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RESUMEN

Los parches biocompatibles disefiados para la liberacién controlada de farmacos permiten
administrar de forma paulatina los compuestos bioactivos, evitando efectos secundarios dados
por las altas concentraciones iniciales de una dosificacion tradicional (inyeccion, pildoras etc.). La
enrofloxacina es un antibiético de uso veterinario con un elevado espectro bactericida contra
microorganismos Gram positivos y Gram negativos. Este antibiético difundié libremente al medio
cuando fue adicionado a criogeles de alcohol polivinilico (PVA). El aumento de la rigidez de los
criogeles dado por el nimero de ciclos de congelamiento (-18°C, 20h)/descongelamiento (25°C,
8h) generd diferencias morfoldgicas. En los criogeles que contenian 0.5% (p/v) de pectina (PVA-P),
enrofloxacina fue liberada (pH 5.5, 37°C) hasta alcanzar un plateau del 40%. Este comportamiento
indicaba una interaccidon entre las moléculas del antibiético con el biopolimero. Un parche de
doble membrana de hidrogeles de PVA-P fue disefiado para inducir la liberacién del farmaco,
donde el segundo gel contenia NaCl para modificar la fuerza ionica del sistema. Luego de 4h (pH
5.5, 37°C) la liberacidn fue del 42 y 90% para los sistemas con 0.75 y 1.5M NaCl respectivamente.
Un bioensayo semicuantitativo con el microorganismo Staphylococcus aureus ATCC 25923,
confirmé una relacidn directa entre los halos de inhibicidon del crecimiento y la concentracion de
NaCl. Esto muestra que, la interaccién entre el antibidtico y el biopolimero es mayormente
electrostatica, que la carga del antibidtico se la puede regular con la concentracidn de pectina y la
cinética de liberacion modificando la fuerza idnica de la segunda membrana del sistema de

criogeles.



ABSTRACT

Control release of drugs through biocompatible films avoid side effects given by the high initial
concentrations of traditional dosing. Enrofloxacin is generally administered at high concentrations
which can cause molecular stacking and crystal formation affecting many organs with undesirable
side consequences. The antibiotic was released by free diffusion from Polyvinyl alcohol (PVA)
cryogels and this behavior was not modified by increasing the number of cycles of
freezing/thawing. A maximum 40% release was found with PVA cryogels doped with 0.5% (w/v)
pectin (PVA-P) (pH 5.5, 37°C) and, this behavior indicated an interaction between the biopolymer
and the antibiotic. A two-layer hydrogel system of PVA-P was designed to induce the release of
enrofloxacin, where the second layer contained a salt to increase the ionic strength of the system.
This two-layer cryogels containing 0.75 and 1.5 M NaCl released 42 and 90% enrofloxacin after 4h
(pH 5.5, 37°C) respectively. A semi-quantitative bioassay with the strain Staphylococcus aureus
ATCC 25923, showed a direct relationship between growth inhibition and NaCl concentration.
These results indicated that: a. the interaction between the antibiotic and the biopolymer is
mainly electrostatic, b. pectin concentration regulates the loading capacity for the antibiotic and c.
the kinetic of enrofloxacin release can be regulated by modifying the cryogel ionic strength of the

second-layer.



INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

1.1 Sistema de liberacion controlada

El tratamiento de algunas enfermedades requiere la administracién de diferentes farmacos por via
oral o intravenosa. Sin embargo, existen muchas desventajas asociadas al empleo de
determinados farmacos. Tras la administracién de dosis Unicas de farmacos por vias tradicionales,
la concentracion del compuesto bioactivo en el organismo aumenta hasta un valor mdximo, para
luego disminuir debido a la excrecidn o a su metabolizaciéon (Fig. 1). Para conseguir y mantener un
nivel terapéuticamente efectivo durante un amplio periodo de tiempo, se requieren sucesivas
dosis elevadas de la droga. No obstante, se debe tener en cuenta que la concentracion de droga
debe estar por debajo de la minima téxica (Pefiarada y Londofio Lopez, 2009). De este modo, se
produce una invasién desproporcionada del farmaco, cuando solo se necesita una accion local
(Escobar et al., 2002). La administracion convencional conlleva varios inconvenientes como: poco
control sobre los niveles necesarios del medicamento en el plasma (tratamiento ineficiente),
efectos colaterales, resistencia de los microorganismos a antibiéticos, etc (Pefiarada y Londofio

Lépez, 2009).

Farmaco en disolucion
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Figura 1. Perfil hipotético de la concentracion plasmatica de un farmaco que resulta de la administracién
consecutiva de dosis multiples de un sistema convencional comparado con el perfil ideal de concentracion
de farmaco requerido para un tratamiento.
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Actualmente existen dos métodos para mejorar la accion de los farmacos: por un lado, la
liberaciéon de una droga en particular en forma controlada, para eliminar o reducir los efectos
secundarios, tal de producir una concentracidn terapéutica del farmaco estable en el organismo,
en comparacion con los cambios intermitentes de concentracién que producen las dosificaciones
convencionales (Fig.1) (Shukla et al., 2011); por otro lado, la liberacion dirigida en lugares
especificos, que permite asegurar que el farmaco es liberado en el lugar requerido, y al mismo

tiempo mantiene el farmaco inactivo en cualquier otro lugar del organismo.

Asi, la eficacia del principio activo de un producto farmacéutico depende, en gran medida, de su
forma de dosificacion. Actualmente se acepta, de forma general, que la actividad farmacoldgica de
un compuesto no es suficiente para asegurar un efecto terapéutico dptimo, sino que depende del
desarrollo de sistemas de dosificacién adecuados, del tipo de formulacién y de la seleccion de un

sistema de liberacion especifico para el fdrmaco (Mainardes y Silva, 2004).

