiento en lecho fluido: las particulas de
lasustancia que se recubrira se suspenden en un lecho
fluidoy unasolucion del material de cubiertaseatomiza
sobre las particulas. De esta forma se deposita la cu-
bierta sobre las particulas, que luego se solidifica por
laaccion del aire en € propio lecho.

3. Métodos quimicos: son los méasrecientes, y han
sido mas empleados aescaladelaboratorio que aesca
laindustrial.

a) Polimerizacion interfacial: este proceso se pro-
duce en el seno de una emulsion. En la interfase se
desarrollaun proceso de polimerizacion que dalugar a
laformacion de microcdpsulas. Se puede partir de una
emulsion en la que e mondémero se encuentra disuel-
toenunadelasfasesy €l iniciador en laotra, 0 de un
sistema en € que se emplean dos mondmeros, cada
uno disuelto en una fase. En este Ultimo caso ocurre
una policondensacion en lainterfase.

b) Polimerizacion heterogénea: la encapsulacion
ocurre en un sistemadisperso en € que las microparti-
culas resultantes pueden tener tamarfios variados, en
dependencia de la técnica especifica que se utilice:
polimerizacién en emulsion (menor que 0.1 y hasta
5 nm); polimerizacion en emulsién sin surfactante
(entre 0.5y 5mm); polimerizacion en emulsion activada
por hinchamiento (entre 10 y 30 nm); polimerizacion
sembrada (entre 1 y 20 nm); polimerizacion en
suspension (10 y mayor que 100 nm); polimerizacion
en dispersion (entre 0.1y 10 nm) y polimerizacion
con precipitacion (entre 0.1 y 100 nm).

La microencapsulacion de péptidos
gprofeinas en sistemas poliméricos
asados en PLGA

Ventajas potenciales

Las formulaciones de proteinas microencapsul adas
en microesferas biodegradabl es pueden ofrecer unao
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varias delas ventajas que se rel acionan a continuaci on
[3, 14, 15]:

1. Disminucién de la frecuencia de administracion,
lo que lleva a una mayor aceptacion por parte del
paciente.

2. Aumento del beneficio terapéutico, debido a la
eliminacion de las fluctuaciones en los nivel es séricos
delaproteina.

3. Potencial disminucion deladosistotal requerida
paraun tratamiento, debido aunamayor eficienciaen
el aprovechamiento de la dosis administrada.

4. Potencial disminucion de los efectos adversos,
ya que disminuye la magnitud de la cantidad de pro-
teina liberada en € organismo en & momento de la
aplicacion.

Las ventajas que potencialmente pueden tener las
formulaciones de proteinas microencapsuladas, son
las que han fomentado el desarrollo investigativo en
este campo, y la aparicion de nuevos métodos de
microencapsulacion, asi como de aplicaciones de las
nuevas formulaciones. Sin embargo, alin se encuen-
tran pocos productos de esta naturaleza en el merca-
do. Actualmente se comercializan cuatro péptidosy
una proteina micronecapsulados (Tabla 3) [16].

Técnicas mds empleadas para
microencapsular péptidos y proteinas

De las técnicas de microencapsulacion relacionadas
antes, solo algunas se emplean con més frecuenciaen
la obtencion de microesferas cargadas con sustancias
de naturaleza proteica, en lo fundamental por la fra-
gilidad de estas moléculas frente a las condiciones
experimental es delos procesos de microencapsul acion.

Especificamente el método de coacervacion smple
mediante la adicion de una sustancia no solvente, ha
sido uno de los més estudiados para la microencap-
sulacion de estas biomoléculas [17-21]. Este método

14. Putney SD, Burke P. Improving protein
therapeutics with sustained-release
formulation. Nat Biotechnol (1998); 16:
153-7.

15. Tracy M. Development and scale-up
of a microsphere protein delivery system.
Biotechnol Prog (1998); 14:108-15.

16. Burgess DJ, Crommelin DJA, Hussain
AS, Chen M, EUFEPS. Assuring quality and
performance of sustained and controlled
release parenterals: EUFEPS workshop
report. AAPS PharmSci [serial online]
(2004); 6:articulo 11. Disponible en: URL:
http://www.pharmscitech.com.

17. Kent JS, Sanders LM, Lewis DH, Tice
TR, inventors; SYNTEX INC (US), assignee.
Microencapsulation of water soluble
polypeptides. US Patent 207 864. 1985.

18. Lapka G, Mason NS, Thies C, inventors;
Univ Washington (US), assignee. Process
for prepartion of microcapsules. US Patent
4622244.1986.

19. Orsolini P, Mauvernay R-Y, Deghenghi
R, inventors; DEBIOPHARM SA (CH),
assignee. Microencapsulation by phase
separation of water-soluble medicaments.
US Patent 4 673 595. 1987.

20. Lewis DD. Controlled release of
bioactive agents from lactide/glycolide
polymer. In: Chasin M, Langer R, editors.
Biodegradable polymers as drug delivery
sysfﬁms. New York: Marcel Dekker; 1990:

21. Courveur P, Puisieux F. Nano- and
microparticles for the delivery of polypep-

tides and proteins. Adv Drug Deliv Rev
(1993); 10:141-62.

