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1. Resumen

En la ultima década, ha crecido enormemente el interés por las propiedades terapéuticas de (los)
farmacos de origen proteico, de origen quimico y/o biolégico, debido a su alta especificidad y eficacia
para el tratamiento de distintas patologias, tales como el cancer y enfermedades de origen
inflamatorio. Aun siendo de gran interés, existen ciertos limites en cuanto al progreso en la
optimizacion de nuevas formulaciones, debido a las dificultades de administracién, a su baja

biodisponibilidad y corta vida media en el organismo.

Asi, se han disefiado estrategias para incrementar la eficiencia de estos tratamientos, utilizando
técnicas como la microencapsulacién, que permite la liberacion de farmacos de origen proteico
durante un tiempo mas prolongado y sostenido y la conservacion de la molécula encapsulada frente

a mecanismos dafninos.

En este proyecto se han desarrollado una serie de formulaciones empleando distintas
concentraciones de Aflibercept, por el método de emulsidén-evaporacién de disolvente (water-in-oil-
in-water; W/O/W), variando distintos parametros de la técnica, con el fin de averiguar la mejor
relaciéon de/en la inmovilizaciéon de anticuerpo, eficiencia de encapsulacidn y liberacién in vitro.
Asimismo, se llevd a cabo una caracterizacién de las microcapsulas formadas. El objetivo general de
estetrabajo experimental fue de obtener una formulacion eficaz para la liberaciéon de Aflibercept a
nivel oftalmico con la finalidad de mejorar el tratamiento actual en la degeneracién macular (DMAE),

retinopatia diabética y el edema macular.

En este trabajo se ha conseguido desarrollar un método de elaboracién de microcapsulas
conteniendo anticuerpo monoclonal Aflibercept. Todas las formulaciones presentaron una poblacién
homogénea, de forma lisa y esférica, y con una razonable eficiencia de encapsulacién. Asimismo, se

obtuvieron perfiles de liberacién del Aflibercept a lo largo de dos semanas.

Palabras clave: Microcapsulas, Aflibercept, DMAE, Encapsulacion, PLGA, Tratamiento.



Abstract

In the last decade, interest in the therapeutic properties of protein origin drugs, chemical or
biological origin, has grown enormously due to its high specificity and efficacy for the treatment of
pathologies, tales such as cancer and diseases of inflammatory origin. . Although of great interest,
there are certain limits in terms of progress in the optimization of new formulations, due to

administration difficulties, low bioavailability and short half-life in the body.

Thus, strategies have been designed to increase the efficiency of these treatments, using techniques
such as microencapsulation, which allows the release of drugs of protein origin for a longer and

sustained time and the conservation of the encapsulated molecule against harmful mechanisms.

In this project, a series of formulations have been developed using different concentrations of
Aflibercept, by the emulsion-solvent evaporation method (water-in-oil-in-water, W / O / W), varying
different parameters of the technique, in order to find out the best ratio of antibody immobilization,
encapsulation efficiency and in vitro release. Likewise, a characterization of the formed
microcapsules was carried out. The general objective of this experimental work was to obtain an
effective formulation for the release of Aflibercept at the ophthalmic level in order to improve the

current treatment in macular degeneration (AMD), diabetic retinopathy and macular edema.

In this work it has been possible to develop a method of making microcapsules containing the
monoclonal antibody Aflibercept. All the formulations presented a homogenous population, in a
smooth and spherical way, and with a reasonable encapsulation efficiency. Likewise, Aflibercept

release profiles were obtained over two weeks.

Key words: Microcapsules, Aflibercept, DMAE, Encapsulation, PLGA, Treatment.



2.Introduccion

2.1. Sistemas de liberacién prolongada.

El constante cambio y adaptacion al nuevo conocimiento emergente para el desarrollo de nuevas
formas de administraciéon de farmacos, ha fomentado el desarrollo de la optimizacion de métodos
capaces de solventar los distintos inconvenientes relacionados con disefio de nuevas formas de
liberaciéon de farmacos que presentan problemas para su formulacidn, como son los farmacos

bioldgicos.

Uno de los numerosos caminos empleados para la optimizacidon de farmacos, se ha centrado en la
consecucién de caracteristicas de liberaciéon prolongada de los preparados o sistemas de cesién
sostenida. Con ello se pretende la cesidon del fairmaco desde el vehiculo, el cual debe transferir la

molécula/s necesarias para la accion farmacoldgica con una tiempo-efecto mas eficiente.

Existen distintas estructuras que pueden ser empleadas para conseguir una cesién controlada de
farmacos administrados por via parenteral, haciendo asi posible su transferencia al lugar de accién
de una manera mas precisa y constante, evitando posibles inconvenientes, como efectos adversos
derivados de la alta concentracion del farmaco necesaria para que ejerza su accién terapéutica. Entre
las numerosas alternativas que se han propuesto para la administracion parenteral de farmacos

podemos citar:

- Sistemas coloidales: estan constituidos por unidades (particulas, vesiculas, glébulos) de
tamafio nanométrico lo que le confiere unas propiedades particulares (1). Dependiendo de la
afinidad entre el coloide y la fase dispersante podemos clasificarlos en:

o Coloides liofébicos. Constituidos por sistemas cuya fase interna presenta baja

afinidad por el vehiculo e incluyen:

=  Micelas: Son agregados de moléculas amfifilicas que se forman al alcanzar su
concentracién micelar critica. Generalmente se forman a partir de moléculas

de tensoactivo, en el caso de que se formen a partir de copolimeros

anfifilicos, que se autoenlazan en un sistema acuoso se denominan micelas
poliméricas. Las micelas en medio acuoso poseen un nucleo de caracter

lipdfilo, mientras que la parte hidrofilica constituye la corona del exterior de

la micela. Poseen la ventaja de tener una buena estabilidad en sangre, alta



solubilidad, estables durante su almacenamiento, didmetro apropiado,
biocompatibles ... (2, 3)

= Liposomas: Se caracterizan por ser vesiculas que poseen un nucleo acuoso,
capaz de almacenar farmacos hidrofilicos, rodeado de una bicapa lipidica,
idéneo para albergar farmacos de naturaleza hidrofébica. Sin embargo, no
poseen una buena capacidad de mantener sus propiedades durante largos
tiempos de almacenaje, y suelen presentar problema de correcta estabilidad
en sangre...(4)

- Sistemas microparticulares: Estructuras de distinta naturaleza, capaces de albergar en un
tamafio micrométrico, ya sea en el nucleo (microcapsulas) o en la propia matriz
(microesferas) e incluso en su superficie, el correspondiente contenido en principio activo(5).