Los sistemas avanzados de liberacién controlada ofrecen un grado significativo de libertad en la
eleccién del lugar de aplicacién. Mientras que muchas formulaciones tradicionales deben ser
inyectadas o ingeridas, los sistemas poliméricos de liberacién controlada pueden ser localizados
virtualmente en cualquier cavidad corporal. De este modo, estos soportes para farmacos pueden
situarse en el organismo en, o cerca de la zona afectada, pueden ser implantados, o pueden ser
adheridos externamente a la piel. Gracias a ello, han aparecido nuevas rutas posibles de

administracion de farmacos.
1.2 Polimeros utilizados en la liberacion de farmacos

Los polimeros sintéticos son utilizados en el campo de los biomateriales, dada su diversidad y a las
considerables ventajas que presentan frente a otros materiales empleados tradicionalmente. Un
tipo especial de biomateriales poliméricos son los hidrogeles, y han sido utilizados en el desarrollo
de los denominados “sistemas inteligentes” para la administracion de farmacos. Estos estdn
compuestos por una red tridimensional formada por polimeros hidréfilos que tienen la capacidad
de incorporar, por hinchamiento, grandes cantidades de agua (Pefa, 2002; Escobar et al., 2002).
Poseen como caracteristica ser hidréfilos, blandos, eldsticos e insolubles en agua aunque se
hidratan en presencia de ella, aumentando apreciablemente su volumen hasta alcanzar el
equilibrio fisico-quimico (Katime et al., 2004). Estos materiales son apropiados para las

aplicaciones en medicina debido a su buena interaccion con los tejidos vivos, ya que son
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biocompatibles e inertes por lo que las células y proteinas no tienden a unirse en la superficie
(Pefiaranda y Londofio Lépez, 2009). Por su capacidad de hincharse, unido a su habilidad para
atrapar y ceder principios activos desde la red que forman, los hidrogeles han sido ampliamente
utilizados como soporte en el disefo de sistemas de liberacion controlada. Algunos de estos
hidrogeles controlan la liberacion del farmaco modificando la estructura de gel en respuesta a
estimulos ambientales. Los geles que tengan la capacidad de detectar esta respuesta a estimulos
son llamados “hidrogeles inteligentes” y responden a diferentes estimulos. Por un lado, estimulos
fisicos como temperatura, campos eléctricos, composicion del disolvente, luz, presiéon, campos de
sonidos y campos magnéticos y, por el otro, a estimulos quimicos como pH, iones vy
reconocimiento molecular (Fig.2) (Qiu y Park, 2012). Esta respuesta puede estar relacionada con
una variacién del volumen del gel o con una degradacién de la estructura tridimensional del

mismo.

S

+ estimulo

—_— Figura 2. Representacion esquematica de
+— posibles respuestas de hidrogeles frente a
- estimulo estimulos fisicos o quimicos.

Los polimeros en disoluciones concentradas pueden interaccionar consigo mismos mediante
fuerzas no covalentes. Esto depende tanto de su propia estructura quimica como de la calidad del
disolvente, dando lugar a los denominados geles fisicos. En algunos casos, los enlaces fisicos y
guimicos pueden coexistir y ser cooperativos y esto es lo que da lugar a las transiciones de fase de
los hidrogeles. La caracteristica mas importante de estas transiciones es que las fuerzas motoras
que las controlan son de tipo débil: interacciones de van der Waals, hidrofébicas, puentes de
hidrégeno o electrostaticas. A pesar de su debilidad, estas interacciones son también muy
numerosas, y su contribuciéon a lo largo de toda la cadena polimérica da lugar a comportamientos
complejos. Debido a que este tipo de interacciones dependen de estimulos externos como pH,
fuerza idnica, composicion del solvente o temperatura; permiten, al contrario de lo que sucede

con los enlaces covalentes, una gran versatilidad en el comportamiento de los geles inteligentes
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frente al medio. Las condiciones del entorno, seran las responsables de que predominen fuerzas

atractivas o repulsivas, produciéndose el colapso o el hinchamiento del gel (Pefia, 2002).

1.3 Alcohol polivinilico (PVA) y pectina: caracteristicas y propiedades

Alcohol polivinilico (PVA), es un polimero sintético, capaz de formar hidrogeles reticulados
fisicamente termorreversibles por una variedad de métodos, tales como la reticulacién quimica,
irradiacién, o la técnica de congelado y descongelado (Liu et al., 2010). Tiene propiedades
excepcionales, como solubilidad en agua, biodegradabilidad, biocompatibilidad, es no téxico y no
carcinogénico. Su estructura quimica es simple y de facil modificacién, lo cual se adapta a las
distintas necesidades (Patachia et al., 2009; Liu et al., 2010). Su capacidad de hincharse en medio
liqguido le aporta la propiedad de absorber, retener y liberar bajo condiciones controladas, algunas
soluciones organicas. Las soluciones acuosas de PVA en reposo a temperatura ambiente forman
un gel con escasa elasticidad. Sin embargo, el PVA es el Unico polimero que después de someterse
al proceso de ciclos de congelacién/descongelacién (-20/25°C) forma un gel altamente elastico

(Peppas y Scott, 1992) denominado criogel.

Este gel forma una estructura tridimensional debido a la presencia de puntos de entrecruzamiento
entre sus mondmeros. Estos puntos pueden ser a causa de enlaces covalentes o idnicos, e
interacciones mas débiles como fuerzas de tipo van der Waals, enlaces coordinativos,
interacciones hidréfobas o puentes de hidréogeno. Consecuentemente, la rigidez del gel dependera
tanto de la concentracién del polimero utilizada como de la cantidad de ciclos de congelamiento y

descongelamiento (Peppas et al., 2000).

