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ABREVIACIONES

My: Peso molecular promedio en nimero

My: Peso molecular promedio en peso

Alg: Alginato/s

ATB: Antibi6tico/s

CIM: Concentracién de inhibiciéon minima

DLS: Dispersion dindmica de luz

DSC: Calorimetria diferencial de barrido

EE: Eficiencia de encapsulacién

Enc: Encapsulacién

EuE100: Eudragit E100

EuRS: Eudragit RS

EuS100: Eudragit S100

FTIR: Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier
HPLC: Cromatografia liquida de alta performance

IFIS: Implantes de formacioén in situ

IFIS-IS: Implantes de formacion in situ por intercambio de solventes
IPD: Indice poblacional de dispersién

Ka: Constante de disociacion 4cida

PeC: Poli(e-caprolactona)

PA: Principio activo

pKa: - log (Ka)

PLGA: Acido poli(lactico-co-glicélico)

PM: Peso molecular

PVA: Alcohol poli(vinilico)

PVP: Poli(vinil-pirrolidona)

SCDDB: Sistema de clasificacién y disposicion de drogas biofarmacéuticas
SEM: Microscopia electrénica de barrido

SLCD: Sistema/s de liberacién controlada de drogas

TEM: Microscopia de transmision electronica

Tg: Temperatura de transicion vitrea






RESUMEN

La liberacién controlada de farmacos representa una plataforma cientifica y tecnoldgica
de gran interés para los campos de la salud humana y animal. Las posibilidades de
optimizar el nimero de dosis y disminuir los efectos secundarios son algunas de las
ventajas mds importantes. Los sistemas para la liberacion controlada de drogas permiten
obtener nuevos perfiles farmacocinéticos resolviendo problemas relacionados con la via
de administracion y la biodisponibilidad de los principios activos. Entre las opciones para
el desarrollo de este tipo de tecnologias, la utilizacién de matrices poliméricas ha
adquirido gran importancia. Los polimeros, en sus diversas conformaciones quimicas,
permiten la obtenciéon de sistemas con variadas geometrias y caracteristicas
fisicoquimicas. Ademds, este tipo de materiales representan una oportunidad para el
disefio de sistemas estimulo-respuesta, capaces de liberar el fairmaco en circunstancias
fisiologicas especificas.

En el presente trabajo, se investigaron diferentes sistemas poliméricos para la liberacion
controlada del antibidtico florfenicol. Este principio activo es un antibidtico de amplio
espectro, utilizado en la industria veterinaria para combatir enfermedades infecciosas en
diferentes especies. El alto nimero de dosis requerido y la dificultad para preparar
formulaciones adecuadas convierten al florfenicol en un excelente candidato para el
disefio de sistemas de liberacion controlada. La utilizacion de polimeros para el disefio de
los sistemas otorgd la versatilidad necesaria para explorar diferentes geometrias y
tamafios, teniendo en cuenta distintas posibles vias de administracion. Se emplearon
polimeros de diferentes fuentes y con una biocompatibilidad asegurada. Aprovechando
las propiedades quimicas de dichos materiales, se busco desarrollar matrices capaces de
liberar el antibidtico florfenicol de forma controlada en diferentes condiciones
fisicoquimicas.

Se lograron disefar matrices poliméricas con diferentes estructuras: nanoparticulas,
microparticulas, macroparticulas o beads, e implantes. Se utilizaron polimeros sintéticos
como el PLGA y poli(metacrilatos) de la serie Eudragit®. También se evaluaron polimeros
naturales como el alginato y la pectina. Se ensayaron diferentes técnicas de sintesis como
la emulsién-evaporacion de solvente, gelacion idnica e inversion de fases. Los diferentes
sistemas logrados presentaron variadas caracteristicas en términos de

encapsulacion/atrapamiento del principio activo y los perfiles de liberacion observados.



RESUMEN

Los sistemas poliméricos desarrollados en la presente investigacion representan nuevas y
promisorias herramientas para el disefio y aplicaciéon de nuevas terapias basadas en

florfenicol.
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SUMMARY

Controlled drug release represents a scientific and technological platform of great interest
in the human and animal healthcare fields. The possibilities of optimizing doses and
reducing secondary effects are advantages. The systems for controlled drug release allow
to obtain new pharmacokinetic profiles solving problems related to the administration
ways and the biodisponibility of different active principles. Between the developed
technologies of controlled drug release, the use of polymeric matrix has become an
important option. Polymers exhibit a great variety of chemical structures and allow the
design of systems with different geometries and physicochemical properties.
Furthermore, stimuli-responsive polymeric materials are able to release the active
principle in the specific conditions of the physiological media.

In the present work, different polymeric systems were investigated for the controlled
release of the antibiotic florfenicol. This active principle is a broad spectrum antibiotic
widely used in the veterinary industry against different kind of infections. The principal
problems of conventional florfenicol administration are related with the high number of
required doses and concentrated formulations preparation. Controlled drug release
polymeric systems allowed exploring different geometries, sizes and administration
pathways. Biocompatible polymers of different sources were used.

Different polymeric structures were designed: nanoparticles, microparticles,
macroparticles or beads and in sifu formed implants. Both synthetic polymers such as
PLGA and Eudragit poly(methacrilates) and natural polymers like alginate and pectin
were used. Different synthesis techniques were assessed such as emulsion-solvent
evaporation, ionic gelation and phase-inversion. The different polymeric systems
presented a variety of characteristics in terms of size, drug entrapment and drug release
profiles.

The systems developed in the present work represent promising tools for new therapies

design for florfenicol administration.
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INTRODUCCION GENERAL

LIBERACION CONTROLADA DE PRINCIPIOS ACTIVOS

En las dltimas décadas, se ha generado un gran interés por reemplazar las terapias
convencionales basadas en la administracion directa de principios activos (PA) por otras
capaces de liberarlos de forma controlada, en cantidades efectivas y durante un periodo
de tiempo determinado. Con un disefio determinado, un sistema de liberacion controlada
de droga (SLCD) puede liberar el PA de forma sistémica o en los sitios de accién de forma
especifica, con una tasa temporal adecuada.[1] Esta tecnologia ha permitido mejorar las
formas de administracion y la eficiencia de antibidticos, vacunas, péptidos, entre otros.
Las técnicas de administracion mas comunes, como los comprimidos y soluciones
inyectables, presentan diversos problemas relacionados con la aplicacién de
formulaciones concentradas, la utilizacién de multiples dosis, la invasividad, la dificultad
para administrar grandes moléculas, entre otros. Ademds, son incapaces de ofrecer
ventajas relacionados al tratamiento direccionado, a la activacion controlada y a la amplia
aplicabilidad para diferentes PA.[2,3] Asimismo, las investigaciones relacionadas con las
tecnologias de liberacion controlada no sélo se han enfocado en mejorar las rutas de
administracién mas comunes, sino también en abrir/redescubrir nuevas vias como la
nasal-pulmonar, transdermal, vaginal y ocular.[4] Los SLCD incluyen formulaciones
basadas tanto en matrices degradables como no degradables. La principal diferencia entre
ambas es que las primeras no requieren su remocion al final del tratamiento. En cambio,
las matrices inertes pueden removerse, o no, al final de la liberacion, la cual puede estar
determinada por el agotamiento del PA o por la indicacién e intervencion de un
profesional.[5]

El término “liberacion de droga” refiere al proceso que involucra la migracion del PA
desde el seno de la matriz, hacia la superficie exterior de la misma y luego, hacia el medio
de liberacion. Este proceso de transporte es afectado por multiples factores tales como:
las caracteristicas fisicoquimicas del PA y la matriz, las caracteristicas estructurales y
degradativas de la matriz, y las propiedades y condiciones del medio de liberacion.[6]
En el caso de las propiedades fisicoquimicas del PA, un factor importante es su
hidrofilicidad. Los fluidos bioldgicos en los que se busca lograr tasas de liberacion
controladas son de base acuosa. Los potenciales quimicos que impulsan la migracion
desde las matrices estdn intimamente relacionados con la solubilidad del PA en agua.
Ademds, esta propiedad afecta la fuerza de interaccion entre la droga y la matriz a medida
que se produce el transporte, lo que determina en gran medida los tiempos de actuacion

de los sistemas desarrollados.
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Respecto de las propiedades de la matriz, el PA se puede incorporar en diferentes tipos
de matrices capaces de otorgar diferentes propiedades a los sistemas de liberacion
controlada.[2] Las matrices pueden variar de simples comprimidos de excipientes hasta
intrincadas redes poliméricas. Con los avances en disefio e ingenieria de materiales, se
introdujeron nuevas macromoléculas complejas en el desarrollo de SLCD. Tanto
materiales derivados de la naturaleza (alginato, pectina, quitosano) como de origen
sintético (dcido poli(lactico-co-glicélico), poli(caprolactona)), son ampliamente
utilizados en este campo. El atractivo de los polimeros naturales radica principalmente en
su amplia disponibilidad, su bajo costo, su potencial degradabilidad y biocompatibilidad.
La principal desventaja es la dificultad de asegurar su pureza.[7,8] Por otro lado, la
sintesis de polimeros brinda la posibilidad de disefar moléculas con caracteristicas
preestablecidas para lograr funcionalidades especificas y determinar, entre otras
propiedades, los tiempos de degradacion y liberacion del PA. La mayor desventaja de los
polimeros sintéticos es el costo de produccion.[2]

Una caracteristica sumamente importante durante la seleccion de una matriz es su
biodegradabilidad. En tal sentido, la capacidad de los polimeros para mantener su
integridad a lo largo de un tiempo determinado en el fluido biol6gico es relevante en la
definicion de los procesos que gobiernen la liberacion del PA. En el caso de matrices
biodegradables, se pueden observar no solo fenémenos difusivos sino también de
hinchamiento y/o erosion, generando propiedades tnicas en los SLCD. Al igual que en el
caso del PA, su interaccién con el fluido biolégico acuoso determina en gran medida la
velocidad de liberacion, impulsando o demorando los frentes de disolucién y difusion a
través del sistema.[1,6]

Los SLCD que se basan en la utilizacién de matrices poliméricas pueden formularse como
nanoesferas, microparticulas, particulas de tamafio milimétrico para aplicacién oral,
parches e implantes, entre los mds comunes. El tamafio y la superficie de la matriz en
contacto con el medio de liberacion afectan los tiempos de liberacién.[9]. Por otra parte,
los tamafios y geometrias de los sistemas influirdn en su comportamiento en los diferentes
compartimientos del organismo, permitiendo lograr el direccionamiento, activo o pasivo,
de las drogas liberadas. Por ejemplo, las nanoparticulas, a través del torrente sanguineo,
son capaces de acumularse en zonas con un alto grado de vascularizacién mientras que
sistemas de tamafio milimétrico pueden circular a través del sistema digestivo sin

atravesar la barrera intestinal.[10—-12]
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Finalmente, el conocimiento en detalle del compartimiento biolégico donde se requiere
la liberaciéon del PA es fundamental para el disefio de las tecnologias de liberacion
controlada. La cantidad de medio fluido, sus componentes solubles y/o en suspension, y
la vascularizacién son determinantes en la solubilidad y retencién del PA y por ende, en
el potencial fisicoquimico que determina la difusion desde las matrices

poliméricas.[13,14]

BIODEGRADACION

La biodegradacion, en sistemas de uso médico o veterinario, implica la degradacion de
las cadenas poliméricas, a compuestos inocuos, capaces de ser metabolizados y
excretados por el organismo. La capacidad de auto-remocidén, posterior a la
administraciéon del SLCD, facilita la aceptacion, el cumplimiento de las terapias y la
optimizacién de las intervenciones profesionales.[2]

La biodegradacion se basa en la ruptura de los enlaces moleculares de las cadenas
poliméricas, por mecanismos presentes en diferentes medios biolégicos. En general, los
polimeros biodegradables poseen enlaces de tipo amida y ésteres, y su remocién puede
resultar de una combinacién de fendmenos quimicos (ej. hidrélisis) y enziméticos.[15,16]
La biodegradabilidad del polimero utilizado define en muchos casos la erosiéon de la
matriz polimérica, influyendo directamente en la velocidad de liberacion del PA. Dos
modelos son los mds comunes para clasificar los sistemas segun el tipo de degradacién
matricial: degradacion superficial, que implica la degradacion heterogénea de la matriz
desde la superficie hacia el interior del sistema, y degradaciéon homogénea, que abarca a
aquellos sistemas cuya degradacién se da progresiva y uniformemente en todo el
material.[17] Para polimeros hidrolizables, el modelo de degradacion que siga la matriz
dependerd del balance entre la velocidad de ingreso de agua al dispositivo y de la
velocidad de degradacion del polimero. Ademads, la velocidad a la que el polimero se
degrada estd influenciada por su peso molecular, polidispersidad, composicién quimica,
y grado de cristalinidad. En este sentido, es de suma importancia la interaccién con el
medio acuoso debido a su estrecha influencia con los procesos degradativos hidroliticos
y enzimaticos. Como ejemplo, estd ampliamente difundida la utilizacién de poliésteres
sintéticos semicristalinos (ej. PLGA), donde la degradacién comienza con la introduccién
de agua en las zonas amorfas, su posterior degradacién hidrolitica y finalmente la
degradacion completa de las cadenas.[6] Por otro lado, pueden utilizarse polimeros de

origen natural (ej. alginato, pectina), cuya alta solubilidad acuosa permite la erosion
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matricial y la posterior degradacion polimérica por vias enzimdticas endégenas, capaces
de generar productos metabolizables.[18—-20]

Las formas en las que el PA es liberado desde lo SLCD estéan estrechamente relacionadas
con las cinéticas de degradacion del polimero. Los mecanismos de liberacion incluyen
fenomenos difusivos, de hinchamiento y/o de erosion.[2] En los procesos difusivos, la
droga migra a través de la matriz polimérica y de forma regulada por la diferencia de
potenciales quimicos asociados a los gradientes de concentraciones de PA. Durante el
hinchamiento, el ingreso del medio de liberacion a la matriz polimérica es afectado tanto
por la porosidad como por la hidrofilicidad/hidrofobicidad del polimero. Por otro lado, la
erosion polimérica disminuye el tamafio de la matriz y aumenta la porosidad, aumentando
la posibilidad de difusién de la droga. Asi, la liberacion del PA desde un polimero
biodegradable resulta de los efectos combinados de los fendémenos descriptos, como se

esquematiza en la Figura 1.

+Q/ LIBERACION LIBERACION\(,
N POR POR D
EROSION DIFUSION >°
Lento PROCESOS DE DIFUSION Rapido

Figura 1 - Procesos intervinientes en un sistema polimérico para la liberacidn controlada de drogas.

(Figura adaptada de Winzenburg et al. (2004) [2])
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MODELADO MATEMATICO PARA LA LIBERACION CONTROLADA
DE DROGAS

Los modelos matematicos aplicados en el campo de la liberacién controlada de farmacos
resultan una herramienta de gran interés debido a su capacidad predictiva y a su posible
aplicacion en la optimizaciéon y el control de los procesos involucrados. Ademads,
constituyen herramientas utiles para el entendimiento de los fenémenos fisicoquimicos
asociados.[21]

El estudio sobre los perfiles de disolucién de un farmaco desde un sistema de liberacién
controlada es el paso principal para arribar a resultados satisfactorios. Las propiedades
farmacocinéticas de una droga estdn muy ligadas a su absorcién y biodisponibilidad. En
este sentido, la velocidad de liberacidn del farmaco es un factor de gran importancia en
su distribucion en el organismo y los niveles sistémicos o sitio-especificos alcanzados,
aspectos que deben ser controlados para lograr formulaciones seguras y efectivas. Los
modelos matemdticos pueden ser capaces de estimar los perfiles de liberaciéon y de
disoluciéon de las drogas sin la necesidad de llevar a cabo un gran ndmero de
experimentos, optimizando el tiempo y los costos de desarrollo [21,22]

Los modelos matemaéticos utilizados pueden clasificarse en empiricos, semi-empiricos o
tedricos. Los primeros aplican ecuaciones que permiten describir mateméticamente los
resultados de las cinéticas de liberacion, pero los pardmetros matematicos no tienen un
significado fisicoquimico real y no aportan informacion detallada sobre los factores
intervinientes en el proceso de liberacion. Los ejemplos mds comunes de este tipo de
modelos son los de orden cero, primer orden, Higuchi, Korsmmeyer-Peppas, Weibull,
entre otros. Este tipo de modelos resulta util para describir las diferentes fases de una
cinética de liberacion para, por ejemplo, el desarrollo de un producto comercial.[23] Por
otro lado, los modelos tedricos se basan, principalmente, en balances de materias que
incluyen la primera ley de Fick y permiten describir con mayor detalle los fendmenos
fisicoquimicos involucrados en la liberacion del PA a través de la matriz. Los modelos de
tipo tedrico tienen en cuenta factores como las propiedades fisicoquimicas de la droga y
el polimero, el tamafio y la porosidad de la matriz polimérica, el fendmeno de
hinchamiento, las propiedades del medio de liberacion, entre otros.[24]

En resumen, el objetivo principal de modelar un proceso de liberacién de un PA es
correlacionar matemdticamente la velocidad de liberacién con las caracteristicas

particulares del sistema tales como: propiedades fisicoquimicas del farmaco y la matriz
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polimérica, procesos de disoluciéon y difusidén, caracteristicas dimensionales vy
geométricas de la matriz de liberacién y fendmenos de degradacion.

Por otra parte, en muchos casos, los modelos mateméticos pueden ser utilizados para
diferentes farmacos y matrices considerando pardmetros apropiados. Esta ventaja resulta
de gran interés, tanto en las industrias farmacéuticas y veterinarias como en el dmbito
cientifico, donde se llevan a cabo multiples desarrollos en paralelo.[25,26]

En la bibliografia existen numerosos trabajos que tratan sobre el modelado de la
liberaciéon controlada de principios activos como hormonas[27,28], proteinas[29],
medicamentos anticancerigenos[30], antibidticos[31], entre otros. La prediccion del
comportamiento de las formulaciones desarrolladas en el presente trabajo de
investigacién permitird optimizar los SLCD, comprender los mecanismos de liberacion
involucrados y modificar las caracteristicas de los sistemas para lograr los resultados

deseados.

LIBERACION CONTROLADA DE ANTIBIOTICOS

La era de los antibidticos (ATB) comenzé en el afio 1928 con el descubrimiento de la
penicilina fingica por Sir Alexander Fleming en el Reino Unido. De forma *“accidental”,
se descubrié que un hongo producia una sustancia capaz de matar cierta clase de bacterias
que se encontraban en estudio. A partir de este descubrimiento, se desarrollaron nuevos
principios activos capaces de combatir las principales afecciones a las cuales el mundo se
encontraba sometido en los campos de la salud humana y animal.[32]

Durante los pasados 50 afios, “la edad dorada™ del desarrollo de antibidticos, se lograron
descubrimientos de multiples clases de antibidticos tales como sulfonamidas, penicilinas
y estreptomicinas. De esta manera, se sentaron las bases moleculares y quimicas para la
expansion y mejora de las aplicaciones de los diferentes grupos de ATB. En las pasadas
dos décadas, se desarrollaron de forma exitosa mds de cincuenta clases de ATB por parte
de reconocidas empresas, satisfaciendo las nuevas necesidades para atacar las diferentes
patologias registradas en seres humanos y animales. Es asi que, desde el afio 1930, el
impacto de las infecciones bacterianas ha caido de manera pronunciada.[32]

Sin embargo, luego de esta época de alto desarrollo de nuevos principios activos, la
industria farmacéutica opté por la investigacion sobre derivados de los antibidticos ya
existentes. La disminucién en la prevalencia de infecciones bacterianas y el creciente
interés en las enfermedades cronicas fueron las principales causas del declive del

desarrollo de nuevas moléculas antibacterianas. Utilizando herramientas provenientes de
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la quimica de sintesis, se realizaron modificaciones sobre las estructuras ya existentes,
otorgandole a las nuevas moléculas novedosas capacidades con mejoras relacionadas
tanto en su funcionamiento como en la aplicabilidad.[33]

La resistencia bacteriana a los ATB representa uno de los mayores problemas tanto para
la salud publica como para el sector productivo ganadero.[32] Las mutaciones azarosas
junto con la alta tasa de reproduccion de los microorganismos llevan a una ripida
evolucidn en las capacidades para mitigar los efectos de los antibiticos. La mayoria de
los antibidticos tiene una “obsolencia inherente” debido al desarrollo de resistencia por
modificaciones en la molécula diana, la pérdida de la capacidad del principio activo para
penetrar las membranas bacterianas (biofilms) y la aparicion de enzimas con capacidad
de degradacion. La seleccion de patégenos resistentes es una consecuencia normal en el
curso de las terapias antibioticas.[34,35]

Los ATB son compuestos activos capaces de destruir o inhibir diferentes tipos de
bacterias afectando elementos metabdlicos y/o estructurales necesarios para su
supervivencia. Los efectos pueden ser del tipo bactericida, cuando los ATB son capaces
de matar los microorganismos, o bacteriostatico, cuando los mismos son capaces de
inhibir el crecimiento de la poblacion bacteriana. Una de las principales clasificaciones
se refiere a la capacidad de los ATB para atacar bacterias Gram-positivas y Gram-
negativas, denominados de amplio espectro, o s6lo uno de estos tipos bacterianos,
denominados de espectro reducido. Por otro lado, una clasificacién mas extensa se refiere
a los efectos del ATB sobre las moléculas diana del microorganismo[13], segun sean:

1. Inhibidores de la sintesis de pared celular: en este grupo se encuentran
principalmente los PB-lactdmicos. Son ATB capaces de afectar la sintesis de la
pared celular, dnicamente a células del tipo procariota. Ademds, necesitan de una
division celular activa para poder cumplir con su objetivo.

2. Inhibidores de la membrana celular: los principales representantes de este tipo de
ATB son las polimixinas. Atacan la integridad de la membrana plasmatica celular,
afectando el contenido celular. Debido a su mecanismo de accién, tienen baja
selectividad con respecto a células procariotas y eucariotas.

3. Inhibidores de la sintesis proteica: aqui se encuentran agrupados los
aminoglucésidos, las tetraciclinas, el cloranfenicol y sus derivados, y los
macroélidos. En general, atacan a las estructuras ribosémicas, inhibiendo la sintesis
proteica y, por ende, la produccién de los elementos esenciales para la

supervivencia celular.
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4. Efectores de acidos nucleicos: son las quinolonas. Estas moléculas tienen la
capacidad de interactuar con las enzimas relacionadas con la produccién de
ADN/ARN, bloqueando el desarrollo y reproducciéon natural de los
microorganismos.

5. Inhibidores de folato: en este grupo podemos encontrar las sulfonamidas. Estos
ATB son capaces de afectar la sintesis de folato, metabolito esencial para el
correcto desarrollo bacteriano.