- Implantes biodegradables: Son formas de dosificacidn estériles y sélidas, que a través de una
aguja por via subdérmica o con cirugia, son implantados en la capa subcutanea de la piel.,
dando lugar a una absorcién mas lenta por su poca vascularizacién. Aunque no es una via de
administracién apta para todos los farmacos, suele presentar ciertas ventajas en la
administracién de estos sistemas, elaborados con materiales biocompatibles, debido a la

baja incidencia de problemas relacionados con la toxicidad (6).

2.2. Microcapsulas

El uso de microcapsulas poliméricas biodegradables como vehiculos para la liberacién controlada
de farmacos ha sido ampliamente utilizado en la industria farmacéutica. Son sistemas de
tamafio micrométrico (1-1000 micras), elaborados mediante distintos métodos y materiales y
gue pueden poseer distinta estructura. Teniendo en cuenta la distribucion del ingrediente activo
y la estructura interna, se distinguen dos categorias distintas de microcdpsulas, las microesferas y
las microcapsulas. Las microesferas presentan una estructura tipo matriz y estdn compuestas por
una mezcla homogénea de ingrediente activo y material de cubierta. Las microcapsulas son
microcdpsulas en las que el principio activo se encuentra incluido en una especie de reservorio,
que puede ser liquido o sdlido, y que estd envuelto por una fina pelicula de material de

recubrimiento.



2.2.1. Técnicas de microencapsulacion

Existen numerosas estrategias para abordar la encapsulacién de compuestos. Se ha planteado
algunas de las siguientes:

- Técnica de emulsion aceite en agua (o/w): Se utiliza para la incorporacidon de farmacos
hidrofobicos, con una baja solubilidad en componentes acuosos, en dos fases inmiscibles
entre si. Se disuelven tanto los polimeros biodegradables y/o el farmaco en el disolvente
organico para formar la fase oleosa, que mediante agitacién con una fase acuosa,
conteniendo un emulsificante, y finalmente se eliminara el disolvente organico, una vez
hayan emulsificado ambas fases, por evaporacién del disolvente orgdnico o extracciéon de
dicha fase (7, 8).

- Técnica de doble emulsion agua en aceite en agua (w/o/w): Se fundamenta en la mezcla de
una fase acuosa, conteniendo el fdrmaco, con o sin una espesante o gelificante que aumente
la estabilidad de la estructura, afiadiéndose a una fase oleosa de PLGA en disolvente
organico Diclorometano (DCM) en agitacidn intensa para formar la primera emulsién w/o.
Esta primera emulsién w/o se incorpora, junto con agitacion, a una segunda fase acuosa,
conteniendo un emulsificador, para formar la segunda emulsién w/o/w que, se procedera a
la extraccidon del disolvente orgdnico DCM por técnica de evaporacion de disolvente o
extraccién de disolvente (8,9).

- Técnica del fluido supercritico: Se basa en el uso de un fluido supercritico (SCF),
obteniéndose a unas temperatura y/o presion muy elevados, donde su tensién superficial es
casi nula y su densidad elevada, pero altamente compresible. El SCF, por lo general, se
mezclan con el farmaco y/o la matriz PLGA y, por diferentes métodos (spray, atomizacion,
saturacidn...) forma las microcdpsulas. No utilizan disolventes organicos, forman poblaciones
mas homogéneas, pero precisan de material muy especifico y demasiadas fases (7,10).

- Secado por pulverizacidn: Se limita en la preparacion de disolvente con el farmaco y la
matriz, se atomiza. Lo cual facilita el proceso de desecacidon posterior y se insufla una
corriente el aire caliente. Este método permite realizar procesos de alto escalonado y alta
calidad, pero no poseen muchos materiales adaptados y los termosensibles pueden
resentirse en el proceso (7, 11).

- Electrospray coaxial (CES): Este método implica el uso de una corriente de alta tensién, que
fluye hasta llegar a una mezcla de matriz y fdrmaco en sus respectivos medios, capaz de
competir con la tension superficial de la gota, alterando la forma y tamafio de la misma

segun el flujo eléctrico aplicado, para al final reunir las particulas y evaporar el disolvente.



Son capaces de obtener un buen ratio de encapsulacién y atiles en moléculas hidrosolubles.
Sin embargo, requiere una mejor recoleccion final de las particulas, no estd bien
protocolizado (12, 13).

- Microfluidos: El cumulo de dos microcapilares coaxiales, conteniendo el farmaco y la matriz
en el solvente organico respectivamente, fluyendo en la misma direccidn, circundados por
una solucidn compactante en el mismo o distinto sentido del flujo. Se demuestra una
distribucion muy homogénea y liberacion mas lenta, pero tiene un consumo de tiempo
elevado (13, 14).

- Plantilla de hidrogel: Se fundamenta en la integracién de la combinacién de fdrmaco en una
solucidn de PLGA, para incorporarse en una plantilla con pocillos que dan forma y tamafio a
las microcdpsulas resultantes. A continuacién, son resuspendidos en solvente acuoso,
filtrados y desecados. Poseen unos buenos pardmetros de encapsulacion, aunque no es muy

utilizada (13,15).

2.2.2. Microencapsulaciéon de proteinas

La microencapsulacion de proteinas ha sido disefiada para alcanzar, de manera sostenida o pulsatil,
niveles terapéuticos en plasma, durante semanas o meses, de fdrmacos con una corta vida media.
También, la encapsulacién de los farmacos proteicos dentro del nicleo polimérico ofrece una mayor
carga interna en una sola formulacién, y por tanto, ofrece la posibilidad de conseguir mejores
eficacias terapéuticas con dosis menores, aspecto muy positivo especialmente en el caso de

farmacos que pueden dar lugar a serios efectos adversos (16).

Ademas, el recubrimiento mediante una cubierta o una matriz, normalmente, de tipo poliméricodel
farmaco proteico, tiene la capacidad de actuar como barrera ante componentes del medio externo,
protegiendo asiprotegera la molécula de la degradacion o dafio. Por otra parte, la encapsulacién de
proteinas ofrece también como ventajala de actuar como factorde estabilidad del producto proteico,
tanto por el impedimento de agresién externa (17), como el aumentode su corta vida media en el
organismo y estabilidad en formulacidn, lo que permite que éstas puedan almacenadas durante

razonables periodos de tiempo y una mejor manipulacion del sélido (18).