Otro modo de combinar sus caracteristicas es la obtencién de redes interpenetradas (IPNs) de dos
polimeros diferentes, uno en mayor proporcién que el otro. En ese tipo de materiales, mediante
un procedimiento de sintesis adecuado, se consigue que el polimero en mayor proporcion forme
una red tridimensional donde los mondémeros del otro polimero se encuentren envueltos para
formar una red interpenetrada, sin que exista unidén quimica entre ellos (Fig. 3). Un tipo especial
de IPNs son las denominadas redes semiinterpenetradas. En este caso, el polimero en menor
proporcién no se entrecruza quimicamente, y se encuentra en forma de cadenas lineales que

interpenetran a la red formada por el otro polimero.
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Redes Poliméricas
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Figura 3. Interpenetracién de redes

La pectina es un biopolimero natural enriquecido en unidades de acido galacturdnico y acido metil
éster galacturénico. Tiene elevado peso molecular y naturaleza polianiénica, reacciona con su
entorno cambiando su estado fisico desde denso a diluido, permitiéndole acarrear sustancias
bioldgicamente activas (Liu et al., 2004). Algunos de los grupos carboxilo a lo largo de la cadena de
acido galacturdnico estan esterificados con metanol. Segun el grado de esterificacion las pectinas
se clasifican en pectinas de “alto metoxilo” y “bajo metoxilo”. Ambos poseen propiedades
disimiles y gelifican en condiciones diferentes. La pectina en combinacién con otro polimero
puede alterar el grado de hidratacién del mismo y cambiar propiedades mecanicas. Por ejemplo,
ha sido demostrado que la pectina puede formar geles cuando se mezclan con PVA y es miscible
con él en todas las proporciones (Fishman y Coffin, 1998). Estos autores informaron que criogeles
de PVA/pectina tienen una composicién bifasica compatible en un amplio rango de composiciones

y que la ductilidad de estos aumenta con concentraciones crecientes de PVA

La mezcla de polimeros biocompatibles con pectina dan como resultados geles cuyo uso
biomédico puede ser posible en disificacion de secuencias especificas de aminoacidos, agentes
anti-inflamatorios, anti-coagulantes, y sustancias de curacién de heridas en sitios tisulares (Liu et

al., 2004).
1.4 Enrofloxacina

La enrofloxacina es una fluorquinolona utilizada exclusivamente en veterinaria por su elevado
espectro de accidn bactericida contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Otero et al.,
2001a). Dentro del organismo, la enrofloxacina es metabolizada a ciprofloxacina cuya accion
bactericida se debe a la inhibicion de la ADNgirasa, enzima vital para la replicacion de los acidos

nucleicos bacterianos, (Navalon et al., 2002; Sumano et al., 2000) y de enzimas celulares como la
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topoisomerasa (Mestorino et al., 2011; Berlanga et al., 2004). La enrofloxacina tiene como ventaja
su alta solubilidad en lipidos permitiéndole la penetracidn en los tejidos. Posee grupos funcionales
acidos y basicos en su estructura que le confiere propiedades anféteras y zwitteridnicas (Fig.4) (©

Bayer AG Leverkusen 1999).

C?HS/O A H’O A

Enrofloxacina Ciprofloxacina

Figura 4. Estructura quimica de enrofloxacina y ciprofloxacina.

En concentraciones inadecuadas las fluoroquinonas pueden provocar en el hombre fototoxicidad,
en animales jovenes efectos condrotdxicos y ruptura de tendones, observandose también
reacciones alérgicas (Mestorino et al., 2011). Se presume que el uso elevado de fluoroquinonas
puede causar artritis en perros (Navalén et al., 2002). Ademas, el uso inadecuado de enrofloxacina
podria seleccionar un grupo de bacterias resistentes perdiendo la eficacia clinica del mismo
(Sumano et al., 2003; Sumano et al., 2000). Este antibidtico es muy irritante cuando se administra
por la via intramuscular, ocasionando un marcado aumento de la creatinquinasa en suero e

inflamacidn y dolor en el sitio de inyeccién en algunos casos (Otero et al., 2001b).

El uso de dosis elevadas de enrofloxacina no solo puede generar efectos téxicos sobre el animal
sino que también se pueden generar pérdidas econdmicas; por otro lado la subdosificacidon puede
cuestionar la eficacia clinica del fdrmaco generando ademas cepas resistentes a enrofloxacina

(Sumano et al., 2000).

El uso de técnicas de liberacion controlada en la administracion de enrofloxacina es una
alternativa debido a las siguientes ventajas: reduccidon de picos de antibidticos en plasma y la
disminucién de las frecuencias de la administracion de antibidticos, lo cual permitira disminuir los

efectos secundarios adversos en el cuerpo.
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En sistemas de liberacién controlada, la conjugacidon polimero-farmaco, puede darse de dos
formas dependiendo de la naturaleza quimica de los mismos. Una de ellas estad basada en la unidn
fisica de los compuestos activos con la matriz polimérica, como la naturaleza hidrofilica o
hidrofébica de los mismos. Y la otra debida a la interaccidn quimica, uniones idnicas o covalente

del principio activo y la matriz (Escobar et al., 2002).



1.5 OBJETIVOS
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Estudio de la liberacién de enrofloxacina desde las matrices de criogel
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Disefio de un sistema para la liberacion controlada del antibidtico
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OBJETIVOS

Produccién de criogeles de alcohol polivinilico (PVA) y alcohol polivinilico — pectina
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MATERIALES Y METODOS

2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Reactivos quimicos. Alcoholpolivinilico hidrolizado al 98% de 13-23 y 9-10 KDa, enrofloxacina,
membrana de didlisis de celofan (cutoff, 5 kDa) (Sigma-Aldrich, Buenos Aires, Argentina). Pectina
con 71.7% de metoxilacién (CPKelco). Telurito de potasio al 1% (Britania, Buenos Aires, Argentina).

Buffer acetato de sodio/ acido acético 1M. NaCl.

2.2 Preparacion de soluciones acuosas. Se prepararon soluciones de 15% a 30% (p/v) de PVA en
agua destilada. La disolucidn se logrd calentando la mezcla a 80°C durante 90 min, en agitacion a
500 rpm. Las soluciones de pectina al 2% (p/v) se prepararon en agua destilada bajo agitacién 500

rpm. Se prepard una solucidn stock de enrofloxacina 500 pg/ml en HCl 1 M.

