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Microcapsulas y microesferas: una vision a la caracterizacion integral

“Microesferas”

i)

y aplicacion para la liberacion de medicamentos biotecnoldgicos
Microcapsules and microspheres: A vision to integral
characterization and applications for biotechnological drugs delivery

Elvia Zarate-Hernandez, Rosa Alejandra Hernandez-Esquivel, José Trinidad Pérez-Urizar*

RESUMEN

Los microacarreadores basados en microcap-
sulas y microesferas han sido ampliamente es-
tudiados y ensayados para controlar la libera-
cién de medicamentos biotecnoldgicos (MB),
disminuyendo la dosificacion o modificando la
via de administracién. Los métodos para la ob-
tencion de microacarreadores, son complejos y
variados, por lo que es necesario determinar
los requisitos minimos que debe cumplir el sis-
tema. El objetivo de este trabajo fue establecer
las principales caracteristicas que deben ser
evaluadas en los microacarreadores para ga-
rantizar que la actividad bioldgica de los medi-
camentos biotecnoldgicos permanezca intacta
a través del proceso de microencapsulacion vy,
por lo tanto, que la seguridad del MB (desarro-
llo de reacciones inmunes) se mantenga inal-
terada. Las caracteristicas a evaluar de un mi-
croacarreador deben describir las propiedades
del material, tamafo y forma del sistema, car-
ga de la particula, funcionalidad, eficiencia de
la microencapsulacion y la cinética de libera-
cién. Mientras que la integridad de los MB pue-
de ser evaluada a partir de parametros criticos
de calidad: estructura y funcidon bioldgica del
MB, pureza del producto, presencia de agrega-
dos de alto peso molecular, estructura de orden
superior y ensayos de actividad bioldgica. La
caracterizacion de los microacarreadores debe
enfocarse en la seguridad del biopolimero y pro-
teinas ensayadas.

PALABRAS CLAVE: medicamento biotecnoldgico,

microesferas, estabilidad proteica.

ABSTRACT

Microcarriers based on microcapsules and mi-
crospheres have been widely studied and tested
to control the release of biotechnological drugs
(BD), diminishing the dosage or modifying the
route of administration. The methods for ob-
taining microcarriers are complex and varied,
So it is necessary to determine the minimum
characteristics with which the system must com-
ply. The aim of this work was to establish the
main characteristics that should be evaluated
in the microcarriers in order to guarantee that
the biological activity of biotechnological drugs
remains intact through the microencapsulation
process, and therefore the safety of the BD (de-
velopment of immune reactions) remains unal-
tered. The characteristics of a microcarrier to
be evaluated must describe the properties of the
material, the size and shape of the system, the
particle load, functionalization, the microencap-
sulation efficiency, and the kinetics of liberation.
Whereas the integrity of BD can be evaluated by
critical quality parameter such as: structure and
biological function of the BD, product purity,
presence of high molecular weight aggregations,
higher order structure and biological activity
tests. The characterization of the microcarriers
must focus on the safety of the bipolymer and
proteins tested.

KEYWORDS: biotechnology drug, microspheres,
protein stability.
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INTRODUCCION

En los ultimos 30 afios se han aprobado di-
versos medicamentos biotecnolégicos (MB) pa-
ra diferentes padecimientos, tales como dia-
betes, artritis o cancer, por mencionar algunos
(Schellekens, 2009; Bhawani y col., 2018). Con
mas de 8 500 productos en desarrollo, esta
industria fue valuada en $ 1747 billones de
dolares en 2019, y para 2020 se proyectaba
un crecimiento de $ 248.7 billones de ddlares
(Agyei y col,, 2017; Jiang y col,, 2017; Informa,
2019).

En su mayoria, los MB se caracterizan por ba-
ja biodisponibilidad oral (menor al 2 %), tiem-
po de vida media corto en fluidos bioldgicos
(aproximadamente de 30 min) y una escasa ab-
sorcion gastrointestinal. Estas caracteristicas
limitan la via de administracién y la confinan
a la intravenosa, subcutdnea e intramuscular
(Bruno y col., 2013; Pawar y col., 2014; Pachio-
ni-Vasconcelos y col., 2016).

Para mantener las concentraciones terapéu-
ticas, los MB deben ser administrados varias
veces al dia, esquema que compromete el éxi-
to terapéutico a largo plazo (Pawar y col., 2014;
Pachioni-Vasconcelos y col., 2016). Para hacer
frente a este problema, el uso de microaca-
rreadores ha favorecido los sistemas de admi-
nistracion de farmacos, células y proteinas,
disminuyendo los efectos colaterales asocia-
dos a los tratamientos y garantizando el éxito
farmacologico (Pawar y col.,, 2014; Shah y Sch-
wendeman, 2014). Los sistemas micrométricos
estan representados por polimeros, lipidos, me-
tales y materiales inorganicos (Tabla 1), los
cuales pueden estar en el rango micro y nano-
métrico (Bilati y col.,, 2005; Bruno y col., 2013;
Wang y col., 2013).

