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RESUMEN

El docetaxel es un farmaco semisintético de la familia de los taxanos que demostrd una efectiva actividad antitumoral y su
uso se aprobo para el tratamiento local de pacientes con diversos tipos de cancer humanos. Se administra mediante infusion
intravenosa lenta en suero fisioldgico por lo que es indispensable el estudio de su estabilidad en disolucion. La efectividad
del ingrediente farmacéutico activo docetaxel esta limitada por su baja solubilidad en agua. Una de las soluciones para
facilitar su uso son los sistemas micelares de polisorbato 80 como vehiculo para la administracién parenteral. Los
Laboratorios aica* (Cuba) producen y comercializan docetaxel en forma de un sistema micelar compuesto por un
concentrado para infusion intravenosa de conjunto con su correspondiente diluyente (Docetaxel 40 mg/mL). En el presente
trabajo se estudid la morfologia de las micelas de polisorbato 80 derivadas del inyectable Docetaxel 40 mg/mL. Se
prepararon sistemas micelares del inyectable en agua, suero fisiologico de dextrosa al 5 % y suero fisioldgico de cloruro de
sodio al 0,9 % y se calculd la concentracion micelar critica a partir un método espectrofotométrico y otro conductimétrico.
Ademas, se determinaron el diametro hidrodindmico y el potencial Z en muestras preparadas en los sueros fisiologicos a
partir de mediciones por dispersion dindmica de la luz. Se obtuvo que los valores de concentracién micelar critica y
diametros hidrodinamicos son adecuados para la administracién parenteral del medicamento en estudio, mientras que los
valores del potencial Z indican que el producto puede resultar inestable en disolucién.

Palabras clave: docetaxel, polisorbato 80, micelas, concentracién micelar critica, diametro hidrodinamico, potencial Z.

ABSTRACT

Docetaxel is a semi-synthetic drug from the taxane family that has demonstrated effective antitumor activity and its use has
been approved for the local treatment of patients with various types of human cancer. It is administered by slow intravenous
infusion in saline, so it is essential to study its stability in solution. The effectiveness of the active pharmaceutical ingredient
docetaxel is limited by its low solubility in water. One of the solutions to facilitate its use is through polysorbate 80 micellar
systems as a vehicle for parenteral administration. Laboratorios aica+ (Cuba) produces and markets docetaxel in the form of
a micellar system composed of a concentrate for intravenous infusion together with its corresponding diluent (Docetaxel 40
mg/mL). In the current work the morphology of polysorbate 80 micelles derived from the injectable Docetaxel 40 mg/mL
was studied. Micellar systems of the injectable in water, 5% dextrose saline and 0.9% sodium chloride saline were prepared
and the critical micelle concentration was calculated from a spectrophotometric and a conductometric method. In addition,
the hydrodynamic diameter and the Z potential were determined in samples prepared in physiological sera from
measurements made by dynamic light scattering. It was obtained that the values of critical micellar concentration and
hydrodynamic diameters are adequate for the parenteral administration of the drug under study, while the Z potential values
indicate that the product may be unstable in solution.

Keywords: docetaxel, polysorbate 80, micelles, critical micelle concentration, hydrodynamic diameter, Z
potential.
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INTRODUCCION

El docetaxel es un agente citotoxico de segunda generacion perteneciente al grupo farmacologico de
los "taxanos", los cuales se obtienen a partir de la corteza del arbol de tejo (Taxus baccata L.). El
docetaxel ha demostrado tener una actividad antitumoral significativa contra varios canceres
humanos, entre los que se encuentran el glioblastoma metastatizado, el cancer de mama metastasico
positivo para HER-2 y el cancer de pulmoén (Gallego-Yerga, de la Torre, Ruiz-Almansa, Sansone,
Ortiz Mellet, 2017). El docetaxel se administra por infusion intravenosa lenta diluida en soluciones de
NaCl al 0,9 % o de dextrosa al 5 % con un intervalo de concentracion entre 0,3 y 0,74 mg/mL
(McEvoy, 2015), (Pfizer Australia Pty Ltd, 2013), (Pfizer Canada Inc., 2018).