Tabla 3. Formulaciones farmacéuticas de péptidos y proteinas encapsulados en microesferas

que se comercializan

Producto Principio

Frecuencia de

(Fecha)” activo Compariia Aplicacion administracién
Lupron Leuprolida ABBOTT Tratamiento paliativo del Mensual o
Depot (1989) cancer prostatico trimestral
avanzado
Sandostatin Octreotida Novartis Acromegalia y tumores Mensual
LAR (1998) endocrinos
grastroenteropancredticos
Nutropin Somatropina Genentech Trastornos del Mensual o
Depot (1999) (rhGH) crecimiento en pacientes bimestral
pediétricos
Trelstar Triptorelin Debio Rechereche Tratamiento paliativo del Mensual
Depot (2000) Pharmaceutique cdncer prostatico
avanzado
Plenaxis Abarelix Praecis Tratamiento del cancer Mensual
(2003) Pharmaceuticals prostatico avanzado

"Fecha de aprobacién por la Administraciéon de Drogas y Alimentos de EE.UU. (FDA, siglas en inglés).
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permite una eficiencia de encapsulacion elevada; pero
la presencia de residuos de solvente en el producto
fina y la dificultad en el escalado del proceso, han
restringido su empleo en la obtencién de productos
biofarmacéuticos [22]. Otralimitacion de este método
es la dificultad para obtener particulas de tamafio
micrométrico [23].

El secado por atomizacion es otro de los métodos
utilizados con el fin de encapsular biomoléculas. Este
permite una elevada eficiencia de encapsulacion y
puede ser escalado con rel ativafacilidad; ademas, faci-
litarealizar € proceso en condiciones asépticas [24].
Varios autores han evaluado diferentes caracteristicas
de la microcépsulas obtenidas por esta técnica; sin
embargo, son pocoslos que serefieren alaestabilidad
de la proteina encapsulada. Durante el proceso de
microencapsulacion, el principio activo se expone a
determinadas condiciones drasticas (presencia de sol -
ventes organicos y elevada temperatura), las cuales
pueden dafiar considerablemente la actividad de las
proteinas. Por esta razon, resulta indispensable ve-
rificar la actividad bioldgica de cualquier proteina
encapsulada por este método [25]. Otra limitacién
de este método radica en las pérdidas de producto fi-
nal enlacamarade expansion del equipo que seemplea
para obtener las microparticulas, y en la dificultad
para controlar el tamafio de la particula[26].

La polimerizacion interfacial ha sido otra de las
técnicas empleadas en la microencapsulacion de
péptidos y proteinas [27-30]. La ventaja fundamen-
tal de este método estriba en que se puede realizar en
condiciones suaves, que permiten conservar toda o
gran parte de la actividad biolégica de la proteina en-
capsulada. Sin embargo, la presencia de residuos del
monomero en el producto final, es un inconveniente
que halimitado su uso en la obtencion de un producto
biof armacéutico.

El método de evaporacién de solvente a partir de
una emulsién simple se ha utilizado fundamental-
mente paraencapsul ar algunos péptidos[31, 32]. En
los Ultimos afios se ha impuesto el empleo de una
emulsi6n doble agua-en-aceite-en-agua (w/o/w, siglas
en inglés) [33-36], para farmacos muy hidrofilicos,
entrelos que se encuentran las proteinas. Este méto-
do es el més usado a escala de laboratorio con fines
investigativos [37-40], y aescalaindustrial se haem-
pleado para obtener la mayoria de |os productos que
se comercializan. Quizaesto sedebaalasencillez dd
procedimiento experimental y a equipamiento reque-
rido. Su principal desventaja estarelacionadacon las
condiciones propias del proceso, las cuales resultan
drasticas paralas proteinas [9, 41]. Por gjemplo, la
exposicion asolventes organicosy laagitacion vigo-
rosa para formar las emulsiones pueden llevar a una
pérdidade la actividad biol6gica del farmaco [38, 42,
43]. Sin embargo, se ha logrado encapsular varias
proteinas con un buen grado de conservacién de su
actividad biol6gica[34, 44].

Para obtener microesferas cargadas con un prin-
Cipio activo por este método, se parte de unasolucién
del polimero en un solvente organico, en la cual se
emulsiona o dispersa el farmaco disuelto o solido,
respectivamente. Esta emulsion se afiade a una se-
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gunda fase acuosa para formar la emulsién doble, la
cual se agita paraextraer / evaporar €l solventey pro-
piciar laformacion delasmicroesferas. Por Gltimo, las
microesferas recién formadas se colectan, se lavan y
se secan.

Por otra parte, se ha disefiado una variante que ha
permitido encapsular la hormona de crecimiento hu-
manacon su actividad bioldgicacas intacta, y consiste
en llevar a cabo el método de doble emulsion / eva
poracion de solvente a la temperatura del nitrégeno
liquido, por lo que recibe e nombre de método crio-
génico [15, 45].

A pesar de las ventgjas de este Ultimo método, su
implementacion no se ha generalizado, debido a la
complegjidad del equipamiento que se necesita. Quiza
por su sencillez, el méodo de evaporacion de solvente
siguesiendo el masestudiado y € que hasido probado
para un mayor nimero de proteinas.

Caracterizacion de las microgsferas
de PLGA cargadas con proteinas

De manera rutinaria, para la caracterizacion de cual-
quier muestra de microesferas, se determina un
conjunto de pardmetros. morfologia, tamafio de la
particula, eficienciade encapsulacion, carga, perfil de
liberacion, solvente residual, entre otras caracteris-
ticas. Sin embargo, en las microesferas cargadas con
proteinas se requiere, ademas, una caracterizacion ex-
haustiva de la molécula encapsulada. Ello se debe ala
natural eza |l &bil de estas sustancias, las cuales pueden
experimentar cambios estructurales que afecten sus
propiedades fisicoquimicas 'y biolégicasy, en defini-
tiva, la funcion que de ellas se desea como agentes
terapéuticos.