Cada sistema tiene peculiaridades unicas, sin
embargo, los sistemas micrométricos ofrecen
las siguientes ventajas: (i) proteccidon al bio-
farmaco de una rapida degradaciéon y aclara-

M Tabla 1. Ventajas y desventajas de los sistemas poliméricos.

Table 1. Advantages and disadvantages of polymeric systems.

Sistema polimérico
... Alta estabilidad Formacion de agregados
e e . Alta capacidad de carga dependiendo de la
Micro-nano . . ,
articulas Propiedades flexibles metodologia
p Adaptable a diferentes vias de La aplicacion es en
administracion proteinas y enzimas
Propiedades flexibles Requieren estabilizantes
. Liberacion controlada abaja concentraciones
Micelas ., .
Incorporacién de sustancias Proceso costoso parala
poco solubles sintesis de polimeros
Dendrimeros Procesos facilmente escalables Baja biocompatibilidad
Hidrogeles Liberacion controlada Bajaresistenciaala
Biocompatibilidad alta traccion
Metales inorganicos
Oro Carbono Silicio Oro Medianamente biocompatible No biodegradable
Superficie multipotencial Toxicidad
Carbono . .
Silicio Manufactura sencilla Requiere
Propiedades flexibles funcionalidad
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Fuente: modificado a partir de Bracho-Sanchezy col. (2016).
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miento después de su administracion, asi co-
mo de efectos ambientales de pH, luz, tempera-
tura y humedad; (ii) el efecto terapéutico pue-
de prolongarse, a diferencia de la forma tra-
dicional de administracion y (iii) el perfil de
liberacién puede controlarse, dependiendo del
disefio de la microesfera o microcapsula Figu-
ra 1 (Wang y col., 2013; Pachioni-Vasconcelos y
col.,, 2016; Hu y col., 2017).

El objetivo de este trabajo fue destacar las prin-
cipales caracteristicas que deben ser evaluadas
en el desarrollo de microacarreadores, enfati-
zando la seguridad de los medicamentos bio-
tecnoldgicos, tras el proceso de microencapsu-
lacion, para el desarrollo de nuevas formas de
administracion.

Métodos de preparacion de microcapsulas y
microesferas a partir de biopolimeros

Las microparticulas tienen un didmetro me-
dio de 1 pm a 1 000 pm y pueden dividirse en
microcapsulas o microesferas. El término “mi-

crocapsula” hace referencia a un cuerpo esfé-
rico que recubre al principio activo, mientras
que el término “microesfera” se refiere a una
matriz homogénea, donde la sustancia activa
estd inmersa en el cuerpo de la esfera. Los
métodos de obtencién de microesferas y mi-
crocapsulas se categorizan en tres tipos (Ta-
bla 2): métodos quimicos, fisicoquimicos y fi-
sico-mecanicos (Coelho y col, 2010; Jyothi y
col,, 2010; Singh y col, 2010; Wong y col,,
2018). El material empleado debe ser biocom-
patible, de baja toxicidad y biodegradable en
fluidos bioldgicos (Bracho-Sanchez y col., 2016).
En este sentido, los polimeros hidrofilicos, co-
mo el alginato o quitosano, ofrecen una venta-
ja determinante al ser inmunotolerables y so-
lubles en agua (McClements, 2018).

Caracterizacion integral de microcapsulas y
microesferas

La caracterizacion integral de microesferas y
microparticulas se resume en la Tabla 3 y es-
ta basada en la determinacion de lo siguiente:

Ventana
terapéutica

Concentracion en plasma

.
.'c -
......................................

Fuente: modificado a partir de Wang y col. (2013).

B Figura 1. Representacion esquematica de la liberacion de biofarmaco en fluidos bioldgicos de for-
ma tradicional (linea so6lida), en comparacion con la liberacion de biofarmaco en dosis repetidas (li-
nea punteada) y a partir de un sistema en microesferas (linea segmentada).

Figure 1. Schematic representation of the release of biopharmaceutical into biological fluids in a
traditional way (solid line), compared to the release of biopharma in repeated doses (dotted line)
and from a system in microspheres (dotted line).
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B Tabla 2. Métodos para la obtencion de microcapsulas y microesferas.
Table 2. Methods for obtaining microcapsules and microspheres obtention.