La efectividad del docetaxel esta limitada por su baja solubilidad en agua, lo que dificulta su
formulacion y administracién. Una de las soluciones para facilitar el uso de este farmaco es a través
de sistemas micelares del tensioactivo no ionico polisorbato 80 (PSB 80) como vehiculos para su
administracion parenteral (Pfizer Australia Pty Ltd, 2013), (Sheu, Wu, Su, Ho, 2017). La
caracteristica principal de los tensoactivos que les permite mejorar la solubilidad de sustancias como
el docetaxel es que son moléculas anfifilicas, compuestas por una porcion hidrofébica y otra
hidrofilica (Perinelli ez al., 2020). Al formularse el producto farmacéutico, el ingrediente farmacéutico
activo (IFA) se solubiliza en las cadenas hidréfobas del surfactante; posteriormente al disolver el
medicamento en suero fisiologico se forma la micela en cuyo nucleo el farmaco queda atrapado
fisicamente, lo que impide que entre en contacto con el agua del medio y precipite (McEvoy, 2015).
Las micelas permiten mejorar su biodisponibilidad, reducir su toxicidad y aumentar permeabilidad a
través de las barreras fisiologicas de un farmaco, lo que produce cambios sustanciales y favorables en
la biodistribucion. Ademas, esta conformacion protege la sustancia encapsulada de la degradacion
(por hidrdlisis y enzimatica) (Leonhard, 2013), (Zhang et al., 2016).

Las micelas se forman espontdneamente a una concentracion y temperatura especificas (CMC) y
poseen diametros hidrodinamicos pequefios (entre 5 - 100 nm) que favorecen la circulacion sanguinea
y la penetracion en tejidos y células (Leonhard, 2013), (Lu, Zhang, Yang, Cao, 2018), (Valenzuela
Oses, 2016). Ademas de la CMC vy las dimensiones, un parametro indispensable para caracterizar las
micelas es el potencial Zeta, propiedad fisica que proporciona una medida de la magnitud de
atraccion o repulsidn electrostatica entre las particulas en suspension, lo que aporta informacién
detallada de las causas de la dispersion, agregacion o floculacidén del material en estudio (Consulting
IT, 2020), (Santiago Villarreal & Rojas Gonzalez, 2019).

Un ejemplo de los sistemas micelares que se comercializan es el docetaxel que se produce en Cuba
por los Laboratorios aica® en forma de un concentrado para infusion intravenosa (40 mg/mL) con su
correspondiente diluyente (etanol al 13 %). Para la formulacién del Docetaxel 40 mg/mL ademas del
PSB 80 como surfactante y cosolvente se emplean como excipientes el etanol como disolvente y el
acido citrico como agente regulador de pH. Este formato es similar al del Taxotere, que es el producto
que mas se vende por lo que se le denomina formulacion lider (Pfizer Australia Pty Ltd, 2013).

El objetivo de este trabajo fue caracterizar morfologicamente las micelas de polisorbato 80 derivadas
del inyectable Docetaxel 40 mg/mL a partir de los parametros concentraciéon micelar critica (CMC),
didmetro hidrodindmico y potencial Z.

MATERIALES Y METODOS

MATERIALES

Se utilizaron para el estudio dos lotes del inyectable Docetaxel 40 mg/mL (DC11814y DC11901A) y
del diluyente para el inyectable Docetaxel 40 mg/mL (DD11806 y DD11807), fabricados por la UEB
Citox de la Empresa Laboratorios aica®, Cuba. Como disolventes se emplearon agua para inyeccion
obtenida por 6smosis inversa de la planta de tratamiento de agua de la Unidad de Desarrollo e
Innovacion (UDI) de los Laboratorios aica® y las disoluciones parenterales de cloruro de sodio al 0,9
%, lote CO1001020-1 y de dextrosa al 5 %, lote 0055109 producidos por la Empresa de sueros y
productos hemoderivados “Adalberto Pesant”, Cuba.
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METODOS

DETERMINACION DE LA CMC

Se disolvieron tres bulbos del inyectable Docetaxel 40 mg/mL con su correspondiente diluyente. A
partir de la mezcla obtenida con el contenido de los tres bulbos se prepararon tres disoluciones
madres de concentracion 2,58 x 10, en agua, dextrosa 5 % y NaCl al 0,9 %, respectivamente. De esas
disoluciones se tomaron alicuotas para preparar trece disoluciones a las concentraciones 2,56 x 107;
5,12 x107; 1,28 x 10; 2,05 x 10%; 2,56 x 10%; 5,1 x 10°; 1,28 x 10%; 2,04 x 105; 2,56 x 107; 2,56 x 10
55,16 x 10°; 1,29 x 10%; 2,06 x 10* y 2,58 x 10* mol/L, en cada uno de los tres disolventes que se
mencionaron antes. Posteriormente se determinaron la conductividad y la absorbancia de las
diferentes disoluciones preparadas a una temperatura de 303 K. La CMC se calculd a partir del
cambio de pendiente en los graficos de conductividad o absorbancia vs In(concentracion) segun
correspondiera. La conductividad se midi6 con un conductimetro marca ThermoScientific
(Singapur). Para la medicion de la absorbancia se utilizdo un espectrofotometro Ultravioleta visible
marca Genesys 10 uvScanning (Japén). Los graficos se realizaron con el empleo del programa Origin
8 (Ali, Ali, Kareem, 2018) (Natyem et al., 2020) (Lu et al., 2018).