Parametros para caracterizar las particulas

Aunque casi todos esos parametros deben formar parte
de los controles de calidad de las formulaciones far-
macéuticas elaboradas con las microesferas, resulta
necesario medirlosal concluir e proceso defabricacion
de estas, ya que constituyen un producto intermedio
en el proceso de formulacion.

Morfologia

Los estudios morfoldgicos de las muestras de mi-
croparticulas revelan sus caracteristicas importantes,
tales como: forma, regularidad de la superficie, con-
tinuidad de la membrana (en las microcépsulas),
presencia de poros y uniformidad de su distribucién
(en las particulas), asi como € tamafio de estos, ho-
mogeneidad del tamafio (de las particulas), presencia
de defectos (en las particulas) y agregacion. Estos
estudios permiten tener una idea del tamafio de las
particulas, aunque no son los més apropiados para
determinar este parametro.

Estas caracteristicas tienen repercusion en las pro-
piedades y aplicaciones de las microparticulas obte-
nidas. Por gjemplo, la presencia de agregacion resulta
indeseable, yaque afectalahomogeneidad del producto
elaborado; ademés, si se deseainyectar las particulas,
las agujas se pueden tupir. A su vez, la cantidad y el
tamario de |los poros pueden incidir en laliberacion de
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22. Thomasin C, Johansen P, Alder R,
Bemsel R, Hottinger G, Altorfer H, et al. A
contribution to overcoming the problem
of residual solvents in biodegradable
micropheres prepared by coacervation.
EurJ Pharm Biopharm (1996); 42:16-24.

23. Freitas S, Merkle HP, Gander B. Micro-
encapsulation by solvent extraction/
evaporation: reviewing the state of the
art of microsphere preparation process
technology. J Control Release (2005);
102:313-32.

24. Sinha VR, Trehan A. Biodegradable
microspheres for protein delivery. J Con-
trol Release (2003); 90:261-80.

25. Gander B, Wehrli E, Alder R, Merkle P.
Quality improvement of spray-dried,
protein loaded D,L-PLA microspheres by
appropiate polymer solvent selection. J
Microencapsul (1995); 12:83-97.

26. Johansen P, Merkle HP, Gander B.
Technological considerations related to
the up-scaling of protein microencap-
sulation by spray-drying. Eur J Pharm
Biopharm (2000); 50:413-7.

27. Longo WE, McCluskey RA, P Goldberg
E, inventors; Univ Florida (US), assignee.
Magnetically responsive, hydrophilic
microspheres for incorporation of the-
rapeutic substances and method of
preparation thereof. US Patent 4 871 716.
1989.

28. Deluca P, Rypacek F, inventors; Univ
Kentucky Res Found (US), assignee. Bio-
degradable microspheres as carrier for
macromolecules. EP 0 245 820. 1991.

29. Cohen S, Bano C, Chow MB, Allcock
HR, Langer R, inventors; Massachusetts Inst
Technology (US); Penn State Res Found
(US), assignees. lonically cross-linked
polymeric microcapsules. US Patent 5 308
701. 1994.

30. Calvo P, Sanchez A, Martinez J, Lépez
MI, Calonge M, Pastor IC, et al. Polyester
nanocapsules as new topical ocular deli-
very systems for Cyclosporin A. Pharm Res
(1996); 13:311-5.

31. Sanchez A, Alonso MJ. Poly(D,L-lactide-
co-glycolide) micro and nanospheres as a
way to prolong blood/plasma levels of
subcutaneously injected Cyclosporin A. Eur
J Pharm Biopharm (1995); 41:31-7.

32. Orsolini P, inventors; Debio Recherche
Pharmaceutique S.A., assignee. Process for
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a biodegradable polymeric material. US
Patent 5 445 832. 1995.

33. Meinel L, llli OE, Zapf J, Malfanti M,
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(2001); 70:193-202.
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lasustanciaencapsuladay hastamodificar e mecanismo
por & cual ocurre esta liberacion.

Lamorfologiade |as particul as se estudia mediante
técnicas de microscopia, delas cualeslamas empleada
es la microscopia electronica de barrido [25, 39, 46,
47]. Aungue con menor frecuencia, también se han
usado otros tipos de microscopia; por ejemplo, lami-
croscopia de fuerza atdmica, fundamental mente para
el estudio de superficies de nanoesferas [48, 49]; la
microscopia confocal, para obtener evidencias de la
acidez generadaen el interior delasmicroesferas, como
consecuencia de la degradacion del PLGA [50] o para
estudiar ladistribucion delaproteinaen el interior dela
particula [51]; y lamicroscopia de fluorescencia, para
determinar la estructurainterna de las particulas [52].

L as propiedades morfol dgicas delasmicroparticulas
pueden ser definidas por la técnica de microencapsu-
lacion empleaday, particularmente, por las condiciones
experimental es en que estas se obtengan. Por gempl o,
el tipo de solventey su velocidad de evaporacion pue-
den ocasionar diferenciasimportantes enlamorfologia
delas particulas [53, 54]. También la adicién de sales
en alguna de las fases acuosas de la doble emulsion, o
incluso en ambas, puede generar particulas con dife-
rente estructurainterna[55].

