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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo desarrollar (nano)materiales
inorgéanicos/organicos como sistemas portadores (SP) de farmacos antimicrobianos del grupo
de las (fluoro)quinolonas (FAQ), siendo el &cido nalidixico (HNal) y la ciprofloxacina (Cip)
los FAQ modelo seleccionados, los cuales fueron vehiculizados en hidroxidos dobles
laminares (LDH) como material portador.

Para la sintesis de los SP conteniendo la forma basica del HNal (Nal) se utilizaron dos
rutas de sintesis por co-precipitacion: a pH variable (LDH-Nal-pHvar) y a pH constante
(LDH-Nal-pHcte). Ambas dieron lugar a nanoparticulas de LDH de Mg y Al con relacion
molar cercana a 3:1y, aproximadamente, un 30 % p p* de Nal incorporado. Estas presentaron
morfologia laminar irregular y, en el caso del LDH-Nal-pHcte, se observé una fase adicional
de Mg(Nal),. La liberacion del Nal desde los LDH-Nal-pHvar se produjo, principalmente,
por intercambio anionico, por lo que la velocidad de liberacion estuvo determinada por los
aniones presentes en el medio de liberacion. La vehiculizacion de Nal en los LDH produjo
un incremento de la accién antimicrobiana comparado con el FAQ puro. Por otra parte, la
presencia de Mg(Nal); en la muestra LDH-Nal-pHcte produjo una liberacién mas sostenida
del Nal, pero con una menor accién antimicrobiana en comparacién con la muestra
LDH-Nal-pHvar.

La experiencia adquirida con el Nal sent6 las bases necesarias para la obtencion y
comprension de las propiedades del sistema LDH-Cip. Este SP se sintetizO por
co-precipitacion a pH variable, con una relacién molar 2:1 de Zn:Al y dio lugar a una fase
pura de LDH, con un alto contenido de FAQ intercalado (58 % p p™), en el que las particulas
de LDH presentaron agregados de tamafio micrométrico. A partir de estos SP se llevd a cabo
un estudio preliminar del disefio de una formulacion, bajo la forma de aposito para
administracion topica, mediante la combinacion con hialuronato de sodio como matriz
polimérica. Su caracterizacion indicé que los films permitirian un aseguramiento de dosis
uniforme y la liberacién modulada de la Cip promoveria un efecto prolongado de la accion

antimicrobiana.

En conclusién, los SP desarrollados con base en LDH-FAQ se obtuvieron mediante
una metodologia con procesos facilmente reproducibles; ademas, estos (hano)materiales
presentaron propiedades prometedoras y resultan en alternativas interesantes para el

tratamiento y profilaxis de infecciones topicas oportunistas comunes.
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Capitulo I: Introduccion, antecedentes y objetivos

Los sistemas de liberacién modificada (SLM) de farmacos (F), desarrollados por
medio del uso y perfeccionamiento de nuevas tecnologias o materiales, es un tema de
gran interés, no solo por la revitalizacion de antiguos productos farmacéuticos, sino
también por la obtencion de productos innovadores que permiten conseguir una liberacion
sitio-especifica y modulada de F o moléculas bioactivas. Entre las principales ventajas de
los SLM se encuentran: un efecto terapéutico prolongado, reduccién de la frecuencia de

dosificacion y disminucion de efectos adversos [1].

Si bien el F cumple un rol fundamental dentro de los materiales con aplicacion
biomédica, su accion terapéutica puede mejorarse con el desarrollo de sistemas de
liberacion adecuados. El disefio de SLM de F requiere la comprension de las propiedades
fisicoquimicas del F, del material seleccionado para su liberacion y del mecanismo de
liberacion. Por ello, para el desarrollo de estos sistemas se deben considerar varios

factores o parametros interrelacionados, tales como [2]:

e Tipo de F, que dependera de la enfermedad a tratar
e Via de administracion, la cual definira la forma farmacéutica
e Material utilizado como portador del F

e Mecanismo y cinética de liberacion

También se debe tener en cuenta que los SLM de F se desarrollan con el fin de
mejorar sus funciones de reservorio. Por lo tanto, los SLM deben tener la capacidad de
proteger a los F y optimizar sus propiedades, tales como: estabilidad, solubilidad y

eficacia [1].

La Farmacopea Argentina define a un sistema de liberacion como un “producto
que permite liberar un principio activo con una velocidad predeterminada durante
periodos de tiempo prolongados”. Ademas, emplea expresiones como “extendida”,

“repetida” y “sostenida” para describir una liberacion prolongada (liberacion que se produce



durante un periodo de tiempo prolongado luego de su administracién). También indica que,
“los SLM estan disefiados para liberar el principio activo a una velocidad constante y

apropiada que se mantenga hasta que el sistema sea retirado” [3].

Por su parte, la Farmacopea Espafiola define a las formas farmacéuticas de
liberacion modificada como “preparaciones en las que la velocidad y el lugar de
liberacion de la sustancia o sustancias activas es diferente del de la forma farmacéutica
de liberacion convencional administrada por la misma via. Las formas farmacéuticas de
liberacion modificada incluyen formas farmacéuticas de liberacion prolongada (que
garantizan una liberacion mas lenta de la sustancia activa), de liberacion retardada (que
retrasan la liberacion de la sustancia activas) y de liberacion pulsatil (que garantizan una

liberacion secuencial de la sustancia activa)” [4].

Por otro lado, la Farmacopea de Estados Unidos describe a las formas
farmacéuticas de “liberacion modificada” (“modified release”) como aquellas en las que,
sus caracteristicas de disolucion son moduladas, en el tiempo o en el espacio, para
alcanzar objetivos terapéuticos especificos o de conveniencia, que no se logran con las
formulaciones farmaceéuticas convencionales. El término liberacion modificada incluye
las formas de liberacion retardada (“delayed release”) y de liberacion extendida

(“extended release™) [5].

Entonces, los SLM también conocidos como sistemas portadores (SP) de F pueden
definirse basicamente como productos que estan compuestos por un principio activo o F
y un material portador o transportador que vehiculiza dicho principio activo y modula su

liberacion.

