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RESUMEN

Las microparticulas son sistemas de entrega de firmacos ampliamente utilizados, que permiten mejorar la
aplicabilidad terapéutica de firmacos tanto nuevos como convencionales. En el presente trabajo se elaboran
microparticulas de un polimero biodegradable, dcido poli (lictico-co-glicdlico), cargadas con naproxeno.
Las mejores condiciones para la elaboracién de las microparticulas son determinadas experimentalmente,
encontrando que la relacién firmaco: polimero, la cantidad de isopropanol, el volumen de fase acuosa,
la velocidad de agitacién y el tiempo de agitacién influyen significativamente en las caracteristicas de las
microparticulas obtenidas. En el modelo de edema plantar inducido por carragenina en ratas Wistar, se
encuentra que el naproxeno microencapsulado en dosis de 5 mg/Kg y 10 mg/Kg presenta mayor efecto
antiinflamatorio que el naproxeno libre en dosis de 10 mg/Kg.
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ABSTRACT

Microparticles are pharmaceutical dosage forms widely used because they may improve the therapeutic
application of new and conventional drugs. In this work we make biodegradable microparticles with
poly (lactic-co-glicolic) acid as polymer loaded with naproxen. The best microencapsulation conditions
are experimentally determinate. We have found that the drug:polymer ratio, the isopropanol amount,
the aqueous phase volume, the stir speed and the time of stir affect the microparticles characteristics. In
the carragenin paw edema model, we have found that the microencapsulated naproxen at 5 mg/Kg and
10 mg/Kg showed greater effect than free naproxen at 10 mg/Kg.
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INTRODUCCION

El naproxeno (NPX) es un firmaco analgésico
y antiinflamatorio derivado del 4cido propidnico,
como se observa en la figura 1. Es ampliamente
utilizado en la terapéutica actual para el tratamiento
sintomdtico de procesos agudos o crénicos relacio-
nados con dolor e inflamacién (1). En el mercado
farmacéutico colombiano, el NPX se presenta en
tabletas, cdpsulas y en suspensién para administra-
cién peroral (2).
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Figura 1. Estructura molecular de naproxeno.

Aligual que otros AINEs (antiinflamatorios no
esteroideos), el naproxeno es uno de los fairmacos
utilizados en el desarrollo de sistemas nano y mi-
croparticulados, por sus propiedades fisicoquimicas
que los hacen fairmacos modelos de baja solubilidad,
y por sus caracteristicas farmacoldgicas y su aplica-
cidén terapéutica. Segtn el sistema de clasificacién
biofarmacéutica NPX se encuentra en el grupo II,
es decir, se considera que tiene baja solubilidad y
alta permeabilidad (3).

Con el fin de mejorar su utilidad terapéutica,
se ha logrado desarrollar microparticulas de dcido
poli (lictico-co-glicélico, PLGA), que contienen
ibuprofeno microencapsulado para administracién
intraarticular en el tratamiento de la artritis reuma-
toidea, logrando mantener in vitro concentraciones
terapéuticamente adecuadas durante mas de ocho
difas (4). De manera similar se han realizado estudios
de microencapsulacién de naproxeno en PLGA para
administracién parenteral (5). Por otro lado, utili-
zando polimeros biodegradables de polifosfacenos,
se han desarrollado microparticulas de adminis-
tracién subcutinea que proveen concentraciones
plasmiticas constantes hasta por 400 horas (6).

En el presente trabajo se determinaron expe-
rimentalmente las mejores condiciones para la
elaboracién de microparticulas de PLGA cargadas
con NPX. Los sistemas microparticulares obteni-
dos con las condiciones previamente establecidas
fueron evaluados para determinar su efecto en el
modelo inflamatorio de edema plantar inducido
por carragenina, en ratas Wistar.