2.3 Preparacion de geles de PVA con enrofloxacina. Una solucién de PVA al 15% (p/v) fue
mezclada con una solucién de enrofloxacina (500 pg/ml) para producir un gel con 35 ug/ml de
antibidtico. La solucién se vertio en placas de Petri para formar una capa de 1-2 mm de espesor y
fueron congelados a -18°C durante 20 h. Luego se descongelaron a temperatura ambiente (25°C)
durante 8 h. Estos ciclos de congelacion/descongelacidn se repitieron de tres a cinco veces. Los
geles se secaron a 25°C, se cortaron en discos de 1 cm de diametro y fueron almacenados en

etanol al 96% (v/v).

2.4 Preparacion de geles de PVA-pectina con enrofloxacina. Se mezclaron 5 ml de PVA al 30%
(p/v) vy 5 ml de pectina al 2% (p/v). La pectina fue previamente incubada durante 1 h a
temperatura ambiente con 0.7 ml de solucién stock de enrofloxacina (500 pg/ml). Se mezclaron
para producir un gel de 15% (p/v) de PVA y 1% (p/v) de pectina que contiene 35 ug/ml de
enrofloxacina. Se sometieron a 3 ciclos de congelamiento y descongelamiento como se explicé

anteriormente.

2.5 Caracterizacion de los criogeles de PVA y PVA-P. La morfologia de los films de PVA y PVA-P se
analizd por microscopia de barrido electronico mediante un microscopio Jeol JSM-SEM 840A con
crio fijacidn. Para ello, los criogeles se incubaron 1 h en una solucién de 1% (v/v) de glutaraldehido
en HCl 100 mM. Luego, se lavaron con agua desionizada y se incubaron durante 1 h con 1% (p/v)
de solucion de 0sO,. La soluciéon de OsO, se descartd, y los criogeles se deshidrataron con

concentraciones crecientes de etanol [25-100% ( v/v)] durante 20 min en un agitador de balanceo.

11



MATERIALES Y METODOS

2.6 Liberacion de enrofloxacina desde criogeles de PVA-P. Geles de PVA con pectina al 0.5% (p/v)
se sumergieron en 1.5 ml de buffer acetato de sodio/acido acético 50mM pH 5.0 a 25°C. Se
tomaron periddicamente diferentes alicuotas de la solucién en diferentes momentos y se
completé el volumen con soluciéon buffer nueva. La cantidad de enrofloxacina liberada se
determind a través de la intensidad de fluorescencia en un espectrofluorémetro LS 50B

PerkinElmer con una A, 275 nmy Ae, 437 nm.

Para determinar la concentracion de enrofloxacina, se realizd una recta de calibracion utilizando
como solucién estandar enrofloxacina 50 pg/ml en HCI. Se hicieron diluciones de 0-0.5 pg/ml
preparadas en buffer de acetato de sodio 50 mM pH 5.0. Dado que la intensidad de fluorescencia
es disminuida por la presencia de moléculas del polimero disueltas (PVA) (quencher), el valor de
fluorescencia debe ser corregida teniendo en cuenta esta interferencia. Para ello se utiliza la

ecuacion de Stern-Volmer:
Fol’F — I | ]\’(}TUQ

Dénde:

e Fye F son las intensidades de emisidn fluorescente en ausencia y presencia del quencher
respectivamente.

ek, es la constante de Stern-Volmer

e [Q] es la concentracién del quencher

e T,eseltiempo de vida de fluorescencia de la especie emisora

La constante k, fue determinada del grafico Fo/F vs concentraciones crecientes del polimero (0-
0.5% (p/v)) utilizando una concentracion de enrofloxacina de 0.2 pg/ml. Por otro lado la
concentracién del polimero en la solucion fue determinada midiendo a 278 nm vy ajustando los

valores de absorbancia a una recta de calibracion a dicha longitud de onda.

12
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2.7 Liberacion de rojo neutro en un sistema de doble membrana. Geles de PVA-pectina
equilibrados en solucién de rojo neutro al 1% (p/v) y lavados 3 veces con agua destilada fria (4°C)
fueron utilizados para evaluar la liberacidn del colorante en un medio sélido (agar 3% (p/v) pH
5.5). Geles de PVA-pectina equilibrados durante 24 h con soluciones acuosas de diferentes
concentraciones de NaCl fueron utilizados para controlar la difusién del rojo neutro en el sistema
bicapa. El gel inferior se correspondié con el film con rojo neutro 1% (p/v), mientras que el gel
superior contenia diferentes concentraciones de NaCl (Fig. 5). La cinética de liberaciéon del
colorante en las diferentes condiciones se determiné a través de fotos digitales tomadas a

distintos tiempos y analizadas con el software ImageJ 1.41.

La recta de calibracién se realizé a partir de diferentes concentraciones de rojo neutro en agar al
3% (p/v). Se midieron pixeles con el programa Imagel 1.41 y se realizd una curva de pixeles vs

concentracién de rojo neutro.

Gel con NaCl
== éGel con rojo neutro

<4—Agar pH5.5

N/

Figura 5. Liberacion de rojo neutro desde sistema bicapa

2.8 Liberacion de enrofloxacina en sistema bicapa. La liberacién de enrofloxacina desde un
sistema bicapa fue evaluada usando una celda de difusién (Nesseem et al., 2011) y films de 1 cm?
de didmetro. El sistema bicapa de liberacion fue separado con membrana de didlisis (cutoff, 5

kDa), previamente equilibrada durante 24 h en buffer de liberaciéon (acetato de sodio pH 5.5)

(Fig.6).