Otra caracteristica importante que presentan los ATB es su relacioén con la concentracion
plasmitica y el tiempo de accion. Los ATB bactericidas, dependientes de la
concentracion, presentan una eficacia aumentada cuando se incrementa la dosis y, como
consecuencia, la concentracion plasmatica. Para este tipo de ATB, se suelen utilizar altas
dosis con baja frecuencia de administracién. Ejemplos de ATB concentracion-
dependientes son los aminoglucésidos y las quinolonas. En contraste, existen los ATB
tiempo-dependientes como los B-lactdmicos. Estos principios activos no ejercen un mayor
efecto bactericida cuando se aumenta la cantidad dosificada por encima de la
concentracion de inhibiciéon minima (CIM). Por ende, el pardmetro farmacocinético mas
importante en este caso es el tiempo durante el cual se mantienen concentraciones
superiores a la CIM. Este tipo de terapias consiste en dosis menores, pero con mayor
frecuencia de administracion. En el caso de los ATB bacteriostaticos, la efectividad es
dependiente del tiempo en concentraciones superiores a la definida como efectiva.[13]

Los PA antimicrobianos utilizados en animales son esencialmente de la misma clase que
los utilizados en humanos, exceptuando ciertos grupos de antibidticos que se reservan
Unicamente para tratamientos en personas. Los antibidticos y antiparasitarios representan,
aproximadamente, el 50% de los PA terapéuticos ofrecidos en el mercado de productos
veterinarios.[36] Las industrias desarrolladoras de productos para la sanidad animal y
humana comparten caracteristicas muy importantes: son guiadas por la investigacion
cientifica, estdn globalizadas, deben cumplir importantes reglamentaciones y se
encuentran obligadas a producir beneficios econdmicos en un entorno de alta
competitividad. Sin embargo, también presentan notables diferencias, dentro de las cuales
la industria veterinaria presta una particular atencion a los costos, los fendmenos
climatolégicos, la gran variedad de especies y de caracteristicas fisiolégicas/anatémicas,
la aceptacion por parte de los clientes, la seguridad del usuario y del animal, y las
particularidades de las précticas agrondmicas.[36] En Argentina no existen datos

sistematizados, pero a nivel mundial se estima que el 40% de todos los antibidticos
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producidos se destinan mayoritariamente a terapias en la cria de porcinos, bovinos y aves.
Ademads, otro significativo porcentaje se utiliza con fines no-terapéuticos.[37] Las
principales aplicaciones de agentes antimicrobianos en animales son terapéuticas,
metafilacticas, profilacticas y de promocién del crecimiento. La aplicacion terapéutica
abarca el tratamiento de animales individuales infectados, siendo utilizada en animales
domésticos, vacas lecheras, terneros y caballos. Las vias de aplicacion mas utilizadas en
este caso son la oral y por inyecciones. Las técnicas metafildcticas consisten en tratar un
grupo de animales sin diferenciar entre infectados y no infectados. Este procedimiento
permite evitar la propagaciéon de una enfermedad bacteriana en grandes grupos de
animales. La aplicacion de los antibioticos utilizando el agua de bebida y/o el alimento es
la forma mas comun de administracién en el caso de llevar a cabo una metafilaxis. Por
otro lado, la profilaxis consiste en tratar animales no infectados y busca prevenir la
aparicion de enfermedades infecciosas durante cierta época del afio, en la cual se espera
la infeccion por parte de un patdgeno en particular. Esta metodologia permite evitar el
incremento de los costos de produccion asociado a tratamientos de enfermedades
bacterianas establecidas. Finalmente, la utilizacién de agentes antimicrobianos como
factores de promocién del crecimiento permite incrementar la velocidad del aumento del
peso de los animales, incrementando la productividad de la cria. Estas dos ultimas
técnicas son altamente criticadas debido a que se asocian con la gran prevalencia de
resistencia bacteriana presente en los animales tanto domésticos como de produccidn.[38]
Por otra parte, el control de la cantidad de antibiéticos utilizada resulta un parametro de
gran importancia en el disefio de terapias debido a la posibilidad de generar residuos en
los productos de consumo. La sobredosificacion de antibidticos impide que los PA sean
eliminados correctamente del organismo animal, promoviendo que pasen a través de la
cadena de produccién al consumidor final y generando, como consecuencias, toxicidades
directas y cambios perjudiciales en la flora intestinal humana.[39]

La Tabla 1 muestra los principales antibidticos presentes en el mercado veterinario y su

forma de dosificacion mas comun.
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Tabla 1 - Principales antibidticos de uso veterinario y sus formas mas comunes de dosificacion.

(Tabla adaptada de Sun et al (2002) [13])

Nombre

Clase

Forma de dosificacion

Penincilinas

Carbenicilina

Aminopenincilinas

Cloxacilina

Ceftiofur

Gentamicina

Kanamicina

Neomicina

Amikacina

Eritromicina

Tilmicosina

Marbofloxacina

Orbifloxacina

Danofloxacina

Doxi/tetra/oxitetraciclina

Florfenicol

Sulfadimetoxina

B-lactamico

B-lactdmico

-lactdmico

B-lactamico

Cefalosporina

Aminoglucésido

Aminoglucésido

Aminoglucésido

Aminoglucésido

Macroélido

Macrolido

Quinolona

Quinolona

Quinolona

Tetraciclinas

Cloranfenicol

Sulfonamida

Parenteral, tabletas, dosificacion oral

Parenteral, tabletas

Parenteral, tabletas, dosificacion oral

Cépsulas, dosificacion oral

Parenteral

Parenteral

Suspension oral, tabletas

Solucién oral, tabletas, capsulas, ungiientos, gotas

oftdlmicas

Parenteral

Parenteral, tabletas, capsulas, suspension oral

Parenteral

Tabletas

Tabletas

Parenteral

Solucién oral, tabletas, cdpsulas, ungiientos, gotas

oftalmicas

Parenteral, suspensién oral

Parenteral, suspension liquida, tabletas
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Teniendo en cuenta lo mencionado, se vuelve de gran importancia no solo el desarrollo
de nuevos farmacos, sino también el desarrollo de nuevas terapias capaces de minimizar
el nimero y cantidad de dosis administradas a los animales para disminuir las
complejidades de las técnicas utilizadas, la generaciéon de cepas de microorganismos
resistentes y los residuos de PA en los productos de consumo.[38,39] La liberacion
controlada de drogas cumple un rol fundamental en el desarrollo de la sanidad animal.
Estas tecnologias se posicionan en un lugar de relevancia para la veterinaria debido a su
capacidad para [36]:

e Mejorar la aceptacién y conveniencia de los consumidores.

e Mejorar las propiedades farmacocinéticas de los PA.

e Abarcar las exigencias de varias especies para un mismo PA.

e Extender el tiempo de vigencia de las patentes sobre moléculas

(reposicionamiento en el mercado).

e Proveer diferenciacion al producto.

e Optimizar la seguridad de los duefios/productores, consumidores y animales.
La posibilidad de incluir los principios activos en matrices con propiedades especificas
en términos de liberacion de los mismos e interaccion celular, representa un gran interés
para el disefio de nuevas terapias clinicas. El disefio de SLCD para ATB constituye una
herramienta fundamental para lograr pardmetros farmacocinéticos y farmacodindmicos
eficaces y sostenidos en el tiempo, evitando el mal uso de los PA y las consecuentes
problematicas ya mencionadas. En este sentido, los principales candidatos a utilizarse en
SLCD son aquellos ATB tiempo-dependientes (bactericidas y bacteriostaticos). No
obstante, la posibilidad de desarrollar sistemas pulsatiles capaces de liberar grandes dosis
de PA en distintas condiciones también es posible. Las tecnologias de liberacion
controlada de drogas permiten el reposicionamiento comercial de los principios activos a
través de las mejoras en las caracteristicas terapéuticas y tecnoldgicas. El desarrollo de
nuevas moléculas antibidticas conlleva costos elevados y riesgos que las empresas
farmacéuticas han comenzado a evitar. Se estima que un nuevo principio activo podria
demorar de 10 a 20 afios en volverse comercializable, con un costo aproximado de 2.6
billones de ddlares.[40] En este sentido, la posibilidad de comercializar moléculas ya
existentes pero basadas en nuevas tecnologias representa una oportunidad prometedora
para las industrias farmacéuticas. Existen, en el mercado veterinario, diversos productos

capaces de actuar como SLCD. Algunos de ellos generan concentraciones locales
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sostenidas en el tiempo mientras otros buscan mantener niveles sistémicos terapéuticos

de farmaco. La Tabla 2 muestra alguno de ellos.

Tabla 2 - Formulaciones de larga accién para ATB de uso veterinario.

(Tabla adaptada de Sun et al (2002) [13])

Nombre del Forma de Ingrediente
Excipientes funcionales
producto dosificacion activo
Liquamyicin — LA Solucién
Oxitetraciclina 2-pirrolidona
200 concentrada
Solucién
Bio-Mycin 200 Ocxitetraciclina PEG400
concentrada
Solucién
ProCure 200 Ocxitetraciclina 2-pirrolidona
concentrada
Solucién n-metil-2-pirrolidona, propilen-
NUFLOR Florfenicol
concentrada glicol, polietilen-glicol
Solucién
Micotil Tilmicosina Propilen-glicol
concentrada
PEN BP-48 Suspension Penincilina Carboximetilcelulosa sédica
PERIOceutic /
Gel Doxiciclina NMP - PLGA
Doxirobe
Septopal Esferas Gentamicina Poli-metil-metacrilato

PEG400: poli(etilen glicol) 400; NMP:n-metil pirrolidona; PLGA: 4cido poli(lactico-co-glicélico)

FLORFENICOL

El florfenicol (FF) (Figura 2) es un derivado fluorinado del tiamfenicol (un atomo de
fldor en reemplazo del grupo hidroxilo en el carbono tres) con el mismo mecanismo de
accion que el cloranfenicol. El florfenicol no presenta riesgos de producir anemia apldsica
como si ocurre con sus precursores.[41] Por otro lado, este PA es capaz de inhibir la

accion de la enzima peptidil-transferasa, actuando sobre la sintesis de proteinas esenciales
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para la supervivencia bacteriana. Es considerado un ATB bacteriostitico de amplio
espectro, afectando a bacilos Gram-positivos, cocos Gram-negativos y otro grupo mas
atipico como micoplasma.[42] Las modificaciones quimicas le otorgaron una especial
capacidad para evadir la resistencia mediada por la enzima acetil-transferasa. El agregado
de un atomo de fldor, en lugar del hidroxilo del C3, previene la acetilacién capaz de
inhibir su actividad antimicrobiana.[43] Esta particularidad lo convierte en un candidato
especial para tratar poblaciones de bacterias resistentes en los tratamientos
veterinarios.[41]

Por otro lado, su estructura molecular lo hace altamente lipofilico. No obstante, su
capacidad de ionizarse (pKa=9-10) le confiere una leve solubilidad en agua (1300 mg L~
1. El FF puede ser clasificado como una droga del tipo III segiin el SCDDB (Sistema de
clasificacion y disposicion de drogas biofarmacéuticas), presentando una leve solubilidad
en agua y una buena biodisponibilidad en los diferentes compartimientos del
organismo.[44] Este antibidtico se usa ampliamente para combatir condiciones
patolégicas en peces, aves y ganado.[45] Sin embargo, la obtencion de soluciones
concentradas es dificultosa y requiere la adicion de solventes orgdnicos, que presentan
una cuestionable biocompatibilidad. El FF presenta una buena penetracién en tejidos y
una ripida eliminacién en animales.[41,46] La vida media del FF en ganado es de 2-3 h
luego de su administracion intravenosa. En caninos y felinos, la vida media va de 1.1-1.2

hy de 4-5 h, respectivamente.[42]
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Figura 2 — Estructura quimica del florfenicol.

Ya que el cloranfenicol ha sido prohibido en animales para alimento en USA, el FF ha

surgido como su reemplazo. Este PA ha demostrado su efectividad contra mdltiples
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patologias veterinarias tales como la enfermedad respiratoria bovina causada por
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida y Histophilus somni; el flemén bovino
interdigital asociado con Fusobacterium necrophorum y Bacteroides melaninogenicus;
la queratoconjuntivits infecciosa bovina debida a Moraxella bovis y la enfermedad
respiratoria bovina causada por Actinobacillus pleuropneumoniae, Pasteurella
multocida, Salmonella choleraesuis 'y Streptococcus suis. El FF se encuentra disponible
en soluciones inyectables de 300 mg mL™!' y para la administracién en agua de bebida
animal a 23 mg mL"!. También se encuentra disponible en formulaciones de alimentos en
concentraciones de 500 g kg'!. Ademds, puede encontrarse combinado con flunixina en
vehiculos como 2-pirrolidona, acido mélico y/o triacetina.[42,47-50]

Existen diversos estudios sobre la encapsulacién o adsorcion de FF, en los que se incluyen
la utilizacién de nanoparticulas de silica,[51] nanoesferas impresas molecularmente y
obtenidas por el método de emulsificaciéon de membrana,[52] complejos de inclusién de
ciclodextrina con microparticulas de PVP o quitosano[53] y nanoparticulas sélidas
lipidicas obtenidas por homogeneizacion en caliente y ultrasonicacion.[54] Respecto a la
encapsulacion de FF en matrices de PLGA, Pinto ef al. (2014) reportaron la preparacion
de nanoparticulas de PLGA utilizando el método de emulsién y evaporacion del solvente
con eficiencias de encapsulacion del 10% vy sin estudios de liberacion del principio activo.
[55] También, Turino et al (2018), estudiaron la incorporaciéon de FF en nanoparticulas
de PLGA y PeC (Poli(e-caprolactona)) utilizando el método de nanoprecipitacién con
eficiencias similares (menores al 18%).[56] Estos intentos por desarrollar sistemas de
liberacion controlada de FF lograron bajas eficiencias de encapsulacion/atrapamiento del
PA y las velocidades de liberacion no pudieron ser controladas a través de un periodo de
tiempo determinado. Debido a esto, las investigaciones sobre nuevos sistemas
poliméricos para la administraciéon de FF, de forma efectiva y eficaz, resultan de gran

interés.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL DE LA TESIS

El objetivo general de esta tesis es diseflar y preparar matrices poliméricas,
biocompatibles y biodegradables, en diferentes escalas y geometrias, para la liberacion

controlada de florfenicol.

Objetivos especificos

« Sintetizar diferentes sistemas poliméricos para la vehiculizacion y liberacion controlada
de FF.

* Estudiar in vitro las interrelaciones entre las condiciones de sintesis, las propiedades
moleculares y morfolégicas, y las propiedades finales especificas: eficiencia de
encapsulacion y cinéticas de liberacion de la droga.

» Evaluar la posibilidad de utilizar polimeros de origen sintético o natural y posibles
combinaciones de los mismos para nuevas aplicaciones tecnoldgicas en base a sus
propiedades fisicoquimicas.

* Estudiar tedrica y experimentalmente la liberacion in vitro de florfenicol contenido en
la matriz polimérica.

* Caracterizar, mediante ensayos in vitro, el efecto antimicrobiano de las formulaciones

estudiadas frente a agentes bioldgicos y en medios de cultivo artificiales.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La liberaciéon controlada de principios activos es una herramienta ampliamente
investigada para el desarrollo de nuevas terapias para humanos y animales. Por ejemplo,
ciertas condiciones patoldgicas y tratamientos post-quirirgicos requieren administracion
prolongada y/o repetida de antibidticos y otros farmacos.[13] Las tecnologias de
liberacion controlada permiten alcanzar niveles plasmaticos regulados y sostenidos de los
principios activos, reduciendo la exposiciéon del paciente a altas dosis, los efectos
secundarios y el stress asociado al tratamiento.[2] En este sentido, las nano- y
microparticulas poliméricas representan una opcidn prometedora para la administracion
de agentes farmacéuticos.[57] El tamafio y la forma de las particulas estan asociados a
caracteristicas especificas del sistema como la cinética de liberacidn, la captacién celular,
el direccionamiento pasivo y el comportamiento farmacoldgico de la droga.

Dentro de los SLCD (sistemas de liberacion controlada de drogas) mas comunes, las
nano- y microparticulas poliméricas pueden ser preparadas por diferentes metodologias.
Los sistemas particulados pueden clasificarse en: sistemas preformados o de obtencion in
situ. Los sistemas de obtencidn in situ se sintetizan en el sitio de aplicacidn. El principio
de su formacion se basa en la inmiscibilidad de algunos polimeros en agua o medios
fisiolégicos. Una solucién orgénica de estos polimeros, en contacto con un medio acuoso,
precipitard por intercambio de solventes. La forma del producto precipitado dependera
principalmente de las caracteristicas de la formulacion precursora.[58,59]

Los sistemas preformados se sintetizan previamente y es una suspension del producto
(micro o nano) el que se administra directamente en el sitio de aplicacion. Entre las
técnicas mds utilizadas, se puede encontrar el método de emulsiébn con posterior
evaporacion del solvente.[10,11,60] Es posible encontrar técnicas de emulsiones simples
o complejas. En el caso de las emulsiones simples O/W (del inglés oil/water), el
procedimiento, en una primera etapa, consiste en preparar una fase orgdnica O (que
contiene la droga y el polimero) y emulsificarla en una fase acuosa W (que contiene un
surfactante estabilizante). En una segunda etapa, se lleva a cabo la precipitacion del
polimero hidrofébico por nucleacion sélido-liquida como consecuencia de la eliminacién
del solvente organico por evaporacion. En el caso de emulsiones complejas, la sintesis de
las particulas consiste, por ejemplo, en una primera etapa de disolucién de un principio
activo de marcada hidrofilicidad en una fase acuosa (fase W1), que luego es emulsionado
en una fase organica que contiene el polimero (fase W1/0). En una etapa siguiente, se

lleva a cabo una segunda emulsificacion en una fase acuosa final (fase W1/0O/W2). Para
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estabilizar las diferentes emulsiones, pueden utilizarse diferentes tensioactivos en las
fases acuosas. Por tltimo, se elimina el solvente para causar la precipitacion del polimero
por nucleacién sélido-liquida debido a su inmiscibilidad acuosa. También existen
opciones de sintesis para el uso de polimeros hidrofilicos, donde las emulsiones serdn del
tipo W/O u O/O y las fases O podran ser orgédnicas u oleosas. [61-67]

Entre los polimeros utilizados para la sintesis de particulas, el PLGA (por sus siglas en
inglés, Poly(lactic-co-glycolic acid, Figura 1.1) es ampliamente investigado y utilizado
debido a su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad.[68] La cinética de
degradacion del PLGA estd estrechamente relacionada con la liberacion del principio
activo y se ve afectada por el peso molecular polimérico, los grupos quimicos terminales
de las cadenas poliméricas, la composiciéon quimica y el grado de cristalinidad del
polimero. La degradacion ocurre a través de cortes hidroliticos azarosos y las moléculas
resultantes pueden ser eliminadas utilizando vias de degradacién enddgenas.[11] Debido
a esto, las formulaciones basadas en PLGA no requieren la remocion del sitio de
inyeccion o del organismo luego de terminado el tratamiento, ya que la metabolizacion

completa conduce a la excrecién en forma de CO2y agua.[13]

O

HO O

O

Figura 1.1 — Estructura quimica del PLGA.

El tipo de principio activo, sus propiedades fisicoquimicas y la aplicacion juegan un papel
fundamental en la seleccién del tipo de polimero, hidrofilico o hidrofébico. Ademads, la
afinidad de la droga por el agua incidir4 tanto en la metodologia de sintesis de los sistemas

como en las cinéticas de liberaciéon del principio activo. Durante los diferentes
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procedimientos de sintesis de SLCD poliméricos, la presencia de medios acuosos podra
inducir una disminucién en las eficiencias de encapsulacion de los principios activos
debido a los posibles fenémenos difusivos que puedan presentarse. Por otro lado, la
solubilidad acuosa serd un factor fundamental en las cinéticas de liberaciéon en los
diferentes medios utilizados, tanto en los modelos in vitro como in vivo, debido a la
posible tendencia del principio activo a difundir a través de la matriz polimérica.[3] Entre
las diferentes drogas para ser encapsuladas, los antibidticos representan un grupo de
interés particular debido a diferentes problemas relacionados con los niveles plasmaticos
requeridos, el nimero de dosis y la preparaciéon de formulaciones suficientemente
concentradas. Para poder seleccionar el mejor candidato para el disefio de diferentes
SLCD deben conocerse sus propiedades fisicoquimicas, las cuales permitiran predecir las
posibles interacciones tanto con la matriz polimérica como con los diferentes medios de
sintesis y liberacion. El FF es un antibidtico derivado del tiamfenicol con el mismo
mecanismo de accién que el cloranfenicol. Su estructura molecular lo hace altamente
lipofilico, pero su capacidad de ionizarse (pKa=9-10) le confiere una leve solubilidad en
agua (1300 mg L7'). Este antibiético se usa ampliamente para tratamientos
veterinarios.[45] Sin embargo, la obtencién de soluciones concentradas es dificultosa y
requiere el uso de solventes orgédnicos con implicancias negativas relacionadas a la
biocompatibilidad. El desarrollo de nuevos SLCD para la liberacién de FF es de gran
interés debido a las problemdticas relacionadas con la produccién de formulaciones
adecuadas y la reducida vida media. En la bibliografia pueden encontrarse diferentes
intentos para lograr sistemas aceptables para la administracion y liberacion controlada de
FF, sin embargo, las eficiencias de encapsulacion y las velocidades de liberacion logradas
no resultaron 6ptimas.[51,52,56,69]

Por otro lado, el modelado matematico de los fendmenos de liberacion es una herramienta
indispensable tanto para entender los procesos fisicoquimicos intervinientes como asi
también para generar modelos de prediccion que permitan disefiar sistemas a medida.
En el presente capitulo, se estudia de forma experimental y tedrica el disefio de sistemas
poliméricos basados en nano- y microparticulas para la liberacién controlada de FF,
estudiando la correlacion entre las condiciones de sintesis y las propiedades finales de los
sistemas. Ademds, se lleva a cabo una caracterizacion morfoldgica y fisicoquimica para
comprender los fendmenos de liberacion observados. Por otro lado, se presenta un modelo
matemadtico para describir la liberacién de progesterona desde microparticulas de PLGA

con diferentes tamafios. El modelo considera tanto la disolucidon y difusion del principio
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activo desde la particula como asi también la degradacion auto-catalitica del polimero y
permite predecir la cinética de liberacion en funcién del tamafio de particula, peso
molecular del polimero y velocidad de degradacidn. Si bien existen intentos de modelizar
empiricamente cinéticas de liberacion de FF[31], no se han encontrado en la bibliografia
modelos tedricos especificos para la liberacion de este PA desde nano- y microparticulas
de PLGA ni los pardmetros asociados.

El trabajo realizado en este capitulo fue publicado en el Journal of Applied Polymer

Science (Karp et al, J. Appl. Polym. Sci. 136, 2019, doi: 10.1002/app.47248).
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OBJETIVOS

Sintetizar nano- y microparticulas de PLGA con el antibidtico florfenicol
encapsulado.

Estudiar la relacion entre las condiciones iniciales de sintesis y las propiedades
especificas de los sistemas: eficiencia de encapsulacion, perfiles de liberacion in
vitro y caracteristicas fisicoquimicas y morfolédgicas.

Desarrollar modelos matemdticos para la liberaciéon del antibidtico y la
degradacion de las particulas.

Comprobar la efectividad antimicrobiana in vitro de las formulaciones generadas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

PLGA (50:50), Peso molecular (PM): 6622 Da (Shanghai Easier Industrial
DevelopmentCo., Ltd.). Florfenicol (2,2-dicloro-N-[(1R,2S)-3-fluoro-1-hidroxi-1-(4-
etilsulfonilfenil) propan-2-yl] acetamida, 99.1%), adquirido en Romikin S.A (Buenos
Aires, Argentina). El ANEXO 1.1 muestra los resultados de la caracterizacion de la
materia prima de FF. Acetato de etilo (grado pro-andlisis, Ciccarelli), cloroformo (grado
pro-andlisis, Ciccarelli), cloruro de metileno (grado pro-andlisis, Ciccarelli), metanol
(grado HPLC, Sintorgan) y PVA (alcohol poli(vinilico), 209 KDa, Kuraray Europe
GmbH) fueron utilizados tal como se recibieron. Se utiliz6 agua ultrapura para todas las

emulsiones, soluciones y diluciones.

2. Sintesis de nanoparticulas de PLGA: método emulsion-evaporacion del solvente.

Las nanoparticulas fueron sintetizadas por el método de emulsion O/W y evaporacion del
solvente. Primero, se disolvieron 0.05 g de PLGA en 1 mL de solvente orgénico (fase O)
y esta solucién fue emulsificada en 6 mL de una solucién de PVA 2% p v'! (fase W)
utilizando un ultrasonicador (CPX130PB, Cole-Palmer) con 130 W de potencia, en bafio
de hielo. Luego, se agregaron 5 mL de buffer fosfato 0.1M pH 7.4 (quenching de 1:1). El
solvente orgédnico remanente fue evaporado de la emulsiéon utilizando un rotavapor
(EL130, Biichi) durante 60 min y a temperatura ambiente.

Con el objetivo de obtener particulas nanométricas con una distribucién de tamafio
estrecha y suspensiones estables, se analizaron dos variables durante la sintesis de
nanoparticulas sin droga: (i) tipo de solvente organico (acetato de etilo, cloroformo o
cloruro de metileno) y (ii) tiempo de ultrasonicacién (1, 2, 3 o 5 min). Los ensayos fueron
realizados por triplicado para cada solvente.

Una vez optimizados el tiempo de sonicacion y seleccionado el tipo de solvente, se
estudid la encapsulacion de FF disolviendo el mismo en la fase O utilizando diferentes
relaciones droga-polimero: 6.12, 11.25 0 26.83% p p ' El procedimiento de sintesis fue
el mismo que el mencionado anteriormente. La conservacion de las nanoparticulas se
llevd a cabo guardando las suspensiones a -20°C (Whirlpool, Argentina) hasta su

utilizacién en ensayos posteriores.
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3. Sintesis de microparticulas de PLGA: método emulsiéon-evaporacion del solvente

Las microparticulas fueron preparadas utilizando el método de emulsion O/W 'y
evaporacion de solvente , el cual se baso en el procedimiento descripto por Boimvaser et
al. (2016).[70] La fase O fue preparada disolviendo 0.15 g de PLGA y 0.017 g de FF en
3 mL de acetato de etilo. Esta solucién fue goteada en 17 mL de una solucién acuosa de
PVA 2% p v bajo agitacién a 4000 rpm (Homogeneizador digital Ultra-turrax T25 Ika,
con accesorio de dispersion Ika S25N-18G, Cole Parmer). Luego de 5 min, se agregaron
70 mL de PVA 0.3% p v''y se continué con homogeneizacién a 4000 rpm durante 30
min. El solvente orgdnico remanente fue evaporado de la emulsién en un rotavapor
(EL130, Biichi) durante 120 min a temperatura ambiente. Las microparticulas se
centrifugaron a 3500 rpm durante 8 min. Los sobrenadantes obtenidos se conservaron a -
20°C para la posterior determinacién de FF no encapsulado. Las microparticulas fueron
liofilizadas con un equipo Telstar Cryodos-80 y conservadas a 5°C hasta su posterior
analisis.