VITAE

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Naproxeno (NPX) USP; Poli-(D,L-lictico-
co-glicélico) PLGA 50:50 (peso molecular prom.
10.000-25.000 Da) Birmingham Polymers; alcohol
polivinilico (PVA) 87-89% hidrolizado (peso mo-
lecular prom. 31.000 — 50.000 Da) Sigma-Aldrich;
carragenina A Sigma-Aldrich; agua destilada; diclo-
rometano (DCM) P.A. Merck; acetona (ACT) P.A.
Mallinckrodt; cloruro de potasio R.A. Scharlau;
fosfatos mono y disédico R.A. Merck; cloruro de
potasio R.A Merck, dcido clorhidrico R.A. Merck;
solucién salina normal, NaCl 0.9% (SSN).

Animales de experimentaciéon

En cada experimento se emplearon ratas Wistar
de 200g de pesoy 10-12 semanas de edad, criadas'y
mantenidas en condiciones controladas: ciclos 12 h
luz / 12 h oscuridad, temperatura 21°C, agua 'y co-
mida ad libitum. Los ensayos fueron realizados en el
Bioterio de Experimentacién del Departamento de
Farmacia de la Universidad Nacional de Colombia.
Todos los experimentos fueron realizados siguiendo
consideraciones éticas en cuanto al cuidado y uso
de animales de experimentacién (7).

Disefio experimental

Con el fin de evaluar la influencia de algunas
variables en la elaboracién de microparticulas de
PLGA cargadas con NPX, se utilizé un disefio
estadistico experimental tipo Plakett-Burman con
siete variables, a dos niveles. Las variables estudiadas
fueron: concentracién del polimero, concentracién
de PVA, relacién firmaco:polimero, volumen de
isopropanol al 2%, volumen de fase acuosa, veloci-
dad de homogenizacién, tiempo de homogeniza-
cién (8). Como variables respuesta se evaluaron a) el
rendimiento del proceso, b) la cantidad de firmaco
liberado después de 2 horas en un tampén de fos-
fatos PBS, pH 7,4 (efecto Burst) y c) la eficiencia
de encapsulacién.

Elaboracion de las microesferas

Dada la baja solubilidad acuosa del firmaco en
estudio, se utilizé el método de emulsificacion-
evaporacién del solvente, recomendado para este
tipo de compuestos (9) y previamente descrito para
otros AINEs (4, 10).

Brevemente, el polimero de PLGA y el NPX
se disolvieron en acetona. Posteriormente, esta
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fase orgdnica se emulsificé con la fase acuosa, que
contenfa alcohol polivinilico (PVA) como agente
estabilizante, para formar una emulsién median-
te un proceso de homogenizacién a 15000 rpm,
empleando un equipo Ultraturrax® T-25. Una
vez formada la emulsién, se mantuvo en agitacién
constante para remover el solvente orgdnico por
evaporacién e inducir la formacién de las micro-
particulas. Las microparticulas formadas fueron
separadas mediante centrifugacién, a continuacién
lavadas con agua destilada, y finalmente sometidas
a un proceso de liofilizacién.

Caracterizacion de las microesferas

Las microesferas obtenidas fueron caracteri-
zadas segtn la forma y el tamano de la particula,
rendimiento del proceso de microencapsulacion,
eficiencia de encapsulacién, y determinacién del
fairmaco absorbido, de acuerdo con los siguientes
procedimientos:

Forma y tamaro de particula

Para la determinacién de la forma de las parti-
culas obtenidas se empleé microscopia electrénica
de barrido. Las microparticulas secas fueron cu-
biertas con oro y examinadas con un microscopio
electrénico de barrido (FEI QUANTA 200). El
tamano de particula se determiné por difraccién
de rayos laser (System Partikel-Technik, Sympatec
GmbH).

Rendimiento del proceso de encapsulaciéon

Las microparticulas obtenidas se pesaron y se
determiné el rendimiento del proceso mediante la
siguiente ecuacion:

Microp
(WPLGA + WNPX)

Ecuacion 1.

Rendimiento (%) = x 100

Endonde W, eslamasade las microparticu-
icrop

las obtenidas, y W, ;. Y Wiypx 1a masa del polimero
y de firmaco adicionado, respectivamente.