2.3. Degeneracion Macular Asociada a la Edad (DMAE)

La Degeneracidn Macular Asociada a la edad es una enfermedad ocular, que afecta a la macula,
perjudicando de manera progresiva y permanente a la visién central, encargada de la percepcién del
detalle, en consecuencia del declive funcional del complejo Epitelial Pigmentado de la Retina (EPR),
siendo la primera causa de ceguera legal en la poblacién de > 55 afos en los paises desarrollados

(occidentales).

Actualmente no existe una cura para esta patologia, que presenta una serie de factores
predisponentes ambientales y genéticos. Un diagndstico temprano es la mejor estrategia para
obtener los mejores resultados terapéuticos, disminuyendo la probabilidad de dafio en la visién y/o

reversion parcial del dafio ocular.

El mecanismo (entramado) patogénico del DMAE es poco conocido, siendo una enfermedad

compleja, en la cual se han hallado varios factores de riesgo:

- Edad: es el factor mas pronosticador y prevalente. La degeneracién en las estructuras
oculares, acumulacién de desechos intraoculares y debilitamiento funcional debido al paso
del tiempo, aumenta el porcentaje de padecer la enfermedad de manera muy significativa.

- Genético/familiar: Se ha demostrado un patrén de genes susceptibles de intervenir en el
proceso de la enfermedad, siendo diferente por razas pero no por sexos y. También la
predisposicién genética acentua una respuesta diferente al tratamiento de DMAE.

- Estilos de vida: El tabaco es el factor ambiental modificable mas influyente, aumentando casi
al doble las probabilidades de padecer la enfermedad (19). La hipertensién es otro factor
mas, junto con el consumo de grasas saturadas, siendo estos pardmetros mas moderados
pero consistentes.

- Cirugia de cataratas: Es un componente de riesgo de desarrollo de la patologia de manera
muy firme.

- Acumulacién grasa androide: Especialmente en los varones, donde tiene una prevalencia

moderada.

Existen dos tipos de principales de DMAE, conocidas como DMAE seca y humeda. La DMAE seca,
también conocida por como forma no exudativa, es la forma mas comun, abarcando en mas de80 %
de los casos diagnosticados, donde se caracteriza por la degeneracion progresiva de la macula en su

fase tardia por atrofia del tejido retiniano y coriocapilar. La DMAE humeda o exudativa, es menos

10



frecuente, pero su progresion hacia la pérdida de vision es mas rapida, caracterizada por afectar al
EPR (Epitelio pigmentario de la retina) y la neovascularizaciéon coroidal. La conversidon de seca a

himeda es posible en alrededor del =15 % de los casos diagnosticados (19).

Existen varios tipos de clasificaciones para la DMAE, pero no hay consenso universal firme sobre el
mismo. De forma convencional, la enfermedad se clasifica en distintas fases segun la progresidn en
relacidon al dafio pigmentario en la retina y la formacidon de drusas, entre el EPR y membrana de
Bruch, como se indica en la tabla 1. Las drusas son acumulaciones de residuos o desechos celulares,
que el organismo no es capaz de eliminar a través de la circulaciéon sanguinea, y que se van
depositando hasta alcanzar aspecto y composicidn variables que pueden obstruir el normal

funcionamiento de la macula.

Clasificacion Caracteristicas
normal (sin cambios enla edad ) | > ausencia de drusas
> no dafio pigmentario
normal ( con cambios en la
»  solodrusas pequefias: £ 63 um
edad)
> no dafio pigmentario
DMAE temprano > drusas medianas: >60 umy <125 pm
> no dafio pigmentario
DMAE intermedio »  drusasgrandes: > 125 um y/o dafio pigmentario
> neovascularizacion y/o atrofia del tejido retiniano y
DMAE tardio coriocapilar

Tabla 1: Clasificacion de los tipos de DMAE. Modificado de (20).

Los sintomas mas frecuentes de esta enfermedad son la pérdida en la vision central (sin perder la
periférica), encargada de la percepcion del detalle, alteracién de las formas y tamafios de las
imagenes, impidiendo la realizacién de tareas cotidianas como la lectura y/o conducir, ver con

claridad, sensibilidad a la luz, zonas oscuras en el campo visual (en fase avanzada)...

11



2.3.1. Tratamiento

Actualmente, no existe un tratamiento efectivo para la forma seca de esta patologia. Aunque existen
estudios innovadores sobre terapias con células madre, autohemoterapia ozonizada vy
prostaglandinas (21). Ademas, solo se aplican suplementos de antioxidantes a pacientes que tengan

susceptibilidad de beneficiarse.

Se han desarrollado tratamientos mas eficaces para la forma humeda de la enfermedad.
Principalmente, una vez llegado a la poblacién de riesgo (>55 afos), se ha de controlar los posibles
sintomas de la patologia, como la metamorfosia (deformacién de las lineas rectas observadas debido
al desplazamiento de los fotorreceptores) (22), el sintoma principal esclarecedor de un paciente con
AMD, que puede reconocerse de manera temprana y sencilla por el propio paciente mediante la

rejilla de Amsler o los Gréficos-M.

Meétodo diagnostico Caracteristicas

- Examen de fondo de ojo en o clinicamente indispensable
pupila dilatada/
camara no midriatica

- evaluacion agudeza visual o clinicamente indispensable
* tomografiade coherencia o recomendable, métodono
invasivo

optica (OCT)

e angiografia con fluoresceina o Indicada para sospechade
membrana
de neovascularizacion
coroidea

* Pruebasgenéticas o Indicada en casos de

antecedentes familiares

Tabla 2: Métodos de diagnodstico y control de la DMAE. Inspirada en
(19).

Al afianzar la sospecha de la enfermedad se ha de acudir al oftalmdlogo para que evalule el caso,
realice las pruebas correspondientes (tabla 2), y confirmar el diagnéstico definitivo. El objetivo del
diagndstico precoz es frenar la progresién de esta enfermedad, para elegir el tratamiento mas
adecuado segun la clasificacidn clinica de la DMAE en la que se encuentra el paciente, recogido en la

tabla 3.