Métodos quimicos
, - Moritay col.
Super 6xido (2000): Yuan
o Polietilenglicol | dismutasabovina Interfase y col. (2009);
S Eextrinas Albumina agua-aceite . L, Perryy
k7 . S . o 0.5a Liberacion
= Quitosano Sérica bovina Agitacién 1000 de fArmacos McClements
g Alginato Metformina Reaccién de (2020);
M Liposomas Insulina entrecruzamiento Zhengy
Curcuma MC(CZIC%IESH)ES
=
9
Q
§ Té Albumina sérica Industria
38 ) bovina Interfase dela 0.5a alimenticia | Ozkany col.
e . emulsién 1000 Industria (2019)
S 2 Pigmentos P
o5 farmacéutica
IS
fart
Métodos fisicoquimicos
&S
‘g Goma
& tragacanto ) . Liberacionde | Ozkany col.
g Gelatina Beta-caroteno Aglomeracion 5a1000 FATMACOS (2019)
S Goma ardbica
O
o
~O + .
S g - Liycol
S o
g2 Acido . g 05a | Liberaciénde |  (2000);
3o poli(lactico- Glucosa oxidasa Aglomeracion )
3, @ T 1000 farmacos Ozkany col.
< o co-glicdlico)
) (2019)
/B o
=i
9
§ Caracteristicas Liberaciénde | Coelhoy col
3 Goma gelana Proteinas quimicasdelos | 5a1000 FArmAcOs (201‘5) :
'g materiales
&
Métodos fisico-mecdnicos
[
875 Alginato Industria Yuany col.
o ®n Quitosano Insulina alimenticia (2009);
ch g Inulina Jugo de arandano Temperatura 12500 Industria Bowey y col.
3 % | Maltodextrina farmacéutica (2013)
5
B Albumina sérica Industria Sanchezy
S Celulosa bovina . farmacéutica | col. (1999);
N | Maltodextrinas Téverd Sonicacion 20a500 Industri c t G ’
& Quitosano -cverde naustria OStantino y
;1_‘3 Toxoide tetanico alimenticia col. (2000)
5 8
3=
=% Alginato . . Industria Ozkany col.
0%2 § Poctina Extracto de cocoa Capacitancia 20a500 alimenticia (2019)
c
=] [¢]
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B Tabla 3. Principales técnicas de caracterizacion de microesferas y microcapsulas.
Table 3. Main techniques for characterization of microspheres and microcapsules.

Mater.lal NMR Resonancia magnetica Microesferas Cheny Zeng (2017)
(matriz) nuclear
Espectroscopia de infrarrojo .
FTIR con transformada de Fourier Microesferas Cheny Zeng (2017)
IR Infrarrojo Microesferas Ribeiroy col. (2005)
Albumina Zhouy col. (2008);
Formay tamafio TEM Microscopia electrénica de Interferon Nigeny col. (2010);
de particula trasmision Lisozima Bronze-Uhle y col.
Nanoparticulas (2017)
Hormona de Zhouy col. (2008);
SEM Microscopia electrénica de crecimiento Jagtapy col. (2012);
barrido Interferon Kangy col. (2014);
Eritropoyetina Ghasemiy col. (2019)
Microscopia de fuerza . .
AFEM e Lisozima Nigeny col. (2010)
atomica
. L. . Insulina Bowey y col. (2013);
Tamafo DLS Radio hidrodinamico Filgrastim Kiafary col. (2016)
SPR Analisis de superficie de Albumina sérica Bhakta y col. (2015)
plasmones humana
. Potenciometria de intrusion L Reinhold y
Porosidad MIP con mercurio o helio Lisozima Schwendeman (2013)
Propiedades DSC Calorimetria diferencial de Séﬁ?gﬁ; Xl;'liellla Kangy Singh (2003);
térmicas barrido Eritropoyetina Jagtapy col. (2012)
Abdelhakim y col.
TGA Andlisis termogravimétrico Eritropoyetina (2019);
Nguyeny col. (2020)
Eficaciadela
encapsulacién/ , . Filgrastim Kiafary col. (2016);
Cinética de HPLC Cromatografia de liquidos Insulina Agrawaly col. (2017)
liberacién

1) propiedades del material, ii) tamario de par-
ticula, morfologia, forma o estructura del cris-
tal, iii) propiedades de superficie, como carga,
funcionalidad, iv) eficiencia de la microencap-
sulacién, v) cinética de liberacidn, vi) estabili-
dad del MB (Gill y col., 2010).

La forma de las particulas puede ser observa-
da a partir de diversas microscopias, cuyo al-
cance depende de las necesidades y limitacio-
nes propias de la metodologia. Las microsco-

pias mas empleadas son microscopia electro-
nica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés:
Scanning Electron Microscopy), microscopia
electronica de transmision (TEM, por sus si-
glas en inglés: Transmission Electron Micros-
copy), microscopia de fuerza atomica (AFEM,
por sus siglas en inglés: Atomic Force Electro-
luminescence Microscopy), entre otras (Roks-
tad y col.,, 2014; Chogale y col., 2016). El radio
hidrodindmico determina la via por la cual
podra ser administrada la formulacién, por lo
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que la técnica de dispersion dindamica de luz
(DLS, por sus siglas en inglés: Dynamic Light
Scattering) es comunmente usada para este
fin; la principal desventaja de este método es
la interferencia que implican moléculas de
grandes dimensiones, las cuales pueden sedi-
mentar o formar agregados, comprometiendo
la fiabilidad de los resultados (Andhariya y
Burgess, 2016).

