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Microencapsulacion de un péptido analogo del factor de liberacion de

la hormona luteinizante (LHRH).
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DINTI-Quimica

Introduccién

La mayoria de los péptidos y proteinas con valor
terapéutico necesitarian regimenes de administracion
diaria con muiltiples inyecciones. Es asi como la mayor
aceptacion de estos principios activos, por parte de los
pacientes, depende del desarrollo de nuevas
tecnologias para mejorar la liberacion controlada de
drogas 1121, En estos Ultimos afios, el desafio para la
tecnologia farmacéutica se ha centrado en el disefio de
nuevos sistemas de liberacién de drogas. Dentro de
ellos, encontramos las microesferas, utilizando
polimeros biodegradables, entre los que se encuentran
los polilactidos, a saber, polilacticos (PLA), polilactico-
co-glicdlicos (PLGA) y poliglicdlicos (PGA), que se
degradan para formar acido lactico y glicolico. Estos
polimeros son los Unicos aprobados para uso humano y
han sido usados en los Ultimos 30 afios en suturas
resorbibles 3141,

Existen analogos del LHRH que son indicados para el
tratamiento de tumores dependientes de hormonas
esteroideas como el cancer de prostata.

Con el objeto de conseguir un producto de
administracion parentral de liberacion sostenida
durante un mes, se prepararon microparticulas de un
péptido analogo del LHRH por el método de doble
emulsion. Luego de optimizarse el proceso, evaluando
diferentes variables, a escala laboratorio, se ensay¢ el
mismo en atmosfera estéril. En este trabajo se muestra
en forma particular el estudio del perfil de liberacién
segun la forma obtenida de las microparticulas.

Metodologia / Descripcion Experimental
Preparacion de las microparticulas. Las
microparticulas fueron preparadas segun el
procedimiento standard de doble emulsién y
evaporacién con solvente !, Brevemente, la fase
interna (W;) se prepard con una solucién acuosa
del péptido. La fase orgdnica (O) consistié en una
solucion de PLGA en diclorometano. Dicha solucién
se mezcl6 con la W, y se obtuvo una emulsion
utilizando un homogeinizador (Heidolph 900X). La
emulsion obtenida (W,/0) se agreg6 a la fase
externa (W), una solucién de alcohol polivinilico
(PVA) al 1% emulsionando con un homogeinizador
(Heidolph 900X). La evaporacion del diclorometano

se realiz6 por agitacion vigorosa de la emulsién
W,/0O/W,. Las microparticulas obtenidas se lavaron
con agua destilada, se liofilizaron y almacenaron a
40C,

Obtencién de microparticulas en atmésfera estéril.
Se realizé segun el método descripto
anteriormente, luego de optimizarse el proceso.

Morfologia y tamafio de particula. La forma y la
superficie de las microparticulas y tamafio de las
mismas fueron analizados por microscopia
electrénica.

Contenido de la droga. Para la determinacion del
contenido del oligopéptido en las microparticulas se
disolvieron las mismas en dimetilsulféxido. Las
muestras se cuantificaron por HPLC en fase reversa en
un equipo Shimadzu LC-10. Las condiciones analiticas
de la HPLC fueron las siguientes: la cromatografia fue
realizada con una columna Lichrospher RP-18 (Merck),
utilizando un detector de longitud de onda variable a
220 nm, la fase movil utilizada fue metanol: acetato de
amonio (0.25 M) 60:40, el caudal fue de 0.8 ml/min.

Fig. 1: Microfotocrafia de microparticulas con forma
esférica

(Muestra E-46)
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Evaluacion de la cinética de liberacién in vitro. Las
microparticulas (aprox. 50mg) fueron suspendidas en
10 ml de buffer fosfato 150 mM pH 7.4 adicionado con
Tween 80 0.05 M y se incubaron en un bafio con
agitacion constante a (37+1)°C. Se evalud por
duplicado el contenido de droga remanente y liberada
durante 28 dias con el método analitico descripto
anteriormente.

Resultados

Con el fin de obtener microparticulas con una buena
eficiencia de entrampamiento fue necesario lograr
emulsiones W4/O con viscosidades elevadas. La forma
de las microparticulas obtenidas fue esférica (ver Fig.
1) o no esférica.(ver Fig. 2)

Fig. 2: Microfotografia de microparticulas con forma
no esférica (Muestra E-54 M)

Se observé que esta caracteristica influia sobre el perfil
de liberacién del producto obtenido. La liberacion del
oligopéptido de las microparticulas esféricas presenta
una mejor performance, debido a que la velocidad de
liberacion del péptido es menor, alcanzando la
liberacion total del mismo a las cuatro semanas,
mientras que las microparticulas no esféricas lo hacen
a las tres semanas. (ver Fig. 3)

El producto obtenido bajo atmdsfera estéril, presentd
un porcentaje de entrampamiento aceptable con una
cinética de liberacion adecuada. Los ensayos de control
microbiolégico del producto fueron satisfactorios.
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Fig. 3: Cinética de liberacion in vitro.

() Forma esférica (¢) Forma no esférica

Conclusiones

Las variables que influyen en la performance de este
tipo de productos, entre otras, son el peso molecular
del polimero utilizado, la temperatura de evaporacion
del solvente, la relacion fase interna/ fase externa (rel.
fi / fe). Es bien conocido que la viscosidad de la fase
interna influye sobre la eficiencia de entrampamiento
11 pero si la misma es muy elevada puede llevar a la
obtencidon de microparticulas no esféricas que
presentarian una cinética de liberacion no deseada.

Todos los productos de administracién parenteral
deben ser estériles. Esto puede lograrse por la
esterilizacion final del producto o por obtencién del
producto en forma aséptica. Dada la susceptibilidad de
las materias primas utilizadas en este caso, este
producto debi6 obtenerse bajo atmdsfera controlada.
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