12



Clasificacion DMAE Tratamiento/terapia

drusas medianas: =60
temprana pmy < 125 pm
no dafio pigmentario

drusas grandes:
Intermedia »125 pm y/o dafio
pigmentario

neovascularizacion
y/oatrofia del tejido

Tardia

retiniano y
coriocapilar

» Eliminarlos factores de riesgo modificables:

- Dejar el tabaco

- Noconsumir grasas saturadas

» Habitosy cambios en estilo de vida:

- Dieta equilibrada, rica en antioxidantes (fruta, verdura...),
acidos grasos poliinsaturados (pescadoazul, nueces...)
- Educar eneluso de pruebas de evaluaciondela
enfermedad (rejilla de Amsler, Graficos-M...)

* Control de factores de riesgo no modificables:

- Hipertensidn

- Sobrepeso

- Pruebas genéticas por antecedentes familiares

» Eliminar los factores de riesgo modificables:

- Dejareltabaco

- Mo consumir grasas saturadas

* Habitosy cambios en estilo de vida:

- Dieta equilibrada, rica en antioxidantes (fruta, verdura...),
acidos grasos poliinsaturados de cadena larga w-3 (pescado
azul, nueces...)

- Educar en el uso de pruebas de evaluaciondela
enfermedad (rejilla de Amsler, Graficos-M...)

- Consumo de suplementos de antioxidantes.

- Revisionescada 6 meses.

* Control de factores de riesgo no modificables:

- Hipertensign

- Sobrepeso

* Hay 4 diferentes inhibidores de VEFG:

-Macugen (Pegaptanib): Primer inhibidor VEFG aprobado
para el tratamiento de la DMAE

-Lucentis (Ranibizumab): Medicacion altamente efectiva en
la DMAE

-Avastin (Bevacizumab): Farmaco anticanceroso con funddn
Anti-VEFG con aplicacion extracficial en la DMAE

-Eylea (Aflibercept): Tratamiento muy efectivo y con baja
frecuencia de dosificacion para la DMAE

Tabla 3: Recomendaciones y Tratamiento para las clasificaciones de la DMAE. Inspirada en (20).
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Las terapias anti-VEFG tienen unos riesgos asociados a la propia identidad del farmaco y la forma de
administracién. Aunque son tratamientos seguros, ya que son realizados por especialistas en retina,
existe un porcentaje de riesgo que se debe contrastar con el beneficio. Algunos de estos efectos
adversos son: infeccién ocular, incremento de presidn ocular, desprendimiento de retina, particulas
vitreas flotantes, inflamacidon corneal, visidn borrosa, hemorragia conjuntival, irritacién, dolor

ocular...(23)

Dependiendo del tipo de actuacién que indique el profesional sanitario, es importante enfatizar que
la DMAE es una patologia crdnica que necesita de un especial control y tratamientos de por vida, en
especial la forma humeda. Son tratamientos regulares que acttan sobre el control de la angiogénesis
y la preservacion de la visién. Al abandonar o ignorar la pautas del especialista en retina, la vision

puede deteriorarse y alcanzar el grado de ceguera.
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2.4. Aflibercept

El Aflibercept es un anticuerpo monoclonal que se obtiene de una
proteina de fusién, que estd compuesta por porciones de los
dominios extracelulares de los receptores 1 y 2 del factor de

crecimiento vascular (VEFG) humano, asociados a la porcion F. de la

IgG1 humana, mediante tecnologia de DNA recombinante,

representada en la figura 1 (23).

o
;

Los VEFG y factor de crecimiento placentario (PIGF) son factores
angiogénicos que pueden actuar como potentes agentes i X
igura 1:
mitdgenos, quimiotdcticos y de permeabilizacion vascular para las Representacion
i . L, . Aflibercept, modificada
células endoteliales. Su activacion excesiva, puede provocar una 4. (23).

neovascularizacion patoldgica y una permeabilidad vascular excesiva.

El mecanismo de accién del Aflibercept consiste en el bloqueo a la union del VEFG y PIGF, a sus
correspondientes receptores, siendo el monoclonal un receptor cebo mas afin que los naturales,
impidiendo la activacién los mismos. La presencia de la porcién Fc en Aflibercept puede permitir que

la molécula se mueva a través de la barrera retiniana.

La efectividad del anticuerpo monoclonal radica en la potente unién a los factores VEFG y PIGF y la
ventaja de necesitar menos inyecciones para conseguir la misma potencia terapéutica que las
inyecciones de su monoclonal de referencia Lucentis (Ranibizumab) para dicha patologia, siendo

comparable la seguridad de ambos farmacos (23, 24).

La forma de administracién del farmaco se basa en repetidas inyecciones intravitreas, por un
profesional sanitario especializado. Inicialmente, consta de tres inyecciones administradas
mensualmente durante tres dosis consecutivas. Después, el intervalo entre dos dosis no debe ser

mas corto de 8 semanas.

La elecciéon del Aflibercept se explica por su longevidad de duracidn de acciéon con respecto a sus
semejantes, que lo hace idéneo para un tratamiento crénico, que sumado a los crecientes estudios
de liberacion prolongada de farmacos proteicos, puede ser de gran utilidad en la calidad de vida del

paciente.
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2.5. Caracteristicas de la via intravitrea

Administracion

intravitrea Administracién
{Fdrmaco en solucién, Periocular
suspensidn, formulacién de (Inyecciones,
liberacién controlada, implantes...)
implante) S

Administraciéon
Topica
(Gotas oculares, Administraciéon
ungientos...) Sistémica
Macula 31/ (Oral, infusién
Cérnea intravenosa...)
Cémara anterior’

Lente

Iris * /

Canal de Schlemm’
Conjuntiva
Cuerpo ciliar

Humor Vitreo
Esclera
Administracion supracoroideo

: Corolides
Retina ' gpitelio pigmentario de la retina

Administracién Sub-retinal

Humor vitreo

Retina

Coroides
Intravitreo

0y, o
/;,0” ; Sub-retinal
,,‘9 5
N Supracoroidal
~Sub-conuntival Inter-escleral

Figura 2: Rutas de administracion de farmacos para la administracion de farmacos retinianos.
Modificado de (25,26).