Las propiedades fisicas de las microcapsulas
y microesferas dependen de las propiedades
térmicas de una sustancia y se analizan por
calorimetria diferencial de barrido (DSC, por
sus siglas en inglés: Differential Scanning Ca-
lorimetry) o termogravimetria (TGA, por sus
siglas en inglés: Thermogravimetric Analysis),
lo que permite determinar la temperatura y el
flujo de calor asociado a las transiciones tér-
micas, como la temperatura de fusion o transi-
cion vitrea, asi como pérdida de masa (Schick,
2009; Gill y col., 2010).

Las propiedades de superficie determinan el
grado de biotolerabilidad de estas moléculas en
el organismo receptor. Las metodologias em-
pleadas son la espectroscopia fotoelectrdnica
de rayos X (XPS, por sus siglas en inglés: X-Ray
Photoelectron Spectrometry), espectrometria de
masas de iones secundarios de tiempo de vue-
lo (ToF-SIMS, por sus siglas en inglés: Time-
of-Flight Secondary Ion Mass Spectrometry) y
espectroscopia de infrarrojo con transforma-
da de Fourier acoplado a reflectancia total ate-
nuada (ATR-FTIR, por sus siglas en inglés: Atte-
nuated Total Reflection-Fourier Transform Infra-
Red Spectroscopy).

La eficacia de atrapamiento puede evaluarse
como i) la capacidad de encapsulacion (CE),
expresada en la relaciéon de principio activo
entre cantidad total de otros componentes de
las microparticulas, o ii) la eficiencia de en-
capsulacion (EE), que se define en términos de
porcentaje o fraccion del principio activo pre-
sente en el sistema y la cantidad del principio
activo inicial (Paul y col., 2012; Kim y col.,, 2014).
La eficacia de microencapsulacion puede ver-
se afectada por la concentracion y peso mole-
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cular del biopolimero, el método de prepara-
cidén, la solubilidad del farmaco y del polime-
ro, las interacciones farmaco-polimero y la ta-
sa de evaporaciéon del solvente (Jyothi y col.,
2010; Bale y col,, 2016).

Evaluar la cinética de liberacion de los mi-
croacarreadores determina la cantidad de me-
dicamento disponible y el tiempo que tarda en
hacerlo (Kim y col., 2014; Zhao y col., 2016).
Los modelos de cinéticas se ajustan a: i) di-
fusién, donde el mecanismo obedece a la velo-
cidad con la que el liquido traspasa la mem-
brana de polimero y la velocidad con la que
el MB migra de la microesfera (Singh y col.,
2010); ii) disolucidn, que depende del grado de
solubilidad del polimero y del biofarmaco en
fluidos bioldgicos (Bittner y col., 1998; Singh y
col,, 2010), iii) erosidn, proceso complejo que
implica la hinchazon, difusion y disolucion del
sistema (Mohammed y col., 2017).

La caracterizacion integral de estos sistemas
permite brindar seguridad y certeza a las for-
mulaciones desarrolladas, al asegurar la bio-
compatibilidad con los tejidos. La biocompa-
tibilidad es la habilidad que tiene el material
de no inducir, directa o indirectamente, res-
puestas inflamatorias (Rokstad y col., 2014). Di-
versos estudios relacionan las propiedades fi-
sicoquimicas, como peso del polimero, tamario,
forma, carga del sistema y vias de degradacion,
con el desarrollo de respuestas inmunes (An-
dorko y col., 2017). Por ejemplo, el tamafno de
particula es capaz de influenciar la distribu-
cion bioldgica y limita la via de administra-
cidén. Microparticulas disefiadas para liberacion
oral, con un diametro medio de 11 um, pueden
localizarse en el intestino (placas de Peyer),
mientras que las microparticulas de 5 pm son
trasladadas del intestino de rata al bazo por
el sistema linfatico (Benne y col., 2016; Sava-
ge y col, 2019; Algahtani y col.,, 2020). La for-
ma de la particula influye en esta internaliza-
cidn, ya que el proceso depende de la interac-
cidn del sistema con células fagociticas (célu-
las dendriticas); particulas esféricas favorecen
este proceso, mientras que formas cilindricas
pueden decrecer la eficacia de la via de trans-
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porte, particulas con otras formas favorecen la
presentacion de antigenos (Savage y col., 2019).
Durante el metabolismo, las particulas son de-
gradadas y esto favorece la liberacidén del prin-
cipio activo, sin embargo, los productos de de-
gradacién pueden tener propiedades quimicas
diferentes al material inicial, por lo que pue-
den interaccionar de manera distinta con cé-
lulas del sistema inmune y los tejidos; estas
interacciones no siempre son benéficas; los
productos de degradacion de materiales, co-
mo los poliésteres, pueden ser empleados co-
mo adyuvantes en la fabricacion de vacunas
(Andorko y col., 2017). El desarrollo de efec-
tos no deseados se puede evaluar mediante
ensayos in vitro, que precisan la interaccion
entre las microparticulas o nanoparticulas con
diferentes sistemas celulares. Los ensayos in
vitro detallan posibles modificaciones en el
crecimiento, reproduccion y morfologia celular
(Li y col, 2015). En la Tabla 4 se exponen al-
gunas de las principales pruebas in vitro para
evaluar la citotoxicidad o viabilidad celular por
parte de los materiales empleados para la fa-
bricaciéon de sistemas en escala nano o micro-
métrica.