Desde el punto de vista de los materiales, los SP pueden ser de tres tipos:
1) organicos, como polisacaridos, polimeros naturales y sintéticos, 2) inorganicos como
materiales laminares, materiales mesoporosos, nanoparticulas metélicas, entre otros, vy,
3) hibridos, los cuales estdn formados por materiales organicos e inorganicos para
aprovechar las propiedades de ambos. Entre estos, los materiales inorganicos son
vehiculos de alta eficiencia de cargado, facil sintesis y almacenamiento, baja toxicidad,

facil industrializacion y ademas tienen compatibilidad ecoldgica [6].



Dentro de los materiales inorgénicos, los materiales laminares tanto cationicos [7],
como anionicos [6], pueden utilizarse como SP de F. Entre ellos, los hidroxidos dobles
laminares (LDH), materiales laminares anionicos, presentan un gran interés en cuanto a
aplicaciones biomédicas debido a que son biocompatibles, presentan solubilidad
pH-dependiente y se descomponen facilmente en medio acido. Ademas, tienen capacidad
de intercambio anionico, lo cual los hace prometedores para su interaccién con F en el
disefio y desarrollo de SP [6], [8].

Los LDH son materiales, naturales o sintéticos, también Ilamados arcillas
anionicas, por su estructura y comportamiento similar a las arcillas cationicas, pero con
carga opuesta; se denominan ademas compuestos de tipo hidrotalcita, debido a que
empezaron a conocerse gracias al hallazgo de este mineral. La hidrotalcita es un
hidroxicarbonato natural de Mg y Al, descubierto por Hochstetter en Suecia en 1842 y
cuya formula general: MgsAl2(OH)16CO3-4H20 fue descrita por Manasse en 1915 [9],
[10].

El estudio de estos solidos en cuanto a sintesis y caracterizacion inicié con los
trabajos de Feitknecht en los afios treinta [11], [12]. Sin embargo, las principales
caracteristicas estructurales de los LDH fueron determinadas recién en los afios sesenta,
con las primeras investigaciones de difraccion de rayos X de monocristales realizados por

Allmanny por Taylor, en muestras minerales [10].

Con los afos, los LDH adquirieron un creciente interés, por lo que facilmente se
encuentran articulos cientificos relacionados con estos sélidos, a tal punto que, incluso en
afios recientes, se han publicado libros [10], [13] y revisiones sobre LDH [6], [8], [14]—
[16] con referencia a su composicion quimica, sintesis, propiedades, estructura,
compuestos derivados, asi como de sus prometedoras aplicaciones en diferentes areas,

tales como: electroquimica [14], catalisis [15], remediacion ambiental [16], entre otras.



1.2.1. Estructuray composicion

Los LDH tienen una estructura laminar derivada de la brucita (Mg(OH),), en la
que, un cation metalico divalente se coordina con seis grupos hidroxilo para formar una
unidad octaédrica (M(OH)e) que comparte aristas con unidades vecinas para formar
laminas con un grosor aproximado de 4,8 A. Estas laminas se apilan debido a fuerzas de
atraccion débiles como fuerzas de dispersion y enlace hidrogeno, lo que genera una
estructura con espacios interlaminares. La sustitucion parcial e isomérfica de los iones
divalentes por trivalentes da lugar a una carga positiva que permite incorporar aniones
hidratados en el espacio o dominio interlaminar para balancear la carga [9], [10]. En la

Figura 1.1 se muestra un esquema de los LDH.
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Figura 1. 1. Estructura de los LDH

El tamafio del espacio interlaminar depende de las dimensiones del anion
intercalado y su orientacidn con respecto a las laminas. El grosor de una lamina junto con
el tamafio del espacio interlaminar se denomina espaciamiento basal (d), el cual es
caracteristico del solido formado. Los menores valores de d se consiguen al incorporar
aniones inorganicos pequefios como los oxoaniones o haluros, por ejemplo, al intercalar
carbonato, nitrato o cloruro se obtienen valores de d en un rango aproximado entre 7 y
8 A. Por otro lado, al intercalar aniones organicos pueden obtenerse valores de d
superiores a 15 A, por ejemplo, la incorporacion de dodecilsulfato genera un d de

aproximadamente 26,8 A [9].



La féormula general de los LDH puede describirse como
(M, M3+ (OH),1** A7, .mH,0, donde: M?* y M3* representan iones metélicos
divalentes o trivalentes, respectivamente, A™ el anion interlaminar y x
la relacion M3*t/(M?* + M3*) [9]. También, se puede describir como
[M3* M3 (OH)420]* AT, .mH,0, n = 2-4 [17], haciendo referencia al cation
trivalente, responsable de la capacidad de intercambio anionico del sélido. Sin embargo,

mayoritariamente se utiliza la primera formula para destacar su similitud con la brucita.

Con respecto a los cationes que componen la ldmina, estos pueden seleccionarse
dentro de una amplia gama de posibilidades. Entre los metales divalentes que han sido
utilizados para la sintesis de estos solidos estan: Mg, Zn, Co, Ni, Fe, Mn, y entre los
trivalentes: Al, Cr, Co, V, Fe, Y, Mn, Ga y algunos lantanidos [8]. De hecho, la variedad
de materiales con una estructura similar es mucho mayor al sugerido por la férmula
general pues se han sintetizado LDH ternarios y cuaternarios [10], [18], es decir, que
contienen en las laminas mas de dos cationes, divalentes o trivalentes diferentes. Uno de
los criterios utilizados para la seleccidn de los cationes es su aplicacion. Asi, para fines
biomédicos, los cationes mayoritariamente empleados son Mg-Al y Zn-Al puesto que le

otorgan biocompatibilidad al material [6].

Por otra parte, se pueden sintetizar LDH que incorporan, ya sea en su espacio
interlaminar o en su superficie, una diversidad de aniones simples o complejos,
inorganicos u organicos, compuestos de coordinacion, polioxometalatos o biomoléculas,
incluyendo al ADN. En este sentido, la relacién tamafio/carga del anidn es importante, ya
gue aniones grandes con carga baja son incapaces de equilibrar de forma homogeénea la
carga positiva de las laminas. Por ello, debe haber un balance entre la densidad de carga
de las laminas y las dimensiones de las especies huésped en la interlamina. Los aniones
asimétricos, especialmente cuando contienen cadenas largas (como carboxilatos o
sulfonatos con cadenas alquilicas), pueden producir arreglos interlaminares en
monocapas, 0 bicapas, paralelas a las laminas; 0, monocapas, o0 bicapas, inclinadas con

respecto a las ldminas [8].