El ojo presenta una estructura compleja que constituye una barrera muy complicada de penetrar,
siendo un érgano practicamente estéril pese a que se encuentre en contacto con el ambiente. La via
intravitrea es una ruta directa que se centra en la administracién de farmacos en la zona del humor
vitreo del ojo, como se muestra en la figura 2. El humor vitreo estda compuesto principalmente
por acido  hialurdnico, un polimero hidréfilo anidnico dealto peso molecular, vy fibras
de coldgeno, que proporcionan resistencia y consistencia a las fuerzas de traccién. En la figura 3 se

muestra la distribucién del acido hialurdénico, que no se encuentra uniformemente distribuido dentro
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del vitreo, y sus concentraciones mas altas se encuentran en la corteza vitrea posterior, siendoen el
vitreo central mds liquido que el vitreo cortical. Este hecho hace que la difusién de farmacos a través
de la cavidad no sea exactamente igual. También es dependiente del tamafio de la forma
farmacéutica vy del farmaco administrado. A medida que una persona envejece, las propiedades

reoldgicas del vitreo cambian y tienden a una forma mads liquida.

Vitreo Central
Colageno: 52 ug/mL
Hialurénico: 530 pg/mL

Vitreo Basal
Colageno: 112 pg/mL
Hialurénico: 250 pg/mL

Corteza Vitrea
Coldgeno: 63 pg/mL
Hialurénico: 1200 pg/mL

Figura 3: Representacion de las zonas de concentraciones de acido hialurénico en

el vitreo. Modificado de (24).
En comparacién con el plasma, la concentracidon y tamafio promedio de proteina en el vitreo
humano saludable es baja en comparacién con el plasma sanguineo, pero que pueden aumentar en
enfermedades retinianas. Las proteinas que podemos encontrar en el vitreo sano incluyen proteasas,
gue aumentan con el envejecimiento, y que pueden afectar en la degradacién de farmacos, pero no

esta claro su impacto.

La situacion de liberacion en un medio de difusion denso dificulta la progresion y accidn
farmacoldgica, favoreciendo la agregacion de farmaco (26). Ademas, las variaciones de temperatura
y pH de la formulacién al medio de actividad, que inducen fendmenos de desnaturalizacién para

moléculas termolabiles y agregacién (27).

Por otra parte, la duracidn de accién de los fdrmacos administrados por via intravitrea esta limitada
por la presencia de mecanismos de eliminacidn de farmacos, a saber, la Trans-retinal posterior y
anterior, vias de eliminacién del humor acuoso , los transportadores de salida en el epitelio

pigmentario de la retina y reparto en los tejidos circundantes oculares.
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2.6. Requerimientos de la via intravitrea.

Para la utilizacidon de la via intravitrea, se han de tener en cuenta una serie de consideraciones

previas a la incorporacién del fdrmaco para evitar el posible dafio y deterioro intra y extraocular:

- pH: Laviaintravitrea es capaz de aceptar una horquilla de valores bastante amplia (pH= 3-8).
Aunque lo mas adecuado seria adaptarlo al pH fisiolégico del medio, no es necesario.

- Osmolaridad: En las preparaciones de formulaciones intraoculares es un factor a tener en
cuenta, para los valores en el rango de 270-330 mOsm/kg, siendo deseable que se aproximen
a los valores fisioldgicos.(28)

- Esterilidad: Se ha de tener especial precaucion, al ser una zona estéril que se va a poner en
contacto con el exterior, siendo de maxima prioridad la eliminacién de cualquier agente
posible de desarrollar un proceso patoldgico. Se puede trabajar en la finalizacidn del proceso
con filtracién esterilizante, autoclave o esterilizacidn por calor seco. También es posible la
elaboracion en campana de flujo laminar durante todo el proceso con materias primas
estériles.

- Limpidez: La existencia de particulas en solucion han de ser limitadas o nulas en
formulaciones de inyectables, ya que pueden ocasionar problemas. Sus limites vienen

definidos en la farmacopea, indicado en la tabla 4.

Met. De blogueo de la luz Met. microscopicos

2 10 pm 2 I3 um 2 10 um z 23 um
Inyectables de gran volumen <
(=100 mL) < 6000 fenvase < 500/ envase < 3000 fenvase 300/envase
Inyectables de pequenovolumen
(=100 mL) < 25/mL < 3fmlL < 12/mlL < 2fmlL

Tabla 4: Limite de particulas en solucion en inyectables. Modificado de la Real farmacopea Espafiola

- Apirogenicidad: Las formulaciones han de estar exentar de cualquier agente quimico,

bioldgico o cualquier otra sustancia con la capacidad de inducir una respuesta febril (29).

18



3. Objetivos

Este proyecto se ha realizado con el objetivo de elaborar y posteriormente, caracterizar una
formulacion capaz de aumentar el efecto terapéutico del farmaco Aflibercept en el interior vitreo
(ocular) con la finalidad ultima de disminuir la frecuencia de dosificacion en el tratamiento actual de

la degeneracidon macular asociada a la edad (DMAE).

Asimismo, aparte de aumentar los intervalos entre dosificaciones, la forma farmacéutica ha de

garantizar la estabilidad y liberacidn del farmaco durante periodos relativamente amplios de tiempo.

Para ello, se han desarrollado las siguientes etapas para alcanzar los objetivos propuestos en el

proyecto:

- Preparacién de un método para elaborar de sistemas microparticulares de liberacién
prolongada, conteniendo Aflibercept.

- Caracterizacion morfoldgica y cuali-/cuantitativa de los sistemas microparticulares.

- Andlisis comparativo de Aflibercept en ensayo pre/post rotura de sistemas microparticulares.

- Estudios de liberacién del Aflibercept a partir de las formulaciones.
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4. Materiales y métodos

- Eylea® (PHARMA BASE S.A.)

- Diclorometano (Avantor & VWR)

- acido polilactico-co-glicdlico 503 25G (Evonik Industries)
- Agua MilliQ

- Alcohol polivinilico (Sigma-Aldrich)

- Cloruro sddico ( Labkem)

- Sonicador: Sonopuls HD3400 (Bandelin)

- Microscopio 6ptico: Olympus BX60 (Olympus)

- Camara: Olympus SC 100 (Olympus)

- Centrifuga: Centrifuge 5804 R (VWR)

- Espectrofotometro: Cary 60 UV-Vis ( Agilent technologies)
- Incubador: Incubating mini Shaker(VWR)

- Estufa de vacio: Telstar (Heaeus)

4.1. Elaboracion de microcapsulas

Para la preparacién de los sistemas microparticulares, se ha tomado como base articulos de
investigacion de preparacion de proteinas en formulaciones de microcapsulas y sus parametros
determinantes en el proceso, especialmente en PLGA, atendiendo a los atributos de encapsulacion y

liberacion (7, 13, 30).