Caracterizacion integral de estabilidad de
biofarmacos como proteinas terapéuticas
Los medicamentos biotecnoldgicos dependen

de su estructura para ejercer actividad biolo-
gica (eficacia), por lo que el sistema y méto-
do de microencapsulacién deben asegurar la
integridad del MB (Paul y col.,, 2012). La pér-
dida de esta estructura (calidad) podria lle-
var a la formacion de productos de degrada-
cion que potencialmente minimizan el efecto
terapéutico y modifican las propiedades far-
macocinéticas y farmacodinamicas de los MB,
lo que conllevaria la presencia de diferentes
efectos adversos y respuestas inmunes no de-
seadas (seguridad) (Butreddy y col., 2020; Schus-
ter y col., 2020).

La integridad de una proteina farmacéutica
puede ser estudiada en términos de estabili-
dad fisica y quimica. La degradacion quimica
incluye procesos de desamidacion, isomeriza-
cion, hidrélisis y oxidacion, mientras que la
degradacion fisica es evidenciada por la for-
macion de agregados que llevara invariable-
mente a un decaimiento en la actividad biolo-
gica (Kimy col., 2014).

La estabilidad se determina en parametros cri-
ticos de calidad (Tabla 5), los cuales depen-
den de los atributos relacionados con la es-
tructura y funcién bioldgica del MB. Los prin-
cipales parametros son, i) pureza del pro-
ducto, ii) presencia de agregados de alto peso

Bl Tabla4. Principales ensayos in vitro para evaluar biocompatibilidad y citotoxicidad.
Table 4. Main in vitro trials to evaluate biocompatibility and cytotoxicity.

. . . Sdenz-del-Burgo-Martinezy
Apoptosis AnexinaV Alginato col. (2018)

.. . Ensayo LDH Ribeiroy col. (2013)
Hemolisis/necrosis Ensayo MTT Dextrano Khalkhaliy col. (2015);
Peroxidacién de
lipidos (Especies TBA Nanocapsulas Charéoy col. (2019)
reactivas de oxigeno)

. . Viabilidad celular TBA Alginato Bergery col. (2017);
Citocompatibilidad Viabilidad celular (LDH) | Nanoparticulas Calasans-Maiay col. (2019)

MTT = bromuro de 3-(4, 5- dimetiltiazol-2-ilo)-2, 5-difeniltetrazol; TBA = d4cido tiobarbiturico; LDH = lactato des-

hidrogenasa.

https://doi.org/10.29059cienciauatv15i2.1472  Zarate-Hernandez y col. (2021). Microcapsulas para la liveracidn de hiomedicamentos

3

r

=z
=
=
=
(=
=
=
S
(=}
—
=
(==




~

=T
=
=
=
S
=
=
S
Q
—l
=
[==]

B Tabla 5. Principales técnicas de caracterizacion de proteinas.
Table 5. Main techniques for proteins characterization.

Peso de la cadena ligeray pesada LC-ESI-MS
. . . LC-ESI-MS
Estructura primaria Masa intacta Py
) S Mapeo peptidico
Secuencia de aminoacidos g L
ecuenciacion
Estructura de orden Dicroismo circular
. Estructura secundaria y terciaria Intercambio de hidrégeno/deuterio
superior . ,
Cristalografia
RP-HPLC
Oxidacid Mapeo peptidico
. . xidacion y . . -
Otras modificaciones T Cromatografia de intercambio anidnico
Deamidacion , X SOV
Cromatografia de intercambio idénico
MP
Cromatografia de exclusion por tamafio
Ultracentrifugacién
Heterogeneidad de Agregacién Microscopia
tamario Fragmentacion Electroforesis capilar
SDS-PAGE
RP-HPLC
Uniodn blanco terapéutico a Trasposomas
Actividad bioldgica receptor ELISA
Bioactividad Ensayos en modelos animales

LC-ESI-MS = cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas de ionizacién por electrospray;
SDS-PAGE = electroforesis en una sola dimensién; RP-HPLC = cromatografia de liquidos de alta resolucién en fase

reversa.
Fuente: modificado a partir de Sekhon y Saluja (2011).

molecular, iii) la estructura de orden superior;
iv) analisis de isoformas, v) ensayos de activi-
dad bioldgica (Kim y col., 2014).