La Figura 1.2 muestra un esquema de los procedimientos de sintesis de los sistemas

estudiados en el presente capitulo.

PLGA + FLORFENICOL PVA

Solvente

Agua
organico ¢

1) ULTRASONICACION
2) HOMOGENEIZACION

| EMULSION |
: PRECIPITACION
| ROTAVAPOR + VACIO PARCIAL | i DEL
POLIMERO

Figura 1.2 — Esquema del procedimiento de sintesis de 1) nano- y 2) microparticulas de PLGA para la

liberacién controlada de FF utilizando el método de emulsién y evaporacién del solvente.
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4. Encapsulacion v eficiencia de encapsulacion

Con el fin de evaluar la encapsulacién (Enc) y la eficiencia de encapsulacion (EE) del FF,
se utilizaron dos metodologias: i) las suspensiones de nanoparticulas obtenidas se
centrifugaron durante 1.5 h a 50000 G y 20°C; y ii) las suspensiones de microparticulas
se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min. Se cuantific6 la masa de FF no encapsulado
(mFFne) en los sobrenadantes utilizando la metodologia de HPLC puesta a punto para FF
y detallada en el ANEXO 1.1. La Enc y la EE se calcularon, de forma indirecta, segtn las

siguientes ecuaciones:

mFFi — mFFne
Enc (% FF/PLGA) = r(f;LGA - 9 100

FFi — mFF
EE (%) = n (‘f:FFi"zg) ne (9) x100

donde mFFi y mPLGA son las masas pesadas de florfenicol y PLGA al inicio de la

sintesis, respectivamente.

5. Perfiles de liberacion de florfenicol desde nano- y microparticulas de PLGA

El ensayo de liberacion de florfenicol consistié en poner en contacto las particulas con el
medio adecuado (buffer fosfato 0.1M pH 7.4). En cada tiempo muestral, luego de separar
las particulas del medio, se cuantific6 la masa de droga liberada por HPLC. Los ensayos
fueron llevados a cabo por duplicado.

a. Nanoparticulas
En diez viales perfectamente sellados, se puso en contacto un volumen de suspension de
nanoparticulas con 1.5 mL de medio de liberacién y a una concentracién final de droga
que aseguraba el cumplimiento de las sink conditions durante el ensayo. Cada vial
representé un punto muestral. Los recipientes fueron incubados a 37°C con agitacion
orbital. Transcurridas 0.25, 0.5, 1, 2, 3 y 4 h, un vial fue retirado de incubacién y
centrifugado a 50000 G durante 1.5 h. A partir del sobrenadante se cuantific6 la masa
acumulada de droga liberada en el tiempo.

b. Microparticulas
Una masa liofilizada y conocida de microparticulas se puso en contacto con 20 mL de

medio de liberacién en recipientes perfectamente sellados. Las suspensiones preparadas
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fueron incubadas a 37°C con agitacion orbital. A 0.5, 1, 1.5,2,3,5,11,24,48,y 72 h de
iniciado el ensayo, se tom6 1 mL de medio de liberacién utilizando una jeringa y un filtro
de 0.45 pm. Luego, se agregé 1 mL de medio de liberacion fresco con el objeto de
mantener las sink conditions y devolver las microparticulas retenidas en el filtro. El
filtrado se analiz6 por HPLC para calcular la masa acumulada de droga liberada en el

tiempo.

6. Modelado de perfiles de liberacion de florfenicol vy de la degradacion de las matrices
de PLGA

Se implement6 un modelo matematico para predecir la liberacion de FF desde particulas
de PLGA desarrollado como extension del modelo reportado en Bussato et al. (2017).[27]
Se tuvo en cuenta la difusién del principio activo y el efecto de la degradacién del
polimero sobre la velocidad de liberacion desde diferentes tamafios de particulas. El
modelo consiste en dos médulos: médulo de degradacion y médulo de liberacion. El
moédulo de degradacion estd basado en un trabajo previo de degradacién hidrolitica
heterogénea de microparticulas de PLGA y permite estimar la evolucion de la masa
molecular promedio de la matriz, la pérdida de masa y los cambios morfoldgicos en las
particulas de PLGA durante la degradacion.[61] Por otro lado, el mdédulo de liberacién
describe el transporte de la droga de forma acoplada al médulo de degradacién.[27] La
liberacion del PA ocurre mediante dos mecanismos principales: difusiéon en la matriz
polimérica y transporte a través de la estructura porosa. A baja porosidad, la difusion es
el mecanismo que domina la liberacién del PA. A medida que avanza el proceso de
degradacion de la particula, el transporte a través de los poros se hace mds importante.
Para tener en cuenta estos fendmenos, el modulo de liberacion considera la transicion
entre los mecanismos de transporte a través de un tiempo critico (¢¥) al cual el fenémeno
de degradacion polimérica comienza a dominar sobre el efecto de la difusion del PA en
el control del proceso de liberacion. La estimacién del parametro ¢* estd relacionada al
peso molecular del polimero y esta validada en un trabajo previo sobre matrices de
PLGA.[61]

El sistema de ecuaciones para resolver los médulos del modelo matematico se presentan

en el ANEXO 1.2
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7. Estudio de interacciones fisicoquimicas

Para evaluar posibles interacciones fisicoquimicas entre los componentes de las
formulaciones, se llevaron a cabo los siguientes estudios de FTIR (espectroscopia de
infrarrojo con transformada de Fourier) y DSC (calorimetria diferencial de barrido).
Para el andlisis por FTIR, las muestras (3-4 mg) fueron mezcladas y comprimidas con
bromuro de potasio para obtener discos homogéneos. Se utiliz6 un espectrofotémetro
FTIR-8001 PC (Shimadzu) y se estudiaron las sefiales en un rango de 4000-400 cm™.
En los estudios por DSC, las muestras (4-5 mg) fueron colocadas en cdpsulas herméticas
de aluminio y calentadas hasta los 200°C a una velocidad de 10°C min™'. Los ensayos se
realizaron bajo atmésfera de nitrégeno (50 mL min™) en un equipo DSC Q2000 (TA

Instruments).

8. Caracterizacion morfoldgica de las particulas

a. Nanoparticulas
El tamafno medio de las nanoparticulas se midié por DLS (dispersion dindmica de luz)
con un equipo BI-200SM (Brookhaven). Las medidas fueron realizadas utilizando un
angulo de deteccion de 90°, un fotomultiplicador y una temperatura de 30°C. Con el
objetivo de minimizar la influencia de ruido en la relacion sefial-ruido, las muestras se
diluyeron apropiadamente con cloruro de sodio 10 mM. Para el andlisis de tamafio y
dispersion, se estudiaron las distribuciones de tamafio en nimero y volumen basadas en
la funcién de autocorrelacién de campo utilizando el método reportado por Clementi et
al.(2010).[71]
Para evaluar su morfologia se procedi6 a fijar un volumen de suspensién de
nanoparticulas en una grilla preparada con membrana de nitrocelulosa y se observo
mediante TEM (microscopia de transmision electrénica) en un equipo Phillips EM 201.
b. Microparticulas
Para evaluar el tamano medio, las particulas fueron fotografiadas con un microscopio
DM2500M (Leica) y su cdmara acoplada DFC290HD (Leica). Las imagenes fueron
procesadas con el programa Imagel 1.40g (National Institutes of Health).
Las caracteristicas morfolégicas se observaron mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM) utilizando un equipo PhenomWorld PRO X. Se utiliz6 una cinta de grafito
para la fijacion de la muestra y para la observacion se aplicé un voltaje de 15kV.

9. Evaluacion microbioldgica de la formulacion nanoparticulada

45



CAPITULO 1

Debido a su tamafio, las nanoparticulas pueden ser capaces de interactuar de forma
distintiva con los microorganismos, mejorando la eficacia de los principios activos
encapsulados.[11] Para evaluar este posible fenémeno, se investigd el efecto
antimicrobiano de 50 uL de nanoparticulas sin FF, nanoparticulas con FF y una solucién
de FF libre (equivalentes en cantidad de principio activo) utilizando un método de
difusiéon en agar modificado, frente a las cepas Escherichia coli ATCC 25922 y
Staphylococcus aureus ATCC 6538.[72] Con este fin, se utilizaron recipientes cilindricos
(8x6x10 mm) en reemplazo de discos y fueron colocados cuidadosamente sobre una placa
con medio agarizado y sembrado con bacterias (0.5 en escala de McFarland). Las
muestras, diluidas en agua estéril, se introdujeron en los cilindros y se incubaron a 37°C

durante 24h. Finalmente, se midieron los halos de inhibicidn resultantes.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se obtuvieron nanoparticulas de PLGA por el método emulsién-evaporacion del solvente.
Los valores promedios para los didmetros de las particulas basados en el nimero (D1,0) y
en el volumen (Dy3), usando diferentes solventes orgdnicos, se muestra en la Figura 1.3.
La correlacion entre D19 y D43 permite concluir respecto de tamafos y dispersion de
distribuciones de los mismos.[73] Los resultados obtenidos fueron (49.78 +29.00), (37.92
+ 1791) y (87.06 £ 9.85)% para diclorometano, cloroformo y acetato de etilo,
respectivamente. Unicamente el valor obtenido para acetato de etilo resultd

estadisticamente diferente (p < 0.05).
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Figura 1.3 - Pardmetros de distribucién de tamaifios obtenidos luego de la preparacién de particulas
utilizando diferentes solventes orgdnicos: diclorometano (D), cloroformo (C) y acetato de etilo (EA).

Cada solvente fue analizado por triplicado.

El acetato de etilo present6 la mejor correlacion, lo que indica una distribucion de tamafios
mas homogénea. Ademads, present6 la menor desviacion standard lo que implica una
reproducibilidad mejorada. Sahana et al. (2008) reportaron resultados similares,
concluyendo que el acetato de etilo fue el Unico solvente que permitia la obtencién de
nanoparticulas por el método de emulsion-evaporacion del solvente cuando se lo
comparaba con cloroformo, cloruro de metileno y acetona.[74] Entre los diferentes
solventes organicos utilizados, el acetato de etilo presenta la menor tension interfacial,
generando una mayor difusion del solvente en la zona interfacial (efecto

Marangoni).[75,76] Este fendmeno permite la generacion de nuevas gotas precursoras de
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particulas a partir de otras de mayor tamafio, disminuyendo el didmetro promedio de
particula observado. Los didmetros de particula obtenidos fueron de 115.32 y 130.83 nm
para D19y D43, respectivamente. Debido a su tamafo, las particulas obtenidas podrian
inyectarse por via intravenosa y, ademas, se veria reducida la interaccién con el sistema
reticulo-endotelial, aumentando asi el tiempo de circulacion sistémica. Por otro lado, en
comparacién con otros sistemas, las particulas de tamafio nanométrico pueden
direccionarse pasivamente y acumularse posteriormente en sitios infectados e inflamados
debido a una permeabilidad vascular incrementada caracteristica de estos tejidos.[15] Asi,
el acetato de etilo fue seleccionado como solvente debido a que produce los menores
didmetros promedio de particulas y la menor dispersion en la distribucion de tamaiios.

La Tabla 1.1 muestra los resultados obtenidos para el estudio del efecto del tiempo de
ultrasonicacion sobre la distribucién de tamafio de las nanoparticulas. Puede observarse
que durante los primeros 3 minutos, un incremento en el tiempo de sonicacion conlleva
una reduccion en el tamafio. Este era el resultado esperado si se tiene en cuenta que el
aumento de la energia aplicada estd asociado a una disminucidn en el tamafio de las gotas
precursoras de particulas. Luego de los 3 minutos de sonicacion, puede observarse un
incremento en el tamafio promedio obtenido, lo que puede deberse a la coalescencia de
las gotas de la fase orgdnica hasta alcanzar la estabilidad de la emulsion. El tamafio
minimo de particulas se obtuvo para 2.5 min y fue de 117.10 = 6.76 nm. Resultados
similares fueron reportados por Feczk et al. (2011), donde el tiempo de sonicacion para
la obtencion del tamafio minimo de particula fue de 2.8 min. [57] Ademas, el IPD (indice
de polidispersidad) siempre resulté menor a 0.2, lo que es aceptable para formulaciones

nanoparticuladas.[73] Asi, se seleccioné como tiempo dptimo de sonicacidn a 2.5 min.
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Tabla 1.1 - Didmetro promedio de nanoparticula para diferentes tiempos de emulsificacién por

ultrasonicacion.
Tiempo (min) Diametro promedio (nm) IPD
1 203.81 £19.27 0.015
2 122.14 £ 12.84 0.023
3 119.73 £9.16 0.019
5 188.19 +£23.11 0.120

La Tabla 1.2 muestra los resultados obtenidos para los tamafios, las cargas de droga y la
estabilidad de las particulas preparadas por la técnica de emulsidon-evaporaciéon del
solvente, usando sonicacion u homogenizacion y diferentes cargas iniciales de FF. Al
analizar el tamafio de las particulas obtenido, se observan diferencias substanciales entre
los dos métodos de emulsificacion propuestos. Cuando se aplicé la ultrasonicacion, se
obtuvieron particulas sub-micrométricas. Mientras que cuando se utiliz6 un rotor
homogeneizador, las particulas obtenidas presentaron un tamafio micrométrico. La
aplicacion de ultrasonicacion podria ser el principal factor que induce la formacién de
particulas mds pequefias debido a las fuerzas de cavitacion aplicadas. Por otro lado, no se
observaron diferencias significativas en las EE para los diferentes tamafios logrados. El
FF presenta capacidad de ionizarse (pKa = 9-10) y de interaccionar por puentes de
hidrégeno, caracteristicas que le permiten solubilizarse en un medio acuoso. Ademds, esta
condicién se ve incentivada por la presencia de surfactantes como el PVA. La leve
hidrofilicidad del FF podria ser el principal factor que afecta la encapsulacion en las
particulas de PLGA, no solo induciendo la difusion de la droga desde la fase orgénica
hacia la acuosa durante la emulsificacion, sino también limitando la interaccién droga-
polimero. La combinacion de estos dos fendmenos podria estar reduciendo la
concentracion de FF en las gotas orgdnicas, precursoras de las particulas poliméricas.
También, la gran drea superficial del conjunto de gotas ofrece amplias zonas interfaciales
que permiten la difusién de la droga hacia la fase acuosa. Pinto ef al.(2014)[55] reportaron
bajas encapsulaciones y eficiencias utilizando el método de emulsién y evaporacion del
solvente para la preparacion de nanoparticulas de PLGA con FF, mientras que Turino et

al.(2018)[56] obtuvieron encapsulaciones similares pero menores eficiencias cuando las
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nanoparticulas fueron preparadas por el método de nanoprecipitacion. Estos resultados
pueden atribuirse a las mayores concentraciones de PLGA utilizadas en el presente
trabajo, lo que incrementa la disponibilidad de polimero para la encapsulacién de la droga.
Asimismo, mayores concentraciones de polimero podrian estar incrementando las
eficiencias debido al aumento en la viscosidad de las gotas, lo que reduce la difusién de
la droga hacia la fase acuosa.

Con el objetivo de evaluar la posibilidad de conservar las suspensiones de nanoparticulas,
las formulaciones estudiadas fueron congeladas durante 7 dias a -20°C. El didametro
promedio y el IPD fueron medidos antes y después del tiempo de conservacion estudiado.
Por ejemplo, para la formulacion de nanoparticulas con la carga inicial de FF de 6.12 %
p p! de PLGA, el didmetro e IPD medidos antes del congelamiento fueron de (240.46 +
0.51) y (0.12 £ 0.01) nm, respectivamente. Luego del congelamiento, el didmetro y el
IPD fueron de (251.62 £+ 30.70) nm y (0.13 + 0.01), respectivamente. No se observaron
diferencias significativas entre las medidas antes y después de realizado el experimento
(p > 0.05). Estos resultados indicaron que las nanoparticulas podian conservarse, a -15°C,

para posteriores €nsayos.

Tabla 1.2 - Didmetro promedio (DP), carga y estabilidad de las particulas obtenidas por la técnica
emulsion y evaporacion del solvente utilizando ultrasonicacién (US) o rotor homogeneizador (RH) con

diferentes cargas iniciales de FF.

Método de Carga inicial de FF DP Enc EE
IPD Conservacion
emulsificacion (% p p! de PLGA) (um) (%p p! of PLGA) (%)
US 6.12 0.24 £ 0.05 0.127 1.46 £ 0.26 22.95+2.94 Estable
post-freezer
uUsS 11.25 0.20+0.4 0.144 2.85+0.25 24.29 +3.02 Estable
post-freezer
usS 26.83 0.22 £0.05 0.133 4.02 +0.80 22.59 +4.48 Aglomerado
post-freezer
RH 11.25 2.35+£0.7 - 2.92 +£0.20 21.50+2.73 Liofilizado
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Los estudios morfolégicos basados en microscopia Optica y SEM se encuentran
resumidos en la Figura 1.4. Como puede observarse, las microparticulas de PLGA con
FF mostraron una geometria esférica (Figura 1.4 — A) y una superficie suave (Figura 1.4
— B). El tamafio de las microparticulas se determind utilizando microscopia 6ptica y el
didmetro medio obtenido fue de 2.35 um (ver Tabla 1.2). Si bien la técnica de SEM
permitié estudiar la morfologia, no se logré evaluar el tamafio debido a cierto grado de
aglomeracion de particulas. Este fendmeno puede deberse a la presencia de PV A residual,
necesario para la re-suspension de particulas.[77] La morfologia de las nanoparticulas de
PLGA con FF fue analizada por TEM (ver Figura 1.5). Puede observarse una geometria
esférica y una superficie suave. Ademas, se logré confirmar el didmetro medio obtenido

por DLS ya que se obtuvo un resultado de (291.73 + 56.24) nm.

Figura 1.4 - A) Imagen 6ptica (barra escala =7 um) y (B) fotografia SEM (barra escala = 30 um) de

microparticulas de PLGA con FF encapsulado.
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Figura 1.5 - Fotografias obtenidas mediante TEM de nanoparticulas de PLGA con FF encapsulado

(barra escala = 300 nm).

La Figura 1.6 muestra los resultados obtenidos en los estudios de FTIR. Para el FF, las
bandas observadas a 3450 y 3320 cm™! corresponden a las vibraciones de enlaces N-H y
O-H, respectivamente. Las sefiales entre 3000 y 2000 cm™ se deben a vibraciones de
extension de los enlaces tipo C-H. Una de las bandas mds caracteristicas de FF es la que
se observa a 1680 cm™ y corresponde a vibraciones de extensién del grupo amida. El
espectro de PLGA muestra las bandas correspondientes a C-H entre 3000 y 2000 cm™ y
una pronunciada banda a 1780 cm’! debido a las vibraciones del grupo funcional C=O.
Las nano- y microparticulas mostraron espectros similares, donde los picos
correspondientes a la droga se observan disminuidos o suprimidos debido a la baja carga
y a la consecuente dilucion atribuida a la alta concentracién de polimero. También pueden
observarse cambios en las intensidades a 4000-3000 cm™ y 2000-1000 cm™ entre las
particulas y el PLGA, los que pueden atribuirse a la incompleta remocién de PV A durante
los lavados realizados.[78] Por otro lado, no se observaron cambios en las posiciones de
los picos, lo que puede indicar la ausencia de interacciones significativas entre el principio

activo y el polimero.
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Figura 1.6 - Espectros obtenidos por FTIR para FF, PLGA y las formulaciones de particulas.

Los termogramas obtenidos por DSC se muestran en la Figura 1.7. El FF nativo present6
un pico endotérmico alrededor de los 150°C que se corresponde con el punto de fusion
de la fase cristalina. Para el PLGA, se observa una Tg (temperatura de transicion vitrea)
alrededor de los 20°C debido a la fase amorfa y no se observan picos correspondientes a
temperaturas de fusion de cristales. El PLGA utilizado en el presente trabajo tiene una
composicién monomérica 50:50 y un bajo peso molecular, lo que impide la formacién de
cristales.[79] El termograma de las particulas mostr6 una 7g alrededor de los 20°C y no
presentd picos correspondientes a un punto de fusién. El punto de fusion de la droga no
fue observado, probablemente, debido a la baja carga de principio activo y la consecuente
dilucién debido a la alta concentracién de polimeros. A partir de los resultados obtenidos,
se puede concluir que pueden descartarse interacciones droga-polimero y que el FF, luego

de la sintesis de las particulas se encuentra disuelto en la matriz polimérica en forma

amorfa.
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Figura 1.7 - Termogramas obtenidos por DSC para FF, PLGA vy particulas formuladas.

Los perfiles de liberacion in vitro de FF, para los diferentes sistemas de particulas, se
muestran en la Figura 1.8. El buffer fosfato (pH 7.4) fue usado como medio de liberacion
y las sink conditions fueron mantenidas durante todos los experimentos. Las
nanoparticulas mostraron una liberacién completa a las 5 h de iniciado el ensayo. Los
estudios de liberacion de drogas como el clorhidrato de ciprofloxacina y la procaina,
desde nanoparticulas de PLGA, arrojaron resultados similares.[12,80] En el caso de las
microparticulas, el 20-30% de la droga se liberé dentro de las primeras 5 horas. Asi, el
sistema presenta un perfil de liberacion tipico difusivo, alcanzando el 80-90% de
liberacion acumulada luego de las 40 h de iniciado el ensayo. En ambos sistemas, la rapida
liberacion observada dentro de las primeras 5 h puede estar asociada a droga encapsulada
cerca de la superficie de las particulas.[12,80] Como puede apreciarse, el tamafio de las
particulas afecta la velocidad de liberacién de FF. Las microparticulas presentan caminos
de difusién mds largos como consecuencias de un mayor tamaio, demorando la liberacién
de FF al medio.[27,81-83] Ademads, las nanoparticulas presentan una mayor relacion

superficie-volumen, acelerando el fenémeno de difusion. [12,77]
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Figura 1.8 — Resultados experimentales (simbolos) y teéricos (lineas sélidas) de las liberaciones in

vitro de FF desde nanoparticulas (@) y microparticulas (A) de PLGA.

La Figura 1.9 muestra los resultados de simulacion obtenidos para la degradacion
polimérica predicha por el médulo de degradacion para nano- y microparticulas de PLGA.
Para las simulaciones, se utilizaron los pardmetros ajustados en el trabajo previo de
Busatto et al. (2017).[61] Puede observarse que la degradacion del polimero ocurre
lentamente durante el tiempo de liberacion debido a una baja concentracién de los
productos de degradacién que tienen grupos 4cidos terminales, asociados a una
degradacion autocatalitica. Ademads, estos productos, pueden difundir fiacilmente hacia la
superficie de las particulas debido a las bajas dimensiones de las mismas. La ripida
pérdida inicial de masa estd relacionada con la disolucion de las cadenas poliméricas con
bajas masas molares de la distribucidn inicial de pesos moleculares. La rdpida difusion
de oligédmeros, hacia el medio de liberacidn, incrementa el peso molecular promedio del
polimero porque excede la tasa de degradacion. Luego de 5 dias, mds del 95% de la masa
de nano- y microparticulas se encuentran presentes. Ya que la erosion de la matriz
polimérica es despreciable durante el periodo estudiado, la difusién del principio activo

es el principal fenémeno que puede explicar los perfiles de liberacién obtenidos.
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Figura 1.9 - Evolucién simulada del peso molecular promedio del polimero y de la pérdida de masa

para nano- (lineas punteadas) y microparticulas (lineas sélidas) de PLGA.

La Figura 1.8 también muestra el resultado de las simulaciones para la liberacion de FF
(lineas soélidas) desde diferentes sistemas particulados predichos para el médulo de
liberacion. Como puede observarse, existe una excelente concordancia con los resultados
experimentales obtenidos (puntos). Para la simulacion correspondiente al médulo de

liberacion, los pardmetros de ajuste utilizados se presentan en la Tabla 1.3 .

Tabla 1.3 - Parametros para el modelo de liberacion.