Determinacion del diametro hidrodinamico y el potencial Z

Se prepararon disoluciones del Docetaxel 40 mg/mL a las concentraciones maxima (0,74 mg/mL) y
minima (0,3 mg/mL) de administracién del docetaxel en dextrosa al 5 % y NaCl al 0,9 % para la
determinacion del diametro hidrodindmico. Las mediciones se realizaron en un analizador de
tamafio de particula Zetasizer Nano-ZS (Reino Unido) con un volumen de muestra de 1 mL. Para la
medicion de diametro hidrodindmico se programo el equipo para realizar 3 mediciones de 15 corridas
cada una, y para la determinacion del potencial Z se programaron 3 mediciones de 100 corridas cada
una. Con los valores del diametro hidrodinamico se realizdé una comparacién multiple mediante el
test de Fisher con el programa Statgraphics plus version 5,1 (Varshosaz, Taymouri, Hassanzadeh,
Javanmard, Rostami, 2015) (Bautista, 2019) (Ogawa, 2018).

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la CMC

La concentracion micelar critica (CMC) es crucial ya que es el principal parametro fisico-quimico a
determinar en los tensoactivos puros para su caracterizacion en términos de actividad superficial y
agregacion autoensamblada. Las propiedades de autoensamblaje estan en funcion de la concentracion
y, en menor medida, de la temperatura, por lo que son parametros importantes a controlar (Perinelli
et al., 2020). La determinacion de la CMC se realizo a través de las técnicas de conductimetria y
espectroscopia UV-vis, con el empleo de diferentes disolventes (Tabla 1). La interferencia de los iones
del NaCl impidieron obtener resultados con este disolvente mediante la técnica conductimétrica.

Por debajo de la CMC las moléculas del surfactante se absorben en la interface liquido/aire, y con el
incremento de su concentracion ocurre la saturacion de la superficie producto de la asociacion de los
mondmeros adicionales en forma de micelas (CMC). Este cambio es detectado por la técnica
empleada para la determinacion del parametro mediante la variacion de la pendiente de la curva
(Bautista Pérez, 2019). En las Figuras 1 y 2 se muestran los cambios de los valores de conductividad y
absorbancia vs In(C), respectivamente, que se obtuvieron al evaluar la formacion de micela del
Docetaxel 40 mg/mL.
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Fig. 1. Curvas obtenidas mediante conductimetria para la determinacion de la CMC del Docetaxel 40 mg/mL
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Fig. 2. Curvas obtenidas mediante espectrofotometria UV-vis para la determinacion de la CMC del Docetaxel 40
mg/mL

Para el sistema de estudio se obtuvieron valores constantes en el intervalo de 5,16 x 10° a 2,56 x 107
mol/L. En la Tabla 1 se reportan los valores de la CMC los cuales se encuentran en el orden de los
10° mol/L, resultados similares a los que reportan Andrango Lincango (Andrango Lincango, 2016)
(1,26 x 10%) para el PSB 80 y superiores al reportado para el Taxotere (4,82 x 107 mol/L) y el
Docetaxel Hospira (3,13 x 10° mol/L) (Pfizer Australia Pty Ltd, 2013).

Tabla 1. Valores de CMC
Técnica
Medi
edio Conductimetria Espectrofotometria UV-vis
Agua 6,51x10°+ 1,6 x10%b 6,60x10°+ 1,6 x10%e¢
NaCl al 0,9 % - 6,58x10° 1,6 x10%d
Dextrosa al 5 % 6,27x10°+ 1,6 x10%a 6,53x10°+1,6x10%c
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Las letras representan los grupos estadisticos a los cuales se corresponden lo valores obtenidos, los
resultados que pertenezcan a los mismos grupos se consideran similares.