Eficiencia de encapsulacion

Para determinar la cantidad de firmaco mi-
croencapsulado y la eficiencia de este proceso, se
adapté el procedimiento descrito por Fernidndez y
col (4). Se pesaron 10 mg de microparticulas y se

disolvieron en 10 mL de DCM. Posteriormente se
adicionaron 10 mL de PBS, pH 7,4 y se mantuvo
en agitacién continua durante 3 horas. Una vez
transcurrido el tiempo, el sistema se centrifugd y el
tarmaco presente en la fase acuosa fue cuantificado
por espectrofotometria UV a 262 nm. Esta deter-
minacioén se realizé por triplicado.

La eficiencia de encapsulacién (%) se calcul6 a
partir de la relacién entre el firmaco incorporado
y la cantidad de firmaco inicial en el proceso de
microencapsulacién, mediante la ecuacién 2.

c
Eficiencia (%) = — 2 x 100
NPXte

Ecuacion 2.

es la cantidad de firmaco en-
la cantidad

En donde C,.
contrada experimentalmente, y C
total de fAirmaco adicionada.

NPXte

Determinacion de farmaco adsorbido (efecto
Burst)

Para determinar la cantidad de firmaco liberada
desde las microparticulas en las primeras dos horas,
se adapté el procedimiento descrito por Fernindez
y col. (4). Se pesaron 10 mg de microparticulas, se
adicionaron 10 mL de tampén de fosfatos pH 7,4
y se dejé en agitacién continua durante 2 horas.
Una vez transcurrido el tiempo se filtré el sistema
y el firmaco liberado fue cuantificado por espec-
trofotometrfa a 262 nm. El firmaco adsorbido fue
calculado utilizando la ecuacién 3.

C‘NPXZH

% Liberado,;, = x 100 Ecuacién 3.

NPXreal

En donde C;y,;; es la cantidad de firmaco en-
contrada después de 2 horas de agitacién, y C
la cantidad de firmaco encapsulada.

NPXreal

Evaluacion in vivo

La respuesta inflamatoria fue inducida por la
inyeccién de carragenina A (0,05 mL; 3% en so-
lucién salina normal), via subplantar, en las patas
derechas de los animales (6 animales por grupo).
Todos los tratamientos descritos en la tabla 1 fueron
administrados via i.p. media hora antes de la admi-
nistracion de la carragenina. El volumen de las patas
tue medido en un pletismémetro (Ugo Basile), a las
1, 3, 5, 9 y 24 horas después de la administracién
de la carragenina.
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Tabla 1. Esquema de administracién de los tratamientos.

Grupo Tratamiento® Dosis NPX mg/Kg
Control SSN 0
I NPX 10
I MPNPX, 10
111 MPNPX, 5

* NPX: Naproxeno libre. MPNPX: microparticulas de PLGA que
contienen naproxeno. SSN: solucién salina normal. Los tratamientos
I, Il y II se administraron suspendidos en SSN.

El porcentaje de inhibicién de la inflamacién
fue calculado mediante la ecuacién 4.

Pl = 100—(AAV’ ]xlOO Ecuacién 4.

C

En la cual AV: delta de volumen de las patas de
cada animal tratado con NPX (libre o microencap-
sulado), y Al..: delta promedio del volumen de las
patas del grupo control (vehiculo).

Analisis estadistico

Los resultados de cada ensayo de caracterizaciéon
tueron expresados como la media aritmética de los
valores = la desviacién estindar. Para la evaluacién
del efecto de algunas variables en el proceso de mi-
croencapsulacién se utilizo la prueba “t” de Student.