La determinacion de agregados, particulas o
fragmentos es un atributo critico de calidad,
el cual se relaciona directamente con la efica-
cia y seguridad de las proteinas terapéuticas
(Wagh y col.,, 2018). La cromatografia de ex-
clusion por tamario (SEC-HPLC, por sus siglas
en inglés: Size Exclusion Chromatography) y la
electroforesis capilar (CE, por sus siglas en in-
glés: Capillary Electrophoresis) son las técni-
cas empleadas para analizar las variantes de
peso (Kirchhoff y col., 2017; Wagh y col., 2018).
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Las variantes de carga pueden ser seguidas
mediante cromatografia aniénica (IEX, por sus
siglas en inglés: Ionic Exchange Chromatogra-
phy) o Electroforesis Capilar (EC); las diferen-
cias en este parametro afectan directamente
los perfiles farmacocinéticos y farmacodina-
micos (Zhao y col,, 2016; Kirchhoff y col., 2017).
La estructura de orden superior (secundaria y
terciaria) puede ser determinada por cristalo-
grafia, dicroismo circular (DC) o calorimetria
diferencial de barrido (DCS).

Por otra parte, los modelos in vitro permiten
describir el comportamiento del biofarmaco li-
berado, mientras que los modelos in vivo de-
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tallan su biodisponibilidad en fluidos bioldgi-
cos (Andhariya y Burgess, 2016), en tanto que
los modelos animales deben asegurar: i) la eva-
luacion a largo plazo en las formulaciones y
ii) la medicion de anticuerpos neutralizantes
(Andhariya y Burgess, 2016).

La pérdida de estabilidad involucra respues-
tas celulares complejas, que dan como resul-
tado la formacidon de citocinas pro-inflamato-
rias, reacciones de hipersensibilidad (reaccio-
nes alérgicas y anafilaxia) hasta la formacién
de anticuerpos neutralizantes (anticuerpos que
inhiben la actividad bioldgica deseada del MB),
ademads de la presencia de sintomas como do-
lor, anemia y fiebre, que daran como resulta-
do modificaciones en las propiedades farma-
cocinéticas del MB (mayor aclaramiento re-
nal y menor eficacia terapéutica) (Schellekens,
2002; Lapto$ y Omersel, 2018).

Bl Tabla 6. Ejemplos de microformulaciones.
Table 6. Examples of microformulations.

Aplicaciones

Algunos microacarreadores empleados para la
liberacién de medicamentos biotecnologicos se
resumen en la Tabla 6.

La insulina recombinante es el tratamiento de
eleccidn para combatir la diabetes mellitus, pa-
decimiento que afecta a mas de 439 millones
de adultos en el mundo. En el trabajo publicado
por Bowey y col. (2013) se caracterizaron las
microparticulas de alginato e insulina obteni-
das por la técnica de secado por aspersion. El
resultado fueron microparticulas con un dia-
metro medio de 2.1 + 0.3 um, de forma esfé-
rica y una eficiencia de carga del 38.2 + 9.5 %.
Se determind por microscopia confocal la pre-
sencia de una distribucién matricial de insuli-
na en las microparticulas. El bioensayo in vi-
tro, para la determinacion de la potencia bio-
légica, consistido en medir la fosforilacion in-

Heparina Dextranos Liy col. (2000);
Lisozima PSA Nguyeny O’Rear (2017);
Enzimas Glucogeno fosforilasa . Correa-Pazy col. (2019);
; Microesferas porosas de ;
Fasudil Ca CO Hany col. (2020);
Alteplasa 273 Mietznery col. (2020)
. Bittnery col. (1998);
. Alginato Kattiy Krishnamurt (1999);
Insulina PLA .
- Diwany Park (2003);
Somatropina , PLGA Hahn y col. (2004).
Albumina Acido hialurdnico y coL ’
- X Yangy col. (2010);
Filgrastim Parafina
- . . Bowey y col. (2013);
Hormonas Eritropoyetina Liposomas Kiafary col. (2016).
Interferén PLGA atar'y ¢o. >
o Kimy Kim (2016);
Factor de crecimiento de PLA
Gravastrand y col. (2017);
fibroblastos PLGA
., : Lany col. (2017);
Factor de coagulacion Gelatina 7h 1 (2018):
Alginato angy col. ( )
Wangy col. (2019)
Anti TNF-o PLGA Macuray col. (2013);
Anticuernos Antimesotelina Silicio POroso Marquette y col. (2014);
P Antip46 Mo tac‘;ﬂato Hordk y col. (2017);
Trastuzumab Nifontovay col. (2019)
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tracelular de la proteina quinasa B (PKB, por
su siglas en inglés: Protein Kinase B) en la li-
nea celular L6 de mioblasto (rata), donde la
insulina liberada de las particulas presentd un
88 + 15 % de actividad, demostrando que el se-
cado por aspersién no impacta de forma signi-
ficativa la estructura de la proteina.