Por lo tanto, F anidnicos pueden ser intercalados en el espacio interlaminar y
posteriormente ser liberados por medio de intercambio aniénico o por disolucion en

medio acido [6]. Este aspecto sera desarrollado en la seccién 1.2.3.



Los métodos de sintesis de estos sdlidos pueden clasificarse dentro de dos grupos,
directos e indirectos. Los métodos directos incluyen la coprecipitacion, sintesis sol-gel,
reaccion oxido-sal y sintesis electroquimica. Por otro lado, entre los métodos indirectos
estan los de intercambio anionico, delaminacion-reapilamiento, y reconstruccién. Cabe
sefialar que, con frecuencia se emplean otros tratamientos o procedimientos adicionales
para mejorar la cristalinidad y otro tipo de propiedades de los LDH, como los tratamientos
hidrotermales y de microondas [8], [13].

Entre los diferentes meétodos de sintesis, el de coprecipitacion es el
mayoritariamente utilizado debido a su simplicidad, flexibilidad y capacidad de producir
diferentes solidos con propiedades diferenciadas.

La co-precipitacion se puede definir como un método que permite una
precipitacion controlada de LDH a partir de soluciones acuosas que contienen cationes
metélicos y aniones que formaran parte de las ldminas y la interlamina, respectivamente.
A su vez, con dependencia del pH, se pueden distinguir dos tipos de métodos: pH
constante (también conocido como de condiciones de baja sobresaturacion) y pH variable

(denominado ademas como de condiciones de alta sobresaturacion).

La coprecipitacion a pH constante consiste en la adicion lenta de una solucién de
cationes metalicos a un reactor que contiene el anion a ser intercalado; por medio de la
adicion de una base, el pH se mantiene constante hasta la total precipitacion de
los LDH [8]. La ventaja de esta metodologia es que usualmente permite obtener una
mayor cristalinidad del sélido, en comparacion con los obtenidos a pH variable, debido a

que la velocidad de crecimiento del cristal es mayor gque la de nucleacion [19].

Por otra parte, la coprecipitacion a pH variable consiste en disolver el anién
interlaminar, ya sea en la base o en la solucién de iones metalicos, y el reactivo remanente
se afiade bajo agitacion sin ningun control del pH [13]. Los solidos obtenidos bajo esta
metodologia, generalmente, dan lugar a materiales con baja cristalinidad debido a la gran
cantidad de nlcleos de cristalizacion. No obstante, el empleo de tratamiento hidrotermal,

luego de la co-precipitacion, puede incrementar la cristalinidad de los materiales amorfos
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0 con baja cristalinidad [19]. La ventaja de esta metodologia es el menor tiempo de

sintesis en comparacion con la co-precipitacion a pH constante.

La sintesis por co-precipitacion puede dar lugar a la obtencion de LDH con
tamarios dentro de la escala nanométrica. Sin embargo, se debe notar que otros factores,
como una etapa de maduracion separada de los medios de sintesis, generalmente en agua
pura, y el empleo de tratamiento hidrotermal influyen en la obtencion de particulas
nanométricas. Esto se debe a que, a pesar de que los LDH poseen un alto potencial
electrocinético (§) positivo que podria evitar su agregacion, tienden a agregarse en medios
con alta fuerza idnica por la adsorcion de aniones que apantallan su carga o que

incrementan la hidrofobicidad de su superficie [13].

Los LDH son materiales cuya sintesis es simple, tienen bajo costo de obtenciény
presentan capacidad de intercambio aniénico. Ademas, sus propiedades fisicoquimicas
son modificables con dependencia de su composicion, por lo que pueden emplearse para
una diversidad de aplicaciones entre las que se destacan las aplicaciones biomeédicas [6],
[8]. [13]. [20], [21].

Dentro de las aplicaciones biomédicas, el desarrollo de LDH como SP de F ha
cobrado gran interés. Dado que las laminas de los LDH poseen carga positiva, pueden
alojar F anionicos en el espacio o dominio interlaminar brindandole proteccion contra
efectos de la luz, el oxigeno u otros agentes degradantes. Ademas, la disolucién de la
matriz con dependencia del pH y su capacidad de intercambio anionico los vuelve

adecuados para modular la liberacion del F [6].

La disolucion de los LDH es un proceso superficial, controlado principalmente
por el area expuesta y la reactividad de su superficie. EI mecanismo de disolucion es un
proceso en dos pasos: 1) una rapida formacion de sitios reactivos superficiales, producto
de la protonacion de los grupos hidroxilo de las laminas, lo cual conlleva a un
debilitamiento de los enlaces M-O; y, 2) un desacoplamiento lento de los iones metélicos

de la superficie. La solubilidad de los LDH y su velocidad de disolucion presentan una
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fuerte dependencia con el tipo de anién interlaminar; por ejemplo, LDH intercalados con
ibuprofeno son mas solubles y tienen una mayor velocidad de disolucion en comparacion
con LDH intercalados con aniones carbonato [22]. De forma general, la liberacion del F
de los LDH en medio &cido puede describirse mediante los equilibrios presentados en las
ecuaciones 1.1y 1.2 [23].

LDH — Fig)+ H{yey © HFg+ M+ MEY + Hy0 [1.1]

donde s indica estado s6lido, ac acuoso y | liquido.

Por otro lado, la liberacion de F por intercambio anionico a partir de los LDH es
dependiente de la naturaleza y la concentracion del anion presente en el medio de
liberacion [23]. La facilidad de este intercambio depende, primariamente, de la naturaleza
de los aniones debido a que su afinidad por las laminas es diferente. Los aniones
monovalentes presentan baja afinidad por las ldminas y, consecuentemente, son
facilmente intercambiables; por el contrario, los aniones multivalentes poseen gran
afinidad por las laminas [8]. Tomando esto como base, se han reportado series anionicas
cuya afinidad por las laminas se rige en el siguiente orden: NO; < Br~ < Cl” < F~ <
OH™ < S0; < Cr0;~ < HAsO;~ < HPO;~ < CO5~. Ademas, se ha indicado que
otros factores influyen en el proceso de intercambio, tales como: correcta seleccion del
solvente, composicion quimica de los LDH precursores y temperatura [24]. El proceso de
intercambio anidnico es controlado por la difusion y puede describirse por la reaccion de

la ecuacion 1.3.
donde B representa el anion del medio de liberacion.