Parametro Valor
D, (cm’s™) 2x 10
k,(s™) 23x 10°
Dy, (cm’s™) 1.0x 10
ki, 2.5

O
El valor ajustado para la difusividad efectiva inicial de la droga ( Diye ) fue de 2 x 107

cm? s, valor que aproximadamente coincide con otros reportados para drogas con
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caracteristicas fisicoquimicas similares al FF (masa molar, solubilidad acuosa) en
micro-esferas de PLGA y bajo condiciones similares de liberacion.[84]

En la Figura 1.10 se muestran otras simulaciones tedricas. El modelo se emple6 para
estudiar el efecto del tamafio de particula sobre la degradacidn del polimero y la liberacion
de FF. Puede observarse que la degradacion polimérica se incrementa con el aumento del
tamano de particula, ya que existen caminos de difusion mds largos para los productos
acidos de degradacion, llevando a su acumulacién dentro de la matriz polimérica y
aumentando el efecto degradativo autocatalitico. La velocidad de liberacién de la droga
disminuye a medida que aumenta el tamafio de particula posiblemente debido al aumento
en la longitud del camino difusivo. Ademds, el efecto de la degradacion del polimero en
la liberacion del PA se vuelve importante para particulas mayores a 25 pum debido a que
son capaces de retener los grupos acidos cataliticos generados, incrementandose el efecto
de degradacidn autocatalitico. Como se reportd previamente en Busatto ef al.(2017) [27],
fue posible estimar el rango de peso molecular promedio al cual el mecanismo de
transporte de materia cambia para microparticulas de PLGA. Los rangos estimados para
Mu 'y My fueron de 3100-3200 y 4300-4700 g mol!, respectivamente. Estos resultados
concuerdan con los valores reportados para condiciones experimentales similares y fue
utilizado para la determinacion del parametro #*, tiempo al cual el fendmeno de
degradacion polimérica de la matriz domina sobre la difusion en el proceso de liberacion
del PA. El efecto de retencion de los grupos dcidos cataliticos y el posterior incremento
de la autocatalisis degradativa puede explicar la variacion de ¢* con el tamafio promedio

de particula.
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Figura 1.10 - Efecto tedrico del tamafio de particula en la degradacion del polimero y la liberacion de FF
desde microparticulas de PLGA: (A) Evolucién del peso molecular promedio del polimero y (B) perfiles

de liberacion controlada de FF.

La Figura 1.11 muestra los resultados obtenidos para los ensayos microbioldgicos
realizados. Como era de esperar, las nanoparticulas sintetizadas sin el principio activo no
tienen ninguna capacidad para inhibir el crecimiento bacteriano. Por otro lado, al
comparar los halos de las nanoparticulas formuladas con FF y la solucién de FF libre se
puede apreciar una disminucién en el halo de inhibicién en las primeras. Esto puede
atribuirse a una ausencia de liberacion completa del FF encapsulado, a las 24h, en el
medio agarizado. Por otro lado, esta disminucién en el tamafo del halo de inhibicién

podria deberse, también, a que no existe una accion sinérgica entre el principio activo y
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su encapsulamiento en nanoparticulas de PLGA. Es interesante notar la mayor
susceptibilidad de la cepa Staphyloccocus aureus, en las concentraciones de trabajo, al
principio activo florfenicol. Estos resultados se encuentran en concordancia con reportes

que indican una mayor susceptibilidad de organismos Gram-positivos al FF.[49]

Figura 1.11 — Ensayos microbioldgicos en placa para evaluar la capacidad antimicrobiana de

nanoparticulas sin FF (NP B), con FF (FF/NP) y una suspensién acuosa de FF (FF). (Izq) St. aureus;
(Der) E. coli.
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CONCLUSIONES PRELIMINARES

Luego de un andlisis bibliogréfico, se selecciond el florfenicol como principio activo para
el desarrollo de sistemas de liberacion controlada de farmacos antimicrobianos. La
dificultad para desarrollar formulaciones concentradas de FF y la necesidad de un alto
nimero de dosis en las diferentes terapias lo vuelven un foco de gran interés para la
industria farmacéutica veterinaria, especialmente en sistemas de liberacion controlada.
Por otro lado, los resultados que puedan obtenerse para este antibiético pueden utilizarse
como modelos para otras drogas ionizables y de bajo peso molecular que necesiten de
sistemas de vehiculizacion y liberacion controlada para sus aplicaciones.

Los ensayos preliminares permitieron establecer la calidad de la materia prima de trabajo
y la solubilidad del PA en diferentes medios acuosos. Estos resultados son de gran
importancia para determinar las posibles metodologias de sintesis para los diferentes
sistemas de liberacion controlada. Principalmente, el conocimiento de la solubilidad en
diferentes medios acuosos permitird establecer protocolos de sintesis que puedan
involucrar, o no, emulsiones en agua.

Se prepararon, de forma satisfactoria, nano- y microparticulas de PLGA con FF
encapsulado utilizando el método de emulsion-evaporacion del solvente.

Para la sintesis de nanoparticulas con una distribucion homogénea de tamafios, se definié
el solvente y el tiempo de ultrasonicacién adecuados. Para el caso de las microparticulas,
se utilizé la homogeneizacién como metodologia de emulsificacion.

Para ambos sistemas, se obtuvieron particulas esféricas y de superficie homogénea. En
ninguno de los casos se observaron interacciones significativas entre el polimero y el PA.
Las eficiencias de encapsulacion de FF obtenidas fueron de 20-25%, independientemente
del tamafio de particula.

En el estudio de las liberaciones in vitro, las nanoparticulas liberaron el 100% del FF
dentro de las 5 h de iniciado el ensayo. Por otro lado, las microparticulas mostraron una
liberacién por difusién mds lenta luego de una liberacion inicial rdpida. Ya que la erosion
de la matriz polimérica es despreciable durante los tiempos de estudio, la difusiéon del PA
seria el principal fendmeno capaz de explicar los perfiles de liberacion observados. La
menor tasa de liberacion observada para microparticulas se puede asociar a caminos de
difusién mds largos en comparacion con las nanoparticulas.

Las simulaciones tedricas mostraron que el efecto de la degradacién sobre la liberacion
de la droga se vuelve importante en microparticulas con tamafios mayores a los 25 pm,

debido a los extendidos tiempos de liberacién y el efecto de degradacién autocatalitica.
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Los ensayos microbioldgicos permitieron evidenciar tanto el encapsulamiento de FF
como la ausencia de acciones sinérgicas entre el FF y la utilizacién de una formulacion

nanoparticulada.
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ANEXO 1.1
Ensayos preliminares para la caracterizacion del florfenicol

Determinacion del rango de temperatura de fusion

Con el objetivo de conocer la calidad y la pureza de la materia prima de florfenicol a ser
utilizada, se llevd a cabo la determinacion del rango de fusién. Para esto,
aproximadamente 15 mg de materia prima se colocaron en un tubo capilar de vidrio y se
sometieron a un proceso de calentamiento progresivo en un rango de temperatura
adecuado y a una velocidad de 5 °C min™!, utilizando un equipo Biichi Melting Point B-

450. Por observacion visual, se registro el rango de fusion.

Determinacién del contenido de humedad

Para determinar el porcentaje de humedad en la materia prima, se pesé una masa de FF
(Pi), se la colocd en un ultra freezer (Thermo Fisher, modelo 902) a -80°C y se liofiliz6
durante 24 h. Luego, se pes6 nuevamente la masa de materia prima (Pf) y se calculd la

cantidad porcentual de agua presente utilizando la siguiente ecuacion:

Pi—P
Humedad (% pp™t) = P—ifx 100

Cuantificacioén del principio activo

Para la cuantificacién del FF, se realizé la puesta a punto de un método utilizando un
equipo de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) Shimadzu, modelo
Prominence Serie 207, con detector de arreglo de diodos, detector de fluorescencia e

inyector automético. Se construy6 una curva de calibrado estadisticamente apropiada.

Estudios de solubilidad

Se evalud la solubilidad del FF en diferentes medios: agua ultrapura, buffer fosfato 0.1M
pH 7.40 y buffer fosfato salino 0.1M pH 7.40. Para esto, un exceso de droga se puso en
contacto con los mencionados medios, en viales perfectamente sellados, y se mantuvieron
en agitacion orbital, a 25°C. Al cabo de 24 h, se centrifugaron los viales y se cuantificé

la droga soluble en los sobrenadantes por HPLC, lo que permitié determinar los valores

de las solubilidades, a 25 °C.
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Resultados v discusiones para la caracterizacion del florfenicol

La caracterizacion del principio activo consistié en la determinacion de la calidad de la
materia prima (punto de fusién y contenido de humedad) y la posterior determinacién de
solubilidad en diferentes medios acuosos. La caracterizacidn correspondiente permitird
elegir las posteriores metodologias de sintesis de los SLCD y comprender los resultados
obtenidos en los diferentes ensayos llevados a cabo.

El rango de fusién tedrico reportado para el FF es de 152.0-156.0°C. La materia prima
utilizada en el presente trabajo de investigacion arrojé un resultado de 153.6-154.5°C.
Como puede observarse, la droga cumple con lo reportado en la bibliografia.[85-87]

La Tabla 1.4 muestra las principales caracteristicas del FF y su estructura quimica.

Tabla 1.4 — Informacién caracteristica del principio activo FF.

Nombre N° .2 ..
comiin CAS Grupo/accion Espectro Estructura quimica
Q‘S//O
HaC F
Florfenicol 73231- Fenicol / Amplio i
34-2 bacteriostatico p N erI
oH H Cl

El contenido de humedad calculado para la materia prima de FF fue del (1.1 £ 0.2) %,
luego de un ciclo de liofilizacién. La humedad tedrica esperada debia ser menor a 0.5%.
Como puede observarse, la materia prima contenia un valor de humedad elevado. Un
segundo ciclo de liofilizacién permitié6 acondicionar el reactivo para los ensayos
posteriores.

Para poder realizar los ensayos de solubilidad requeridos, en primer lugar, se debié poner
a punto una técnica de HPLC. La Tabla 1.5 muestra las condiciones que permitieron
resolver el pico de FF y obtener una curva de calibrado en un rango de concentraciones

adecuado.
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Tabla 1.5 - Método de HPLC desarrollado para la cuantificacién de FF.

Temperatura Columna

Principio - Relaciéon Caudal
. Fase movil . 1 A (nm) de columna (mm x mm
activo de fases (mL min™) o
(®) X pm)
) Ci8
Florfenicol ~ Metanol: Agua 5.5, 0.750 224 35 (4.6 x 250
pH 2.5 x 5)

Los datos experimentales para la construccion de la curva de calibrado se ajustaron con
un modelo lineal. La recta de ajuste obtenida fue del tipo [y = a + bx] (utilizando regresion
lineal por medio del método de cuadrados minimos) donde “y” representa la sefial (area
bajo la curva, ABC), “x” la concentracién de principio activo (mg L), “a” la ordenada
de origen y “b” la pendiente. La ordenada de origen y la pendiente fueron (103926.0 +
88110.0) y (51204.0 £ 995.3), respectivamente. El método propuesto arroj6 una regresion
lineal con un R? > 0.99. Este resultado estadistico indica que el modelo lineal explica el
99% de la variabilidad de la respuesta ABC. Por otro lado, la probabilidad de que la
pendiente sea igual a 0 resulté menor a 0.0001, indicando que es significativamente
diferente de O.

El principio activo presenta, segin la bibliografia, alta solubilidad en solventes
orgénicos.[85—-87] Para las técnicas propuestas de sintesis de particulas, es de suma
importancia conocer la solubilidad en medios acuosos. La Figura 1.12 muestra las
solubilidades determinadas, en mg L', para el FF. Como puede observarse, los valores
de solubilidad se encuentran en el rango de 1200-1400 mg L!. Este resultado es

congruente con lo reportado en la bibliografia.[44]
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Figura 1.12 - Solubilidades obtenidas para el florfenicol en buffer fosfato salino 0.1 M pH 7.4 (BES),
buffer fosfato 0.1 M pH 7.4 (BF) y agua (H20).
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ANEXO 1.2
Médulo de degradacion de PLGA
Este médulo estd basado en el mecanismo de hidrélisis presentado en el Esquema 1.

Esquema 1.Mecanismo de hidrdélisis de microparticulas de PLGA tomado de Busatto et

al. (2017)[61]

P(l,8.0)+ HO—4L—P,  (-I'-1g-g'c=c)+P,('g"c")
n=12,3,..

l,g,c=0,1,2,3,...

1'=0,1,2,3,....(I-1)

2'=01,23,...8

c'=0,1,2,3,...,c

P(,g, c)+H0—>Pn 2d=-1g-g'-Lc—c)+P, (' g'c)
n=1273,..

l,g,c=0,1,2,3,...

1'=0,1,2,3,...,1

g'=0,1,2,3,....(g -1

c'=0,1,2,3,...,c

P(,g,0)+H,0—L¢5P  (I-1'g-g'c—c'-D+P, (' g"c)
n=12,73,..

l,g,c=0,1,2,3,...

['=0,1,2,3,...,1

g'=0,1,2,3,...g

c'=0,1,2,3,...,(c-1)

donde las cadenas poliméricas Px(l, g, c) estan caracterizadas por el largo de cadena n 'y
el nimero de los diferentes enlaces éster [, g and ¢, correspondientes a los enlaces Lactico-
Léactico (L-L), Glicdlico-Glicdlico (G-G) y Lactico-Glicdlico (L-G), respectivamente; y
ki-L, kG-, ki-G son las respectivas constantes de hidrélisis para cada tipo de enlace éster.

A partir de dicho mecanismo de hidrdlisis y considerando el efecto autocatalitico de los
grupos acidos terminales, se deriva el siguiente balance de masa para la especie genérica
de PLGA P, siendo n el largo de cadena, que permite determinar la distribucion de pesos

moleculares del PLGA:

¥y [ SSSTw|
e I B el BV D S S WA V:A 12 M B Zg[P][H LGZZZc[P,,][H*H
ot r-or or 120 =0 c=0 10 g0 c0 10 -0 0
+iii { i (Z ki p kLB, (k,g,0)1+ i ke_g Py hLE, (L1, 0)]+ i kg p,,d[Pm(l,g,d)]]}
1=0 g=0 c=0 | m=n+l \ k=l+1 h=g+1 d=c+1
n=12,3,.. ; n<n

(D
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donde DP1 es la difusividad efectiva de las cadenas poliméricas Pny ns es una longitud

critica de cadena que representa el maximo largo de cadena para la disolucién de los

oligdmeros.
Para poder considerar el incremento de la difusividad efectiva durante la degradacion,

dicho pardmetro fue relacionado con el peso molecular promedio del polimero a través

de la siguiente expresion:[88]

Mw(t,r)
g {{ Mw(tzO)](D )} . @)

donde M v es el peso molecular promedio, Dgn es la difusividad efectiva inicial de

las cadenas poliméricas y kp es un pardmetro de ajuste.

El balance de masas para [H*] permite tener en cuenta la catélisis dcida durante el proceso:

d[H+] NARE Rl +12
=k Pl ~k, [H
dt ‘11;;;20[ n( ,g,C)] “z[ ] (3)

N

donde ka] y ka2 son las constantes de disociacion directa y reversa, respectivamente.

Las condiciones de contorno empleadas son las siguientes:

P, ]
n =0
or | n<n, @

=0 n<n. (5)

La segunda condicién de contorno se basa en la presencia de sink condition en la interface

microparticula - medio acuoso
De la Eq. 1, la distribucién en nimero del largo de cadena (DNLC) y la distribucién en

peso del largo de cadena (DPLC) del co-polimero pueden ser estimados como sigue:

R
[[IR..g.c0 7 dr

X, = —
JO 21;§Zo F(g)lrdr )
X = IOR[R,(l,g,c)]nMRU P2 dr
‘[ORZZZZ[BI(L&C)MMRU 2 dr i

n=1 1=0 g=0 c=0
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donde Mru es el peso molecular promedio de las unidades repetidas, definido como: Mru
= xrL ML + x6-6 MG-¢ + xL-¢ MrL-G, siendo ML, Mc-c y ML las masas molares
correspondientes a los enlaces éster de las unidades repetidas y xi-L, x6-G y xL-G las
fracciones molares de los enlaces éster L-L, G-G y L-G.

El peso molecular promedio de los co-polimeros puede ser estimado a través de la
siguiente expresion:

_ .[()szliiz P(l,g,c)] nMRUrzdr

_ n=1 1=0 g=0 c:
M, =

DRI N

n=1 1=0 g=0 c=0

0
=(

0

[P, g,c)lnM,, rdr 9)

n=1 1=0 g=0 c¢=0

Médulo de liberacion

Este médulo describe el proceso de liberacion de la droga considerando la difusion de la
misma a través de la matriz polimérica y la degradacion polimérica. El sistema de
ecuaciones se describe a continuacion.

El balance de materia para el FF es:

oc,. 1 a( ) aCFFj
il P D
o r'or e or

t<t* (10)

donde C rr s la concentracion de florfenicol disuelto en la matriz polimérica y Dy esla

difusividad efectiva de la droga en la matriz polimérica.

Notar que a medida que la degradacién avanza, el mecanismo de transporte puede ser
modificado como consecuencia de los cambios morfologicos en las microparticulas.
Como consecuencia, es posible identificar un tiempo critico (#*) en el cual la masa
transferida en la fase polimérica ya no es el mecanismo preferencial en el proceso de

liberacién del principio activo.
La condicién inicial de C rr estd determinada por la carga de droga efectiva (CFFrjf ),
considerando una dispersidn uniforme de la droga en la matriz polimérica:

Crr = Cp, t=0, 0<r<R (11)
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Respecto de las condiciones de contorno, considerando sink condition en la interface

microparticula - medio acuoso, las mismas son:

oC,,
or

=0
r=0 (12)

D, (r= R)aC—FF
or

=Ky (CFFb —Cpp (t=R))=—k,; Cp(r=R)

r=R

(13)

donde C #r, € la concentracién de florfenicol en el medio de liberacion yk  es el

coeficiente de transferencia de masa de florfenicol desde la superficie de las particulas al

medio de liberacién. El valor de C rr, ©s considerado despreciable debido a la gran

cantidad de medio de liberacion comparado con la masa de droga liberada.
El coeficiente de transferencia de masa de florfenicol puede ser calculado del nimero de

Sherwood (Sh), que es igual a 2 para formas esféricas bajo condiciones de

estancamiento:[17]

k2R
Sh=2=-"
(14)

FF,

donde Dy, es el coeficiente de difusion de florfenicol en el medio de liberacién y R es

el radio de la particula.

El incremento en la difusividad efectiva de la droga debido a la degradacion polimérica
es tenido en cuenta a través de la siguiente expresion:[88]

D, =D, {1 +[1—MJU<D —1)}

M . (t =0) (15)

donde M . es el peso molecular promedio del polimero, D2,. es la difusividad efectiva

inicial del florfenicol, y K, es un pardmetro de ajuste.

Luego del tiempo critico, el transporte de masa en la fase fluida es descripto a través de

un balance de masa macroscopico en la particula segun:

d<Cpy >

. a
" —kdv—p(<CFF >=Cpp)=—k, (<Cpp >=Cpp )=k, <Cp > t>1*

p

(16)
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donde < CFF > es la concentracién volumétrica promedio de florfenicol dentro de la
particula, &, es el coeficiente de transferencia de masa de florfenicol desde la superficie
de la particula al medio de liberacién, &, es el drea de particulay V, es el volumen de

particula.
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INTRODUCCION

Durante las dltimas décadas, la liberacion controlada de moléculas ha ganado una
relevancia notoria en el disefio de nuevas estrategias para vehiculizar sustancias en
diversos campos de investigacion. Particularmente en el diseflo de terapias, intentar
reducir tanto el nimero de dosis como los efectos secundarios son los principales
objetivos de este tipo de tecnologias.[2,83] La prediccion de las cinéticas de liberacion y
el direccionamiento en el organismo son las caracteristicas mds importantes a alcanzar en
el desarrollo de tecnologias para la liberacidon controlada de drogas.[6] En este sentido,
los hidrogeles son uno de los sistemas mas usados en este campo para ser aplicados a
través de diversas técnicas terapéuticas. Los hidrogeles son materiales poliméricos con la
habilidad de absorber varias veces su peso en agua mientras que mantienen su estructura
3D. Las redes poliméricas se forman mediante enlaces quimicos y/o fisicos que proveen
la integridad caracteristica. Por otro lado, estos materiales exhiben la capacidad de
hincharse y desarrollar cambios estructurales en respuesta a diferentes condiciones
ambientales (actividad acuosa, pH, fuerza i6nica, presencia de enzimas, etc.), las que se
pueden observar en diferentes 6rganos, durante estados normales y patolégicos. En este
sentido, las redes poliméricas capaces de responder a cambios en el pH representan un
interesante objeto de estudio.[20] En general, en condiciones de pH apropiadas y debido
a la presencia de grupos funcionales especificos, los hidrogeles pueden sufrir cambios
fisicoquimicos y morfolégicos. Por ejemplo, ciertos hidrogeles pueden ionizarse,
generandose fuerzas electrostaticas repulsivas y/o atractivas. Como consecuencia, puede
producirse la relajacion de las cadenas poliméricas, hinchamiento y liberacion de un
principio activo encapsulado.[8] Ademds, los hidrogeles pueden ser fabricados en una
variedad de formas geométricas como bloques, microparticulas, nanoparticulas, esferas,
recubrimentos y films.[7] La forma esférica, tipicamente en el rango de 1 a 5 mm, es
llamada bead o macroesfera y representa una opcion para aplicaciones en terapias orales
y de cavidades.[18,19,89,90] La via oral es la principal y més simple forma de administrar
PA (principios activos) al organismo debido a su facil administracién, mejor ajuste de
dosis, mayor aceptacion por parte del paciente, bajos costos de manufactura, entre otras
razones.[8]

Los alginatos y pectinas (Figura 2.1 — A y B, respectivamente) son unos de los
biopolimeros mds populares para la produccién de hidrogeles y son altamente utilizados
en biomedicina debido a su estado GRAS (del inglés Generally Regarded As Safe by

FDA), su facil purificaciéon a partir de algas con un minimo procesamiento y su

75



CAPITULO 2

disponibilidad en gran escala en el mercado. Son polisacaridos anidnicos lineales (pKa =
2-3) que consisten en bloques de 4cido D-manurdnico y L-gulurdnico en el caso de los
alginatos (Alg), y principalmente por bloques D-galacturénicos en el caso de las pectinas
(Pec). Ademds, estas ultimas, pueden estar metiladas en mayor o menor grado,
generandose diferentes propiedades fisicoquimicas. La gelacion de estos biopolimeros se
logra en presencia de iones polivalentes, como el calcio, por entrecruzamiento entre los
grupos carboxilicos, conformédndose los tipicos modelos estructurales egg box (Figura 2.1
— C) 0 egg box modificado para alginatos y pectinas, respectivamente. Debido al bajo
pKa de estos polimeros, la integridad estructural tiende a perderse a medida que se
incrementa el pH debido a la ionizacién de los grupos funcionales y el incremento de

fuerzas repulsivas.[91]

Figura 2.1 —Estructuras quimicas de los polimeros (A) alginato y (B) pectina; y (C) representacién
genérica del modelo egg-box donde las referencias numéricas corresponden a (1) cadena polimérica,

(2) grupo carboxilico polimérico y (3) catién divalente.

Uno de los principales problemas de estos biopolimeros es su alta hidrofilicidad, lo que
dificulta enormemente la posibilidad de controlar la liberacién de los PA encapsulados
en su matriz, especialmente en el caso de pequefias moléculas ionizables.[92] En la
literatura, se han explorado el recubrimiento o la combinacién con otros polimeros para
mejorar los mecanismos de liberacién de varias moléculas y las propiedades reolégicas
de las matrices. Polimeros como quitosano y materiales acrilicos fueron usados con el

objetivo de mantener la estructura 3D y demorar el re-hinchamiento de los
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hidrogeles.[93—95] Particularmente, los polimeros del tipo Eudragit pueden ser muy
buenos candidatos para el disefio de combinaciones o blends. Estos son polimeros
sintéticos obtenidos por polimerizacion de los acidos acrilico, metacrilico y/o sus ésteres.
Las propiedades fisicoquimicas dependen de los tipos de mondmeros y sus proporciones
en el polimero. Entre ellos, el Eudragit RS (EuRS — Figura 2.2) presenta un hinchamiento
no dependiente del pH, con aplicaciones en films o microesferas para la liberacion
prolongada de PA.[91,92] La principal propiedad del EuRS es su reducida permeabilidad
a liquidos y su consecuente bajo hinchamiento en diferentes condiciones de pH.[96]
Pueden encontrarse en la bibliografia diferentes intentos para el disefio de SLCD
(sistemas de liberaciéon controlada de drogas) utilizando mezclas de Eudragit con

biopolimeros, tales como recubrimientos, films, micro- y nanoparticulas. [92,97-99]

— — R1=1H, CH;
CH; R1 R2 = CHs, C,Hj
H,C C CHy—C—1—
c=—o0 C==0
o O—R?2
CH,
CH,
HsC——N*—CH;
CH,

Cr

Figura 2.2 — Estructura quimica del polimero sintético Eudragit RS.