En la elaboracion de las microcapsulas que se han preparado, hemos empleado distintas
concentraciones de farmaco: Varios lotes de 40 pg/mL, otros con una concentracion de 25 ug/mLy
también de 10 pg/mL. Ademas, se han comprobado las rotaciones en algunas variables del método

para visualizar alguna diferencia significativa en el resultado de elaboracién del método.
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12 mL de agua milli& con: 0,4 mL de Aflibercept
2% PVA + 5% NacCl 2mLde DCM + 120 mg de PLGA 503 25G

(240 mg) [] (600 mg) u

Agitacion magnetica Sonicador (15 % durante 15 segundos)

N

Mezcla

b

Agitacion magnética (1000 rpm — 5 minutos)
24 horas a baja agitacion (250 rpm) para evaporar DCM

Centrifugar (2000 rpm- 5 minutos- 202C): coger 12 sobrenadante para analizar
Resuspender en 5 mL agua milliQ y centrifugar: eliminar sobrenadante (x2)

Desecar en camara de vacio durante 2-3 dias.

Figura 4: Representacion esquematica del método de Microencapsulacién.

El proceso que se siguid, representado en la figura 4 para la fabricacion de los sistemas

microparticulares consistio en:

Primeramente, preparamos una dispersién de PVA (2%) en agua milliQ empleando una balanzay
un matraz vidrio de rosca hermético, y dejamos la preparacion con agitacion magnética. A
continuacién, repetimos la misma operacién con un 5 % de NaCl y lo dejamos disolver, en agitacion,

aplicando una fuente de calor de ser necesario, hasta que la preparacion quede transparente.

Luego, en un tubo de centrifuga de 15 mL, pesamos en la balanza el PLGA 503 25G, en la mayor
brevedad y precision posible, y se disuelve en de DCM (DiCloroMetano) utilizando una micropipeta

de 1 mL.

Incorporamos a la disolucién de DCM una solucién de fdrmaco, conservado en nevera, y se somete a
un proceso de sonicacidn con unos parametros determinados (15 % de amplitud y 40 segundos de

sonicacion).
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Una vez sonicado, incorporamos el contenido del tubo a la disolucion de PVA + NaCl con pipeta
pasteur gota a gota y se deja en agitacion magnética durante 5 minutos. Después, se rebaja a la
agitacion y se mantiene durante 24 horas, tapado con un parafilm con agujeros, para facilitar la

evaporacién del disolvente orgdnico.

Después de las 24 horas, pasamos la disoluciéon que estaba en agitacion magnética a un tubode 15
mL y se centrifugaa 2000 rpm durante 5 minutos a 202C. Después de la centrifugacion, se recoge el
sobrenadante para su posterior analisis, se rellena con agua milliQ el contenido que fue retirado y se
repite el proceso de centrifugacidon dos veces mas.

A continuacidn, el precipitado (microcapsulas) se desecé a vacio durante varios dias (200 Torr).

A continuacién, se extrajeron las microcdpsulas de los tubos y se pesaron. Posteriormente, se
guardaron en nevera para conservar el farmaco de la posible degradacién, asegurar su estabilidad y

realizar posteriores estudios.

4.1.1. Variaciones del método

Se han realizado varios lotes con y sin farmaco incorporado, evaluando diferentes pardmetros para
optimizar el proceso de fabricacién de los sistemas microparticulares. Los parametros evaluados se

presentan en la siguiente tabla:

Parametro Wariacion Conclusian
Orden de . . . )
o d Solucién acuosa:NaCly #* 5e hacomprobadeo que la disolucion acuosa donde se incorpora en
preparacion de PVA inicioel Nacl,
reactivos no completa sudisolucion al afiadire el segundo reactivo,
acarreando unas microparticulas estructuralmente inadecuadas.
Sonicacion tiempo de sonicacidn ¥ Se hacomprobado que a menor tiempo de sonicacidn,

se chservan microparticulas de un tamarfic menor.

Agitacion magnética

» Se hacomprobado que @ menor rpm,
durante 24 horas rem P a P

las microparticulas se aglomeran con mayor facilidad.

Lavado de las

_ . numero de lavados  # Mo seobservaron cambios apreciables.
microparticulas

Tabla 5: Variaciones en el método de microencapsulacion.
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4.2. Caracterizacion de las microcapsulas

En este proyecto se ha realizado un reconocimiento estructural y cualitativo de las microcapsulas
fabricadas, por lotes y concentraciones, utilizando aparataje de microscopia dptica, para la
visualizacién y cuantificacién de diferentes pardmetros, con el objetivo de observar la calidad del

sistema microestructural y su comparacidn con los demas lotes de concentraciones.

Para la visualizacidn de las microcapsulas, se ha tomado una muestra de microcdpsulas secas, que se
han resuspendido en un medio liquido (agua milliQ).. Se ha utilizado un microscopio éptico (Olympus
60X) adaptado para la incorporacion de una camara, conectada a un soporte informatico. Se ha
afnadido la muestra representativa en el portaobjetos, sobre el cual pasa un haz de luz, captado por
la lentey, a su, vez, por la camara, que registrara la imagen en la pantalla del ordenador, a través del

programa informdtico OLYMPUS CellSens.

Se han tomado un minimo de 4 fotografias por muestra, de diferentes cuadrantes del portaobjetos,
para mostrar la heterogeneidad del espécimen a representar y se han caracterizado las
formulaciones microparticulares empleando el programa ImageProPlus 6. Primeramente, se
procedid a la calibracién de la imagen por contraste con una imagen de métrica patrén. A
continuacién, se mejord el contraste del tono, se transformd la fotografia a escala de grises de 8
pixeles, y se ajustd la luminosidad. La imagen se convirtié al modo de blanco y negro mediante un
ajuste manual del valor umbral y por ultimo, se midié por medio de Dark count”, los objetos oscuros
de la imagen, determindandose el didametro medio deFeret y el pardmetro esfericidad que es el

inverso de la circularidad, es decir:

o _ Perimetro?
Esfericidad = /4 7 Areg

Ecuacion 1: Formula del calculo de la esfericidad.
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4.3. Ensayo del contenido en Aflibercept en las microcapsulas

En este ensayo se procedié a la destruccidn de la cubierta de las microcapsulas, con la finalidad de
averiguar el contenido de farmaco en su interior, y anotar las diferencias en contenido entre las

distintas formulaciones y seleccionar la que mejor se podria ajustar para el tratamiento de la DMAE.