La propiedad de intercambio anidnico ha sido aprovechada no solo para el cargado
y liberacion de F, sino también para la funcionalizacion de la superficie de los LDH. De
esta manera, se han empleado polietilenglicol [25] y albdmina [26] para aumentar la

estabilidad coloidal de los LDH en medios bioldgicos; acido folico para incrementar la



internalizacion celular [27] y bisfosfonatos, como el risedronato, para promover el

direccionamiento del sistema hacia los huesos y sus tejidos tumorales [28].

Los LDH han sido estudiados extensamente en aplicaciones farmacéuticas e
incluso pueden hallarse en formulaciones comerciales, como los antiacidos Almax® y
Talcid®. Ademas, se pueden encontrar varias revisiones y articulos cientificos [6], [8],
[20], [29] donde se evidencia su gran desarrollo como SP de antiinflamatorios,
antihipertensivos y anticancerigenos, siendo los antiinflamatorios no esteroideos los

mayoritariamente intercalados.

En lo que respecta a los LDH como SP de F antimicrobianos, se han desarrollado
sistemas con: amoxicilina [30], gramicidina, anfotericina B, ampicilina, acido nalidixico
(HNal) [31], norfloxacina [32], succinato de cloranfenicol [33], cefazolina [34],

sulfanilamida, oxazolidinona y ciprofloxacina (Cip) [35].

El interés por incorporar F antimicrobianos a los LDH se basa en maximizar su
accion antimicrobiana y mantener la estabilidad de los F por periodos prolongados de

tiempo, propiciando asi una menor aparicion de resistencia antimicrobiana.

La incorporacién de compuestos antimicrobianos a los LDH puede producir
efectos sinérgicos que mejoran su accion. Asi, se ha indicado que LDH de tamafio
nanomeétrico presentan una mayor interaccion con las membranas bacterianas y una
internalizacion celular mejorada, puesto que su gran area superficial y alta carga positiva
facilitan su interaccion con lipidos cargados negativamente, contribuyendo a la

desestabilizacion de las membranas [36].
Ademas, la adhesion de nanoparticulas de LDH apantalla la carga neta negativa

de las bacterias, lo que conlleva a su floculacion, por agregacién celular y aumenta la

capacidad de ser eliminadas por el sistema fagocitico mononuclear [36], [37].
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A lo largo de la historia, los seres vivos han tenido que enfrentarse de forma
continua contra los microorganismos causantes de infecciones. No obstante, el
descubrimiento de la penicilina a finales de la década de 1930 marco el inicio del
desarrollo de F antibacterianos y otros medios para el control de infecciones. Con el
tiempo, el uso de los F antimicrobianos dentro de la medicina se convirtié en uno de los
hechos mas influyentes a nivel mundial debido a la reduccion de la tasa de morbilidad y

mortalidad, tanto humana como animal [38], [39].

Hoy en dia, el empleo de antimicrobianos es fundamental en los tratamientos
médicos, tanto preventivos como curativos. Sin ellos, las intervenciones quirurgicas tales
como trasplantes de o6rganos, cesareas, colocacion de protesis, entre otros, se volverian
procedimientos de alto riesgo; ademéas de que se incrementarian los costos de los
tratamientos por prolongar los tiempos de hospitalizacion y mayor requerimiento de

atencion médica [40].

Sin embargo, la eficacia en la prevencion y tratamiento de una serie de infecciones
causadas por virus, bacterias, hongos y paréasitos esta siendo afectada por la creciente
resistencia a los antimicrobianos. En 2015, debido al incremento acelerado de este tipo
de resistencia, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) puso en marcha el Sistema
Mundial de Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos. Este sistema focaliza sus
esfuerzos en la resistencia a los F antibacterianos por su gran emergencia y, actualmente,
es considerado como de maxima prioridad para la organizacion. Tal es su relevancia que
se actualiza de forma periddica la lista de los antibacterianos de importancia critica para
la medicina humanay, en el 2017, se emiti6 una lista mundial de patdgenos prioritarios
resistentes a antibacterianos con el fin de priorizar las investigaciones y el desarrollo de

nuevos tratamientos con este tipo de F [41], [42].

Los F antibacterianos son el tratamiento usual contra infecciones bacterianas y
pueden considerarse como compuestos que matan a las bacterias o que detienen su
desarrollo, con dependencia de su habilidad para bloquear procesos celulares bacterianos
criticos. De acuerdo con su principal mecanismo de accion, la mayoria de F
antibacterianos pueden: inhibir la sintesis de la pared celular, la sintesis proteica o la via
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metabdlica, interrumpir la estructura de la membrana bacteriana o interferir con la sintesis

de &cidos nucleicos [38].

Dentro de los agentes que interfieren con la sintesis de acidos nucleicos se
encuentran los farmacos antimicrobianos quinolénicos (FAQ), considerados por la OMS
como F antimicrobianos de importancia critica para la medicina humana y de méxima

prioridad (de acuerdo con los criterios de priorizacion de esta organizacion) [43].

Las quinolonas son una clase de F antimicrobianos sintéticos comunmente
utilizados a nivel mundial para combatir infecciones causadas por bacterias tanto
Gram-negativas como Gram-positivas. Estos agentes se han usado para tratar infecciones
del tracto respiratorio y urinario, infecciones gastrointestinales y de la piel, osteomielitis,

enfermedades de transmision sexual, meningitis bacteriana, entre otras [44], [45].

El origen de estos agentes comenzd con el descubrimiento del HNal, por George
Lesher y colaboradores en 1962 [46]. Un afio después, el HNal fue utilizado clinicamente

con el fin de combatir infecciones del tracto urinario [47].