Los resultados obtenidos para las diferentes
formulaciones fueron sometidos al andlisis de
varianza simple (ANOVA), seguido del anilisis
de comparaciones mdltiples (Test de Tukey), em-
pleando el programa estadistico GraphPad Prism®
4.0. Mediante este programa también se calcul
el parimetro “Area bajo la curva”, para analizar el
efecto antiinflamatorio a lo largo del tiempo. Los
supuestos de normalidad, homogeneidad e indepen-
dencia de varianzas fueron validados previamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

La elaboracién de sistemas micro y nanoparticu-
lados se ha empleado como estrategia para mejorar
algunas caracteristicas de ciertos firmacos muy
efectivos en ciertas patologias, pero cuyo uso clinico
es limitado porque sus propiedades farmacocinéti-
cas, toxicoldgicas, fisicoquimicas o de estabilidad
no son las mis adecuadas.

Los AINEs no han sido ajenos a este desarrollo y
han sido estudiados en diferentes tipos de sistemas
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microparticulares, no sélo porque son firmacos
liposolubles modelo sino también porque se ha
querido contribuir a su aplicacién terapéutica en
enfermedades crénicas como la artritis reumatoidea
(11). Con este fin se han estudiado sistemas de libe-
racién controlada con diferentes polimeros y vias de
administracion, logrando resultados prometedores
(10, 12). En el presente estudio elaboramos microes-
feras de PLGA (50:50) cargadas con naproxeno, un
antiinflamatorio no esteroidal ampliamente utiliza-
do en el tratamiento de enfermedades inflamatorias.

Con el fin de identificar algunas variables criti-
cas en el proceso de microencapsulaciéon de NPX
en el polimero de PLGA utilizado, se empleé un
disefio experimental de tipo Plakett-Burman (8),
el cual permite evaluar el efecto de una gran can-
tidad de variables mediante la realizacién de pocos
ensayos experimentales (n+1). Como se mencion6
en la metodologia, se evalud la influencia de siete
variables a dos niveles, sobre tres variables respuesta,
como son: rendimiento del proceso, firmaco libera-
do después de 2 horas en un tampén pH 7,4 (efecto
Burst) y eficiencia de encapsulacién.

En la figura 2 se muestra el efecto medio de las
variables en estudio, sobre las caracteristicas de las
microparticulas obtenidas. Un proceso de micro-
encapsulacién 6ptimo debe permitir la obtencién
de microparticulas con bajo efecto Burst y una
elevada eficiencia de encapsulacién y rendimiento.
De manera general, las barras sin asterisco indican
que la variable no afecta de manera significativa la
respuesta evaluada; las barras con valores positivos
sugieren que la presencia de dicha variable en el ni-
vel mayor de los dos evaluados aumenta la magnitud
de la respuesta evaluada; y los valores negativos, que
dicha variable en el nivel mayor disminuye la magni-
tud de la respuesta evaluada. El tamano de las barras
es reflejo de la magnitud del efecto presentado.

Adicionalmente se observa que, en los dos
niveles estudiados, las variables A y B (cantidad
de polimero y cantidad de PVA) no afectan sig-
nificativamente ninguna de las tres respuestas
evaluadas. Esto indica que el proceso es robusto
frente a pequefios cambios de estas dos variables.
Respecto a las variables C, E y F, los resultados
indican que la utilizacién de éstas en el nivel su-
perior aumenta la eficiencia de encapsulacién y el
rendimiento del proceso (figuras 2a'y 2b), al mismo
tiempo que disminuyen la cantidad de NPX libera-
do alas 2 horas (figura 2¢). Antes de analizar estos
resultados es importante aclarar que la cantidad de
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Figura 2. Efecto de las variables en estudio sobre a) Eficiencia de encapsulacién, b) Rendimiento del proceso
y ¢) Efecto Burst, en la elaboracién de microparticulas de NPX. “t” de Student, *p<0,05.

tarmaco liberado después de 2 horas es un reflejo
de la cantidad de NPX adsorbida en la superficie
de la particula y cuya liberacién no depende de
la degradacién del polimero, pues no hace parte
del complejo matricial formado. Esta cantidad
liberada de manera inmediata puede constituirse
en una dosis de carga y es denominada en inglés
como efecto Burst (liberacién ripida o explosiva).
Esta cantidad adsorbida o efecto Burst puede ser
deseable mientras no supere el 20% de la cantidad
total del firmaco encapsulado. De lo contrario la
liberacién no serfa controlada. En muchos casos
se busca que el efecto Burst sea nulo, pues la dosis
de carga puede ser suministrada de otra manera,
por ejemplo, con firmaco libre, con particulas de
menor tamaifio, o con polimeros diferentes o de
menor masa molar que se degraden mis ripido
(13). En el presente caso se consideré como de-
seable que el efecto Burst fuera el menor posible.