Los films de PVA-P (1 cm?) utilizados en la capa superior del sistema fueron equilibrados 24 h a
20°C en diferentes concentraciones de NaCl (0-1.5 M). Periddicamente se tomaron alicuotas de
300 pl del medio de liberacién y se completé el volumen con buffer nuevo (50 mM de acetato de
sodioo pH 5.5). La concentracion de enrofloxacina liberada se determind

espectrofotométricamente a 275 nm a través de una recta de calibracién.
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La recta de calibracién se realizd a partir de una solucion estandar de enrofloxacina (15 pg/ml) en
buffer acetato de sodio 50 mM pH 5.5. Se prepararon soluciones en concentraciones de 0 a 15
pug/ml y luego se midieron en espectrofotémetro de microplacas UV/visible - Epochbiotek a 275

nm. Para obtener la curvas se graficé absorbancia en funcién de la concentracion de enrofloxacina.

= [ = «—— Compartimiento dador

. . .z 2 . .
Figura 6. Difusidn en celda desde dos capas de 1 cm” de geles de PVA-P que contiene cloruro de sodio en el
gel superior y enrofloxacina en el gel inferior. Los criogeles descansan en una membrana de dialisis

2.9 Bioensayo semicuantitativo de liberaciéon de enrofloxacina. La efectividad del antibidtico se
evalud utilizando el método de “zona de inhibicion” (Awodele et al., 2007) sobre el crecimiento de
Staphylococcus aureus ATCC 25923. En placas de Petri con medio LB sin NaCl, composicion (g/l):
10.0 peptona, 5.0 extracto de levadura, 20.0 de agar, 10 ml telurito de potasio al 1%, se colocaron
los diferentes sistemas bicapa previamente ensayados y se incubaron en oscuridad durante 6 h a
37°C para permitir la liberacion de la droga. Luego dichas placas fueron sembradas con 100 pl del
cultivo microbiano en forma de césped y se incubaron 24 h a 37°C. A través de fotografias digitales

y el software ImageJ 1.41 se analizaron los halos de inhibicidn.

Se realizd un recta de calibracion para relacionar el halo de inhibiciéon con la concentracion de
enrofloxacina. Para ello, soluciones de diferentes concentraciones de 0 a 48 ug/ml enrofloxacina
en 10 mM buffer acetato de sodio pH 5.5, se colocaron en hoyos de 0.037 cm?” realizados en el
medio de cultivo solido previamente sembrado con Staphylococcus aureus(ATCC). Las placas se
incubaron durante 24 h a 37°C, y luego se midié el halo de inhibicidn con el programa Image) 1.41.
Para obtener la recta de calibracidon se grafico el halo de inhibicién en funcidn de la concentracion

de enrofloxacina (Fig. 14).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion de los criogeles de PVA-P

Un pardametro que puede influir en las propiedades fisicoquimicas de los criogeles es el nUmero de
ciclos de congelamiento y descongelamiento (C/D). La mezcla de PVA (13-23 KDa) con pectina dio
como resultado geles firmes y ligeramente opacos a diferencia de los geles de PVA sin el
biopolimero que son mas fragiles y transparentes. La mezcla de una pequefia proporcion de
pectina (0.5 y 1% p/v) con una mayor de PVA (15% p/v) permite la interaccidn cruzada entre PVA-
pectina y ademas la interaccion entre las moléculas de PVA para formar la estructura
tridimensional (Fishman y Coffin, 1998). Se probd el mezclado de pectina 1% (p/v) con PVA de 9-10
KDa y no polimerizd después de 3 ciclos de C/D. Las imagenes de los criogeles obtenidas por
microscopia electronica de barrido (SEM) son mostradas en la figura 7. Se puede observar que el
incremento del nimero de ciclos de C/D de los geles de PVA, aumentd el caracter hidrofdbico de
los mismos, indicado por un aumento de la rugosidad. Mientras que los geles de PVA-P se observd
un aumento en la porosidad de los mismos. Ademds, se pudo comprobar un aumento de la rigidez
de ambos geles dada por un mayor nimero de ciclos C/D como fue descripto previamente (El Fray
et al., 2007). Los ciclos de congelamiento y descongelamiento determinan el grado de
entrecruzamiento del gel afectando claramente la morfologia del mismo. El grado de
entrecruzamiento modifica las propiedades de hidratacién y mecanicas del gel e influye en las
propiedades de liberacién de farmacos, ya que una mayor porosidad conduce a un mayor

contenido de agua en el equilibrio de hidratacién del gel (Nugent y Higginbotham, 2007).
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Figura 7. Microfotografias electronicas de barrido de los criogeles producidos con 3 y 5 ciclos de
congelamiento y descongelamiento. a) PVA con 3ciclos de C/D; b) PVA-Pectina 1%(p/v) con 3 ciclos de C/D;
¢) PVA-Pectina 0.5%(p/v) con 3 ciclos de C/D; d) PVA con 5ciclos de C/D; e) PVA-Pectina 1%(p/v) con 5ciclos
de C/D; f) PVA-Pectina 0.5% (p/v) con 5 ciclos de C/D.

3.2 Liberacion de enrofloxacina desde criogeles de PVA-P

La liberacion de antibiéticos desde matrices poliméricas ha sido descripta para diversos tipos de
antibioticos (Chhatri et al., 2011; Shukla et al., 2001). Entre ellos, la enrofloxacina ha sido también
estudiada porque presenta una baja solubilidad en medio acuoso con problemas de agregacion y
cristalizacién (Maurer et al., 1998; Song et al., 2010). La baja solubilidad en agua de ciertos
antibioticos, es un desafio para el disefio de sistemas de liberacidn controlada. La liberacion de
enrofloxacina desde criogeles de alcohol polivinilico mostré una cinética de primer orden con un
100% de liberacién en 4.5 h (Fig. 8). Ha sido descripto que la liberacién no fue modificada cuando
se incrementd la rigidez de los geles a través de un mayor numero de ciclos de
congelamiento/descongelamiento, y que el porcentaje de unidn de enrofloxacina con pectina de
alto grado de metoxilacion fue mayor respecto a las pectinas de menor grado (Martinez et al.,
2012). Estos resultados indicaron que el caracter aromatico de la molécula bioactiva permitid la
difusion libre de la droga desde la matriz hidrofilica y pectina seria un aditivo de eleccién para

retener la molécula de antibidtico en la matriz. El estudio de la liberacidon de enrofloxacina desde
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criogeles de PVA 15% (p/v) con pectina 0.5%(p/v) de alto grado de metoxilo (70%) como aditivo,
cambid el perfil de liberacion del antibidtico (Fig. 8). La liberacidn de enrofloxacina ocurrié en dos
etapas, durante las primeras 24 h, =24% se libera rapidamente, luego la liberacién es mas lenta
hasta alcanzar un maximo del 40% a las 50 h y este porcentaje no fue modificado incluso luego de

166 h de incubacion.
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Figura 8. Liberacidn de enrofloxacina desde criogeles de (#) PVA y (¢) PVA-P 0.5% (p/v) de pectina a pH 5.0
y 37°C. El gréfico inserto muestra la amplificacion de las primeras horas de liberacion.