La CMC no es un valor exacto sino un rango de concentraciones, el cual puede ser relativamente
amplio en dependencia del proceso de manufactura del surfactante, por lo que los resultados pueden
diferir de un lote de fabricacion a otro (European Medicines Agency, 2010). En dependencia de la
naturaleza de la disolucion también variara la CMC obtenida (European Medicines Agency, 2010).
Existen diferencias significativas entre los valores obtenidos lo que indica que las caracteristicas del
medio influyen en la formacién de las micelas.

Ademas, se aprecia que cuando se emplea agua como disolvente se obtienen valores de CMC
superiores. Uno de los factores que pudieron influir en estos resultados fue la presencia de sales de
metales alcalinotérreos o alcalinos, como es el caso del sodio que segun reportan Held (Held, 2014) y
Chidi y Adebayo (Chidi & Adebayo, 2018) ocasiona la disminucién de los valores de la CMC. Los
valores obtenidos se pueden deber a que en medios que contienen sales aumentan los valores de la
polarizacion del tensoactivo (Held, 2014).

Chidi y Adebayo también mencionan en sus investigaciones que las mediciones de absorbancia
reportan resultados mas veridicos para la determinacion de la CMC de tensoactivos no ioénicos (Chidi
& Adebayo, 2018) lo que puede explicar por qué al comparar los resultados en las dos técnicas
analiticas, se aprecian valores superiores de la CMC con el empleo de la espectroscopia UV-vis.
Obviamente, se esperan algunas diferencias en los valores calculados a partir de diversas técnicas ya
que la medicion de diferentes propiedades fisico-quimicas estan relacionadas con el comportamiento
de la absorcion en la superficie o agregacion del anfifilo. Sin embargo, muchas de tales diferencias
pueden derivarse de las deficiencias de la técnica utilizada, la presencia de impurezas o el analisis de
los datos (Scholz, Behnke, Resch-Genger, 2018). En este caso las diferencias se deben al principio
fisico de analisis de los métodos que se utilizan.

Durante la investigacion no se encontraron reportes referentes a determinaciones de CMC en
disoluciones de dextrosa con los cuales comparar los resultados obtenidos.

Los valores de la determinacion de la CMC obtenidos corroboran la formacion de las micelas e indica
que el producto es adecuado para su administracion parenteral, ya que fueron inferiores al contenido
del tensoactivo en la concentracion minima de administracion del docetaxel.

3.1. Determinacion del diametro hidrodinamico

Se realizo la determinacion del diametro hidrodinamico de la micela mediante dispersion dinamica
de la luz (DLS por sus siglas en inglés), técnica ideal para estudiar micelas de tensioactivos, ya que no
es invasiva y permite realizar mediciones de la muestra en su entorno nativo (Malvern instrument
limited, 2015).

Se reporta en la literatura consultada que los cambios en el pH, la fuerza idnica y la temperatura
influyen en el tamafio y la forma de las micelas del tensioactivo. Ademas, en algunos casos, el
tamano de la micela también puede verse afectado por la concentraciéon de surfactante (Malvern
instrument limited, 2015), por lo que para el estudio de este sistema se analizaron muestras del
Docetaxel 40 mg/mL en NaCl al 0,9 % y dextrosa al 5 % y se trabaj6 a las concentraciones minimas
(0,3 mg/mL) y maximas (0,74 mg/mL) de administracion del docetaxel.

En la Figura 3 se observan las curvas de distribuciones obtenidas con predominio de picos principales
cercanos a los 10 nm y bajos indices de polidispersion en todos los experimentos.
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Fig. 3. Curvas de distribucion de diametro hidrodindmicos correspondientes a los resultados para las disoluciones
del Docetaxel 40 mg/mL: A- 0,3 mg/mL en dextrosa al 5 %, B- 0,74 mg/mL en dextrosa al 5 %, C- 0,3 mg/mL
en NaClal 0,9 % y D- 0,74 mg/mL en NaCl al 0,9 %

En la Tabla 2 se aprecia que los didmetros hidrodindmicos fueron menores de 20 nm, valores que se
encuentran dentro del rango de tamano habitual de un producto farmacéutico micelar (entre 10 y 80
nm) (Leonhard, 2013). Estos resultados son similares a los reportados por Song y colaboradores
(European Medicines Agency, 2010) y Bautista (Bautista Pérez, 2019) para micelas de PSB 80.

Tabla 2. Diametros hidrodinamicos obtenidos mediante DLS

Diametros hidrodinamicos (nm)

NaCl10,9 % Dextrosa 5 %
0,3 mg/mL 0,74 mg/mL 0,3 mg/mL 0,74 mg/mL
10,69 * 0,06 13,3 £0,3° 12,4 £ 0,4° 14,9 = 0,8¢

Las letras representan los grupos estadisticos a los cuales se corresponden lo valores obtenidos, los
resultados que pertenezcan a los mismos grupos se consideran similares.