El re-posicionamiento de antibidticos en el mercado es de gran interés en el mundo debido
a la emergencia por resistencia microbiana a los antibidticos, declarada por la
Organizaciéon Mundial de la Salud. Los principales problemas son el largo tiempo
requerido para las investigaciones, la cantidad de dinero a invertir y el intenso labor que
se necesitan para producir un nuevo antibiético. Para poder introducir en el mercado un

nuevo ATB se requiere una investigacion sobre aproximadamente 10000 moleculas para
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lograr que alguna tenga posibilidades de alcanzar el mercado de ventas. Este tipo de
desarrollos requiere de 10 a 12 afios y una inversion de 2-3 billones de ddlares
estadounidenses.[100] Por otro lado, muchos antibidticos presentan ciertos problemas
como la alta hidrofobicidad que resulta en una baja solubilidad en condiciones
fisiol6gicas, baja biodisponibilidad y bajos niveles plasmdticos con requerimientos de
multiple dosificacion. Ademds, la presencia de estructuras aromaticas en los antibidticos
lleva a la interaccion molecular por mecanismos - pudiendo inducir la formacion de
soluciones coloidales y precipitacion de la droga.[101]

El florfenicol (FF) es un antibidtico sintético, de amplio espectro, utilizado en veterinaria
para el tratamiento de enfermedades en ganado (bovinos y porcinos), piscicultura y
animales de compania. El FF es levemente soluble en ambientes acuosos (alrededor de
1300 mg L") razén por la cual requiere la utilizacion de solventes orgénicos toxicos para
la administracién por via endovenosa y la aplicaciéon de multiples dosis para alcanzar la
ventana terapettica.[68,102,103] Es interesante mencionar que el FF pude cristalizar en
dos formas (A y B), las que muestran perfiles de disolucién similares.[104] La principal
técnica industrial para manufacturar FF es la cristalizacion por adicion de un antisolvente.
Para poder determinar el solvente mds indicado y optimizar el proceso de cristalizacion,
resulta esencial conocer el comportamiento del principio activo durante el proceso de
formulacion. La reduccion del tamafio de cristal/particula a rangos nano- y micrométricos
ha sido utilizada en la prictica para mejorar la solubilidad y la biodisponibilidad de
diferentes moléculas ya que el tamafio de particula cumple un rol importante en las
velocidades de disolucién de drogas de baja solubilidad acuosa.[103] También, el FF
debe ser aplicado de forma muy minuciosa y establecida debido a que altas
concentraciones pueden alterar 6rganos tales como el higado, los rifiones y los testiculos
como asi también producir efectos inmunosupresores y anémicos, pérdida de peso y
depresion de la médula 6sea.[105]

Por las razones mencionadas, se ha investigado la encapsulacion de FF utilizando
nanoparticulas de silica, nanoesferas con impresion molecular y microparticulas
biopoliméricas incluidas en ciclodextrinas, entre otros.[51-54] Sin embargo, los
principales problemas encontrados en este tipo de sistemas fueron la baja eficiencia de
encapsulacion y la rdpida liberacion del PA.

El principal objetivo del presente capitulo es el desarrollo y caracterizacion de sistemas
para la encapsulacién de FF en beads basadas en los biopolimeros Alg y Pec y en blends

bipolimero-EuRS para lograr una liberacion controlada y sensible al pH.
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Se estudian formulaciones con diferentes relaciones FF/polimero, polimero
sintético/biopolimero y concentraciones de FF. Se utilizan métodos biofisicos como
microscopia Optica y electronica, FTIR, DSC y XRD para la caracterizacion de los
sistemas esféricos elegidos. Por otro lado, se estudian las cinéticas de liberacion de las
diferentes formulaciones preparadas. Finalmente, se evalia la actividad antimicrobiana
del FF encapsulado frente a cepas de E. coli y S. aureus en medios de cultivo liquidos y
agarizados.

Los resultados de este capitulo fueron publicados en el Journal of Drug Delivery Science
and Technology (Karp et al., J. Drug Deliv. Sci. Technol. 54, 2019, doi:
10.1016/5.jddst.2019.101241).
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OBJETIVOS

Desarrollar particulas esféricas biopoliméricas sensibles a diferentes condiciones
de pH, basadas en alginato o pectina, para la encapsulacion y liberacion controlada
in vitro de FF.

Estudiar los efectos de las condiciones de sintesis sobre la eficiencia de
encapsulacion y la morfologia de las matrices biopoliméricas.

Evaluar las cinéticas de liberacion del PA en diferentes condiciones de pH y
relacionar los fendmenos observados con las condiciones de sintesis.

Investigar la posibilidad de utilizar mezclas poliméricas para obtener nuevas
cinéticas de liberacién en diferentes condiciones de pH.

Evaluar la actividad antimicrobiana in vitro de las formulaciones obtenidas frente

a diferentes cepas bacterianas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

Florfenicol (2,2-dicloro-N-[(1R,2S)-3-fluoro-1-hidroxi-1-(4-etilsulfonilfenil) propan-2-
yl] acetamida, 99.1%), adquirido en Romikin S.A (Buenos Aires, Argentina). Los
biopolimeros alginato y pectina (grado de metilacién aproximado de 37%) fueron
donados por Monsanto (Buenos Aires, Argentina). El cloruro de calcio di-hidratado se
adquirié en Research AG S.A (Buenos Aires, Argentina).El polimero Eudragit® RS30D
(Industrias Evonik, Alemania) se adquiri6 en Etilfarma S.A (Buenos Aires, Argentina).
Escherichia coli ATCC 25922 y Staphylococcus aureus ATCC 6538 fueron las cepas
usadas en los ensayos microbioldgicos. Para todos los experimentos, se utilizé agua
ultrapura (Millipore, Ma, USA). Todos los reactivos y solventes fueron de grado analitico

y se utilizaron como se recibieron.

2. Cuantificacion de FF

La cuantificacion de FF en todas las soluciones estudiadas se realizé mediante HPLC,
técnica ya descripta en el Capitulo 1/Anexo 1.1, utilizando un equipo HPLC (Prominence
Serie 20A, Shimadzu) con deteccion UV por arreglo de diodos (SPD-M20Avp), equipado
con una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6x150 mm; 5 pm), bombas LC-20AT y
un horno CTO-10Asvp. La temperatura de columna y la longitud de onda de deteccidn se
establecieron en 35°C y 224 nm, respectivamente. Como fase mévil se utilizé una mezcla
de metanol:agua (50:50 v v'!) pH 2.5, con un caudal de 0.75 mL min™'. Se realizé una

curva de calibrado para FF en fase mévil en el rango de 10-100 mg L' (R? = 0.998).

3. Preparacion de beads FF/Alginato, FF/Pectina y FF/Alginato-EuRS
a. FF/Alginato — FF/Pectina

El efecto del pH en la encapsulacion de la droga en las esferas se evalu6 disolviendo de
800 a 3900 ug mL! de FF en 10 mL de buffer fosfato 20 mM (pH= 7.4) o buffer acetato
20 mM (pH 4.0) conteniendo (2.0% p v'!) de biopolimero y agitado durante toda la noche.
Luego, las soluciones de FF/biopolimero se gotearon en una soluciéon 500 mM de CaClz,
en bafio de hielo y con agitaciéon magnética suave, durante 5 a 20 minutos. Las beads
resultantes se filtraron, se secaron a 37°C durante 24 h y se almacenaron a 4°C hasta
andlisis posteriores. Las soluciones filtradas fueron mantenidas a 4°C hasta la

cuantificacion de FF no encapsulado.
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b. FF/Alginato-EuRS
Se prepararon soluciones conteniendo 1300 ug mL™' de FF, 2.0% (p v'!) de Algy 5-15%
(p v'!) de Eudragit RS que se gotearon en una solucién 500 mM de CaCly, en bafio de
hielo y con agitacién magnética suave, durante 10 minutos. Las esferas resultantes y las

soluciones filtradas fueron tratadas como se menciond previamente.

La Figura 2.3 muestra un esquema del procedimiento de la sintesis de las esferas

biopolimericas y blend.

BIOPOL/BIOPOL+EuURS + FLORFENICOL

GOTEO

I
v

CLORURO DE CALCIO

, GELACION

— ” IONICA
AGITACION

\ 4
MADURACION

LAVADO +
FILTRADO

v
SECADO

Figura 2.3 — Esquema del procedimiento de sintesis de las esferas poliméricas a partir de las

diferentes formulaciones estudiadas.
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4. Eficiencia de encapsulacién

Con el objeto de evaluar la eficiencia de encapsulacion (EE), las soluciones filtradas
obtenidas durante la sintesis de esferas fueron analizadas por HPLC utilizando la
metodologia mencionada anteriormente. Se cuantific la masa de FF no encapsulado
(mFFne) y la EE se calcul6, de forma indirecta y similar a la indicada en el Capitulo 1,

segun la siguiente ecuacion:

mFFi — mFFne
EE (%) = (‘fr?FFi o 9 100

donde mFFi es la masa de florfenicol pesada al inicio de la sintesis.

5. Caracterizacion estructural y morfoldgica

El didmetro promedio de las esferas se obtuvo utilizando un microscopio DM2500M
(Leica) con una cdmara DFC290HD (Leica) acoplada. Las imdgenes se analizaron
utilizando el software Imagel (1.40g, National Institutes of Health).

El andlisis morfolégico se realiz6 mediante SEM (microscopia electrénica de barrido)
con un microscopio modelo Philips SEM 505 (Rochester, USA) y un programa
digitalizador de imagenes (Soft Imaging System ADDA II). Con el propdsito de comparar
las superficies y las morfologias internas, las beads se congelaron, se cortaron
transversalmente y se recubrieron con una capa de oro de 15-20 nm de espesor usando un
metalizador Balzers SCD 030. Las imdgenes obtenidas se analizaron utilizando el

software Imagel (1.40g, National Institutes of Health).

6. Estudio de interacciones fisicoquimicas

a. Difraccion de Rayos-X
Con el objeto de conocer el estado fisico de los componentes en las diferentes
formulaciones, las muestras (0.1-0.2 g) se comprimieron y analizaron utilizando un
difractémetro de rayos X Empyrean Panalyitical. Se incidi6 la radiacién filtrada sobre la
muestra a 40 kW y 45 mA, en el rango de 5-40°, a una velocidad de 1 grado min'.

b. FTIR (Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier)
Para este ensayo, las muestras (3-4 mg) se mezclaron y comprimieron junto con bromuro
de potasio para obtener discos homogéneos. Se utilizé un espectrofotometro FTIR-8001

PC (Shimadzu) y se estudiaron las sefiales en un rango de 4000-400 cm™.
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c. DSC (Calorimetria diferencial de barrido)
Los termogramas se obtuvieron utilizando un calorimetro diferencial de barrido DSC
Q2000 (TA Instruments, Tx, USA). En cdpsulas de aluminio herméticamente cerradas se
colocaron las muestras (4-5 mg) y se calentaron a una velocidad de 10°C min™!, bajo
atmésfera de nitrégeno (flujo de 50 mL min™'). EI flujo de calor se midié en un rango de

temperatura de 0-300°C.

7. Estudios de perfiles de liberacién

Para evaluar la existencia de un control, sensible al pH, sobre la liberacion del antibidtico
desde las esferas biopoliméricas, una masa equivalente a 200 ug de FF se puso en contacto
con 5 mL de medio Clark & Lubs 25 mM pH 1.2 (simula pH géastrico) y con 5 mL de
medio TRIS 10 mM pH 7.4 (simula pH intestinal sin fosfatos), de forma independiente.
Ademds, se realizé un estudio de liberacién en buffer fosfato 0.01M pH 7.4 (medio
quelante de iones Ca*?). Todos los ensayos se realizaron a 37°C y en agitacién orbital a
100 rpm. Luego de 15, 30, 60, 90 y 120 min de iniciado el ensayo, se tom6 1 mL de
medio, con reposicion de medio fresco, y se cuantificd la masa acumulada de antibidtico

liberado utilizando la técnica mencionada anteriormente.

8. Modelado matematico

Las cinéticas de liberacion de FF fueron modeladas con ecuaciones del tipo orden cero,
primer orden, Higuchi y Korsmmeyer-Peppas.[23,25] La congruencia entre los datos y

los modelos fueron aceptadas como adecuadas cuando R? > 0.9.

9. Estudios microbioldgicos

Para evaluar la actividad antimicrobiana de los sistemas desarrollados se llevaron a cabo
estudios de antibiogramas en placa y de inhibicién en medio liquido.

Para los estudios realizados en placa, se sembraron cultivos de Staphylococcus aureus
ATCC 6538 y Escherichia coli ATCC 25922 (DO = 0.5) en medio Mueller Hinton
agarizado en placas de Petri. Luego se colocaron esferas de las diferentes formulaciones
de interés sobre la superficie y se incubaron a 37°C (metodologia de difusién desde discos
modificada). Al cabo de 24 h se midieron los halos de inhibicién utilizando el software
informatico ImagelJ 1.40g (National Institutes of Health).

En el caso de los ensayos de inhibicién en medio liquido, los inculos se obtuvieron tras

cultivar las cepas E. coli ATCC 25922y S. aureus ATCC 6538 en caldo nutritivo, a 37°C
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y 100 rpm durante 12 h. Luego, se agregaron 0.750 mL de in6culo a 30 mL de caldo
nutritivo fresco y se incubaron a 37°C y 100 rpm hasta alcanzar la fase de crecimiento
exponencial (2-3 h). Finalmente, se agregd una solucién acuosa del farmaco o una masa
de esferas formuladas (manteniendo la equivalencia en cantidad de principio activo).
Desde 1 hasta 8 h, y cada 30 min, se colocaron 0.150 mL de medio en una microplaca
para realizar la medicion de densidad Optica a 600 nm. Se realizaron controles de

crecimiento bacteriano sin formulaciones. Los ensayos se realizaron por triplicado.

10. Analisis estadistico de los resultados

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Las comparaciones estadisticas entre
medias se realizaron mediante un test ANOVA. Una probabilidad p < 0.05 fue

considerada como significativa.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Se estudi6 la sintesis de esferas y la encapsulaciéon de 800, 1300 (aproximadamente la
solubilidad acuosa del FF) y 3900 ug mL™! de FF en 2.0% a 4.0% (p v'') de biopolimero.
No se hallaron diferencias estadisticamente significativas (p > 0.05) en la EE de FF entre
las diferentes muestras. La relajacion de las cadenas poliméricas en hidrogeles
biopoliméricos se reportd aproximadamente independiente de la concentracion del
polimero.[106] Basados en estas consideraciones, se establecio la concentracion de 2.0%
(p v'!) de biopolimero para los siguientes ensayos.

Por otro lado, se analiz6 la sintesis de esferas y la EE de FF a pH 4.0 y 7.4. La EE de FF
en 2.0% (p v') de Alg fue de 43.0 + 4.3% y de 49.6 = 3.0% a pH 4.0 y 7.4,
respectivamente. Por otro lado, la EE de FF en 2.0% (p v'!) de Pec fue de 59.0 + 4.3% y
de 56.5 £ 3.0% a pH 4.0 y 7.4, respectivamente. Ya que no se encontraron diferencias
significativas entre las dos condiciones estudiadas (p > 0.05), el buffer fosfato a pH 7.4
fue elegido como diluyente de los biopolimeros y el antibidtico para los siguientes
experimentos. Ademds, el FF presenta una mayor estabilidad a pH 7.4 en comparacion
con condiciones 4cidas y los buffer fosfato, con un pH cercano a la neutralidad, aportan
generalmente condiciones mds compatibles con los medios bioldgicos.[107]

En la Figura 2.4, puede analizarse el efecto de la concentracion inicial de FF y el tiempo
de maduracion de las esferas en CaClz 0.5 M sobre la EE del ATB. Al incrementar la
concentracion de FF se obtienen EE mayores en las esferas biopoliméricas, tanto de Alg
como Pec, fendmeno que podria ser atribuido al efecto de apilamiento © — © mencionado
previamente.[101] La baja solubilidad acuosa del FF puede producir la precipitacion del
PA dentro de las esferas cuando se lo utiliza en altas concentraciones, incrementando la
EE.[48]

En cuanto al efecto del tiempo de maduracion de las esferas, por ejemplo, para la
formulacion A13, utilizar 20 min de maduracién permite obtener una EE de 33.3 £ 3.5%
mientras que utilizar 5 min logra una EE de 52.7 + 3.2%. Este comportamiento puede
observarse en todas las formulaciones estudiadas y puede asociarse a la difusién del FF
debido a su bajo peso molecular y a la ausencia de interacciones con la matriz polimérica.
Estos resultados resultan congruentes con otros reportados, donde la presencia de
biopolimeros que puedan establecer interacciones con los principios activos juega un
papel crucial en la retencién de los mismos en la matriz, afectando las EE y las cinéticas
de liberacion.[89,90] El diametro de poro de esferas de calcio-alginato o calcio-pectina

suele estar en el rango de 16.6 nm a 76.8 nm, mientras que el volumen molecular del FF,
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considerado como una esfera, es de aproximadamente 0.41 nm?, lo que es al menos mas
de diez mil veces mds pequefos que el didmetro de poro mencionado. Esto indica
fuertemente que el FF difunde libremente a través de la matriz en ausencia de
interacciones y en mayor cantidad al aumentar el tiempo de maduracién de las

esferas.[108]
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Figura 2.4 - Eficiencias de encapsulacion para diferentes concentraciones iniciales de FF (3900, 1300
y 800 mg L") y diferentes tiempos de maduracién (5, 10 y 20 min) para beads sintetizadas con (A)

alginato y (B) pectina al 2% p v’

La Figura 2.5 muestra los resultados para los ensayos de liberacion in vitro de FF, desde
las formulaciones preparadas con pectina. Como puede observarse, no habria diferencias
importantes entre los perfiles de liberacién del principio activo en diferentes condiciones
de pH. Debido a esto, las formulaciones basadas en pectina se descartaron para los analisis

posteriores.
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Figura 2.5 - Perfiles de liberacién de FF obtenidos para las formulaciones de pectina al 2% (p v'') con
1300 (m) y 3900 (@) mg L' de FF y 10 min de maduracién, en (A) buffer Clark & Lubs pH 1.2 y (B)
buffer TRIS pH 7.4.

Continuando con los andlisis sobre las formulaciones basadas en alginato, es interesante
notar que, a pesar de las diferentes cantidades de FF encapsulado en las esferas, no existen
diferencias significativas (p > 0.05) en el tamafio de las beads, con un didmetro promedio
de 1200 um (Figura 2.6) y con una esfericidad incrementada a medida que se aumenta el
tiempo de maduracién (Figura 2.7). Basado en los resultados obtenidos, las formulaciones

A13y A39, con 10 min de maduracion, fueron seleccionadas para los siguientes estudios.

91



CAPITULO 2

2000 -

3
2 500
°
el
[}
€ 10004
°
‘6
£ 500
©
a

0 -

<& <& <& <& <& <&
\‘56 %\Q 'bq'g q?% q\Q qq'g
N N
vy v AR SR

Figura 2.6 - Didmetros medios de esferas con diferentes concentraciones iniciales de FF (A13, 1300

mg L5 A39, 3900 mg L) y diferentes tiempos de maduracién (5, 10 y 20 min).

5 min 10 min min

A13

A39

Figura 2.7 - Microfotografias de beads formuladas con alginato utilizando diferentes concentraciones
iniciales de FF (A13, 1300 mg L' y A39, 3900 mg L") y diferentes tiempos de maduracién (5,10 y 20

min). Barra de escala = 500 pm.

Los perfiles de liberacion de FF desde las formulaciones A13 'y A39,apH 1.2y 7.4, se
muestran en la Figura 2.8. Todos los perfiles mostraron una demora al inicio de la
liberacién posiblemente debida a los tiempos requeridos para la hidratacion de las esferas

de Alg. Ademads, se observé un hinchamiento y una desestructuracion total de las esferas,
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en todas las concentraciones de FF estudiadas, en buffer fosfato pH 7.4 (no se muestran
los resultados). Este hinchamiento demoré menos de 5 minutos y puede explicarse por la
presencia de grupos fosfato quelantes de iones calcio, capaces de desestabilizar la red
polimérica.

Para los perfiles de la Figura 2.8, la velocidad de liberacién de FF resulté inversamente
proporcional a la concentracion de PA cuando éste se aument6 de 29.0 (A13) a 132.5
(A39) mg por gramo de Alg. Basados en la solubilidad del FF en medios acuosos (1300
mg L), es posible considerar que la formulacién A39 puede tener mayor proporcién de
droga precipitada dentro de las esferas, retardando la liberacion del principio activo. En
otras palabras, la droga precipitada debe disolverse previamente para luego difundir a
través de la matriz de Alg.[109]

Si se realiza una simple inspeccién visual, la liberacion de FF presenta un perfil del tipo
lineal a pH 4cido y uno hiperbdlico a pH 7.4. El aumento de pH (ej. fisiolégico) causa la
ionizacion de los grupos gulurénicos del Alg (pKa = 2-3) generando iones guluronatos.
La presencia de estos ultimos aumenta la relajacion de las cadenas poliméricas debido al
aumento de las fuerzas repulsivas, aumentando la flexibilidad del polimero e
incrementando el tamafio de los poros.[110] Como consecuencia de estos fendmenos, la
liberacion de FF se vera factiblemente aumentada por el aumento del pH.

Los perfiles de liberacion de FF desde la formulaciéon A39 a pH 1.2 y 7.4 (Tris-HCI)
fueron similares, mostrando un comportamiento independiente del pH, posiblemente
debido a que la disolucién de los cristales de FF seria el paso limitante/fenémeno
predominante en el control de la liberacion del PA. Por otro lado, la formulacion A13
mostré un comportamiento dependiente del valor de pH para la liberacion de FF. Més del
60% del PA fue liberado cuando se aumento6 el pH del medio de liberacién, luego de 1 h
de iniciado el ensayo. Debido al comportamiento pH-dependiente observado, la
formulacion A13 fue seleccionada para los posteriores ensayos. Ya que mds del 90% del
FF fue liberado en menos de 2 h, se propuso utilizar mezclas poliméricas para obtener

una liberacién de FF mas controlada.[111]
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Figura 2.8 — Perfiles de liberacion de FF obtenidos para las formulaciones A13 (m) y A39 (@), con 10
min de maduracion, en (A) buffer Clark & Lubs pH 1.2 y (B) buffer TRIS pH 7.4.

El polimero hidrofébico Eudragit® RS (EuRS) resulta ser un buen candidato para preparar
mezclas con Alg debido a sus propiedades fisicoquimicas: baja hidratacion, grupos
aminos polares capaces de interactuar con los residuos carboxilatos de los manuronatos
y guluronatos del Alg, y los grupos éster polarizables capaces de establecer puentes de
hidrégeno con los grupos hidroxilos del Alg. Ademas, el EuRS podria interactuar con el
FF reduciendo el efecto de apilamiento n-n de la droga.

La composicién, EE y tamafios promedio obtenidos para las formulaciones basadas en
Alg y en la mezcla EuRS-Alg, se muestran en la Tabla 2.1. Como puede observarse, se
produjo un incremento medio del 50% en el didmetro de las esferas, atribuible a las
interacciones entre el Alg y el EuRS y a las diferencias en sus afinidades acuosas, con la
consecuente distorsiéon del modelo compacto egg-box y el efecto sobre la estructura

interna de las esferas.[91]
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Un andlisis comparativo permite apreciar que el blend con 5% (p v'') de EuRS logré EE
menores que las beads de Alg. Mientras que con las formulaciones con 15% o 20% de
EuRS se obtuvieron EE similares o mayores que solamente con Alg, respectivamente.
Estos resultados son similares a los reportados previamente para la encapsulacion de
felodipina en mezclas Alg-EuRS.[91] La felodipina, un bloqueador de canales de calcio,
presenta similares caracteristicas fisicoquimicas que el FF. La baja EE obtenida para la
mezcla con 5% de EuRS puede ser entendida si se tiene en cuenta la distorsion en la
estructura egg-box, que podria generar una matriz polimérica mas laxa y permitiria la
captacidn acuosa con la consecuente difusion de la droga al medio. No obstante, cuando
la proporcion de EuRS aumenta, este polimero podria crear una barrera fisica que dificulta
el ingreso del agua circundante ademds de interactuar con el FF, evitando su difusion

fuera de la matriz mezcla.