Con el pasar del tiempo, las quinolonas que fueron sintetizdndose se empezaron a
clasificar, con dependencia de su actividad in vitro, dentro de cuatro generaciones. Para
la década de 1970 se desarrollaron e introdujeron en el uso clinico varias quinolonas de
primera generacion, que eran efectivas frente a bacterias Gram-negativas pero que
presentaban nula actividad frente a bacterias Gram-positivas y anaerobias. Algunos
ejemplos de esta generacion son el HNal, flumequina, cinoxacina y acido pipemidico
[45].

Las quinolonas fueron de relativo bajo uso hasta que a inicios de la década de
1980 se desarroll6 la segunda generacidn de estos compuestos, que empezd con la sintesis
de la norfloxacina [48]. Otros ejemplos notables son la ciprofloxacina (Cip), ofloxacina,
enoxacina, fleroxacina y lomefloxacina. Esta generacion de quinolonas presentd un

incremento considerable de la actividad antimicrobiana frente a Gram-negativas y una
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moderada actividad frente a Gram-positivas. Los cambios significativos en esta
generacion de compuestos fueron: la introduccion de un grupo fluoruro en el carbono 6
(C-6), motivo por el cual estos compuestos se empezaron a denominar fluoroquinolonas;
y, la colocacién de un sustituyente en el anillo central (piperazina o metilpiperazina), en
el carbono 7 (C-7) [49].

Para el presente trabajo, dentro de los FAQ se seleccionaron al HNal y a la Cip

como F modelo, los cuales se describen en las siguientes secciones.

El HNal fue utilizado de forma clinica por via oral, por mas de 40 afios, para el
tratamiento y profilaxis de infecciones relacionadas con el tracto urinario, tanto humano
como veterinario. Su uso se limitd al tratamiento de estas afecciones debido a que no se
alcanzan concentraciones terapéuticas efectivas de este FAQ en otros sitios diana luego
de su administracion oral. Este FAQ presenta actividad frente a bacterias Gram negativas,
tales como: Escherichia coli, especies Klebsiella y Enterobacter, Morganella morganii,
Proteus mirabilis, Proteus vulgaris y Providencia rettgeri; sin embargo, en general las

Pseudomonas presentan resistencia a este F [50], [51].

Los efectos adversos relacionados con el HNal incluyen: desérdenes del sistema
nervioso central, hipersensibilidad, colapso cardiovascular, ruptura del tendon, neuropatia
periférica, urticaria, picazon y alteracion de la flora normal del colon (como otros agentes
antibacterianos), lo que da lugar al crecimiento excesivo de C. difficile, asociado a diarrea
[51].

En la Tabla 1.1 se presentan la estructura semidesarrollada, el nombre sistematico

(IUPAC) vy algunas propiedades de interés de este FAQ.
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Tabla 1. 1. Estructura, nombre sistematico y propiedades del HNal [52]

o) 0
HO | | AN
A
N N CH,
HBC)
Acido 1-etil-1,4-dihidro-7-metil-4-oxo-1,8-naftiridina-3-carboxilico
Formula molecular C12H12N203
PM (g/mol) 232,24
Sac (@23 °C) 100 mg/L
Log P 1,59
Punto de fusion (°C) 229,5
pKa 6,0

PM: peso molar, Sac: solubilidad acuosa, Log P: coeficiente de particion y pKa: constante de
disociacion acida

La Cip fue uno de los primeros FAQ que mostro actividad significativa fuera del
tracto urinario y después de méas de 20 afios en su uso clinico aun se mantiene como uno
de los FAQ mayormente utilizados en la clinica. La Cip se usa para tratar una gran
variedad de infecciones causadas por bacterias Gram-negativas y en menor extension por

bacterias Gram-positivas.

Este FAQ presenta actividad frente a bacterias, tales como: Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Enterobacter cloacae, Proteus mirabilis, Proteus vulgaris,
Providencia stuartii, Morganella morganii, Citrobacter freundii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, y Streptococcus

pyogenes [44].

Teniendo en cuenta que los efectos secundarios relacionados con la
administracion oral de Cip son: irritacion gastrointestinal [53], tendinitis, ruptura del

14



tenddn, neuropatia periférica, dafios en el sistema nervioso central e intensificacion de la
miastenia gravis (enfermedad neuromuscular) [44], su administracion local por via tdpica

podria contribuir a la reduccion de estos efectos indeseados.

Comercialmente, la Cip se encuentra como sal de clorhidrato en formas sélidas de
liberacion inmediata y como base libre en productos en suspension [54]. Otras formas
comerciales disponibles incluyen ungientos, hidrogeles y soluciones acuosas para
administracion oftalmica u Gtica [55].

En la Tabla 1.2 se presentan la estructura semidesarrollada, el nombre sistematico

y algunas de las propiedades de interés de la Cip.

Tabla 1. 2. Estructura, nombre sistematico y propiedades de la Cip

(los valores entre paréntesis pertenecen a la sal clorhidrato) [56]

HO

NH

e

acido 1-ciclopropil-6-fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-il)-1,4-dihidroquinolin-3-carboxilico

Formula molecular C17H18FN3O3
PM (g/mol) 331,34 (385,84)
Sac (a20°C) 3E+004 mg/L (1,35 mg/mL)
Log P 0,28 (-0,57)
Punto de fusién (°C) 255-257
Punto isoeléctrico (PI) [54] 7,4
pKa 6,1 (acido carboxilico); 8,7 (amina)

PM: peso molar, Sac: solubilidad acuosa, Log P: coeficiente de particion y pKa: constante de disociacion acida
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El efecto terapéutico de los FAQ est& determinado por su estructuray puede verse
afectado por algunas propiedades quimicas tales como la quelacion, caracter acido-base
y fotoquimica.

A lo largo de los afios se han sintetizado miles de moléculas quinol6nicas con
diferentes sustituyentes, cuyas posibles posiciones se muestran en la Figura 1.2. La
estructura generada determina su actividad y posible toxicidad. Se debe tomar en cuenta
que hay una interrelacién entre los sustituyentes por lo que algunos modulan los efectos
de los otros.