Tamario de la particula

El tamafio de las microesferas es un parametro impor-
tante. Para microesferas que van a ser administradas
por laviaparenteral, este no debe ser superior 2180 pm
[56, 57]. Ademas, debe lograrse que sea reproducible
entre los diferentes lotes, ya que puede influir en el
perfil de liberacion y en otros parametros, tales como
la eficiencia de encapsulacion. Varias condiciones ex-
perimentales afectan el tamafio de las microesferas
elaboradas mediante cual quieradelos métodosrelacio-
nados antes. El tipo de polimero y su masamolecular
[58, 59], la proporcion entre el polimero y el farmaco
[59, 60], laconcentracion del polimero en lafase orga
nica[61, 62], la concentracion de alcohol polivinilico
en lafase acuosaexterna[60, 61, 63] y lavelocidad de
agitacion en e momento de formar las particul as [64-
66], son losfactores que mésinciden en este parametro.
Por todo lo anterior, el tamafio de las microesferas
y su distribucion debe ser determinado cuidadosa-
mente. Existen muchas técnicas para determinar esta
caracteristica en sistemas particulados de diversa na-
turaleza: centrifugacion, sedimentacion, ultracentri-
fugacion andlitica, conductividad €l éctrica, microscopia
Opticay electronica, dispersion delaluz y difraccion
l&ser, entre otros [16]. Sin embargo, las diferencias
entre los principios de medicion de cada uno y los
requerimientos de cada equipo para construir los
modelos a partir de |os datos experimentales, generan
inconsistencia en los resultados de diferentes equipos
al analizar unamuestra. Todas las técnicas no cubren
el rango de tamarios que pueden tener estos sistemas;
sdlo la microscopia electronica posee esta ventaja.
Burgessy cols. ofrecen un andlisis exhaustivo de este
temay recomiendan seleccionar el método mas apro-
piado para cada caso particular, teniendo en cuenta el
proceso productivo, el tamafio de particularequerido
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paraloslotes destinados alaclinicay laexistenciade
fendmenos de segregacion delas particul as, de acuerdo
con €l tamafio durante los procesos de obtencién y el
amacenamiento de las formulaciones [16].

Carga y eficiencia de encapsulacién

Laeficienciade encapsulacién eslafraccion, expresada
en por ciento, de la proteina encapsulada con respec-
to a la cantidad total que se emplea para redlizar €l
proceso [62]. Es un pardmetro muy importante para
indicar la calidad del proceso, que es mejor 0 méas
eficiente en lamedida en que se logre encapsular una
fraccién mayor del farmaco.

A su vez, la carga es la cantidad de proteina en-
capsulada por lamasa de las microesferas, y también
se expresa en por ciento [62]. Este parametro puede
tener un rango de valores amplio, de acuerdo, fun-
damentalmente, con la dosis de la proteina que se
requiere administrar y se debe determinar de forma
exacta, justo porque definelacantidad de microesferas
gue deben incluirse en una dosis de la formulacion.

Para determinar estos pardmetros, se han utiliza-
do varias formas de llevar la proteina encapsulada a
una fase acuosa, en la cual pueda ser cuantificada
adecuadamente. Entre ellas estd |a extraccién en dos
fases liquidas inmiscibles, la precipitacion con sol-
ventes organicos seguida de filtracion y la hidrélisis
acelerada del polimero mediante la incubacion de las
microesferas en presencia de NaOH [67]. De estos
tres procedimientos, el més generalizado es €l Ultimo,
ya que genera soluciones acuosas que luego de neu-
tralizadas pueden analizarse por varios ensayos de
cuantificacion de proteinas totales: absorbancia a
280 nm o especificamente a la longitud de onda de
maxima absorcion para la proteina que se esta estu-
diando, Lowry, Bradfordy microBCA. EsteGltimo es
€l més empleado.

Estos parametros se afectan grandemente por el
método de encapsulacion y por las condiciones ex-
perimentales en que se obtienen las microparticulas.
Entrelosfactores que maslos afectan estan el volumen
delafaseacuosainternay laconcentracion delaproteina
en ella, laconcentracién de polimero en lafase organi-
ca, €l tipo de polimero, lostiempos de emulsificacion,
asi como la presencia de aditivos en las diferentes
fases de las emulsiones [62, 68, 69].

Humedad residual

La presenciade agua en las particul as puede provocar
fenémenos indeseables, tales como cambios en lama-
triz poliméricapor lahidrélisis delos enlaces éster del
polimero, o cambios en la proteina favorecidos por el
medio humedo [41]. Por estarazon, resultaimportante
determinar lahumedad residual en las microesferas. El
método de Karl-Fisher, que se emplea cominmen-
te para determinar la humedad de liofilizados, se ha
utilizado también para determinar la cantidad de agua
residual en las microesferas [45].

La humedad residua en las formulaciones basadas
en microesferas depende, en gran medida, de latécnica
de obtencion delas particulasy del método para secar-
las. Laliofilizacién es € més generalizado a escala de
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laboratorio para secar las microesferas cargadas con
proteinas, debido asusbondades en laconservacion de
sus propiedades. Para fabricar lotes industriales de
microesferas, se ha utilizado el secado a vacio en
equipos especificos. Con ambos métodos se han ob-
tenido microesferas con baja humedad residual [45].