Mientras que en el trabajo de Zhang y col. (2018)
se diseflaron microesferas de finas capas de po-
livinil-sulfato y acido polilactico cargadas con
insulina. El tamafio de las microesferas fue de
525 + 0.15 um, con una eficiencia de carga del
33.7 £ 0.19 % y una liberacion de 111.33 + 1.15 mg/g
de insulina. El ensayo de eficacia preclinica in vi-
vo consistid en probar el control glicémico de la
formulacidn, en un modelo animal de diabetes ti-
po II, mediante la induccion del estado hipergli-
cémico en ratas hembra Sprague Dawley con la
administracion intraperitoneal de estreotozoto-
cina (55 mg/kg). Se formaron seis grupos expe-
rimentales (n = 10) que recibieron tratamiento
como se describe a continuacién: grupo control
(solucidn salina via oral), grupo control negativo
(200 U/kg insulina via oral), grupo control po-
sitivo (5 U/kg insulina subcutanea) y tres grupos
experimentales (100 U/kg, 200 U/kg y 300 U/kg,
todos via oral). Se logré demostrar que los tra-
tamientos ejercieron un control glucémico de-
pendiente de la dosis, lo cual sugiere un méto-
do prometedor para la obtencidén de microesfe-
ras cargadas con MB (Zhang y col., 2018). Es-
tos trabajos evidencian que la insulina presen-
te en ambos sistemas se encuentra activa, a pe-
sar de haberse obtenido por metodologias dife-
rentes.

La osteoclasis mandibular, asociada a medi-
camentos como los bisfosfonatos, genera pro-
blemas en pacientes medicados que requieren
extracciones dentales, con la finalidad de dis-
minuir los efectos colaterales de este trata-
miento. Erten-Taysi y col. (2019) demostraron
la exitosa fabricacion de microesferas de qui-
tosano cargadas con hormona paratiroidea hu-
mana por el método de gelacién. Las micro-
esferas cargadas tienen un tamaifio promedio
de 0.61 um, con un valor de potencial z de (+)
18.5 mV. Se compararon varias formulaciones,
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pero las particulas con la proporcion 3:1 de
quitosano y hormona evidenciaron la efica-
cia de encapsulacion mas alta, con un 72.9 *
484 % de hormona, porcentaje que decrecid
dramaticamente al modificar la relacién. El
estudio in vivo consistio en la observacion del
proceso necrodtico. Después de la extraccion de
tres molares superiores en ratas hembra Spra-
gue-Dawley de 6 semanas, las cuales fueron alea-
torizadas en 4 grupos (n = 12), como se des-
cribe a continuacion: grupo control (la cura-
cion de los animales se permite sin la admi-
nistracion de tratamientos), grupo control ne-
gativo (se colocan 30 uL de formulacion con
microcapsulas vacias en la regién subperios-
tal) y 2 grupos experimentales. El grupo expe-
rimental 1 recibié hormona paratiroidea con-
tenida en un hidrogel (0.05 pg/ulL por 3 d),
mientras que el grupo experimental 2 fue tra-
tado con una sola administracion de microes-
feras (0.233 pg/L de hidrogel). En los dias 10 y
21 después de la extraccion dental, 6 anima-
les de cada grupo fueron sacrificados para el
analisis histomorfométrico. En ambos casos se
observo un proceso necrotico, inferior en aque-
llos animales que recibieron una sola dosis de
microesferas, a diferencia de aquellos que re-
cibieron dosis repetidas de hormona paratiroi-
dea (Erten-Taysi y col., 2019).

La hormona de crecimiento representa una
alternativa de tratamiento para infantes con
trastornos del crecimiento, falla renal o sin-
drome de Turner. Los problemas asociadas a
las limitaciones de la proteina la confinan a la
administracién intramuscular (IM), dando co-
mo resultado inflamacion en el sitio de admi-
nistracion y un pobre apego al tratamiento. En
el trabajo presentado por Kang y col. (2014)
se desarrollaron microesferas de dextranos con
PLGA cargadas con hormona de crecimiento
por el método de doble emulsion. La caracteri-
zacion de estas microesferas evidencio particu-
las con un diametro medio de 40 um a 100 um.
Mientras que la caracterizacion de la integri-
dad de la proteina se realizd mediante croma-
tografia de exclusion por tamafio, para evaluar
la presencia de fragmentos, y microscopia de
dicroismo circular, para determinar la estruc-
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tura de orden superior. La formulacion de dex-
trano con PLGA y somatropina no desnatu-
ralizo de forma significativa al MB, al no de-
caer la presencia del mondmero que confor-
ma la proteina. La estructura de orden su-
perior se determind por comparacion de la
microscopia DC de una solucién de proteina
fresca y proteina contenida en el sistema de
microparticulas. Los resultados no sugieren di-
ferencia significativa en este parametro, por
lo que se asume que la proteina tendra efecto
bioldgico.