De esta manera se encontr6 que para el proceso
de microencapsulacién de NPX era favorable la
utilizacién de las variables C, E y F en el nivel su-
perior, pues aumentan el rendimiento y la eficiencia
de encapsulacién mientras disminuyen el efecto
Burst. En otras palabras, se sugiere la utilizacién de

fairmaco:polimero en relacién 1:2 (C); 100 mL de
fase acuosa (E) y una agitacién en el Ultraturrax®
a 15000 rpm (F).

En cuanto a las variables D y G, se observa un
comportamiento totalmente opuesto. Su presencia
en el nivel superior disminuye la eficiencia de en-
capsulacién y el rendimiento del proceso mientras
aumenta el efecto Burst. Andlogo a lo expresado
anteriormente, en este caso se consideré favorable
la presencia de estas variables, pero esta vez en su
nivel inferior, es decir ausencia de isopropanol (D)
y 2 minutos de agitacién con el Ultraturrax® (G).

Una vez definidas estas condiciones experi-
mentales, se elaboraron las microparticulas de
PLGA cargadas con NPX, utilizando acetona
como solvente organico. En la tabla 2 se presenta la
caracterizacion de estas microparticulas. Como se
observa, se obtienen rendimientos y eficiencias de
encapsulacion altos; ademds, un tamarfio de particula
de alrededor de 10 um, gracias a la previa seleccién
experimental de las condiciones de elaboracién.
En la figura 3 se muestra una imagen tomada por
microscopia electrénica de barrido, en la cual se
observa la integridad de la superficie de las micro-
particulas, ademds del rango de su tamano.
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Tabla 2. Caracterizacién de las microparticulas de

PLGA cargadas con NPX*.
Rendimiento | Eficiencia de encapsulacién Tamaiio
(%) (%) (um)
83,7 £ 1,6 89,8 £ 1,0 10,20 = 0,04

* Cada valor estd dado como la media + D.E. de tres determinaciones.
El tamafio estd expresando el didmetro volumétrico medio.

-
10pm 20Kv 75000X

Figura 3. Morfologia superficial de las
microparticulas de PLGA cargadas con NPX.
Fotografia tomada por microscopia electrénica de barrido.

En lo que se refiere a los resultados del ensayo
in vivo, es posible observar en la figura 4, que entre
la hora 5 y la hora 9 los animales del grupo control
(SSN) desarrollan el miximo grado de inflama-
cién, como es usual en este modelo experimental
de inflamacién aguda (14).

Como era de esperarse, ya que NPX es un
firmaco antiinflamatorio reconocido, todos los
tratamientos (NPX libre y encapsulado) presen-
tan efecto antiinflamatorio significativo durante
las primeras nueve horas del proceso, con mayor
intensidad alrededor de las horas 3 y 5, como lo
sugieren los resultados detallados en la tabla 3. Es
importante destacar que en todos los puntos de
observacién los grupos tratados con naproxeno
microencapsulado (MPNPX, y MPNPX, ) pre-
sentan menores deltas de inflamacién, es decir,
mayor inhibicién de la inflamacién, que el grupo
tratado con naproxeno libre y el grupo control. De
manera particular, en las horas 5 y 9 MPNPX
tiene un delta de inflamacién significativamente
menor al presentado por el grupo control y por el
NPX libre (p<0,05).
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Figura 4. Evolucién del efecto de naproxeno libre y
microencapsulado con PLGA, sobre el edema plantar
inducido por carragenina, en ratas Wistar. Cada valor
estd dado como la media = D.E. de las observaciones.

n = 6 animales por grupo.