Tabla 2.1 — Resultados de tamafios de beads y eficiencias de encapsulacion obtenidos para las diferentes
formulaciones obtenidas a pH 7.4 y con 10 min de maduracién. Las formulaciones cuyo ID comienzan

con A y AEu corresponden a alginato y mezclas Alg-Eudragit, respectivamente.

Concentracion Concentracion Concentracion Eficiencia de Tamaiio
ID
de biopolimero inicial de FF de EudragitRS encapsulacién promedio
Formulacion
(%opv" (ug mL™) (%opv" (%) (mm)
A8 2 800 - - 1.35 £ 0.08
Al3 2 1300 - 44.82 +3.00 1.26 +0.08
A39 2 3900 - 67.97 +3.15 1.30 £ 0.09
AEu5 2 1300 5 21.91 +£3.53 1.46 +£0.06
AEul5 2 1300 15 4777 £2.15 2.34+0.12
AEu20 2 1300 20 55.87 +3.60 2.41 +£0.09

La Figura 2.9 muestra las liberaciones de FF desde las distintas matrices blend,
preparadas con diferentes proporciones de EuRS y utilizando como base la formulacion

A13. En el caso del medio 4cido, se liber6 de 45% a 75% en 1 h'y de 60% a 90% en 2 h,
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dependiendo del contenido de EuRS (Figura 2.9 — A). Sin embargo, la liberacién de FF
desde las matrices mezclas tanto en Tris-HC] como en buffer fosfato, ambos con un pH
de 7.4, result6 ser mds lenta en los casos con 15 y 20% de EuRS, liberandose alrededor
de un 40-45% a las 2 h de iniciado el ensayo (Figura 2.9 — B,C). Al comparar estos
resultados con las esferas de Alg, se puede observar que se ha invertido el
comportamiento de liberacion para diferentes condiciones de pH. Otro resultado
interesante, fue la capacidad de las formulaciones para resistir el efecto quelante de los
iones fosfato sobre los iones calcio (Figura 2.9 — C). A diferencia de las esferas de Alg,
la estructura de las matrices poliméricas fue conservada, logrdndose una liberacidn
controlada de FF. En trabajos previos se reportd la encapsulacion de teofilina en matrices
de pectina-quitosdn-EuRS con similares resultados. Teniendo en cuenta las similitudes en
las propiedades fisicoquimicas entre el FF y la teofilina, los resultados son

comparables.[92]
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Figura 2.9 — Perfiles de liberacion de FF desde las diferentes formulaciones con distintas proporciones de
EuRS en (A) buffer Clark & Lubs pH 1.2, (B) buffer TRIS pH 7.4 y (C) buffer fosfato pH 7.4.
AEuS5 (o), AEul5 (m), AEu20( A).
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La Tabla 2.2 muestra los resultados para los diferentes modelos matemaéticos aplicados a
los perfiles de liberacion obtenidos en las distintas condiciones buffer y de pH. Los
resultados muestran que la mayoria de las curvas siguen un modelo de primer orden. Esto
indicaria que la evolucién de la concentracién de la droga a través del tiempo esta
relacionada con la disolucion de particulas de principio activo debido a la interaccion
superficial con un medio liquido.[26] No obstante, la formulacion AEulS present6 el
mejor ajuste con el modelo Korsmmeyer-Peppas, con el pardmetro n > 0.5, indicando una
posible difusién no-Fickiana (transporte anémalo), donde la liberacién de FF depende de

procesos de relajacion polimérica y difusion combinados.

Tabla 2.2 - Modelos matemadticos con mejor ajuste para las diferentes cinéticas de liberacion estudiadas.

D Modelo con mejor

Buffer*1 Ecuacién*3 R’
Formulacién ajuste

Al3 Clark&Lubs 1.2 Primer orden DL (%) = —((—e®c*tM) — 1) 0.95
Al13 TRIS 7.4 Primer orden DL (%) = —((—eto*t) — 1) 0.96
A39 Clark&Lubs 1.2 Primer orden DL (%) = —((—e®36xtM) — 1) 0.98
A39 TRIS 7.4 Primer orden DL (%) = —((—e®*3xtM) — 1) 0.98
AEu5 Clark&Lubs 1.2 Primer orden DL (%) = —((—e®98xtM) — 1) 0.94
AEu5 TRIS 7.4 Primer orden DL (%) = —((—e®78xtW) — 1) 0.98
AEu5 Fosfato 7.4 Primer orden DL (%) = —((—e®6#* M) — 1) 0.96
AEul5 Clark&Lubs 1.2 Primer orden DL (%) = —((—e®56*t) — 1) 0.93
AEul5 TRIS 7.4 Primer orden DL (%) = —((—e®32*tM) — 1) 0.92
AEul5 Fosfato 7.4 Korsm-Peppas*2 DL (%) = 0.28 x (t(h)°®%) 0.96

*1 tipo de buffer y valor de pH; *2 modelo Korsmmeyer-Peppas; *3 DL (%) = Droga liberada

La Figura 2.10 muestra los espectros obtenidos, por FTIR, para la formulacién mezcla
AEul5 y los diferentes componentes puros. Las bandas de FF no se observan
posiblemente debido a la baja cantidad relativa de droga presente en la formulacién.
Ademads, la presencia de FF solido puede interferir en su deteccion mediante la presente

técnica.[89] El espectro de Alg muestra la caracteristica banda asimétrica R-COO™ (1600
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cm') que también puede observarse en la formulacién. La sefial del grupo carbonilo a
1716 cm™!, representativo del EuRS, fue detectada también en el espectro de AEul5. Sin
embargo, se observaron cambios en las posiciones de los picos en el espectro de la
formulacién blend. Las bandas caracteristicas de Alginato y EuRS mostraron un leve
corrimiento hacia 1618 y 1740 cm™!, respectivamente. Este resultado podria indicar la
presencia de interacciones débiles entre los polimeros, confirmando la naturaleza blend

de la matriz que podria explicar los cambios observados en las beads cuando el EuRS es

introducido.
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Figura 2.10 - Espectros de FTIR para la formulaciéon AEul5 (blend) y los diferentes componentes

puros (las flechas indican las bandas representativas).

La Figura 2.11 muestra los resultados de DSC obtenidos para las diferentes formulaciones
estudiadas. En la Figura 2.11-A, el pico endotérmico caracteristico de la fusiéon de FF
puede ser observado a 160°C, aproximadamente.[112,113] Ademds, se puede observar el
pico de descomposicion del Alg a 190°C.[113] Las diferencias observadas entre las
esferas blanco y formuladas pueden ser atribuidas al solapamiento con el pico de fusion
de FF. También, el ensanchamiento que puede apreciarse para la formulacién A13, puede
ser explicado por una mayor dispersion del FF en la matriz polimérica debido a una menor
solidificacion del mismo. Por otro lado, la curva de la formulacién A39 mostré un pico

de descomposicion de Alg mas estrecho y la presencia del pico de fusion de FF. Este
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resultado puede deberse a una mayor proporcion de cristales de FF. La Figura 2.11-B
muestra los estudios por DSC para las formulaciones blend. Los picos observados para
las mezclas poliméricas se posicionan alrededor de 195°C mientras que el pico de
descomposicién de Alg se encuentra cercano a los 192°C. Los cambios percibidos pueden
atribuirse a las débiles interacciones entre Alg y EuRS, en concordancia con resultados
previos mencionados. Ademds, es importante destacar que no se observan picos de fusién
de FF lo que sugiere una disminucién en la presencia de cristales de FF debido a la

presencia del EuRS.[113]
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Figura 2.11 — Resultados obtenidos por DSC para (A) beads de Alg y (B) beads de Alg-EuRS. Se

incluyen los estudios para los componentes puros.

La Figura 2.12 muestra los resultados obtenidos para los estudios de difraccion de rayos
X. La Figura 2.12— A muestra los difractogramas para los componentes de las esferas de
Alg puro. FF mostr6 tres picos caracteristicos posicionados a 8.10, 16.21 y 26.85°.[112]
Por otro lado, debido a sus marcadas caracteristicas amorfas, no se observaron picos en

los resultados para Alg. La formulacién A39 mostré una mayor cantidad de picos (11.83,
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21,11 y 29.50°) en comparacién con A13 (31.79°), indicando una mayor presencia de
cristales de FF en la primera. Este resultado concuerda con la liberacion retardada de FF
desde las beads de la formulacién A39. Es interesante destacar que el FF presenta dos
polimorfismos, A y B, cuando ocurren los procesos de cristalizacion. El FF utilizado en
el presente trabajo es, posiblemente, una mezcla de ambos.[112] Sin embargo, la
formulaciéon A39 muestra un patrén de cristalizacion nuevo cuando se realiza la sintesis
de beads, posiblemente debido a la presencia de Alg. Por otro lado, no se observaron
cristales de FF en las formulaciones con Alg-EuRS (Figura 2.12— B), apoyando la idea
de que el control de la liberacion de FF estd asociado principalmente a las propiedades de

las matrices mezcla.
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Figura 2.12 - Difractogramas obtenidos por difracciéon de RX para esferas formuladas con (A)

Alg y (B) Alg-EuRS. Se incluyen los estudios para los componentes puros.
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En la Figura 2.13 pueden observarse las imdgenes de SEM para las formulaciones A39 y
A13. Se puede apreciar una morfologia esférica distorsionada y cierto grado de rugosidad
en ambas formulaciones. Sin embargo, solamente la formulacién A39 presenta presencia
identificable de “nano-cristales” de FF, en concordancia con los resultados presentados
previamente. Ademds, las estructuras en forma de placa de los cristales indicarian que se
encuentra una mayor proporcion de la forma A de los posibles polimorfismos de FF.[112]
La Figura 2.14 muestra las imdgenes de SEM obtenidas para las formulaciones AEuS y
AEul5. La forma esférica fue mejorada con respecto a las matrices sin EuRS. Ademas,
en un andlisis sobre variacién de intensidades de grises sobre la superficie se pudo
observar una menor desviacion estandar en esferas de la formulacién AEul5, indicando
superficies menos rugosas (Tabla 2.3).[89] Esta caracteristica puede estar asociada a una
liberacion de FF mas controlada, tal como se observo en los diferentes estudios realizados.
La mejora lograda en la matriz y el consecuente control sobre la liberacion de FF
representa una ventaja sobre formulaciones basadas tinicamente en biopolimeros como
alginato-alginato o alginato-pectina, donde la elevada porosidad e hidrofilicidad de la
matriz induce una rdpida y descontrolada liberacion de moléculas de bajo peso

molecular.[111,114]

—— = e ey

Figura 2.13 — Iméagenes obtenidas por SEM para: (A) A39 bead, (B) superficie A39, (C) corte A39,(
D) A13 bead, (C) superficie A13 y (D) corte A13.

(Barra escala bead = 250 pum; barra escala superficie = 50 um; barra escala corte = 10 um)
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Figura 2.14 — Imagenes de SEM obtenidas para: (A) AEuS bead, (B) superficie AEu5, (C) AEul5
bead y (D) superficie AEulS5.

(Barra escala bead = 200 pm; barra escala superficie = 10 um)

Tabla 2.3 - Andlisis de superficies por imdgenes para las formulaciones A39, A13, AEuS y AEul5

utilizando el software ImagelJ.

Formulacion Media Desviacion estandar Histograma

A39 80.42 35.14
Al3 84.76 32.54
AEu5 77.80 32.77
AEul5 77.53 18.93
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La Figura 2.15 muestra los efectos inhibitorios de las formulaciones seleccionadas sobre
el crecimiento bacteriano en medio liquido. Se puede observar un efecto de inhibicion del
crecimiento similar tanto para S. aureus (Figura 2.15 — A) como para E. coli (Figura 2.15
— B). Este comportamiento puede deberse al amplio espectro de accién del FF.[47,115]
Si bien no logran observarse efectos sinérgicos entre el FF y los polimeros utilizados, es
importante destacar que el PA fue liberado de forma biol6gicamente activa luego de todo

el procedimiento de sintesis.
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Figura 2.15 — Efectos de las formulaciones seleccionadas sobre la inhibicién del crecimiento

bacteriano en medio liquido para las cepas (A) S. aureus y (B) E. coli.

(®) Control, (m) Florfenicol, (A) formulacion A13 y (V) formulacién AEul5.

Los resultados obtenidos para el estudio de los efectos antimicrobianos en medios

agarizados se muestran en la Figura 2.16. En el caso de los ensayos realizados con la cepa
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S. aureus (Figura 2.16 — B), se puede observar que la progresién de la inhibicién no
presentd diferencias sustanciales cuando se utilizaron formulaciones de Alg puro y
blends. Por otro lado, E. coli presenté una demora en la inhibicién en los ensayos con la
formulacion blend, pudiendo asociarse este fendmeno a una liberaciéon mds controlada de
FF (Figura 2.16 — A). Estos resultados se encuentran en concordancia con reportes que
indican una mayor susceptibilidad de organismos Gram-positivos al FF.[49] No obstante,
ambas formulaciones son capaces de generar la misma inhibicién a las 24hs de iniciado

el ensayo, liberando el FF en forma activa.
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Figura 2.16 — Actividad antimicrobiana en placas agarizadas para (A) S. aureus 'y (B) E. coli.
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CONCLUSIONES PRELIMINARES

Se desarrollaron esferas biopoliméricas para la liberaciéon controlada de FF. El uso de
formulaciones de liberaciéon controlada mejora ciertos aspectos de los tratamientos
disminuyendo el nimero de dosis y los efectos adversos relacionados con las
caracteristicas fisicoquimicas del PA.

Se investigaron tres tipos de matrices: Pec pura, Alg puro y mezclas Alg-EuRS. La
gelacion i6nica fue utilizada como método de sintesis. Se lograron esferas con formas y
tamafios adecuados para los tratamientos de aplicacién oral. Ademads, debido a los
didmetros medios logrados, se logra evitar el pasaje de las beads hacia las diferentes vias
de circulacion del organismo. Utilizando la cristalizacién in situ, las eficiencias de
encapsulacion de FF resultaron superiores a las reportadas por otras metodologias.

Se logaron diferentes caracteristicas de los sistemas cuando se utilizaron diferentes
proporciones de droga/polimero y tiempos de maduracion. El aumento de la cantidad de
FF en las matrices resulté en una liberacién mas lenta. No obstante, altas relaciones de
FF/polimero impidieron una liberacién pH-sensible.

Sé6lo la formulacion Al3 presentdé un comportamiento significativamente diferente
cuando se cambio el pH del medio de liberacion. Por otra parte, en el caso de las matrices
mezclas Alg-EuRS, se observé un comportamiento invertido en cuanto a la pH-
sensibilidad: se lograron liberaciones mas lentas de FF al aumentar el valor de pH del
medio. Estas formulaciones pueden resultar prometedoras para la liberacion de FF a
través del sistema digestivo, donde el pH tiende a aumentar.

Se realizaron estudios microbiolégicos de diferentes formulaciones seleccionadas,
confirmandose la actividad bioldgica del FF y la ausencia de cambios fisicoquimicos

significativos durante el proceso de sintesis.
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INTRODUCCION

En general, el principal objetivo de los sistemas para liberacion controlada de drogas es
desarrollar sistemas capaces de alcanzar y mantener los niveles de PA dentro del rango
terapéutico, durante un tiempo determinado y en un determinado sitio del organismo.
Entre las multiples posibilidades que existen para el disefio de SLCD, aquellos que se
basan en polimeros biodegradables-biocompatibles se han vuelto foco de un gran interés,
debido a su versatilidad y aplicabilidad. La utilizacion de polimeros que pueden aplicarse
sin problemas de toxicidad ni necesidad de remocién debido a su biodegradabilidad hacen
de este tipo de sistemas unos excelentes candidatos para un gran grupo de PA de alta
importancia. En este sentido, los estudios apuntan a descubrir las condiciones de sintesis
y preparaciéon que permitan obtener dispositivos cuyas caracteristicas puedan disefarse
para lograr cinéticas de liberacion de farmacos controladas y predecibles.[2,6,83]

Los SLCD poliméricos pueden ser disefiados en multiples geometrias y tamafios,
dependiendo de los sitios/cavidades de aplicacion en los que se requieran, por ejemplo:
nano- y microparticulas, parches, beads, microagujas, cdpsulas, implantes, entre
otros.[1,2,5] Segun de cual se trate, pueden administrarse utilizdndose diferentes tipos de
aplicacion: intravenosa, cutdnea, sub-cutdnea, intramuscular u oral, entre las mds
comunes. Dependiendo de la técnica de sintesis, los mismos pueden ser pre-fabricados
(ex situ) o fabricados directamente en el sitio de aplicacion (in situ). Las posibilidades de
fabricacion estardn dadas tanto por la via de administracion elegida como por las
caracteristicas fisicoquimicas del polimero y el firmaco de interés.

Los implantes poliméricos de formacion in situ (IFIS) han adquirido una gran popularidad
en los dltimos afios para una amplia gama de aplicaciones biomédicas como reparacion
de tejidos, scaffolds, encapsulacion celular y liberacion controlada de drogas.[116] Este
tipo de SLCD ha demostrado una serie de caracteristicas de suma importancia: liberacion
sitio-especifica, ficil aplicacion, tiempos prolongados de liberacion, reduccion de efectos
secundarios asociados a administraciones sistémicas y mayor aceptacion por parte del
paciente. La utilizacion de esta tecnologia permite la inyeccién o disposicion de un
material de relativa baja viscosidad, que solidifica para formar un depdsito polimérico
s6lido o semi-sdlido capaz de controlar la liberacién de uno o varios farmacos y
proveyendo terapias de larga duracién. Segtn el estimulo que utilicen para la formacién
in situ pueden clasificarse como implantes obtenidos por: separaciéon de fases

(termoresponsivos, pH-dependientes o por intercambio de solventes), entrecruzamiento
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(iniciados foto, fisica o quimicamente) y solidificaciéon de organogeles (cambio de
solubilidad).[58]

Los implantes de formacién in situ por intercambio de solventes (IFIS-IS) han atraido un
gran interés por parte de la industria farmacéutica, que busca desarrollar tecnologias
terapéuticas para un amplio campo de aplicaciones. Este tipo de implantes presenta
ventajas sobre las otras opciones ya que, para su formacién, no necesita temperaturas
criticas (versus implantes termoresponsivos), presencia de iones especificos (versus
implantes iones dependientes) o determinados valores de pH (versus implantes pH-
dependientes). Los IFIS-IS suelen formarse a partir de un polimero hidrofébico disuelto
en un solvente orgdnico con parcial solubilidad acuosa, en conjunto con un principio
activo. Al entrar en contacto con los medios fluidos de un organismo, se produce una
difusién de moléculas de solvente que se intercambian por otras de agua, causando una
transformacion sol-gel con la precipitacién conjunta in situ del polimero y del PA. De
esta manera, se forma un depdsito polimérico o implante, capaz de liberar de forma
controlada la/s droga/s de interés.[116] . Como principal desventaja de estos sistemas se
encuentra la ocurrencia de efecto burst o liberacion explosiva inicial durante la formacion
in situ. La precipitacién del polimero, debido al intercambio de solvente, es un proceso
dindmico que requiere de un periodo de tiempo para completarse, luego del cual se
formaria el implante completo. Esta etapa corresponde a la sintesis del IFIS-IS y se
caracteriza por un marcado movimiento de solvente organico hacia la fase acuosa. El PA
es capaz de difundir no sélo a través de la red polimérica en formacién sino también por
el mismo intercambio de solventes. La hidrofilicidad/hidrofobicidad del PA cumple un
rol fundamental en la presencia del efecto burst ya que puede determinar la tendencia a
difundir junto con el solvente orgdnico o hacia el medio acuoso de sintesis. Estos
movimientos de PA a través de las distintas fases determinan la eficiencia de
encapsulacion final y producen, o no, una liberacion explosiva inicial, fenémeno
indeseable cuando se requieren niveles de droga sumamente controlados.[58,59]

El polimero hidrofébico sintético PLGA es uno de los principales materiales utilizados
para la obtencion de IFIS-IS. Tiene un largo historial en aplicaciones biomédicas debido
a su biocompatibilidad y biodegradabilidad. Se encuentra aprobado por la FDA para
aplicacion medica parenteral desde hace ya varios anos.[59,117,118] Este polimero se
fabrica a partir de la co-polimerizacién de los dcidos lactico y glicélico, cuyas
proporciones definirdn sus caracteristicas de cristalinidad e hidrofobicidad. La completa

metabolizacion de este material, mediante hidrélisis de sus enlaces éster, lleva a la
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formacién de los metabolitos didxido de carbono y agua, los que pueden ser asimilados
por las rutas metabdlicas normales. En general y dependiendo de la proporcion de sus
copolimeros, el PLGA presenta una temperatura de transicion vitrea (7'g) superior a 37°C,
permitiéndole mantener una relativa rigidez en los rangos de temperaturas fisiol6gicos
normales de multiples organismos. La degradacion del PLGA suele llevar a la erosion de
los implantes, convirtiéndose en un factor preponderante en las cinéticas de liberacion de
los PA. Como se menciond, este fendmeno ocurre a través de la degradacion hidrolitica
de los enlaces éster que, ademds, se ve catalizada por la acumulacién de los propios
grupos dcidos en formacién. La extension de dicho efecto autocatalitico depende en gran
medida de la forma y tamafio de la matriz polimérica. [15,16,61,119] Los IFIS-IS basados
en PLGA se han utilizado en la liberacién controlada de variados grupos de principios
activos: proteinas [118], antibidticos [120], analgésicos [59] y opioides [121]. También,
la combinacién con otros polimeros puede ser una opciéon adecuada para mejorar los
mecanismos de liberacion de moléculas y las propiedades reoldgicas de las matrices
poliméricas. Particularmente, los polimeros del tipo Eudragit pueden ser muy buenos
candidatos para el disefio de combinaciones o blends, lograndose nuevas capacidades para
interactuar con el medio acuoso bioldgico. Estos son polimeros sintéticos obtenidos por
polimerizacion de los dcidos acrilico, metacrilico y/o sus esteres. Las propiedades
fisicoquimicas dependen de los tipos de monémero y sus proporciones en el polimero.
Resultan de particular interés aquellos Eudragit con caracteristicas responsivas segtin las
condiciones de pH circundantes. Entre ellos podemos encontrar a los Eudragit E100
(EuE100) y S100 (EuS100) con capacidad para presentar cargas catidnicas y anidnicas,
respectivamente. El EuE100 estd basado en di(metil)aminoetil metacrilato, butil
metacrilato y metil metacrilato. Mientras que el EuS100 se basa en metacrilato y metil
metacrilato en una relacion 1:2. La Figura 3.1 muestra las estructuras para los polimeros
Eudragit utilizados en el presente capitulo. En el caso del polimero EuE100 (Figura 3.1-
A), se encuentra una estructura caracteristica del tipo CH2CH2N(CH3)2, capaz de presentar
cargas positivas a medida que el valor de pH disminuye. Por otro lado, el S100 (Figura
3.1-B) presenta un grupo 4cido y un consecuente aumento de solubilidad a medida que el
pH se incrementa.[116] En la bibliografia, pueden encontrarse algunas investigaciones
que utilizan matrices poliméricas basadas en blends de PLGA y Eudragit, sin embargo,
ninguna de ellas trabajo sobre la posible aplicacion de estos materiales para la sintesis de

implantes de formacidn in situ por intercambio de solventes.[122,123]
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Figura 3.1 — Estructura quimica de los polimeros Eudragit A) E100 y B) S100.

Coémo se describi6 en capitulos anteriores, los antibidticos son un grupo de PA de gran
interés para su utilizaciéon en tecnologias para liberacion controlada, que resuelven
problemas relacionados con el desarrollo de formulaciones concentradas y el
requerimiento de un alto ndmero de dosis. [2,35] Entre los antibiéticos mds utilizados en
tratamientos veterinarios, el florfenicol (FF) presenta los problemas previamente
mencionados [68,102,103] Este principio activo es un antibidtico sintético, de amplio
espectro, utilizado en veterinaria para el tratamiento de enfermedades en diferentes
especies. En la bibliografia, pueden encontrarse diferentes intentos por desarrollar SLCD
para la liberacién controlada de florfenicol, sin embargo, los resultados reportan bajas
eficiencias de encapsulacion y rapidas liberaciones del PA.[51-54]

En el presente capitulo se presenta el disefio de sistemas de liberacion controlada de FF
desde IFIS-IS, para aplicacion cutdnea, sub-cutdnea o intramuscular, utilizando blends de
los polimeros PLGA y polimetracrilatos de la marca comercial Eudragit. Se estudia las
relaciones entre la composicion de diferentes formulaciones y los resultados observados
en términos de eficiencia de encapsulacion y velocidades de liberacion de FF. A su vez,
se investigan las propiedades fisicoquimicas de los IFIS-IS sintetizados utilizando
técnicas como FTIR, DSC y RX. Por otro lado, se evalda la capacidad antimicrobiana de

los implantes en un medio de cultivo con disponibilidad acuosa reducida.
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OBJETIVOS

Disefar sistemas poliméricos de liberacion controlada de FF basados en implantes
de formacion in situ sintetizados por la técnica de intercambio de solvente (IFIS-
IS), utilizando PLGA y poli(metracrilatos) para la composicién de las matrices
poliméricas.