El perfil de difusion libre de enrofloxacina encontrado con los geles de PVA, fue previamente
descripto en otras matrices de cardcter mas hidrofébico, donde a diferencia de las dosis
inyectables, la liberacidn en un sistema acuoso depende del grado de adsorcidn alcanzado por la
molécula bioactiva (Song et al., 2010). Sin embargo, en los geles de PVA-P se observé que después
de 166 h, el 60% de enrofloxacina continuaba retenido en la matriz. Estos resultados nos indicaron
que la difusion del 40% de enrofloxacina fue debida a un exceso de carga de la misma y que el
resto (60%) no fue liberado (Fig. 8). Esta interaccion podria deberse a que en un pH ligeramente
acido (pH 5.5) los grupos aminos de la enrofloxacina (pK, 7.7) se encuentran protonados y
proporcionan una densidad de carga positiva en la molécula, mientras que los grupos carboxilos
de la pectina (pK, 3.5) estan ionizados y muestran una densidad de carga negativa. Esto se

corresponde a lo descripto previamente para la interaccién entre pectina y el antimicrobiano
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catiénico e-polilisina (Chang et al., 2011). En estas condiciones es posible que la enrofloxacina

interaccione electrostaticamente con la pectina evitando su libre difusidn.

3.3 Liberacion de rojo neutro en un sistema de doble membrana

El estudio de la liberacidén de colorantes desde matrices complejas facilita el analisis de los datos y
estos son Utiles para predecir el comportamiento de otras moléculas similares (Khung et al., 2012).
Con el objetivo de estimar la liberacién transdermal de la droga desde un parche de PVA-P se
estudid la liberaciéon en medio sélido compuesto por agar al 3% (p/v). Sin embargo dadas las
caracteristicas espectrales de la enrofloxacina que solo absorbe luz a longitudes de onda inferiores
a los 370 nm, se analizd la liberacién del colorante rojo neutro desde los criogeles de PVA-P. Este
posee un pK, de 6.4, similar al antibidtico y ademads, las dos moléculas tienen una estructura
compuesta por anillos aromdticos planares, lo que nos permite predecir que ambas moléculas se

comportarian de forma analoga dentro de la matriz del hidrogel (Fig. 9) (Pifiuel et al., 2010).

o o

Ho)l\(u:E:[F | Figura 9. Estructura quimica de
N N/\l N Na NH, enrofloxacina (pK, 7.7) y rojo
A K/N | neutro pk, 6.4.
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Figura 10. Liberacién de rojo neutro desde geles de PVA-P a pH
5.0y 20°C.
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La presencia de pectina hace que ambas moléculas (enrofloxacina y rojo neutro) queden retenidas
en la matriz debido a una interaccidn iénica a pH 5.5 (Fig. 8 y 10). Esto nos llevé a pensar que esta
interaccidon también podria ser regulada con la fuerza idnica del medio. Por lo tanto se disefié
sistema de dos membranas para el estudio de la liberacidén de éstas moléculas, donde la variacién

de fuerza idnica va a estar dada por la concentracidn de NaCl en el segundo gel (Fig. 11).
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Figura 11. Efecto de la concentraciéon de NaCl en la cinética de liberacion del colorante rojo neutro desde
geles de PVA-P. #Sin NaCl, mNaCl 1.5 M, A NaCl 3 M. La liberacion se realizé en medio solido (3% agar), pH
5.0y 20°C.

La adicion de un gel con NaCl en la parte superior del gel cargado con rojo neutro, permite la
difusion del NaCl desde la capa de mayor concentracién a la de menor concentracidon. De este
modo, se produce un intercambio idnico que induce la liberacidon del colorante desde el gel

inferior y la concentracion del sal nos permitio regular la cinética de liberacion del mismo.

3.4 Liberacion de enrofloxacina en sistema bicapa

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con rojo neutro se estudio el sistema de doble capa
con geles de 35 pg/ml de enrofloxacina y diferentes concentraciones de NaCl. Se encontrd que con
el sistema bicapa se pudo liberar hasta el 89.9% del farmaco en 4 h cuando el gel contenia 1.5 M

de NaCl, estos datos son comparables a la cinética de primer orden obtenida en la liberacion del
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gel de PVA (Fig. 8). La liberacién se redujo al 41.9% cuando la concentracion en la parte superior
del gel fue de 0.75 M de NaCl. Los resultados muestran que, al igual que el colorante rojo neutro,
la velocidad de liberacién y la proporcion liberada de enrofloxacina dependen de la concentracion
de NaCl en la capa de gel superior (Fig. 12). Esto implica, que la liberacion del antibidtico puede ser
controlada con un cambio de la concentracién de sal en el gel superior. De ésta manera, con una
liberacion lenta, se evitaria el apilamiento o agregado de enrofloxacina en d&rganos en un

hipotético uso en sanidad animal del sistema de doble capa (Fig. 13).
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Figura 12. Cinética de liberacion de enrofloxacina en un sistema bi-capa de geles de PVA-P
enrofloxacina/PVA-P-NaCl: ¢SinNaClm0.75M A15M

Escobar et al. (2002) se refirid a que un cambio de fuerza idnica puede producir una alteracién en
el hidratacion del gel, modificando los coeficientes de difusidon del farmaco en el mismo. En este
caso, tanto rojo neutro como enrofloxacina se comportaron como moléculas de intercambio como
los iones aportados por la capa superior del sistema, indicando ademas que es posible predecir el

comportamiento con moléculas similares que sean mas faciles de estudiar como los colorantes.