Estos resultados evidencian la influencia de
este tipo de sistemas de entrega de firmacos sobre
el efecto farmacolégico de NPX, lo que estd de
acuerdo con lo informado por algunos autores
sobre otro tipo de firmacos. Como es sabido, la
forma y el tamaio de las microparticulas permiten
no sélo la administracién mis homogénea de la
dosis correspondiente, sino también una mayor
velocidad de disolucién in vive, con la consecuente
mayor absorcién del firmaco, es decir, una mayor
biodisponibilidad (12).

Con respecto a los dos niveles de dosis de MP-
NPX evaluadas (5y 10 mg/Kg), es posible observar
que en todos los casos, desde la hora 1 hasta la hora
24, se obtienen respuestas antiinflamatorias de
magnitud similar. Este efecto también se ve refle-
jado en los valores del parimetro ABC (irea bajo
la curva) que en este caso representa el volumen de
inflamacién durante el tiempo del experimento.
Este pardmetro, a diferencia de los resultados en las
horas puntuales de observacién, permite comparar
la evolucién de la inflamacién de manera global.
En este caso, gracias al ABC es posible determinar
que MPNPX  y MPNPX, presentan diferencias
estadisticas respecto a NPX libre, pero no entre
ellas, es decir, que las MPNPX en dosis de 5 mg/
Kg, de manera global, logran disminuir los niveles
de inflamacién en mayor proporcién que NPX
libre en dosis de 10 mg/Kg, lo que indica que este
sistema de entrega de firmacos permite obtener
efectos antiinflamatorios significativos en menores
dosis de NPX.
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Tabla 3. Efecto de naproxeno libre y naproxeno microencapsulado sobre el edema plantar inducido
por carragenina en ratas’.

Control NPX 10 mg/Kg MPNPX 10 mg/Kg MPNPX 5 mg/Kg
(mAL;(I):)O) (miiﬁf)o) % Inhib (mAL;(I):)O) % Inhib (mALj:(l)(I)O) % Inhib
Hora 1 2+7 20 + 3* 38 = 11 14 + 3 56 = 8 20 = 4* 36 + 14
Hora 3 92 + 21 55 + 12* 41 =13 35 + 8* 61 =9 35 + 10* 62 = 11
Hora 5 138 + 9 88 + 27* 36 + 19 58 + g*t 58+ 6 69 = 8* 50 = 6
Hora 9 143 + 12 124 = 4* 133 98 = g*t 29 %5 107+ 10* 25+7
Hora 24 97 + 6 88 + 10 143 76 + 9 25+5 70 = 16 28+ 4
ABC (mLh") | 2728 + 125 2216+ 144* 1761 = 61°1 1893 = 110*

* Cada valor estd dado como la media + D.E. de las observaciones (n=6 animales por grupo), *p<0,05 comparado con el grupo control, ABC

drea bajo la curva, Tp<0,05 comparado con el grupo NPX 10 mg/Kg.

CONCLUSIONES

Con ayuda de un disefio estadistico experimen-
tal fraccionado reducido, se establecieron las mejo-
res condiciones para la elaboracién de microparti-
culas de PLGA cargadas con NPX, encontrando
que la relacién firmaco:polimero, el volumen de
solucién acuosa de isopropanol 2%, el volumen de
fase acuosa, la intensidad de homogenizacién vy el
tiempo de homogenizacién tienen influencia sobre
las caracteristicas de las microparticulas elaboradas.

En el modelo de edema plantar inducido por ca-
rragenina, MPNPX en dosis de 10 mg/Kg presenta
un efecto antiinflamatorio de mayor magnitud que
el de NPX libre en la misma dosis. Segun los re-
sultados obtenidos del anilisis del pardimetro ABC,
es posible sugerir que MPNPX en dosis de 5 mg/
Kg presenta un efecto antiinflamatorio mayor al de
NPX libre en dosis de 10 mg/Kg.
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