Estudiar la relacién entre las condiciones iniciales de sintesis y las propiedades
especificas de los sistemas: eficiencia de encapsulacion, perfiles de liberacion in
vitro, caracteristicas fisicoquimicas y morfoldgicas.

Evaluar las cinéticas de liberacion del PA y relacionar los fendmenos observados
con las condiciones de sintesis.

Investigar posibles interacciones fisicoquimicas entre los diferentes componentes
de las formulaciones estudiadas.

Evaluar de forma cualitativa la eficacia de los IFIS-IS con FF para combatir

microorganismos en medios de cultivo artificiales semisélidos.
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MATERIALES Y METODOS

1. Materiales

PLGA (75:25), PM 6622 Da (Shanghai Easier Industrial Development Co., Ltd.),
Florfenicol (FF, 2,2-dicloro-N-[(1R,2S)-3-fluoro- 1-hidroxi- 1-(4-etilsulfonilfenil )propan-
2-yl] acetamida 99.1%, Romikin S.A.), Eudragit® E100 PM 47000 Da y S100 PM 125000
Da (Industrias Evonik, Alemania, adquiridos en Etilfarma S.A, Buenos Aires, Argentina),
2-pirrolidona (grado pro-andlisis, Sigma-Aldrich, Argentina) y otros reactivos se
utilizaron tal como se recibieron. Se utilizé agua ultrapura para todas las emulsiones,

soluciones y diluciones.

2. Cuantificacion de FF

La cuantificacion de FF en las soluciones se llevé a cabo utilizando la técnica mencionada
en los capitulos previos, utilizando un equipo HPLC (Prominence Serie 20A, Shimadzu)
con deteccion UV por arreglo de diodos (SPD-M20Avp), equipado con una columna
Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6x150 mm; 5 um), bombas LC-20AT y un horno CTO-
10Asvp. La temperatura de columna y la longitud de onda de deteccion se establecieron
en 35°C y 224 nm, respectivamente. Como fase moévil se utilizé una mezcla de
metanol:agua (50:50 v v'') pH 2.5, con un caudal de 0.75 mL min'. Se realiz6 una curva

de calibrado para FF en fase mévil en el rango de 10-100 mg L' (R? = 0.998).

3. Sintesis de implantes poliméricos de formacion in situ

Se sintetizaron implantes de PLGA para la encapsulacion de FF utilizando la metodologia
de intercambio de solvente. Se co-disolvieron 0.110 — 0.220 g de FF (25 — 50% p p
PLGA) y 0.220 - 0.440 g de PLGA en 1.1 mL de 2-pirrolidona, a 70°C y con agitacion
constante. En el caso de los implantes con el agregado de Eudragit® E100 (EuE100) o
S100 (EuS100), a la mencionada solucion organica se le agregd una masa determinada
de dicho polimero para lograr proporciones de 15y 28 % p p™' de PLGA. Para llevar a
cabo la formaciéon de los implantes, aproximadamente 0.5 g de la solucién orgédnica
preparada se colocaron cuidadosamente en moldes de vidrio cilindricos y se pusieron en
contacto con 7.0 mL de buffer fosfato 0.01M pH 7.4, a 37° C, durante 24 h. Finalmente,
los implantes fueron retirados y los sobrenadantes filtrados y almacenados a 4° C hasta

la posterior determinacion de la cantidad de FF no encapsulado. La Tabla 3.1 muestra el
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conjunto de formulaciones estudiadas para la sintesis de IFIS-IS mientras que la Figura

3.2 muestra un esquema del procedimiento de sintesis de los implantes estudiados.

Tabla 3.1 -Formulaciones utilizadas en la sintesis de los IFIS-IS utilizando el solvente 2-pirrolidona.

Concentracion de  Proporciéon de Proporcion de
P PLGA FF/PLGA Tipo de Eudragit  gygragit/PLGA
Formulacién
(%pv? (% pp™) (% pp™)
PLGA20 20 25 - -
PLGA20 20 50 - -

P-25 40 25 - -

P-50 40 50 - -
PE15-25 40 25 EuE100 15
PE15-50 40 50 EuE100 15
PE28-25 40 25 EuE100 28
PE28-50 40 50 EuE100 28
PS15-25 40 25 EuS100 15
PS15-50 40 50 EuS100 15
PS28-25 40 25 EuS100 28
PS28-50 40 50 EuS100 28
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PLGA/PLGA-Eudragit + FLORFENICOL
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organico

SOLUCION ORGANICA

Buffer
+ acuoso
; : INTERCAMBIO DE
SINTESIS DE IMPLANTE ly SOLVENTES
+ Tiempo ‘
IMPLANTE

Figura 3.2 — Esquema del procedimiento de sintesis de los IFIS-IS a partir de las diferentes

formulaciones estudiadas.

4. Eficiencia de encapsulacién (EE)

Con el objetivo de evaluar la EE, las soluciones filtradas obtenidas durante la sintesis de
los implantes fueron analizadas por HPLC utilizando la metodologia mencionada
anteriormente. Se cuantificé la masa de FF no encapsulado (mFFne) y la EE se calculd,
de forma indirecta, como se menciond en los capitulos anteriores, segun la siguiente

ecuacion:

FFi (9) — mFF
EE (%) = e (‘ZzFFi"zg) ne (9) x100

donde mFFi es la masa de florfenicol al inicio de la sintesis.

5. Perfiles de liberacién in vitro de FF

Inmediatamente finalizada la etapa de sintesis, y para evaluar las cinéticas de liberacion
de FF, los implantes se pusieron en contacto con 50 mL de buffer fosfato 0.01M pH 7.4
en viales perfectamente sellados y mantenidos en agitacion orbital a 150 RPM y a 37°C.
Cada aproximadamente 24-48h, se tom6 una muestra de medio de liberacién, con
reposicion de buffer para mantener las sink-conditions durante todo el ensayo. Las

muestras fueron filtradas y conservadas a 4°C hasta la posterior determinacién de la
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cantidad de FF liberado utilizando la técnica HPLC antes mencionada. Los ensayos se
realizaron por triplicado. Se graficaron curvas de la cantidad acumulada de antibidtico
liberado en funcién del tiempo. Se realizaron analisis estadisticos comparativos utilizando
el test f1-f2 para determinar la presencia de diferencias significativas entre los diferentes

perfiles de liberacion obtenidos.[124]

6. Modelado matematico

Los perfiles de liberacion de FF fueron modelados con ecuaciones del tipo orden cero,
primer orden, Higuchi y Korsmmeyer-Peppas. Las congruencias entre los datos y los

modelos fueron aceptadas como adecuadas cuando R? > 0.9.

7. Estudio de interacciones fisicoquimicas

a. Difraccion de Rayos-X
Con el objetivo de conocer el estado fisico de los componentes en las diferentes
formulaciones, las muestras (0.1-0.2 g) comprimidas se analizaron utilizando un
difractometro de rayos X Empyrean Panalyitical. La radiacion filtrada se incidi6 sobre la
muestra a 40 kW y 45 mA, en el rango de 5-40°, a una velocidad de 1 grado min’.

b. FTIR (Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier)
Para este ensayo, las muestras (3-4 mg) se mezclaron y comprimieron junto con bromuro
de potasio hasta obtener discos homogéneos. Se utilizé un espectrofotémetro FTIR-8001
PC (Shimadzu) y se estudiaron las sefiales en un rango de 4000-400 cm™.

c. DSC (Calorimetria diferencial de barrido)
Los termogramas se obtuvieron utilizando un calorimetro diferencial de barrido DSC
Q2000 (TA Instruments). Para esto, se colocaron 4-5 mg de la muestra en cdpsulas de
aluminio herméticamente cerradas, calentadas a una velocidad de 10° C min!, bajo
atmésfera de nitrégeno (flujo de 50 mL min™'). Se midi6 el flujo de calor en un rango de

temperatura de 0-200° C.

8. Ensayos de efectividad antimicrobiana

Los implantes pueden ser utilizados para combatir el desarrollo de microorganismos de
forma local en, por ejemplo, heridas traumdticas o post-quirdrgicas. Con el objetivo de
estudiar la eficacia antimicrobiana en un ambiente semi-sélido y con una disponibilidad
acuosa reducida, los implantes con diferentes proporciones de Eudragit E100 y una

concentracién de FF de 50% (p p"' PLGA) se colocaron en placas de Petri en contacto
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con 50 mL de Agar Mueller-Hinton e inoculado con un cultivo over night de
Pseudomonas aeruginosa ATCC 15442. Esta clase de bacteria fue elegida debido a que
se encuentra ampliamente reportada su asociaciéon con la infecciéon de heridas, la
capacidad para producir biofilm en las mismas y la posibilidad de generar una sepsis
generalizada [125—127]. Durante 1-12 dias, se realizaron registros fotogréficos para poder
evaluar la evolucion del crecimiento bacteriano. Se realizé un ensayo sin principio activo

agregado, considerandose como ensayo control de crecimiento positivo.
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RESULTADOS Y DISCUSIONES

Durante la sintesis de IFIS-IS resulta de importancia identificar dos etapas: el proceso de
precipitacion del polimero durante el intercambio del solvente orgédnico por agua, donde
pueden coexistir zonas de matriz polimérica y solucién orgédnica polimérica, y la posterior
liberaciéon del PA propiamente dicha debida a los distintos fendmenos que puedan
desarrollarse en relacion con la matriz polimérica establecida.[128]

La Figura 3.3 muestra las eficiencias de encapsulacién obtenidas para las diferentes
formulaciones utilizadas para sintetizar IFIS-IS. La concentraciéon de PLGA en la fase
orgdnica utilizada se defini6 teniendo en cuenta que concentraciones de polimero del 20%
(p v')) no permitieron la formacién correcta de los IFIS-IS, aun cuando se utilizaron
diferentes proporciones de FF. Para formulaciones con 40% (p v'') de PLGA como tnico
polimero, el aumento de la proporcién de droga de 25% a 50% (p p' de polimero),
aumento la EE del 50.6 al 78.9 %. Esto puede deberse a las altas concentraciones de FF
que permiten la formacion de una mayor cantidad de depdsitos de droga en forma sélida
durante el proceso de inversion de fases. Este fendmeno evitaria el efecto burst debido al
paso necesario de disolucion de la droga para su difusién a través del implante.[48] El
efecto burst es una liberacion inicial explosiva de droga, asociado a droga no encapsulada
o levemente retenida en la matriz polimérica. Suele estar mds relacionado y ser mds
riesgoso en matrices de formacion in situ debido a la ausencia de un paso de lavado previo
a su implantacién para remover el PA no encapsulado. Es un efecto completamente
indeseado porque puede causar efectos irritantes locales, niveles plasmaticos de droga
téxicos y reducir la cantidad de droga disponible para ser liberada durante el periodo de
tiempo estipulado. En la bibliografia, existen diferentes intentos para desarrollar
implantes de formacion in situ, basados en PLGA, para sistemas de liberacion controlada
de farmacos.[58,59,121,128]. En ellos se reporta que el aumento de la viscosidad de la
solucién polimérica como consecuencia del incremento en la hidrofobicidad, PM y
concentracion del polimero, como asi también por el aumento de la concentracion del PA,
es un fendmeno capaz de demorar la formacion del implante y aumentar la EE
(disminucién del efecto burst). Estos reportes concuerdan con los resultados obtenidos en
el presente trabajo cuando se aumenta la concentracion del PA (ver Figura 3.3).

Con el objetivo de mejorar las EE y obtener nuevas propiedades en los implantes, se
agregaron dos tipos de Eudragit a las formulaciones basadas en PLGA. Cuando se
analizan las formulaciones con menor proporcion de FF, las EE se incrementaron (99.9 y

87.5 % cuando se adicion6 15y 28 % de EuE100, y 58.6 y 62.7% cuando se agregd 15y
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28 % de EuS100, respectivamente) con respecto a las formulaciones basadas sélo en
PLGA (50.6 %), resultados que también son respaldados en los diferentes trabajos donde
un aumento de la concentracién de polimero permite mejorar la retencién del PA en los
implantes. Cuando se analiza la utilizacién de una mayor concentracion de FF, se observa
que las EE aumentaron (para EuE100) o se mantuvieron constantes (para EuS100) con
respecto a la utilizacion de s6lo PLGA (78.9%). Sin embargo, las EE disminuyeron con
un aumento de EuE100 agregado (100 y 89.6 % para 15 y 28 % de EuE100,
respectivamente) o no sufrieron variaciones importantes al agregar EuS100 en diferentes
proporciones (78.9 y 77.8 % para 15 y 28 % de EuS100, respectivamente). Este
comportamiento un tanto errdtico con el aumento de la concentracién de FF y Eudragit
no deberia asociarse a un solo factor, sino a una combinacién de varios. Poca informacion
se encuentra disponible especificamente sobre la formacion de IFIS-IS basados en los
blends aqui estudiados. En un trabajo publicado por Solorio et al. (2012) donde se analizé
la formacién de IFIS-IS utilizando blends de PLGA de diferentes pesos moleculares para
la encapsulacién de fluoresceina, los autores concluyeron que el efecto de variar el PM
de los polimeros utilizados sobre el proceso de inversion de fases durante la precipitacion
de la matriz es el resultado de la osmolaridad resultante del implante, la hidrofobicidad
de los polimeros, la afinidad por el solvente orgédnico, entre otros factores.[129] Por
mencionar algunas, las caracteristicas fisicoquimicas de los Eudragit aqui utilizados son
diferentes, en cuanto a PM, ionizacién y solubilidad acuosa a diferentes pH, pudiendo
esperarse comportamientos muy dispares durante el proceso de inversion de fases, en

comparacion a lo esperable de una matriz pura de PLGA.
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B 25% FF/PLGA
I 50% FF/PLGA

EE (%)

Figura 3.3 - Eficiencias de encapsulacion obtenidas en la sintesis de IFIS-IS utilizando diferentes
proporciones de FF/PLGA y Eudragit/PLGA (Concentracién base de PLGA: 40% (p p') en 2-

pirrolidona)

Una vez que se logr6 la precipitacion total de la matriz polimérica, se procedi6 a estudiar
los fenémenos relacionados con la liberacion del principio activo. En la Figura 3.4 pueden
observarse los perfiles de liberacion de FF cuando se utilizaron diferentes proporciones
de principio activo en las formulaciones de sintesis. A los 3 dias de iniciado el ensayo, la
cantidad de FF liberada fue del 50-55% y de 15-20% cuando se utilizé 25 y 50% de FF
(p p"! PLGA), respectivamente. Esto puede deberse a una mayor presencia de droga sélida
cuando se utilizan mayores cantidades de FF, lo que impondria la disolucién del principio
activo como un paso previo para su posterior difusion a través de la red polimérica del

implante.[130]
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Figura 3.4 — Perfiles de liberacion de FF desde IFIS-IS sintetizados utilizando las formulaciones (®)

P25y (m) P50.

Los perfiles de liberacion de FF para los diferentes IFIS-IS sintetizados a partir de
formulaciones con el agregado de EUE100 y EuS100 pueden observarse en las Figura 3.5
y Figura 3.6, respectivamente. Ya que en algunos casos una simple inspeccién visual no
permitié evidenciar posibles diferencias y, con el objetivo de poder determinar
estadisticamente si los perfiles cinéticos de liberacion son diferentes entre si, se llevo a
cabo un test basado en los parametros f1-f2. El pardmetro f1 (factor de diferencia) mide
el error porcentual entre dos curvas a lo largo de los puntos de tiempo ensayados mientras
que 2 (factor de similaridad) es la transformacién logaritmica de la suma del error al
cuadrado de las diferencias entre los perfiles en los puntos de tiempo elegidos. El
resultado de f1 daria O si los perfiles de liberacion son idénticos y aumentaria a medida
que se diferencian. Por otro lado, f2 resultaria 100 si los perfiles son idénticos y
disminuiria a medida que la diferencia entre estos aumenta. En general, valores de f1 entre
0-15 y de f2 entre 50-100 indicarian un alto grado de similitud entre los perfiles
comparados.[124] Como el test permite comparar de a pares, se eligid comparar los
perfiles con misma carga de FF para evaluar el efecto de la concentracién de polimero
Eudragit agregado. La Tabla 3.2 muestra los resultados obtenidos para las comparaciones

mediante el test f1-12.
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Tabla 3.2 - Resultados obtenidos para las comparaciones estadisticas entre las cinéticas de liberacion de

FF obtenidas para las diferentes formulaciones estudiadas.

Cinética 1 Cinética 2 Parametro f1 Parametro f2
P25 P50 100.00 25.99
P25 PE15-25 26.49 50.13
P25 PE28-25 13.92 48.70
P50 PE15-50 75.10 30.86
P50 PE28-50 4472 29.54
P25 PS15-25 46.24 37.82
P25 PS28-25 57.60 36.06
P50 PS15-50 6.04 85.33
P50 PS28-50 16.14 70.19

La Figura 3.5 — A muestra la cantidad de principio activo liberado cuando se usé una
proporcién de FF de 25% (p p' PLGA). El perfil presenta una cinética més répida al
inicio para las formulaciones PE-28 y P25, liberando cerca del 50% de FF a los 3 dias de
iniciado el ensayo frente al 35 % liberado desde la matriz PE-15. No obstante, las
diferencias parecieran disminuir a medida que el tiempo de ensayo transcurre. La Figura
3.5 — B muestra los perfiles de liberacién cuando se utilizé 50% FF (p p! PLGA) en las
formulaciones de EuE100/PLGA. En este caso puede observarse que a medida que se
aumenta la proporcion de EuE100, la liberacion de FF también se acelera. A los 5 dias de
iniciado el ensayo, el principio activo liberado fue del 10-20% en el caso de las
formulaciones con PLGA y 15% EuE100, mientras que cuando se utiliz6 una proporcion
de 28% EuE100 el FF liberado fue del 35-40%. Esta tendencia se acentud con el progreso
de la liberacién. Los resultados observados podrian atribuirse por un lado a un efecto

plastificante del EuE100 en la matriz de PLGA. Ambos polimeros presentan una 7g
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similar, de alrededor de 45-48°C. Ya que las liberaciones fueron llevadas a cabo a 37°C,
puede esperarse un considerable relajamiento molecular, permitiendo la difusién del PA
a través de la matriz polimérica. Por otra parte, la solubilidad del EuE100 en medios
acuosos se ve favorecida a valores de pH menores a 5 debido a la protonacién de sus
grupos funcionales caracteristicos.[131] En la bibliografia, se pueden encontrar
numerosos trabajos que reportan la formacion de microambientes dcidos en matrices de
tamafios mayores a 25 um, durante la degradacion hidrolitica del PLGA. Los implantes
de PLGA presentan, cominmente, una tipica erosion desde el seno de la matriz
polimérica. Esto ocurre debido a que los compuestos dcidos generados por la degradacion
hidrolitica se acumulan y son capaces de catalizar nuevas reacciones de hidrdlisis,
induciendo la degradacién del polimero. Este fendmeno de autocatalisis 4cida causa una
disminucién en los valores de pH en la matriz. En estructuras de menor tamafio, como
nanoparticulas, éste no se hace evidente debido a que los compuestos dcidos generados
son capaces de difundir rdpidamente hacia el medio acuoso.[15,16,61] Entonces, debido
a la presencia de un ambiente acido, el Eul00 podria presentar una mayor cantidad de
cargas positivas, generando una desestabilizacion en la matriz debido a fuerzas repulsivas
entre cadenas y al proceso de solubilizacién. Como consecuencia de estos cambios
estructurales en el implante, el PA podria difundir y liberarse mds rapidamente hacia el

medio acuoso.
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Figura 3.5 - Perfiles de liberacion de FF desde diferentes IFIS-IS sintetizados con EuE100 y utilizando
(A) 25% FF/PLGA (p p!) y (B) 50% FF/PLGA (p p™).
(e) PLGA; (m) PE1S; (A) PE28

Por otro lado, cuando se utilizé una proporcién de 25% FF (p p! PLGA), se observa una

disminucién en la liberacién al agregar el EuS100. A los 5 dias de iniciado el ensayo, el

implante P25 libera 65% de FF mientras que ambos blends liberan 38-40% (Figura 3.6 —
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A). El mismo efecto se observa para la formulacién PS28-50 en comparacion con su

andloga sin EuS100.
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Figura 3.6 - Perfiles de liberacion de FF desde diferentes IFIS-IS sintetizados con EuS100 y utilizando
(A) 25% FF/PLGA (p p") y (B) 50% FF/PLGA (p p™).
(o) PLGA; (m) PS15; (A) PS28

Este fendmeno podria explicarse por la rigidez que aporta el polimero Eudragit (7g >
180°C), demorando el ingreso-egreso de medio acuoso y como consecuencia, la difusién
de la droga a través del implante.[116] Ademads, el EuS100 presenta caracteristicas
aniénicas con un incremento de la solubilidad acuosa a valores de pH superiores a 7.

Como se menciond anteriormente, en este caso habria un comportamiento inverso al del
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EuE100 y relacionado con el microambiente 4dcido generado dentro de los implantes
producto de la degradacion del PLGA. En la bibliografia, se pueden encontrar diversos
intentos por desarrollar y estudiar matrices poliméricas blend de PLGA con cierto tipo de
Eudragit. Por ejemplo, el disefio de formulaciones basadas en nanoparticulas para la
administracion de capecitabina utilizando matrices con la combinacion EuS100-
PLGA.[122] El trabajo concluy6 que, a pH 7.8 de liberacidn, el aumento de la proporcion
de EuS100 logra impulsar la liberaciéon del PA. Otro ejemplo es la sintesis de
nanoparticulas basadas en el polimero pH dependiente EuLL100 (de caracteristicas
similares al EuS100) con PLGA, para la encapsulaciéon y liberacion controlada de
diclofenac sodico[123]. Nuevamente, el agregado de Eudragit llevé a un aumento de la
liberacion del PA, tanto cuando se aument6 el pH como al aumentar la proporcién de
EulL.100. No obstante, ambos trabajos utilizaron sistemas basados en nanoparticulas
donde la acumulacién de compuestos dcidos, provenientes de la degradacion hidrolitica
de PLGA, es nula debido a la difusién de los mismos. Este fendmeno no seria apreciable
en los implantes, donde los productos dcidos se acumulan creando un ambiente acido
capaz de mantener en su forma no-ionizada el EuS100 disminuyendo su solubilidad en
agua.[15,16,61]

En la Figura 3.7 puede observarse la cinética de acumulacion de FF en el medio de
liberacion cuando se evaluaron IFIS-IS utilizando las mismas proporciones de EuE100 y
EuS100 pero diferentes cantidades de FF durante la sintesis. En el caso del EuE100, los
implantes PE28-25 y PE28-50 liberan el 60-70% y 35-40% del FF, respectivamente. El
aumento de la cantidad de droga s6lida en PE28-50, aproximadamente 1.8 veces superior,
seria la principal limitante para la difusion del PA. Cuando se utilizé EuS100, los
implantes PS28-25 y PS28-50 liberaron el 35-40% y 15-20% de FF, respectivamente. Por
un lado, podemos apreciar que el efecto de la proporcién de principio activo produce un
fenémeno similar en ambos dispositivos poliméricos, relacionado con una mayor
cantidad de FF en forma sélida y la necesidad de un paso previo de disolucion antes de
lograr difundir a través de la matriz. No obstante, se puede observar que la utilizacién de
EuS100 permite ralentizar mds la liberacion de FF, en ambas proporciones de principio

activo utilizadas.
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Figura 3.7 - Perfiles de liberacién de FF desde IFIS-IS sintetizados con las formulaciones

(V) PE28-25, (A) PE28-50, () PS28-25 y (m) PS28-50.