Figura 1. 2. Posiciones de los sustituyentes quinolonicos [45]

Por otra parte, los FAQ pueden formar complejos con iones metalicos,
especialmente en soluciones con pH neutro o basico. La mayoria de complejos de FAQ
se forman principalmente como quelatos, por coordinacion como ligando al metal a través
del grupo carbonilo y un atomo de oxigeno del grupo carboxilico [57]. En la Figura 1.3

se presenta la naturaleza quimica de los quelatos.

La actividad antimicrobiana de los FAQ puede verse afectada por la formacion de
estos complejos metalicos debido a que, con dependencia del metal, la actividad puede
ser mayor o menor que la del FAQ libre [58]. Por ejemplo, la actividad antimicrobiana
frente a S. aureus de complejos de HNal con Au incrementa, mientras que con Ca
disminuye o se mantiene [59]. Ademas, determinados complejos metalicos, agravan los
efectos secundarios o toxicos de los FAQ como la fotosensibilidad, erosion del tendon e

incluso pueden fomentar la resistencia bacteriana [57].

16



Figura 1. 3. Naturaleza quimica de la quelacion [57]

En cuanto al comportamiento acido-base, las quinolonas consideradas como
acidas, como el HNal, a pH inferiores a su pKa se presentan como especies neutras y a
pH superiores a su pKa se presentan como aniones o sales de carboxilato (forma mas
soluble). Por otro lado, las fluoroquinolonas de importancia clinica, como la Cip, tienen
caracter anfotero. Consecuentemente, su solubilidad acuosa minima se encuentra a pH
neutro, donde se encuentra la forma zwiterionica. A pH extremos se presentan como sales,
a pH basico como sales de carboxilato y a pH acido como sales de amina protonada vy,
por lo tanto, tienen mayor solubilidad en estas condiciones generalmente no fisiologicas
[57]. En la Figura 1.4 se presentan los diagramas de distribucion de especie para el HNal

y para la Cip en funcién del pH.

Ademas, los FAQ pueden reaccionar en presencia de luz, especialmente en
condiciones acidas o neutras. Como producto de estas reacciones se generan radicales
libres intermedios, y la naturaleza de los productos finales depende de la estructura de la
quinolona y de las condiciones de la reaccion. En la Figura 1.5.a se presenta la
fotoquimica del HNal cuya fotodegradacion produce compuestos inactivos frente a
bacterias. En el caso de la Cip, aunque en menor proporcién, también se produce el
analogo descarboxilado C-3 H; para este F, que tiene un solo grupo fluoruro en el C-6, se
produce un reemplazo fotolitico del &tomo de fldor por un grupo hidroxilo, como se
muestra en la Figura 1.5.b. Es importante notar que, la fotodegradacion de las quinolonas
no solo afecta su eficacia antibacteriana, sino que también, se pueden generar
especies reactivas del oxigeno, que podrian desencadenar fotosensibilidad como

efecto secundario [57].
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Figura 1. 5. a) fotodegradacion del HNal b) reemplazo fotoquimico del flaor del C-6

por un grupo hidroxilo en la Cip [57]
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La fotodegradacién de los FAQ, luego de su exposicion a la luz solar o fuentes
artificiales de radiacion UV, puede verse reflejada a través de cambios en su espectro de
absorcioén [62], [63]. En particular, tanto el espectro del HNal como de la Cip exhiben
méaximos de absorcion entre 250 y 350 nm, lo cuales, luego de irradiarse, presentan
cambios en la apariencia de las bandas y disminucion gradual de su intensidad hasta su
completo desvanecimiento, a medida que progresa la fotodegradacion [64]-[67]. La
pérdida de la estructura del compuesto de partida, como consecuencia de la
fotodegradacion, afecta la potencia antibacteriana, como se ha reportado para la Cip frente
a S. aureus, Escherichia coli y Bacillus subtilis [65], [68]-[71].

Trikeriotis y Ghanotakis (2007) fueron los primeros en obtener LDH de Mg y Al
intercalados con HNal mediante intercambio i6nico [31]; mientras que, Silion et al.
(2008) sintetizaron LDH de Zn y Al intercalados con Cip mediante los métodos de
co-precipitacion a pH constante e intercambio ionico [53]. También, Li et al. (2016)
sintetizaron LDH de Mg y Al intercalados con norfloxacina por el método de

delaminacién-reapilamiento [32].

Estos SP han sido evaluados para distintas aplicaciones biomédicas. Asi, los LDH
de Mg y Al cargados con Cip se han propuesto como revestimiento de protesis para el
tratamiento de infecciones, lo que destaca su utilidad como sistema de liberacion local de
F, mostrando actividad antimicrobiana luego del implante [21]; asi como, su capacidad
para promover la proliferacion de células adherentes en comparacién con recubrimientos
de solo FAQ [72].

Por otro lado, Rezvani y Shahbaei (2014) estudiaron la utilizacion de LDH de Zn
y Al intercalados con Cip, recubiertos con alginato o quitosano, para prevenir su
degradacion en el tracto gastrointestinal, enfocandose de esta manera en la via oral. Los
estudios de liberacién indicaron que los LDH recubiertos con alginato presentaron una
liberacion mas rapida en comparacién con una mezcla directa de alginato y Cip; mientras
que, los LDH con recubrimiento de quitosano presentaron una liberacion mas lenta que
las combinaciones quitosano-Cip y alginato-Cip [73].
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Por otra parte, también se han desarrollado nanocompuestos de
carboximetilcelulosa reticulada con acido citrico y LDH intercalados con norfloxacina
depositados sobre carbon activado para mejorar su estabilidad coloidal. El estudio indico
que el incremento de la cantidad de carboximetilcelulosa retarda la liberaciéon del FAQ a
partir del nanocompuesto, lo cual también se evidenci6 mediante ensayos
microbioldgicos frente a bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. De esta manera, se
podria controlar la velocidad de liberacion del FAQ ajustando la cantidad de
carboximetilcelulosa; ademas, el nanocompuesto presenté un comportamiento no toxico
en cultivos celulares, lo que destaca su biocompatibilidad y el potencial uso de estos
sistemas como portadores de FAQ [74].