Para la realizacidn de este proyecto, se utilizaron 20 mg de microcapsulas secas, de cada lote y una

concentracion de Aflibercept correspondientes (40 mg/mL, 25 mg/mLy 10 mg/mL)

A continuacién, se prepard previamente una disolucion 0,1 N de NaOH. Se llevaron3 mL a un vial
con 20 mg de microcdpsulas y se matuvo una incubadora a 372C con una leve agitacién mecdnica de

100 revoluciones por minuto (rpm) durante 24 horas.

Pasado el tiempo, se centrifugd, en los mismos parametros que para el 12 sobrenadante, y
se recoge el sobrenadante del NaOH para posterior anadlisis en el espectrofotémetro a 280
nm.

Para la determinacién de Aflibercept, se recoge 1 mL de cada muestra del sobrenadante en
un Eppendorf y se analiza en un espectrofotémetro de luz ultravioleta, a la longitud de onda

de 280 nm.

Los calculos posteriores consistieron en la determinacién del contenido de Aflibercept
encapsulado en las microcapsulas, mediante el uso de las ecuaciones del “Drug Loading” y la

“Eficiencia de encapsulacion”.

Drug Loading (DL)
La carga de farmaco se determind la relacién entre la medida obtenida en las microcapsulas
tras su rotura con NaOH y la cantidad de microcapsulas utilizadas:

7 Aflibercept medido
DL = ng Af p

mg microparticulas utilizadas

Ecuacién 2: Calculo del Drug Loading.
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Encapsulation efficiency (EE %):
La eficacia de encapsulacidn de las microcapsulas de determind mediante la relacion entre la
carga de farmaco o Drug Loading de la prueba realizada con respecto a la cantidad tedrica:

ng Aflibercept medido
( /mg WP utilizadas en ensayo de rotura

EE % = x 100

( ug Aflibercept iniciales/ )
mg PP inicial

Ecuacion 3: Calculo de la Eficiencia de Encapsulacién.

Posteriormente, el andlisis estadistico de resultados fue realizado mediante el programa GradPad

Prism 6.01.

4.4. Estudio de liberacion

Este ensayo se ha utilizado para observar las diferencias existentes en la liberacidn entre las distintas
formulaciones de microcapsulas de Aflibercept a diferentes concentraciones, atendiendo a las
cantidades liberadas en los periodos de tiempo establecidos y seleccionar la mas adecuada para el

tratamiento de la DMAE.

Para llevar a cabo este experimento, se elabord un lote de cada una de las concentraciones de

microcapsulas de Aflibercept (40 mg/mL, 25 mg/mLy 10 mg/mL).

Los estudios de liberacién del Aflibercept a partir de las microcapsulas se desarrollaron en células de
difusién de Franz verticales (30). Estas células esta compuestas por dos piezas diferenciadas (superior
e inferior), separados mediante una membrana. En la parte superior o compartimento donador, se
introduce una solucién de 2 mL de humor vitreo artificial, que actia a modo de medio biolégico, en
el cual se incorporaria, una cantidad resuspendida de 10 mg de una formulaciéon de microcapsulas
de Aflibercept, con ayuda de una jeringa desde la parte superior. En la pieza inferior o
compartimento receptor, se coloca 6 mL de un medio liquido de tampdn fosfato salino (Phosphate

Buffered Saline; PBS), que simula el fluido extracelular de los mamiferos, a pH 7,4.
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Composicion PBS (100 mL) Composicion Humor Vitreo artificial

KCI 0,02 g Disol. 0,1% agar 0,01 g/ 10 mL agua (en caliente)
KH-,PO 0,02 Disol. 0,5 % Ac.
2 & !SO o7 ¢ 0,05g/ 10 mL agua
Nacl 0,8g  Hialuronico
Na,HPO4 ¢ H,0 0,1148 g Azida sddica 1-2 gotas
Tabla 6: Composicion de tampoén Tabla 7: Composicion de Humor Vitreo artificial (30)

fosfato salino (30)

Entre ambos compartimentos, superior e inferior, se insertd una membrana de filtraciéon de acetato
de celulosa de 0,45 um de tamafio de poro y un diametro externo de 13 mm, que presenta una
absorcién no especifica muy baja, por tanto son muy adecuadas para la filtracion de muestras
bioldgicas, en especial proteinas. Se selld con grasa de silicona para hacer vacio, se precintd los

bordes externos con parafilm y se sujetd con unas tenacillas.

Una vez montado el aparataje de las células de Franz, se introduce el sistema completo en el interior

de una incubadora a temperatura constante de 37 2C y con una agitacién orbital de 100 rpm.

La recogida de muestras se realizé a los tiempos 0.5 dias (d), 1.5d, 3.5d, 6.5d, 10.5y 13.5d. Para la
recoleccion de las muestras, se utilizé una jeringa de 1 mL de aguja larga que se introdujo por el
brazo de muestreo hacia el medio receptor, retirando 1 mL para un Eppendorf, y reemplazando con
1 Ml de PBS el volumen retirado. El ensayo se realizé para las tres formulaciones de Aflibercept (40
mg/mL, 25 mg/mL y 10 mg/mL), por triplicado de cada formulacién, en total, 9 muestras por cada

tiempo de muestreo.

Para la determinacion de la cantidad de Aflibercept liberado, se ha empleado el método de

cuantificacion espectrofotométrico descrito en el apartado anterior.
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5. Resultados y Discusion

5.1. Caracterizacion de las microcapsulas

» Tamano

2501

2004

Y

[3)]

o
[

tamano (um)
o
<

a
o
1

0 10 20 30 40 50
Concentracion (mg/mL)

Figura 5: Dependencia del tamaiio de particula con respecto a la
concentracion de Aflibercept en el medio de preparacion.

El tamafio medio de las microcapsulas elaboradas resultd estar en un intervalo de tamafio
micrométrico entre las 50-250 micras, como se aprecia en la figura 5. Se realizé el andlisis de la
varianza de una sola via, que nos indica que hay influencia significativa de la concentracion del
anticuerpo sobre el tamafio de la microcapsula obtenida (p< 0.05). El analisis de regresion realizado,
sugiere una dependencia lineal del tamafo con la concentracién de farmaco, obteniéndose la

siguiente ecuacion:
Tamato = 30 + 4,429 x [Aflibercept]
R* = 0,9989
Ecuacidn 4: Ecuacion de regresion lineal entre el

tamaio de microcapsula y la concentracién de
Aflibercept.
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Figura 6: Microcapsulas de concentracién 40 mg/mL
de Aflibercept, observadas a microscopio dptico de
objetivo(4X).