Na*™ i .
Na* € o ° Ne  «——— Criogel con NaCl
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Figura 13. Simulacion del sistema bicapa.
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La adsorcién de enrofloxacina sobre silica gel fue descripta por Song et al. (2010) como un sistema
de transporte del farmaco que permite una liberacién lenta del mismo (100% en 7 dias). Sin
embargo, en este sistema la afinidad de este antibidtico hidrofébico depende de la alta polaridad
del solvente donde se realiza el ensayo. Si bien en el sistema aqui descripto la liberacion de
enrofloxacina (y rojo neutro) no fue estudiada en un sistema in vivo, esta puede ser controlada
con la concentracién de NaCl en el gel adyacente, porque la principal fuerza que domina la unién

entre enrofloxacina y pectina es electrostatica.

3.5 Bioensayo semicuantitativo de liberacion de enrofloxacina

El efecto bactericida de los parches de criogeles de PVA-P con enrofloxacina se evalué mediante la
inhibicion del crecimiento de la bacteria gran positiva Staphylococcus aureus ATCC 25923. Para
este bioensayo, la eleccién de la bacteria utilizada se debid a que es un microorganismo
osmotolerante, capaz de crecer en concentraciones de NaCl (3.5M), cercanas a la saturacién. La
figura 14 muestra una curva de inhibicién del crecimiento de S. aureus en presencia de diferentes
concentraciones de enrofloxacina, demostrando la sensibilidad de esta cepa al antibidtico, tal

como fue previamente descripto por otros autores (Chhatri et al., 2011).
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Figura 14. Inhibicion del crecimiento de S. aureus dada por el antibiético enrofloxacina.
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Figura 15. Inhibicidn del crecimiento de S. aureus producido por enrofloxacina liberada a partir de sistemas
bicapa de PVA-P con diferentes concentraciones de NaCl: mSin NaCl, = 0.75M, = 1.5M y A control de
crecimiento de S. aureus sin enrofloxacina con film superior de 1.5M de NacCl.

En la figura 15 se observa que el halo de inhibicién de crecimiento del S. aureus fue dependiente
de la concentracién de NaCl en los parches superiores a los de enrofloxacina y que el crecimiento
de la bacteria no fue afectada por el parche que contenia NaCl sin el antibidtico. Estos resultados
concuerdan con las mediciones analiticas realizadas en el sistema in vitro, sin embargo este
sistema (in vivo) establece la medicién directa del antibiético en un medio sélido similar al

establecido previamente en agar para el colorante rojo neutro.
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4. CONCLUSIONES
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Tres ciclos de congelado y descongelado fueron suficientes para obtener criogeles con
propiedades mecanicas que permitieron la elaboracion de parches dérmicos. La
incorporacién de un aditivo como el polisacarido pectina incrementd la porosidad de los

geles sin afectar dichas propiedades.

La interaccion electrostatica con el aditivo pectina establecio la retencién de enrofloxacina
en los criogeles y la concentracidon del biopolimero reguld la capacidad de carga del

compuesto bioactivo.

La fuerza idnica del sistema modificada por un gel adyacente con NaCl (sistema de doble

membrana) permitid controlar la cinética de liberacién del antibidtico

Un bioensayo semi-cuantitativo con el microorganismo Staphylococcus aureus ATTC 25923

permitié evaluar la liberacidn de enrofloxacina en un sistema sélido.

El sistema disefiado de doble membrana cuenta con un futuro promisorio para el

desarrollo sistemas de liberacién controlada de fdrmacos. Esto puede converger en

futuras patentes y/o productos tecnolédgicos de amplia utilizacion

23



BIBLIOGRAFIA

5. BIBLIOGRAFIA

Awodele 0., Emeka P.M., Agbamuche H.C. y Akintonwa A. 2007. The antimicrobial activities of
some commonly used disinfectants on Bacillus subtilis, Pseudomona aeruginosa and Candida
albicans. African Journal of Biotechnology. 6:987-990.

Bayer © AG Leverkusen 1999

Berlanga M., Montero M.T., Hernandez-Borrell J. y Viflas M. 2004. Influence of the cell wall on
ciprofloxacin susceptibility in selectedwild-type Gram-negative and Gram-positive bacteria.
International Journal of Antimicrobial Agents. 23:627—630.

Chang Y., McLandsborough L. y McClements D.J. 2011. Interactions of a cationic antimicrobial (-
Polylysine) with an Anionic Biopolymer (Pectin): An Isothermal Titration Calorimetry,
Microelectrophoresis, and Turbidity Study. Journal of Agricultural and Food Chemistry. 59, 5579—
5588.

Chhatri A., Bajpai J., Bajpai A.K., Sandhu S.S., Jain N. y Biswas J. 2011. Cryogenic fabrication of
savlon loaded macroporous blends of alginate and polyvinyl alcohol (PVA). Swelling, deswelling
and antibacterial behaviors. Carbohydrate Polymers. 83:876—882.

El Fray M., Pilaszkiewiez A. y Swieszkowski W. 2007. Morphology assessment of chemically
modified and cryostructures poly(vinyl alcohol) hidrogel. European Polymer Journal. 43:2035-2040.

Escobar J.L., Garcia D.M., Zaldivar D. y Katime |. 2002. Hidrogeles. Principales caracteristicas en el
disefio de sistemas de liberaciéon controlada de farmacos. Revista Iberoamericana Polimeros.
3(3):1-25.

Fishman M.L. y Coffin D.L. 1998. Mechanical, microstructural and solubility properties of
pectin/poly(vinyl alcohol) blends. Carbohydrate Polymers. 35:195-203.