En virtud de lo expuesto, resulta evidente el gran interés en la obtencion de SP
con base en LDH-FAQ. No obstante, hay una deficiencia en aspectos esenciales para su
utilizacion efectiva, como son la ausencia de estudios sisteméticos de la influencia de las
condiciones de sintesis en las propiedades de las nanoparticulas, el efecto del tamafio de
particula en la accion antibacteriana, el efecto de la interaccion de los FAQ con los
cationes metélicos de las laminas de LDH o el estudio de los mecanismos de liberacion

del FAQ para vias de administracion distintas a la oral.

De las investigaciones enmarcadas en esta area de aplicacion se puede notar el
escaso desarrollo cientifico en cuanto a la vehiculizacion de FAQ en LDH con miras a
una administracion por via dérmica o topica, por lo que el desarrollo de SP de FAQ con
base en LDH y su adecuacién a una via topica constituye un area de investigacion a ser

explorada.

La administracion tdpica es un término utilizado para definir una orientacion del

F a sitios patologicos de la piel, lo que implica asegurar una minima o nula absorcion

sistémica; es decir, que el F no alcance la circulacion sanguinea y que produzca su accion

localmente, lo cual es importante para el tratamiento de afecciones dermatoldgicas como

las infecciones microbianas [75]. En la Tabla 1.3 se enlistan algunas ventajas y
limitaciones que existen para esta via de administracion.
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Tabla 1. 3. Ventajas y limitaciones asociadas a una administracion por via topica [75]

Ventajas

Limitaciones

Acceso directo al sitio de accién o
enfermedad.

Reduccion de efectos secundarios
asociados con toxicidad sistémica
Administracion indolora.

Mayor aceptacion y finalizacion del
tratamiento por el paciente.

El F debe tener un peso molecular
inferior a los 500 Da para facilitar su
difusion a través del stratum corneum.
Existe una diferencia de permeabilidad
de la piel humana intacta y dafiada.
Esto implica que habrd diferentes
perfiles de absorcion que daran como

- Féacil terminacion del tratamiento en
caso de reacciones adversas.

- Facilidad de uso, lo cual reduce costos |-
por atencion médica.

- Se puede conseguir una liberacion
controlada y sostenida por periodos
prolongados de tiempo.

- A diferencia de otras vias de |-
administracion, la eficiencia del
tratamiento no  depende  del
metabolismo.

resultado respuestas  bioldgicas
variables.
Las enzimas presentes en la piel (como
peptidasas y esterasas) pueden
transformar los F en formas
terapeuticas inactivas, reduciendo su
eficacia.
La exposicion a ciertos medicamentos,
excipientes 0 componentes de
dispositivos de administracion pueden
dar lugar a irritacion y sensibilizacion
de la piel.
- Por razones estéticas y de comodidad,
el tamario del apdsito o parche debe ser
inferior a los 40 cm?

Para el tratamiento de infecciones microbianas por medio de la administracion
topica, se puede optar por formas farmacéuticas tales como ungtientos, cremas, pomadas,
geles, vendas, parches o apositos. Dado que, las formulaciones semisolidas presentan un
tiempo de residencia insuficiente, facil y rapida eliminacién desde el sitio de aplicacion,
rendimiento terapéutico variable y no permiten controlar la dosificacion del F [55], el
presente trabajo se centrd en el desarrollo de apoésitos, por medio de films que faciliten la
aplicacién topica de los SP de FAQ. Ademas, cabe mencionar que, aun no existen films

comerciales con FAQ para aplicacion topica [55].

Para la obtencion del film es necesaria una adecuada interaccion del LDH con el
polimero formador del film. Algunos estudios sobre estos portadores se han centrado en
los efectos que pueden ofrecer al combinarse con componentes organicos con el fin de
facilitar u optimizar la accion de los sistemas LDH-F y aprovechar las ventajas que

ofrecen tanto los componentes inorganicos como los organicos del material hibrido o
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compuesto (material inorganico/orgéanico). En este marco, se ha observado un gran interés

en la interaccion de los LDH con materiales poliméricos.

Vasti, et al. (2017) estudiaron el mecanismo de adsorcién de polielectrolitos (PE)
en nanoparticulas de LDH vy su efecto sobre la agregacion de los LDH. En el estudio se
emplearon PE con grupo carboxilato: poliacrilato, alginato y carbomer. Los resultados
indicaron que los PE tienen la capacidad de desagregar las particulas e incrementar la
estabilidad coloidal de los LDH, especialmente con poliacrilato. Ademas, la interaccion
entre estos PE y LDH intercalados con ibuprofeno y ketoprofeno provoc6 una pérdida de
los F inferior al 40 % por lo que la adsorcion de PE puede considerarse como una
estrategia para modificar las propiedades interfaciales de los LDH intercalados con F y

conseguir particulas monodispersas [76].

Ademas de su uso como cobertura para la proteccion de los LDH en medios acidos
mencionada anteriormente, los polimeros también se han utilizado por su capacidad
formadora de films. Por ejemplo, se han desarrollado films con policaprolactona y LDH
intercalados con succinato de cloranfenicol para una administracion por via topica, en el
que se demuestra que el film presenta mejores propiedades mecanicas en comparacion
con films de polimero puro, y que el F se libera de forma mas lenta del film que tiene
LDH como SP en comparacion con la liberacion del F incorporado directamente en la

matriz polimérica [77].

Para el presente estudio, la adecuacion del SP para una administracion topica se
consiguidé por medio de la formacion de films con base en hialuronato de sodio (HS). El
HS se seleccion6 debido a que, ademas de su capacidad formadora de films, es
biocompatible, biodegradable, no presenta inmunogenicidad y tiene caracter bioadhesivo
[78], [79].

El HS (Figura 1.6) es la sal sédica del acido hialurénico. A su vez, el acido
hialurénico, también conocido como hialuronano, es un PE natural compuesto por
unidades repetitivas de &cido b-glucorénico-p(1-3)-N-acetil-p-glucosamina unidas a
través de enlaces glicosidicos B(1-4) [78]. Debido a que posee un grupo carboxilato en

cada unidad glucorénica, desarrolla cargas negativas a lo largo de toda la cadena
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polimérica, permitiéndolo interactuar con compuestos de carga positiva para formar

complejos idnicos [79].