Figura 7: Microcapsulas de concentracién 25 mg/mL
de Aflibercept, observadas a microscopio dptico de
objetivo(4X).

Figura 8: Microcdapsulas de concentracién 10 mg/mL
de Aflibercept, observadas a microscopio dptico de
objetivo (4X).



> Feret y Esfericidad
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Figura 9: Distribucion de diametro de Feret medio en las
formulaciones de microparticulas por concentraciones.
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Figural0: Distribucidn de esfericidad en las formulaciones de
microparticulas por concentraciones.
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También se midid los pardmetros de esfericidad (figura 10 ), que es determinada por la diferencia
entre los radios mayor y menor del contorno medido en la microcdpsulas, y el didmetro de Feret
medio (figura 9), que se define como distancia entre los dos planos paralelos que restringen el objeto

perpendicular a esa direccidén.

En general, se observa una dependencia lineal del tamafio con la concentracién de farmaco. Las
formulaciones presentaron, por tanto, un tamafio medio adecuado para la via intravitrea y no se
produzca un aclaramiento por los vasos sanguineos oculares de manera sencilla. Asimismo, con una

buena esfericidad para una apropiada cubierta y su puesta en inyeccidn.
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5.2. Ensayo del contenido en Aflibercept en las microcapsulas

150+
Bl 40 mg/mL
25 mg/mL
1004 B 10 mg/mL
=
1]
w
Concentracién (mg/mL)
Figura 11: Representacion de la Eficiencia de Encapsulacién
(EE%).
DL
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Figura 12: Representacion de la Drug Loading (DL).

Se han realizado los célculos mediante las ecuaciones descrita en el apartado de ensayo del
contenido de microcapsulas. Los resultados nos indican que las microcapsulas tienen un alto
porcentaje de encapsulacion (figura 11), con valores comprendidos entre el 60-90 %. Ademas, el
“Drug Loading” indica una cantidad de Aflibercept inmovilizado en las microcapsulas (figura 12), que

se encuentra entre un 50-95 pg Aflibercept por cada mg de microcdpsulas.
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Por otro lado, se puede observar que el aumento de la cantidad de Aflibercept afiadida a la hora de
la elaboracidn de las distintas formulaciones, no dio lugar a un aumento significativo en la carga de
las Microcdpsulas. Sin embargo, si se observd una tendencia en la inorporacién de mayor cantidad de
anticuerpo con una mayor carga nominal en las formulaciones, aunque como se ha comentado, no

de forma significativa.

5.3. Ensayo de liberacion

2000+
- Conc. 10 ug/mL

-~ Conc. 25 ug/mL

1500 - Conc. 40 pg/mL

1000+

5004

0 5 10 15
Tlempo (dias)

Cantidad Aflibercept liberadada (pg!cmz)

Figura 13: Perfiles de liberacion de los microparticulas de Aflibercept obtenidos empleando células
de Franz verticales.

En la figura 13 se muestran las cinéticas de liberacién del Aflibercept a partir de las microcapsulas
de PLGA. Los resultados de cantidad liberada frente al tiempose ajustaron a la ecuacidon de Peppas
(31), obteniéndose un valor del coeficiente n= 0.4-0.52, lo que sugiere que la liberacion del
anticuerpo se produce mediante la erosion del polimero y la difusion del farmaco. Se empled un
analisis estadistico (Anova de dos vias), incluyendo como factores el tiempo y la concentracién de
Aflibercept para comparar la liberacién de las microcapsulas. El resultado indica que existen
diferencias entre las diferentes formulaciones, siendo la lieracién de la formulacién preparada a
partir de una carga de farmaco de 10 mg/mL mas lenta que el resto, que sin embargo, se comportan
de manera similar. La liberacion de Aflibercept a partir de las microcapsulasfinalizé a los 14 dias de

comienzo del ensayo, con la liberacidn total del farmaco.
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El tamafio, la cantidad y la morfologia de las microcdpsulas en estos sistemas son parametros de
calidad importantes de un producto de microcapsulas de PLGA. Por ejemplo, si el tamafio de las
microcdpsulas disminuye, esto aumentarad la relacidon superficie-area-volumen vy, por lo tanto,
intensificara la velocidad de difusiéon del farmaco fuera de las microcdpsulas (32,33). Ademas, el
liquido ingresara mds facilmente en las microcdpsulas de menor tamafio debido a su area, que tiene
una superficie mas extensa, dando como resultado un efecto aumentado de liberacién inicial, y una
degradacion hidrolitica mas rapida de los polimeros de PLGA. Por otro lado, un aumento en el
tamafio de microcapsulas de PLGA, da como resultado un descenso en el area de superficie de la

microparticula, lo que encaminara a una disminucién en la velocidad de liberacion del farmaco (34).

Examinando mas detenidamente (figura 14)las microcdpsulas utilizadas en el ensayo de liberacion al
microscopio Optico una vez finalizado, se observd la existencia de una razonable cantidad de
microcdpsulas de aspecto integro, no habiéndose producido aun la degradacién completa de la
envoltura de PLGA, pero si presentando roturas y deformaciones que pueden ser debido a la

degradacion del polimero y la liberacién del farmaco.

Figura 14: Examen microscopico de microparticulas en Humor Vitreo post-ensayo de liberacién.
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6. Conclusiones

En este proyecto se ha conseguido poner a punto un método para la obtencién de microcapsulas de
PLGA, conteniendo el anticuerpo monoclonal Aflibercept. Mediante el método empleado, se
obtienen microcdpsulas de un tamafio comprendido entre 50-250 um, siendo este dependiente de

la cantidad de Aflibercept utilizado en la sintesis.

Las microcdpsulas presentaron un aspecto homogéneo en cada lote, una superficie suave y forma

esférica.

La cantidad de Aflibercept inmovilizado depende, asimismo, de la concentracién empleada durante

la sintesis, observandose una carga mayor en las formulaciones elaboradas con 40 mg/mL.

Finalmente, los estudios de liberacidn indican que se produce la total liberacion del anticuerpo a lo
largo de dos semanas, mediante un mecanismo relacionado con la erosidn del polimero y la difusién

del Aflibercept.

Por ultimo, para darle continuidad a este trabajo, seria conveniente la realizacién de nuevos
estudios, para optimizar el método de preparacién, y para garantizar la estabilidad del anticuerpo

monoclonal Aflibercept durante su manipulacion.
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