Solvente residual

Los solventes residuales en formas farmacéuticas se
definen como productos quimicos orgénicos volétiles
que se utilizan o se producen en la fabricacion de
excipientes y medicamentos. Debido alatoxicidad de
estas sustancias, debe evitarse su presenciaen cualquier
me-dicamento. Sin embargo, la mayoria de las veces
resulta imposible eliminarlos totalmente durante los
proce-sos tecnol 6gicos de produccién; por tanto, deben
ser cuantificados como parte del control de calidad de
las formulaciones, y su contenido debe ser inferior a
Iimi-te establecido por las agencias reguladoras [70].

La cromatografia gaseosa es la técnica més comin
para determinar esas sustancias en las microesferas
[45, 53, 70], aunquerecientemente setratadeintroducir
técnicas aternativas con este fin [71].

El método de encapsulacion puede influir de forma
notable en el contenido de solvente residual en las
microesferas, asi comoend tipodesolventeempleado[53].

Otro factor importante que af ecta directamente este
parametro esel método de secado y las condicionesen
que este seredliza.

Perfil de liberacién

El perfil de liberacion es un pardmetro de gran im-
portanciaal disefiar microesferasde proteinas con fines
terapéuticos. Se estudiainvitroy puederelacionarse o
no con las caracteristicas de laliberacion in vivo. No
obstante, generamente €l estudio in vitro ofrece una
idea de la potencididad del sistema obtenido para la
liberacién controlada de proteinas.

La liberacién de proteinas contenidas en micro-
esferas de PLGA exhibe cominmente un patron
compuesto por tres etapas. Una, de liberacion ini-
cial répida, que por lo general ocurre durante el pri-
mer dia. En lo fundamental esta determinada por la
proteina que se encuentra en la superficie de las
microesferas, y delos porosy canal es que componen
la estructura interna de la microparticula, los cuales
se llenan con el medio de incubacion durante las
primeras horas del ensayo. Otra, de liberacion lenta,
en la que se libera muy poca o ninguna proteina. La
Ultima, de liberacién maés répida, determinada por
la erosion de las particulas [58]. En ocasiones, la
liberacion puede ocurrir en dos etapas y el perfil
muestra una forma asintética [67] (Figura 3).

A laliberacion de la proteina contribuyen los pro-
cesosdedifusion deestaatravésdelos porosy canales
que tienen las particulas, y la exposicién de las molé-
culas de proteina al medio de incubacidn, debido ala
erosion superficial de las particulas, lo cua también
ocurre como consecuenciade ladegradacion delamatriz
polimérica. Los poros y canales de las microparticu-
las se forman como producto del propio proceso de
fabricacion o por lamodificacién delaestructuracomo
consecuencia de la degradacion del polimero [24]. Por
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Figura 3. Patrones de liberacién de las proteinas encapsuladas:
a) en tres etapas, b) asintético.

esta razdn, existen varios factores que influyen en €
perfil de liberacion de las proteinas encapsuladas en
microesferas de PLGA. Entre ellos se destacan las
caracteristicas delamatriz poliméricaempleaday dela
proteinaencapsulada, laestructurade lamicroparticu-
laobtenida, latécnicade encapsulaciony las condicio-
nes experimentales en que esta se redliza, asi como la
coencapsulacion de aditivos con fines diversos [72].

Ademas de las caracteristicas de las microesferas
gue determinan el perfil de liberacion, existen otros
factores relacionados con las condiciones en que se
realizan estos estudios, |0s que también pueden af ectar
laliberacion; por gemplo, lacomposiciény e volumen
del medio de incubacidn, la temperatura, € disposi-
tivo que seemplee paraestudiar el perfil, laformay la
velocidad de agitacion, y €l modo de recambiar el medio
de incubacion (parcial o completo) [46, 73, 74].

Al redlizer los estudios de liberacién en las mi-
croesferas cargadas con proteinas, amenudo se obtiene
una gran variabilidad en los resultados, debido a la
degradacion de las biomoléculas, como consecuencia
del efecto del medio acido generado por los productos
de degradacion de la matriz poliméricay de la exposi-
cién de estasa medio acuoso. Esteinconveniente puede
ser resuelto cambiando el medio de incubacion con
frecuenciao midiendo lacantidad de proteinaque queda
en las microesferas en vez de la concentracion en la
solucién de incubacion [16].

Esterilidad

Las formulaciones elaboradas con estos sistemas no
pueden ser esterilizadas por vapor o por irradiacion,
yaque las propiedades de lamatriz poliméricay dela
biomol écula encapsul ada pueden sufrir modificaciones
indeseadas. Ademés, €l tamafio delas particulasimpide
el empleo de lafiltracion para esterilizar €l producto
final. Estas limitaciones han obligado a producir estas
formas farmacéuticas en condiciones asépticas, por lo
gue resultade vital importancia verificar laesterilidad
internay externa de estas [16, 75].

Caracterizacion de la proteina encapsulada

La caracterizacion que se debe hacer de la proteina
encapsulada esta estrechamente relacionada con la
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naturaleza de cada molécula particular, y debe po-
der reflgjar las propiedades de esta para realizar su
funcién. Por lo general se emplean técnicas cromato-
graficas, electroforesis en gel de poliacrilamida,
ensayos inmunoenzimaticosy de actividad biol gica.