La Tabla 3.3 muestra los mejores ajustes para los modelos matematicos estudiados y las
cinéticas de liberacion obtenidas. Los resultados indican que la mayoria de los perfiles
siguen un modelo de primer orden. Esto indicaria que la evolucién de la concentracion de
la droga a través del tiempo esté relacionada con la disolucion de particulas de principio
activo debido a la interaccién superficial con un medio liquido.[26] No obstante, las
formulaciones P50 y PE28-50 presentaron un mejor ajuste con un modelo de orden cero.
Esto indicaria que la velocidad de liberacion seria constante a lo largo del tiempo
estudiado, lo que podria deberse a la constante saturaciéon de droga en la matriz
polimérica. El principio activo se encuentra saturado y se libera por particion a través de
la red polimérica y luego, hacia el medio de liberacion. La velocidad constante se debe a
que, debido a la saturacion, el gradiente de concentracion en el sistema se mantiene
estacionario. Esto puede aplicarse en un sistema de erosion si se consideran los mismos
fendmenos en cada capa de polimero. Este tipo de modelos pueden encontrarse en
sistemas transdermales, osmoticos y con recubrimiento. Son deseados porque, modulando
la cantidad de principio activo aplicado, puede ecualizarse la dosificaciéon con la
eliminacion de la droga. Este tipo de modelos resultan de preferencia en el desarrollo de

SLCD de forma prolongada debido a la robustez en control y prediccién. Por otro lado,
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al analizar las formulaciones PS15-25, PS28-25 y PS28-50 se logré el mejor ajuste con
el modelo Korsmmeyer-Peppas, con el pardmetro n > 0.5, indicando una posible difusion
no-Fickiana (transporte anémalo), donde la liberacién de FF depende de procesos de

hinchamiento y difusién combinados.[132]

Tabla 3.3 - Modelos matemadticos con mejor ajuste para las diferentes cinéticas de liberacion estudiadas.

. Modelo con mejor ajuste Ecuacion*2 R?
Formulacion

P25 Primer orden DL (%) = —((—e®20xtM) — 1) 0.98

P50 Orden cero DL (%) = 4.12 X t(h) 0.99
PE15-25 Primer orden DL (%) = —((—e®2*xtM) — 1) 0.98
PE15-50 Primer orden DL (%) = —((—e%07*tM) — 1) 0.99
PE28-25 Primer orden DL (%) = —((—e®?8xtM) — 1) 0.93
PE28-50 Orden cero DL (%) = 10.86 x t(h) 0.99
PS15-25 Korsm-Peppas*1 DL (%) = 28,.6 x (t(h)%%®) 0.99
PS15-50 Primer orden DL (%) = —((—e%05*tM) — 1) 0.99
PS28-25 Korsm-Peppas*1 DL (%) = 27.63 X (t(h)°??2) 0.99
PS28-50 Korsm-Peppas*1 DL (%) = 18.02 x (t(h)%1®) 0.99

*1 modelo Korsmmeyer-Peppas; *2 DL (%) = Droga liberada

Con el objetivo de conocer las caracteristicas estructurales de los diferentes implantes
IFIS-IS sintetizados y su relacién con los perfiles de liberacion observados, se llevaron a
cabo estudios de imagenes mediante SEM.

La Figura 3.8 muestra las fotografias obtenidas para los implantes P25 y P50. Es notable
la diferencia en cuanto a densidad de poros en las superficies de los implantes. El implante

P25 muestra una superficie (Figura 3.8-A) con una intensa porosidad que se evidencia
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también en el corte transversal estudiado (Figura 3.8-B). En el caso de P50 (Figura 3.8-
C.,D) se observa una superficie y un interior mas compactos como asi también una mayor
presencia de FF en forma solida. El aumento de la viscosidad de la formulacién P50 para
los IFIS-IS produciria una difusién mads lenta del solvente orgdnico durante la sintesis,
pudiendo generar una matriz polimérica mds compacta y con una menor
porosidad.[58,116] Por otro lado, las estructuras sdlidas del principio activo se

evidenciaron analizando la composicion elemental de la zona en estudio.

Figura 3.8 — Imédgenes obtenidas mediante SEM para (A) superficie e (B) interior de implante P25; y
(C) superficie e (D) interior de implante P50. (Barra de escala = 80 um)

Como puede observarse en la Figura 3.9 (Marca 1), las zonas que podrian evidenciar la
presencia de FF solido presentan sefiales correspondientes con los elementos Flior (F),
Cloro (Cl) y Azufre (S), compuestos caracteristicos de la estructura molecular del
principio activo. Por otro lado, las zonas que corresponderian solamente a composicion
polimérica no muestran los elementos mencionados (Figura 3.9, Marca 2). Esto permitiria

confirmar la composicion de las estructuras sdlidas atribuidas al FF precipitado.
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Marca 1

Azufre

Figura 3.9 — Analisis elemental sobre diferentes zonas en un implante de PLGA formulado con FF.

Estos resultados se encuentran en concordancia con los perfiles de liberacién del principio
activo desde las formulaciones P25 y P50, donde se observa una liberacién mas rdpida en
la formulacién con una menor cantidad de principio activo, posiblemente asociada a una
mayor porosidad de la matriz polimérica y una menor cantidad de FF en forma sélida.

En el caso de los implantes sintetizados utilizando EuE100, las imdgenes obtenidas
pueden observarse en la Figura 3.10. Como se menciond, un aumento en la cantidad de
EuE100 en la formulacién produciria un incremento en la liberacién del FF. Esto puede
asociarse a las diferencias estructurales que pueden apreciarse cuando se comparan los
implantes PE15-50 y PE28-50 (Figura 3.10-A y B, respectivamente). El aumento en la
cantidad de EuE100 no s6lo genera una superficie de alta porosidad, sino que ademds
induce la formacién de amplios canales o grietas que atraviesan la estructura del implante
de forma transversal. Esta caracteristica permitiria una mayor penetracién del medio de
liberacion y, como consecuencia, podria producir un incremento en la difusion del FF. El
implante PE15-50 presenta una matriz mas compacta, con menor porosidad, capaz de
producir una mayor dificultad para la difusion del PA. Estos hallazgos se encuentran en
concordancia con los resultados que surgen de la comparacién entre los perfiles de

liberacién cuando se utiliz6 una alta proporcion de FF y diferentes cantidades de EuE100.
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Figura 3.10 - Imédgenes obtenidas mediante SEM de los implantes (A) PE15-50 y (B) PE28-50. (Barra

de escala = 200 um)

La Figura 3.11 muestra las imdgenes obtenidas para los implantes sintetizados con
EuS100. Como se analiz6 con anterioridad, al agregar EuS100 se observé en general una
disminucién en la velocidad de liberacion del PA. Los implantes con EuS100 presentan
estructuras con una menor cantidad de poros y mayor compactaciéon, lo que podria
explicar la ralentizacion de la liberacion de FF al medio acuoso. Por otro lado, si se
comparan las estructuras de los implantes PS15-25 y PS28-25 con P25 se pueden notar
las diferencias en cuanto a porosidad y compactacion. La formulacién PS15-25 muestra
una estructura menos compacta, lo que puede asociarse una liberacion mds rapida del PA

debido a un mayor contacto con el medio acuoso de liberacion (Ver Figura 3.7).
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Figura 3.11 — Imégenes obtenidas mediante SEM de los implantes (A) PS15-25 y (B) PS28-25. .(Barra

de escala = 300 pm)

La Figura 3.12 muestra los resultados obtenidos para los estudios de FTIR realizados a
los implantes sintetizados, luego de un ciclo de liofilizacion. La Figura 3.12-A muestra
los espectros obtenidos para las formulaciones basadas solamente en el polimero PLGA.
Para el FF, las bandas observadas a 3450 y 3320 cm’! corresponden a las vibraciones de
enlaces N-H y O-H, respectivamente. Las sefiales entre 3000 y 2000 cm™' se deben a C-
H a vibraciones de extensién. Una de las bandas mds caracteristicas de FF es la que se
observa a 1680 cm!' y corresponde a vibraciones de extension del grupo amida. El
espectro de PLGA muestra las bandas correspondientes a C-H entre 3000 y 2000 cm™ y
una pronunciada banda a 1780 debido a las vibraciones del grupo funcional C=0. Si bien
no se observan cambios en las posiciones de los picos caracteristicos, se puede apreciar
que los estudios permiten confirmar una mayor proporcién de principio activo en el caso
del implante P50 ya que es notorio el aumento en la intensidad y definicién de las bandas
caracteristicas del FF (senaladas mediante flechas en la Figura 3.12-A). La ausencia de
interacciones apreciables entre el FF y el PLGA concuerda con los resultados obtenidos
en el CAPITULO 1 de la presente investigacion.

En la Figura 3.12-B pueden observarse los resultados obtenidos para los implantes
sintetizados con el agregado de polimero Eudragit E100. Este polimero muestra una
banda caracteristica a 1730 cm™ debido a la presencia de grupos éster. También presenta
bandas representativas a 2770 y 2820 cm™!, que pueden asociarse a grupos dietilamina no

1onizados.[133] Sefialado por flechas en el grafico, puede observarse el desplazamiento
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que ocurre hacia los 1760 cm™ de los picos caracteristicos a 1780 y 1730 cm™ de PLGA
y el Eul00, respectivamente. Este resultado podria indicar la presencia de interacciones
débiles entre los polimeros, confirmando la naturaleza blend de la matriz polimérica de
los implantes sintetizados.

La Figura 3.12-C muestra los resultados obtenidos para los implantes sintetizados
utilizando EuS100 como agregado. En el espectro del Euragit S100 pueden identificarse
tres picos principales: a 2950 cm™! debido a la presencia de grupos oxhidrilos carboxilicos,
a 1730 cm™! por la presencia de funciones tipo éster y a 1450 cm™ por la presencia de
grupos metilos.[134] Al igual que lo observado en el caso de la utilizacion del EuE100,
puede observarse un corrimiento de las bandas hacia la posicién 1760 cm™ de las bandas
caracteristicas observadas a 1780 y 1730 cm™ del EuE100 y el PLGA, respectivamente.
De la misma forma, este resultado podria indicar la formacién de una matriz polimérica

tipo blend en los implantes sintetizados.
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Figura 3.12 — Resultados obtenidos para los estudios mediante FTIR para las diferentes formulaciones

utilizadas en las sintesis de IFIS-IS.
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En la Figura 3.13 pueden observarse los resultados de los estudios de DRX para las

diferentes formulaciones utilizadas. Se analizaron las formulaciones cuyos perfiles de

liberacion presentaron diferencias de interés. Las sefales caracteristicas del FF pueden

observarse a 8.10, 16.21 y 26.85°.[112]
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Figura 3.13 - Difractogramas obtenidos por difraccién de RX para los implantes formulados con (A)

EuE100 y (B) EuS100. Se incluyen los estudios para los componentes puros.

Al introducir el polimero EuE100 (Figura 3.13-A) en las formulaciones se observa una

disminucién considerable en las sefiales correspondientes a los cristales de FF. Esto

podria indicar que la presencia de este polimero podria inducir la formacién parcial de

estructuras amorfas durante la sintesis de IFIS-IS y la precipitacion del principio
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activo.[135] Este fendmeno puede considerarse ventajoso en tanto la utilizacién de
EuE100 permite estabilizar el principio activo en su forma amorfa, evitando su re-
cristalizacién durante las etapas de sintesis y de liberacion.[136] Por otro lado, al agregar
EuS100 (Figura 3.13-B) a las formulaciones precursoras de los implantes, los espectros
de DRX muestran las sefales caracteristicas de las estructuras cristalinas del FF,
indicando que durante la sintesis del IFIS-IS el principio activo cristaliza entre la matriz
polimérica amorfa.[30] Las estructuras de tipo amorfa presentan un proceso de disolucién
mds acelerado que en el caso de las redes cristalinas debido a que es un proceso
termodindmicamente mds favorable. Este fendmeno genera una disminuciéon en los
tiempos de liberacion del principio activo desde el implante. Estos resultados son
congruentes con lo observado en los perfiles de liberacion in vitro.

Los resultados obtenidos mediante la técnica DSC, para las formulaciones de mayor
interés, se muestran en la Figura 3.14. El pico de fusion caracteristico del florfenicol se
puede visualizar a los 152° C en el estudio con el principio activo de manera
individual.[112,113] Por otro lado, la transicion vitrea del PLGA (75:25) utilizado se
observa a aproximadamente 37-38°C [137]. La formulacién P50 presenta un pico de
fusion a los 155°C, este podria asociarse al principio activo, con un corrimiento debido a
la posible presencia de interacciones con la matriz polimérica. En la formulaciéon PE28-
50 no puede apreciarse el pico caracteristico del FF, lo que estaria en concordancia con
las estructuras amorfas del PA, cuando se agrega EuE100 a los IFIS-IS. Por otro lado, en
la formulacién PS28-25, se puede evidenciar un pico de fusién a los 160°C, asociable a
la fusion de los cristales de FF, con un corrimiento térmico posiblemente debido a las
interacciones con el blend polimérico PLGA-EuS100. Los resultados obtenidos en los
ensayos de DSC son consistentes con los obtenidos en los estudios de FTIR y DRX. No
se pudieron evidenciar fendmenos térmicos asociados a los polimeros, lo que podria
deberse a las proporciones utilizadas en las diferentes formulaciones y los intervalos de

temperatura estudiados.
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Figura 3.14 - Resultados obtenidos por DSC para las formulaciones mas importantes utilizadas para la

sintesis de IFIS-IS.

Para los ensayos microbioldgicos se utilizaron las formulaciones con EuE100 agregado y
la mayor proporcion de FF. Esta decision se tomd debido a la marcada diferencia que
existid entre los perfiles de liberacion con diferentes niveles de EuE100.

La Figura 3.15 muestra la evolucion de la poblacion bacteriana en un ensayos con un
implante de PLGA-EuE100 sin el principio activo florfenicol. Como puede observarse, a
las 24 h (Figura 3.15-A), ya se encuentra colonizada tanto la cercania del implante como
la placa en general. Luego, a las 48 h (Figura 3.15-B) se observa tanto un aumento en la
densidad de poblacién bacteriana como un comienzo de produccién de pigmentacién de
coloracidn verde. Esta pigmentacion se asocia con una actividad del tipo quorum sensing,
relacionada con una intensa formacion de biofilm y establecimiento de la poblacién
bacteriana.[138] Ya a los 12 dias de iniciado el ensayo (Figura 3.15-C), se observa una
clara colonizacién completa de todo el agar, con una intensa coloracién verde y un avance
en la colonizacion sobre el implante mismo. Lo observado podria deberse a la ausencia
de principio activo y a la incapacidad de generar un efecto anti-bacteriano por parte de
los polimeros utilizados, permitiendo el desarrollo de un quorum sensing efectivo, la

produccién de biofilm y la utilizacion de los componentes presentes para la subsistencia.
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Figura 3.15 — Evolucién del ensayo microbiolégico cualitativo cuando se utiliza un implante

formulado sin FF.

En la Figura 3.16 puede observarse los resultados obtenidos para los ensayos
microbioldgicos con los implantes sin FF (Figura 3.16-A), PE15-50 (Figura 3.16-B) y
PE28-50 (Figura 3.16-C), luego de 24h de incubacién. Es apreciable, la presencia de un
halo de inhibicién en los casos de los implantes formulados con FF. Ademas, el implante
PE28-50 presenta un halo de inhibicién ligeramente superior, lo que puede asociarse a
una mayor liberacion de FF en las primeras 24h. Esto concuerda con lo observado en los
ensayos de liberacion in vitro en medio liquido. Es también notable, en el caso de ambos
implantes formulados, la ausencia de colonizacién bacteriana en la zona en contacto
directo con el IFIS-IS, indicando una inhibicidén del crecimiento bacteriano en las tres

dimensiones del medio agarizado.

Figura 3.16 — Resultados de los ensayos microbioldgicos cualitativos, a 24hs de iniciados, para los

implantes (A) sin FF, (B) PE15-50 y (C) PE28-50.

La Figura 3.17 permite observar la evoluciéon del crecimiento bacteriano, para los
implantes PE15-50 y PE28-50, a 1, 3 y 12 dias de iniciado el ensayo. Los implantes son

capaces de un mantener un halo de inhibicién en las primeras 24h, siendo mayor en el
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caso del implante PE28-50. En los dias posteriores, se puede apreciar un avance en el
crecimiento bacteriano sobre las zonas cercanas al implante. Sin embargo, el medio de
cultivo que se encuentra en contacto directo con las formulaciones se mantiene libre de
crecimiento bacteriano. Si se comparan estos resultados con la formulacién sin FF (Figura
3.15), se evidencia una clara inhibicién del crecimiento de los microorganismos durante

12 dias de ensayo continuo.

Figura 3.17 — Evolucion de los ensayos microbioldgicos cualitativos, a 1, 3 y 12 dias de iniciados,

para los implantes (A-C) PE15-50 y (D-F) PE28-50.
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CONCLUSIONES PRELIMINARES

La utilizacién de sistemas poliméricos basados en implantes de formacién in sifu para la
liberacion controlada de florfenicol representa una importante oportunidad para el disefio
de terapias con minimizacién del nimero de dosis. Por otro lado, la utilizacién de
diferentes tipos de materiales poliméricos para lograr las cinéticas de liberacidn
adecuadas es un campo de amplio interés para el desarrollo de nuevas tecnologias
farmacéuticas.

En primer lugar, se estudiaron las condiciones de sintesis de implantes de formacion in
situ por la metodologia de intercambio de solvente, utilizando el polimero biocompatible
y biodegradable PLGA en combinacién con biopolimeros biocompatibles del tipo
Eudragit. La combinaciéon de este tipo de materiales permitié un aumento de la
encapsulacion del principio activo, disminuyendo el efecto burst durante la precipitacion
polimérica.

Luego, se estudiaron los perfiles de liberacion de FF en un medio acuoso. Cuando se
utilizé el polimero catiénico Eudragit E100 y al aumentar la cantidad del mismo, la
liberacién del principio activo se vio favorecida. Este fendémeno pudo deberse,
principalmente, a que la acumulacion de productos acidos provenientes de la degradacion
del PLGA fueron capaces de inducir la solubilizacién del Eul00 por disminucién del pH,
desestabilizando la matriz polimérica e incrementando la liberacién del PA. Por otro
lado, la presencia de cargas positivas en la matriz polimérica podria generar fuerzas
repulsivas con el FF. Por el contrario, cuando se utilizé el Eudragit aniénico S100, la
liberacién de FF se vio ralentizada. Esto puede explicarse si se tiene en cuenta que la
acumulacién de productos dcidos de la degradacion hidrolitica del PLGA son capaces de
disminuir la solubilidad del EuS100 por disminucién del pH, estabilizando la matriz
polimérica y demorando la liberacion del PA.

Los estudios cualitativos de eficacia microbioldgica permitieron evidenciar que los IFIS-
IS, son capaces de inhibir el desarrollo de la cepa bacteriana Pseudomonas aeruginosa
ATCC 15442. Se comprob6 que los IFIS-IS sin principio activo no tienen la capacidad
antimicrobiana y que, una vez introducido el FF en las formulaciones, estas son capaces
de mantener una zona libre de microorganismos durante un plazo de hasta 12 dias, en un

medio agarizado con una disponibilidad acuosa reducida (semi-sélido).
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La liberacién controlada de drogas ha ganado una notoria atencidn en las tltimas décadas.
Se ha convertido en una importante plataforma tecnologica para el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas debido a la posibilidad de resolver probleméticas relacionadas con
el nimero de dosis y los efectos secundarios de los principios activos. Ademas, resulta
una importante oportunidad para la disminucién de costos en la industria farmacéutica ya
que permite el reposicionamiento de principios activos, evitando las altas erogaciones
asociadas al desarrollo de nuevos farmacos.

La utilizacion de polimeros para el desarrollo de este tipo de sistemas se ha convertido en
un foco de gran interés en el dmbito cientifico-tecnolégico. La versatilidad de los
polimeros permite atender las multiples demandas que el campo de la medicina humana
y veterinaria requieren. La posibilidad de generar matrices poliméricas con las geometrias
y las caracteristicas fisicoquimicas necesarias impulsan el desarrollo de los sistemas de
liberacion controlada basadas en este tipo de materiales.

La encapsulacion y liberacion controlada de antibidticos es un campo de gran interés en
las industrias de sanidad humana y animal. Entre los diferentes PA, el florfenicol surge
como un candidato para utilizarse en este tipo de tecnologias debido a diversas
complicaciones relacionadas con la preparacion de formulaciones eficaces y la necesidad
de una dosificacion multiple. Por otro lado, su bajo peso molecular, su caracteristica
lipofilicidad y su leve hidrofilicidad lo vuelven un interesante candidato como droga
modelo para el disefio de sistemas de liberacion controlada versatiles.

El presente trabajo de investigacién permitié6 comparar diferentes sistemas poliméricos,
compuestos por materiales sintéticos y naturales, para la liberacion controlada del
antibidtico florfenicol. Se disefiaron sistemas en diferentes escalas de tamafio y con
variadas geometrias, generdndose diversas opciones en cuanto a las vias de
administracion: via parenteral, para el caso de las nano- y microparticulas; via oral al
utilizar beads o esferas de didmetro milimétrico; y via muscular o dérmica en el caso de
los implantes de formacion in situ.

Por otro lado, la combinacién de diversos tipos de polimeros con la adopcién de diferentes
geometrias y escalas de tamafo, permitié obtener caracteristicas especificas en términos
de eficiencia de carga y velocidad de liberacion del principio activo. Mientras que en el
caso de las nano- y microparticulas de PLGA se obtuvieron bajos porcentajes de
encapsulacion y rapidas liberaciones de florfenicol, la utilizacién de sistemas de mayor
tamafio, ya sea utilizando blends alginato-Eudragit o PLGA-Eudragit, permitieron

aumentar las eficiencias de encapsulacion como también lograr liberaciones mds
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controladas y extendidas en el tiempo. Ademads, se lograron caracteristicas diferenciadas
como la responsividad ante distintas condiciones de liberacion. Estos resultados permiten
vislumbrar la posibilidad de combinar polimeros ampliamente reportados en la
bibliografia para obtener nuevas posibilidades en tecnologias de liberacién controlada.
No obstante, se deben tener en cuenta las particularidades de las metodologias de sintesis
ya que ciertas caracteristicas como las fuerzas de homogeneizacién y los solventes
utilizados cumplen un rol fundamental en la determinacion de las propiedades de los
sistemas preparados.

También, a través de estudios especificos, se pudieron correlacionar las caracteristicas
fisicoquimicas y morfoldgicas de los diferentes sistemas con los fendmenos involucrados
en las eficiencias de encapsulacion y las velocidades de liberacion del principio activo
estudiado. En el caso del florfenicol, la posibilidad de trabajar con altas cargas del PA
permiten modular las cinéticas de liberacion a través de la imposicion de pasos de
disolucion de las estructuras s6lidas de la droga. Por otro lado, debido al pequefio tamafio
molecular del florfenicol y a su leve afinidad por el medio acuoso, las interacciones con
las matrices poliméricas resultan débiles y no serian la clave en las cinéticas de liberacion
observadas, ganando preponderancia la disposicién y tortuosidad de la red polimérica
como asi también sus caracteristicas hidrofilicas e hidrofébicas, propiedades que afectan
directamente el proceso difusivo de la droga en la matriz.

Para evaluar posibles fendmenos de sinergismo PA-polimeros y confirmar que durante
los diferentes procesos de sintesis el PA no sufria modificaciones o interacciones que le
impidieran actuar frente a las diferentes clases de microoganismos, se llevaron a cabo
estudios de eficacia microbiolégica. En todos los casos se pudo verificar la inalterabilidad
del florfenicol, confirmando la viabilidad de los métodos desarrollados para el caso de
esta droga. Ademds, se pudieron correlacionar los resultados de los ensayos
microbioldgicos con las diferentes caracteristicas de los sistemas disefiados. Tanto en
medios de cultivos sélidos como liquidos, los diferentes sistemas mostraron su
aplicabilidad tecnolégica pudiendo combatir los microorganismos con eficacia y en
diferentes escalas temporales. Todos los sistemas fueron capaces de liberar el florfenicol
a una velocidad, al menos suficiente, para combatir el crecimiento microbiano. Estos
resultados permiten acercarse a posibles aplicaciones y avanzar en ensayos de eficacia

pOStCI‘iOI‘ES con mayor certeza.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Si bien el presente trabajo de investigacion profundizé ampliamente en el desarrollo y
caracterizacion de diversos sistemas poliméricos para la liberacién controlada de
florfenicol, se proponen como tareas futuras el disefio de terapias y sus respectivas
pruebas in vivo como etapas ineludibles para verificar la aplicabilidad de los sistemas.
Por otro lado, se vuelve de suma importancia profundos estudios de mercado para conocer
la viabilidad de la produccién en escala y la implementacién econémica de un producto
de forma eficaz.

En términos académicos y tecnoldgicos, se propone investigar sobre modificaciones
quimicas, tanto en los polimeros como en el principio activo, generando nuevas

propiedades en los sistemas desarrollados.
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