Katime D., Katime O. y Katime I.A. 2004. Los materiales inteligentes de este milenio: los hidrogeles
macromoleculares. Sintesis, propiedades y aplicaciones. Servicio editorial de la Universidad del
pais Vasco. Bilbao.

Khung Y., Lee W.L., Chui K.L., Liu Y. y Pin Lim M. 2012. Microencapsulation of dye- and drug-loaded
Particles for imaging and controlled release of multiple drugs. Advance Healthcare Materials.
1:59-163.

Liu L., Jun Won Y., Cooke P.H., Coffin D.R., Fishman M.L. Hicks K.B. y Ma P.X. 2004.
Pectin/poly(lactide-co-glycolide) composite matrices for biomedical applications. Biomaterials.
25:3201-3210.

Liu Y., Geever L.M., Kennedy J.E., Higginbotham C.L., Cahill P.A. y McGuinness G.B. 2010. Thermal
behavior and mechanical properties of physically crosslinked PVA/Gelatin hydrogels. Journal of the
mechanical behavior of biomedical materials. 3:203-209

Mainardes R.M. y Silva L.P. 2004. Drug delivery systems: past, present, and future. Current Drug
Targets. 5:449-455.

24



BIBLIOGRAFIA

Martinez Y.N., Pifiuel L., Castro G,R. y Breccia J.D. 2012. Polyvinyl alcohol—pectin cryogel films for
controlled release of enrofloxacina. Applied Biochemistry and Biotechnology. 167(5):1421-1429.

Maurer N., Wong K., Hope M. y Cullis P. 1998. Anomalous solubility behavior of the antibiotic
ciprofloxacin encapsulated in liposomes: a 1H-NMR study. Biochimica et Biophysica Acta. 1374:9-
20.

Mestorino N., Vale C., Haag G. y Errecalde J. 2011. Deplecién de enrofloxacina y su metabolito
ciprofloxacina en tejidos comestibles y en plumas de pollos parrilleros. XX/l Latin American Poultry
Congress.

Navalén A., Blanc R., Reyes L., Navas N. y Vilchez J.L. 2002. Determination of the antibacterial
enrofloxacin by differential-pulse adsorptive stripping voltammetry. Analytica Chimica Acta.
454.83-91.

Nesseem D., Eid S.F. y El-Houseny S.S. 2011. Development of novel transdermal self-adhesive films
for tenoxicam, an anti-inflammatory drug. Life Sciences. 8:430-438.

Nugent M. y Higginbotham C. 2007. Preparation of a novel freeze thawed poly(vinyl alcohol)
composite hydrogel for drug delivery application. European journal of pharmaceutics and
biopharmaceutics. 67:377-386.

Otero J.L., Mestorino N. y Errecalde J. 2001a. Enrofloxacina: Una fluoroquinolona de uso exclusivo
en veterinaria. Parte |: quimica, mecanismo de accién, actividad antimicrobiana y resistencia
bacteriana. Analecta Veterinaria. 21(1):31-41.

Otero J.L., Mestorino N. y Errecalde J. 2001b. Enrofloxacina una fluoroquinolona de uso exclusivo
en veterinaria parte Il; farmacocinética y toxicidad. Analecta Veterinaria 21(1):42-49.

Patachia S., Florea C., Friedrich C. y Thomann Y. 2009. Tailoring of poly(vinyl alcohol) cryogels
properties by salts addition. Express Polymer Letters. 5(3):320-331.

Pefia E.D. 2002. Desarrollo y caracterizacién de hidrogeles poliméricos con aplicaciéon en la
liberacion controlada de farmacos. Universidad Complutense de Madrid. Facultad de Farmacia.
Tesis doctoral.

Pefiaranda A.A. y Londofio Lépez M.E. 2009. Hidrogeles. Potenciales biomateriales para la
liberacion controlada de medicamentos. Revista Ingenieria Biomedica. 5(3):83-94.

Peppas N.A., Bures P., Leobandung W. y Ichikawa H. 2000. Hydrogels in pharmaceutical
formulations. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics. 50:27-46.

Peppas N.A. y Scott J.E. 1992. Controlled release from poly (vinil alcohol) gels prepared by
freezing-thawing procesess. Journal of Controlled release. 18:95-100.

Pifiuel L., Martinez Y., Breccia J. y Castro G. 2010. Pectin/PVA cryogels doped with pH indicator
dyes for its application in food packaging. 4" International Congress on Bioprocesses in food
Industries. Curitiba, Brazil. Poster

Qiu Y. y Park K. 2012. Environment-sensitive hydrogels for drug delivery. Advanced Drug Delivery
Reviews http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.024.

25


http://dx.doi.org/10.1016/j.addr.2012.09.024

BIBLIOGRAFIA

Shukla A., Fang J.C., Puranam S. y Hammond P. 2001. Release of vancomycin from multilayer
coated absorbent gelatin sponges. Journal of Controlled Release. 157:64-71.

Song M., Song J., Ning A., Cui B., Cui S., Zhou Y. y An W. 2010. Feasibility study of silica sol as the
carrier of a hydrophobic drug in aqueous solution using enrofloxacin as the model. Materials
Science and Engineering C. 30:58—61.

Sumano L.H. y Gutierrez O.L. 2000. Problematica del uso de la Enrofloxacina en la avicultura en
México.  Articulo de  revisién.  eJournal. Universidad Nacional de  Meéxico.
http://www.ejournal.unam.mx/rvm/vol31-02/RVM31209.pdf

Sumano, L.H. y Gutierrez, O.L. (2000). Bases farmacologicas del uso de la enrofloxacina en la
avicultura en Mexico. Veterinaria Mexico 31:56—61.

Sumano L H, Gutierrez O L y Zamora Q N. 2003. Strategic Administration of Enrofloxacin in Poultry
to Achieve Higher Maximal Serum Concentrations. The Veterinary Journal, 165, 143-148.

Vaclavik V.A. y Christian E.W. Fundamentos de ciencia de los alimentos. 2002. Editorial Acribia.

26