Debido aquelos PLGA no son solublesen agua, se
requiere disefiar un procedimiento de extraccion dela
proteina encapsul ada, para obtener muestras acuosas
gue resulten apropiadas para ser estudiadas por las
técnicas antes mencionadas, y enlascualeslaproteina
conserve las propiedades que tenia dentro de la
particula. Se han referido varios métodos basados en
la extraccién de la proteina mediante €l empleo de un
sistema de dos fases liquidas inmiscibles [76]: la
extraccion por precipitacion de la proteina con sol-
ventes organicos, en los cuales el polimero es soluble
[67, 77], y la extraccién mediante electroforesis [47,
78, 79]. Especificamente, laextraccion en sistemas de
dos fases liquidas inmiscibles ha sido utilizada por
algunos investigadores con buenos resultados para
la evaluacién de las propiedades de péptidos en
capsulados [40, 80, 81], mientras que otros autores
han encontrado que €l recobrado de la biomolécula
puede verse af ectado debido a que las proteinastien-
den a distribuirse entre la interfase y la fase acuosa
[67, 82]. Ello también puede producir cambios en la
proteinaextraiday alterar losresultados. No obstante,
este tipo de extraccion pudiera emplearse si se de-
mostrara su aplicabilidad al sistema particular en
estudio. Conlos métodos de preci pitacion ocurre algo
similar, existen proteinas que pueden experimentar
interacciones con los materiales poliméricos en las
condiciones en las que se realizala extraccion, lo cua
Ilevaaobtener recobrados no cuantitativos. De mane-
ra general, todos tienen ventajas y desventajas, y
pueden ser apropiados o no paralaproteinadeinterés,
de modo que para cada sistema debe seleccionarse €l
método adecuado.

Existe otro conjunto de técnicas que potencialmente
pudieran emplearse parael estudio delas caracteristicas
de la proteina, sin necesidad de extraerla antes de las
microesferas; sin embargo, solo la espectroscopia de
infrarrojos por tranformadade Fourier se haempleado
con buenos resultados [51, 83-85].

Efecto de las condiciones
experimentales en las caracteristicas
de las microesferas obtenidas

por el método de doble emulsién-
evaporacion de solvente

L a microencapsul acién de una proteina es un proceso
complejo, en € que las caracteristicas del producto
final dependen, de manera notable, de un conjunto de
factores. A cadatécnicade microencapsul acion se aso-
cia un grupo especifico de factores que definen las
caracteristicas de las particulas obtenidas.

En latabla 4 se relacionan los parametros experi-
mental es que inciden directamente en las propi edades
de las microesferas cargadas con proteinas, las cuales
se elaboran mediante |a técnica de doble emulsion-
evaporacion de solvente [68, 86].

Lamagnitud del efecto de cadauno delospardmetros
relacionados antes depende, a su vez, de la naturaleza
delamoléculaencapsulada. Por estarazon, resultaim-
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Tabla 4. Principales parametros experimentales que inciden en las caracteristicas de las
microesferas cargadas con proteinas, elaboradas por la técnica de doble emulsion-

evaporacién de solvente

Etapa del proceso

Pardmetro

Primera emulsién

Concentracién de la solucién polimérica

Composicién y peso molecular del polimero

Solvente orgdnico

Volumen de la fase organica

Concentracién de la proteina en la fase acuosa interna
Volumen de la fase acuosa interna
Medio para formar la emulsién (por ejemplo: homogeneizacién o

sonicacion)
Velocidad de agitacién

Velocidad de adicién de la fase acuosa a la fase orgdanica

Tiempo de mezclado
Temperatura y presion

Segunda emulsién

Volumen de la fase acuosa externa

Naturaleza y concentracién del agente emulsificante
Medio para formar la emulsién
Velocidad de adicién de la primera emulsién a la fase acuosa

Velocidad de agitacién
Tiempo de mezclado
Temperatura y presion

Extraccion del solvente

Volumen de la fase de extraccion

Presencia de aditivos o estabilizadores

Velocidad de agitacion
Tiempo de extraccién
Temperatura y presion

Coleccién y lavado
centrifugacién)

Sistema empleado para la coleccién (por ejemplo: filtracién o

Volumen y composicién de la solucién de lavado

Temperatura y presion

Secado
Tiempo
Humedad residual
Adicion de excipientes

Método empleado (por ejemplo: liofilizacién, lecho fluido)

" Adaptada a partir de la referencia 68.

prescindible determinar el efecto detodos o, al menos,
de algunos de los factores que més inciden en las ca
racteristicas finales de |as particulas, de modo que sea
posible definirlos paralograr determinadas propieda-
des en una muestra especifica. A menudo se emplean
disefios experimental esfactorial esfraccionarios o com-
pletos con este proposito, yaque permiten determinar,
con la menor cantidad de experimentos posible, las
variables experimentales de mayor incidencia en las
propiedades de las microesferas y la magnitud del
efecto de cadaunade ellas [62, 87, 88].

Estabilidad de las proteinas frente
al proceso de microencapsulacién
por la técnica de doble emulsién-
evaporacién de solvente. Estrategias
de estabilizacién

Como se ha mencionado, las caracteristicas fisico-
quimicas y bioldgicas de las proteinas pueden ser
modificadas durante el proceso de microencapsula-
cién. Las modificaciones més frecuentes son: ladesna-
turalizacion, laagregacion covalentey no covaente, la
desamidacion, laoxidacion y el ensamblaje incorrecto
de los puentes disulfuro [24, 89-91].