Existen diferencias significativas entre diametros hidrodinamicos de las micelas analizadas, por lo
que se puede afirmar que el tamafio de las micelas también estd influenciado por las condiciones de
dispersion y la concentracion del tensoactivo, hecho que se encuentra ampliamente reportado en la
bibliografia (Malvern instrument limited, 2015).

Para la determinacion del potencial Z también se empleo la técnica de DLS. Esta determinacion es
muy importante al caracterizar micelas ya que permite medir su carga superficial. Valores de esta
magnitud cercanos a 0 pueden inducir la agregacion de las micelas ya que cuanto mayor es el valor
del potencial Z (sea positivo o negativo), mas estables son las mismas en disolucion (Bautista, 2019)
(Murru, 2017). Dicha estabilidad se deriva de que el incremento de la carga relativa de las micelas
aumenta la repulsion electrostatica entre las mismas lo que aumenta la velocidad de difusion de las
micelas, disminuyendo las posibilidades de que ocurra la agregacion y garantiza su estabilidad
(Bautista, 2019) (Malvern instrument limited, 2015) (Varshosaz, Taymouri, Hassanzadeh,
Javanmard, Rostami, 2015).

Solo se realizaron mediciones con las disoluciones en dextrosa al 5 % debido a que la concentracion
de los iones del NaCl al 0,9 % hace interferencia en el calculo de la carga superficial de las micelas.
En la Figura 4 se muestran sus curvas de distribuciéon. En todas las curvas se observan valores
negativos, lo cual se debe a los grupos polioxietileno (POE) de las cabezas polares del PSB 80
(Varshosaz, Taymouri, Hassanzadeh, Javanmard, Rostami, 2015).
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Fig. 4. Curvas de distribucion del potencial Z correspondientes a las disoluciones en dextrosa al 5 % de: A-
Docetaxel 40 mg/mL (0,3 mg/mlL) y B- Docetaxel 40 mg/mL (0,74 mg/mL).

En la Tabla 3 se reportan los valores de potencial Z y conductividad, donde se puede apreciar que
ocurre un incremento de la conductividad con el aumento de la concentracion, lo cual se debe a la
mayor concentracion de acido citrico (agente regulador de pH que se usa en la formulacién del
Docetaxel 40 mg/mL) presente en las disoluciones. Ademas, se aprecia como disminuye el valor del
potencial Z al aumentar la concentraciéon del medicamento, resultados similares a los obtenidos por
Varshosaz y colaboradores para micelas de colesterol con docetaxel encapsulado ((Varshosaz,
Taymouri, Hassanzadeh, Javanmard, Rostami, 2015).

Tabla 3. Valores de potencial Z y conductividad

Disolucion Potencial Z (mV) Conductividad (mS/cm)
0,3 mg/mL -7,51 0,253 mS/cm
0,74 mg/mL  _ 4,30 0,335 mS/cm

Los valores de potencial Z se encuentran fuera del rango en el que las micelas se consideran estables
en forma y tamafio (cercanos o menores de — 30 mV y cercanos o mayores de + 30 mV) (Bautista,
2019) lo que puede ocasionar la precipitacion del principio activo. No obstante, resultados reportados
por Valdés Parra (Valdés Parra, 2022) demuestran que la estabilidad del inyectable en solucion es
suficiente para su administracion en el tiempo establecido (una hora).

Se estudia la posibilidad de desarrollar una formulaciéon cuyos valores de potencial Z se encuentren
en el rango deseado para mejorar la estabilidad del farmaco en disolucion.

CONCLUSIONES

Se caracterizaron morfologicamente las micelas de PSB 80 derivadas del inyectable Docetaxel 40
mg/mL fabricado por los Laboratorios aica* en agua, suero de dextrosa al 5 % y suero de cloruro de
sodio al 0,9 %. Se obtuvieron valores de CMC (en el orden de 10° mg/mL) y de tamafios de particula
(inferiores a 20 nm) adecuados para la administracion parenteral de medicamentos micelares
(Leonhard, 2013). Los valores de potenciales Z (-4 a -8 mV) aunque se encuentran fuera del rango en
el que las micelas se consideran estables para su uso como inyectables (< -30 mV o > + 30 mV) son
suficientes para garantizar la estabilidad del medicamento durante su administracion (Valdés, 2022).
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