El ensayo de liberacion in vivo consistido en
la determinacion de los niveles de hormona
de crecimiento en plasma, en ratas hembra
Sprague Dawley que fueron aleatorizadas en
3 grupos (n = 5) que se detallan a continua-
cidon: grupo control (recibe hormona de creci-
miento, 5 mg/kg via subcutanea), grupo experi-
mental 1 (microesferas de dextrano con PLGA,
5 mg/kg via subcutanea) y grupo experimen-
tal 2 (microesferas sin la presencia de dextra-
nos, 5 mg/kg via subcutanea). Los dias 1, 2, 3,
4,5 6,7 8,10, 12, 15 y 28 se tomd una mues-
tra de sangre para la cuantificacion de hormo-
na de crecimiento, mediante un kit de ELISA
(por sus siglas en inglés: Enzyme-Linked Im-
munosorbent Assay). Las curvas de concentra-
ciéon de hormona de crecimiento sérica wversus
el tiempo permitieron visualizar un aumento
de concentracion media después de la dosis.
Los resultados evidenciaron una mayor con-
centracion de hormona de crecimiento en suero
y un perfil de liberacion lento, hasta por 40 d
en las microesferas de dextrano con PLGA, en
comparacion con las microesferas sin la pre-
sencia de dextrano, lo que sugiere un sistema
altamente efectivo para la liberacidon controla-
da de hormona de crecimiento.

El modelo in wvivo de eficacia consistido en
evaluar la ganancia de peso en ratas macho
Sprague Dawley hipofisectomizados de 6 sema-
nas y tratados con un agente inmunosupresor
(tacrolimus 50 g via sc). Los animales de estu-
dio fueron aleatorizados en 4 grupos (n = 5)
para recibir tratamiento, de esta manera: grupo
control negativo (solucion salina), grupo con-

trol positivo (solucion de hormona de creci-
miento, 6 mg/kg por 30 d) y dos grupos ex-
perimentales: grupo experimental 1 (6 mg/kg
de microesferas sin dextranos via subcuta-
nea) y grupo experimental 2 (6 mg/kg de mi-
croesferas con dextranos via subcutdanea). La
ganancia de peso se determiné cada 24 h por
40 d. Los resultados obtenidos con el modelo
de eficacia abordado fueron consistentes con
el modelo in vitro; el modelo in vivo confirmo
un aumento de peso, superior del dia 6 hasta
el dia 40 en aquellos animales tratados con
microesferas de dextrano y PLGA, en compa-
racion con el grupo control. Los resultados de-
mostraron el desarrollo de una formulacién
de liberacion controlada estable y con eviden-
cia de actividad bioldgica (eficacia) de la hor-
mona de crecimiento.

La microencapsulacion o formacion de micro-
esferas de proteinas farmacéuticas, empleando
biopolimeros para modificar la via de admi-
nistracion, el régimen de dosificacién o contro-
lar la liberacion de medicamentos biotecnold-
gicos, se han estudiado arduamente, con la fi-
nalidad de caracterizar los procesos de fabri-
cacion de manera integral para asegurar que
los MB no pierdan su estructura y por ende
presenten menor actividad bioldgica y mayor
inmunogenicidad, por lo que este trabajo des-
cribe las principales técnicas de caracterizacion
de microesferas y proteinas farmacéuticas, pa-
ra asegurar la viabilidad de estos sistemas de
encapsulacion.

CONCLUSIONES

El éxito de los microacarreadores como sis-
temas de liberacion de medicamentos biotec-
noldgicos estda basado en la integridad de las
proteinas farmacéuticas, a través del proceso
de microencapsulacidon. Las nuevas estrategias
para el desarrollo de microacarreadores se
sustentan en la exploracién y explotacion de
biopolimeros altamente biotolerables, de baja
inmunogenicidad y facil degradacién en flui-
dos bioldgicos, asi como en la optimizacidon
de los parametros en cada método, para obte-
ner sistemas con altos porcentajes de carga y
de rendimiento, evitando la desnaturalizacion
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de las proteinas farmacéuticas. Las vias de de-
gradacion de biopolimeros y la falta de estabi-
lidad de las proteinas podrian conducir al fra-
caso terapéutico y al desarrollo de reacciones
inmunes no deseadas, como procesos inflama-

torios y la aparicion de anticuerpos neutrali-
zantes. La caracterizacion integral de los micro-
acarreadores debe ser gradual y enfocada en la
seguridad tanto del biopolimero empleado co-
mo de las proteinas ensayadas.
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