Muchas veces, la solucidn ha sido disefiar una es-
trategia de estabilizacion de la proteina frente a las
condiciones agresivas del proceso de encapsulacion, y
determinar su efecto en el perfil deliberacion [24, 41].
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Algunas de | as sol uciones empleadas por los diferentes
investigadores para evitar la pérdida de actividad delas
biomol éculas microencapsul adas aparecen en latablab.

Consideraciones finales

Aunque existen muchos estudios relacionados con
la microencapsulacion de péptidos y proteinas, muy
pocos son los productos que se comercializan ac-
tualmente. Para ampliar el nimero de productos bio-
farmacéuticos basados en microesferas, es necesario
lograr resultados satisfactorios en varios aspectos. Por
gemplo, serequiereel desarrollo de métodos de micro-
encapsulacion escalables, y que permitan encapsular
estos principios activos sensibles sin afectar sus
propiedades fisicoquimicas y biolégicas. El disefio de
procedimientos sencillos y adecuados para la carac-
terizacion de las biomoléculas encapsuladas, es otro
de los problemas que se necesita resolver. Aunque
todavia queda mucho por investigar para que las for-
mul aciones de proteinas encapsul adas en microesferas
se conviertan en formas farmacéuticas de facil manu-
facturay control de calidad, constituyen sistemas de

Tabla 5. Estrategias y mecanismos de estabilizacién de las proteinas frente a las condiciones
del proceso de microencapsulacién por la técnica de doble emulsién-evaporacién de solvente

Factor de estrés Estrategia de estabilizacion

Mecanismo de estabilizacién

Interfase Adicién de azucares, polioles, PEG
agua/solvente Aumento de la concentracién de la
orgdnico proteina

Adicién de otras proteinas
Preencapsular la proteina en un
nucleo hidrofilico

Contacto entre el
PLGAy la proteina

Adicién de otras proteinas
Preencapsular la proteina en un
nucleo hidrofilico

Cizalla Adicién de surfactantes
Reduccién del tiempo de agitacién
Evitar el ultrasonido para formar la
primera emulsién

Secado Adicionar agentes protectores para

la liofilizacion
Cambiar la liofilizacién por otro
método de secado

Aisla a la proteina de la interfase
Disminuye la proporcién interfase/proteina

Competencia por la interfase
Aisla a la proteina de la interfase

Competencia por el PLGA
Blindaje contra el PLGA

Competencia por la interfase
Minimiza el tiempo de exposicién a la cizalla
Disminuye la exposicién a la cizalla

Aumenta la energia libre de Gibbs para el
plegamiento incorrecto de la proteina
Ausencia de la etapa de congelacién

liberacién muy atractivos por las ventajas que brindan,
locual esdl principa elemento queimpulsad desarrollo

acelerado de este campo de investigacion.

68. Cleland JL. Solvent evaporation proces-
ses for the production of controlled release
biodegradable microsphere formulations for
therapeutics and vaccines. Biotechnol Prog
(1998); 14:102-7.

69. Srinivasan C, Katare YK, Muthukumaran
T, Panda AK. Effect of additives on encap-
sulation efficiency, stability and bioactivity of
entrapped lysozyme from biodegradable
polymer particles. J Microencapsul (2005);
22:127-38.

70. Impurities: Guideline for residual solvents.
ICH harmonised tripartite guideline. In:
International Conference on Harmonisation
of Technical Requeriments for Registration of
Pharmaceuticals for Human Use. 1997.

71. B’Hymer C. Residual Solvent Testing:
A review of gas-chromatographic and
alternative techniques. Pharm Res 2003;
20:337-44.

72. Freiberg S, Zhu XX. Polymer microsphe-
res for controlled drug release. Int J Pharm
(2004); 282:1-18.

73. Yang J, Cleland JL. Factors affecting the
in vitro release of recombinant human in-
terferon-g(rhIFN-g from PLGA microspheres. J
Pharm Sci (1997); 86:908-14.

74. Blanco-Prieto J, Besseghir K, Orsolini P,
Heimgartner F, Deuschel C, Merkle HP, et al.
Importance of the test medium for the release
kinetics of a somatostatin analogue from poly
(DL-lactide-co-glycolide) microspheres. Int J
Pharm (1999); 184:243-50.

75. Burgess DJ, Hussain AS, Ingallinera TS,
Chen M. Assuring quality and performance of
sustained and controlled release parenterals:

AAPS Workshop Report, Cospon-sored by FDA
and USP. Pharm Res (2002); 19:1761-8.

76. DaniBA, Deluca PP. Preparation, charac-
terization, andin vivo evaluation of Salmon
Calcitonin microspheres. AAPS PharmSciTech

[serial online] 2001;2:articulo 22. Disponible
en: URL: http://www.pharmscitech.com.

77. Johnson OL, Cleland JL, Lee HJ, Charnis
M, Duenas E, Jaworowicz W, et al. A month-
long effect from a single injection of micro-
encapsulated human growth hormone. Nat
Med (1996); 2:795-9.

78. Park TG, Lu W, Crotts G. Importance of in
vitro experimental conditions on protein
release kinetics, stability and polymer
degradation in protein encapsulated poly
(D,L-lactic acid-co-glycolic acid) micro-
spheres. J Control Release (1995); 33:211-22.

79. Kim HK, Park TG. Microencapsulation
of human growth hormone within biode-
gradable polyester microspheres: Protein
aggregation stability and incomplete release
mechanism. Biotechnol Bioeng (1999); 65:
661-7.

80. Ravivarapu HB, Burton K, DelLuca PP.
Polymer and microsphere blending to alter the
release of a peptide from PLGA mi-crospheres.
Eur J Pharm Biopharm (2000); 50:263-70.

81. Woo BH, Kostanski JW, Gebrekidan S,
Dani BA, Thanoo BC, Deluca PP. Preparation,
characterization and in vivo evaluation of
120-day poly(D,L-lactide) leuprolide micros-
pheres. J Control Release (2001); 75: 307-15.

82. Deng XM, Li XH, Yuan ML, Xiong CD,
Huang ZT, Jia WX et al. Optimization of
preparative conditions for poly-DL-lactide-
polyethylene glycol microspheres with en-
trapped Vibrio Cholera antigens. J Control
Release (1999); 58:123-31.

83. Yang TH, Dong A, Meyer J, Johnson OL,
Cleland JL, Carpenter JF. Use of Infrared
Spectroscopy to assess secondary structure of
Human Growth Hormone within biodegra-
dable microspheres. J Pharm Sci (1999);
88:161-5.

Recibido en marzo de 2007. Aprobado

en abril de 2007.

107

84. FuK, Griebenow K, Hsieh L, Klibanov AM,
Langer R. FTIR characterization of the secon-
dary structure of proteins encapsulated within
PLGA microspheres. J Control Release (1999);
58:357-66.

85. Capan, Jiang G, Giovagnoli S, Na KH,
Deluca PP. Preparation and characterization
of poly(D,L-lactide-co-glycolide) microspheres
for controlled release of human growth
hormone. AAPS PharmSciTech [serial online]
2003; 4:articulo 28. Disponible en: URL: http:/
/www.pharmscitech.com.

86. Cleland JL. Design and production of
single immunization vaccines using polylac-
tide polyglycolide microsphere system. In:
Powell MF, Newman M, editors. Vaccine
Design: The Subunit Approach. New York:
Plenum Publishing; 1995. p.439-72.

87. Parikh RH, Parikh JR, Dubey RR, Soni HN,
Kapadia KN. Poly(D,L-lactide-co-glycolide)
microspheres containing 5-Fluorouracil:
Optimization of process parameters. AAPS
PharmSciTech [serial online] 2003; 4:Ar-
ticulo 13. Disponible en: URL: http://www.
pharmscitech.com.

88. Prakobvaitayakit M, Nimmannit U. Op-
timization of polilactic-co-glycolic acid
nanoparticles containing ltraconazole using
23 factorial design. AAPS PharmSciTech [serial
online] 2003; 4:articulo 71. Disponible en:
URL: http://www.pharmscitech.com.

89. Langer R, Cleland JL, Hanes J. New
stability in controlled-release systems. Nat
Biotechnol (2000); 18:24-5.

90. Fu K, Klibanov AM, Langer R. Protein
stability in controlled-release systems. Nat
Biotechnol (2000); 18:24-5.

91. Jiang W, Gupta RK, Deshpande MC,
Schwendeman SP. Biodegradable poly(lactic-
co-glycolic acid) microparticles for injectable
delivery of vaccine antigens. Adv Drug Deliv
Rev (2005); 57:391-410.

Biotecnologia Aplicada 2007; Vol.24, No.2



	BIOTECNOLOGÍA APLICADA Vol24 No2
	CONTENIDO / CONTENT
	ARTÍCULOS DE REVISIÓN / REVIEW ARTICLES
	Las microesferas como sistemas de liberación controlada de péptidos y proteínas
	Microspheres as delivery systems for the controlled release of peptides and proteins 
	Neuroprotective autoimmunity: Reappraising current therapeutic approach and future perspectives

	ARTÍCULOS DE INVESTIGACIÓN / RESEARCH ARTICLES
	Evaluation of the recombinant Bm86 antigen (Gavac™) against Hyalomma dromedarii and H. a. anatolicum (Acari: Ixodidae) in Sudan
	The mutation R423S in the Bacillus thuringiensis hybrid toxin CryAAC increases in vitro oligomerisation and in vivo toxicity against Spodoptera frugiperda
	Transformación eficiente de segmentos de tallos de papa de la variedad Désirée, utilizando fosfinotricina como marcador de selección
	Efficient transformation of potato stems segments from cultivar Désirée, using phosphinothricin as selection marker
	Indicadores de estrés oxidativo en cerebro de ratas viejas con déficit cognitivo
	Oxidative stress indicators in brains of cognitive-deficient elderly rats

	REPORTES / REPORTS
	Premios de la Academia de Ciencias de Cuba 2006 / Awards of The Academy of Sciences of Cuba 2006
	Síntesis no convencionales de heterociclos nitrogenados con potenciales propiedades bioactivas
	Unconventional synthesis of nitrogenated heterocycles with potencial bioactive properties
	Caracterización de proteínas presentes en proteoliposoma de N. meningitidis. Estudios de consistencia y reproducibilidad entre lotes de VA-MENGOC-BC® mediante técnicas proteómicas
	Characterization of N. meningitidis proteoliposome proteins. Consistency and reproducibility among lots of VA-MENGOC-BC, assessed by proteomic techniques
	Efectos del ARN de interferencia en las funciones génicas de organismos acuáticos
	Effects of RNA interference on gene functions of aquatic organisms


	PRÓXIMOS EVENTOS / FUTURE EVENTS
	INSTRUCCIONES A LOS AUTORES
	INSTRUCTIONS TO AUTHORS