El &cido hialurénico ha sido extensamente utilizado en aplicaciones biomédicas,
tales como: terapia para el cancer [80], disefio de sistemas de liberacién para via
parenteral [81] complejos PE-F [82], terapia génica para tratamiento de enfermedades
oculares [83] y sistema de liberacién de F con aplicacion tdpica, ya sea de caracter

dérmico [78] o transdérmico [84].

Figura 1. 6. Unidad constitutiva de repeticion del HS

El objetivo general de este trabajo de tesis fue el desarrollo de (hano)materiales
inorganicos/organicos como sistemas portadores de FAQ. A tales fines, se adoptd un
enfoque global, en el que se estudié desde la obtencion de los SP cargados con los FAQ),
la caracterizacion de sus propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas, hasta el disefio

y evaluacion de una forma farmacéutica adecuada para la via de administracion topica.

La estrategia propuesta para concretar este objetivo se basd en los siguientes

objetivos especificos:

e Obtener SP con base en LDH-FAQ
e Estudiar las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de los SP
e Disefiar un apdsito con base en los SP obtenidos
e Evaluar la forma farmacéutica para una via de administracion tépica
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En particular, este trabajo de investigacion se limitd al estudio de SP constituidos
por HNal o Cip, como ingredientes activos, y LDH de Mg-Al o de Zn-Al como

portadores.

En un primer paso, se seleccion6 al HNal como F modelo para estudiar el efecto
de su desarrollo como nanoparticulas y las interacciones entre el FAQ y los cationes

metalicos de las laminas.

La experiencia obtenida con este FAQ sent0 las bases necesarias para optimizar
la sintesis de los SP basados en LDH cargados con Cip. Para su aplicacién topica, se
seleccion¢ al film como forma farmacéutica a manera de aposito, para lo cual los LDH
cargados con Cip fueron incorporados en una matriz polimérica de HS. Ademas, se
realizO una caracterizacion estructural, morfologica, biofarmacéutica y ensayos

antimicrobianos para evaluar su eficacia.

La importancia de esta investigacion, desde el punto de vista cientifico, se
relaciona con la posibilidad de generar nuevos conocimientos en la sintesis y
modificacion de materiales, el estudio de las interacciones matriz-huésped, las
propiedades interfaciales de intercambiadores de aniones y los atributos de relevancia
biofarmacéutica de los SP. Desde el punto de vista aplicado, se espera que los resultados
obtenidos de este trabajo de investigacion permitan, a mediano y largo plazo, desarrollar
nuevas formulaciones farmacéuticas de FAQ, plausibles de ser aplicados por via topica,
que permitan modular la liberacion de los FAQ y disminuyan la incidencia de sus efectos
adversos. Ademas, la accion local a nivel de la piel resulta de gran relevancia, ya que

ofreceria nuevas alternativas a la terapia antimicrobiana para la via topica.
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Capitulo Il: Materiales y métodos

Se utilizaron los siguientes reactivos grado pro-—analisis, sin tratamiento ni

purificacion adicional:

e Cloruro de magnesio hexahidratado: MgCl,.6H.0 (Anedra®)
e Cloruro de aluminio hexahidratado: AICl3.6H20 (Anedra®)
e Cloruro de zinc: ZnCl; (Tetrahedron®)

e Granallas de hidréxido de sodio: NaOH (Cicarelli®)

e Solucidn de écido clorhidrico: HCI al 37 % (Cicarelli®)

e Fosfato diacido de potasio: KH2PO4 (Anedra®)

e Cloruro de sodio: NaCl (Parafarm®)

e Glicerina (Gli): C3HgOs (Todo Droga)

e Hialuronato de sodio (HS): (C14H20NO11Na)n (Parafarm®)

e Bromuro de potasio grado espectroscopico: KBr (Merck®)
Asi como los farmacos antimicrobianos quinolonicos (FAQ):

¢ Acido nalidixico (HNal): C12H12N203 (Sigma—Aldrich®)
e Ciprofloxacina clorhidrato (CipHCI): C17H1sFN3O3-HCI-H,0 (Parafarm®)

Para los ensayos de liberacion se utilizo:

e Membrana de acetato de celulosa semisintética (12 kDa, Sigma—Aldrich®)
Y para los ensayos microbiologicos se emplearon:

e Agary caldo Mueller Hinton (Britania®)

Todos los experimentos fueron realizados con agua bidestilada (18,2 MQ MilliQ,

Sistema Millipore). El agua utilizada para la sintesis, lavados y re-dispersion de LDH fue
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descarbonatada por medio de ebullicion (15 min) y burbujeo de N2 (15 min). Ademas,
durante la sintesis y caracterizacion de los sistemas portadores (SP) de F antimicrobianos
quinolonicos (FAQ) el material de laboratorio fue cubierto con papel aluminio para evitar
la fotodegradacion de los FAQ.

En el presente trabajo se sintetizaron SP basados en LDH conteniendo la forma
anionica tanto del HNal (Nal”) como de Cip (Cip-). En el caso del Nal", se sintetizaron dos
tipos de SP por medio de dos vias de sintesis directa por co—precipitacion: el primero a
pH variable (pHvar) y el segundo a pH constante (pHcte). Por otro lado, el SP de Cip™ se
sintetizé por co-precipitacion a pHvar, el cual fue posteriormente utilizado para la

obtencion de films (seccion 2.5).

Los LDH-Nal se sintetizaron mediante la rapida adicion (menos de 10 s) de 100
mL de solucién que contenia MgCl; (0,3 mol L) y AICI;3 (0,1 mol L), a una disolucion
basica del FAQ (Nal’). La disolucion del FAQ se preparo de forma previa al incorporar
90 mL de NaOH 1 mol L™ a 200 mL de agua descarbonatada y 0,01 mol de HNal. La
homogeneidad de la mezcla resultante se aseguré mediante una fuerte agitacion, provista
por un dispersor Ultra-Turrax® IKA® T25 a 24000 rpm, por 30 s. En la Figura 2.1 se

muestra un esquema de la sintesis.

Los solidos obtenidos fueron separados por centrifugacion (centrifuga Beckman
Coulter Allegra™ 21) a 8000 rpm por 10 min, lavados dos veces y re-dispersados en agua
hasta un volumen final de 400 mL de dispersion. Posteriormente, se sometieron a una
maduracion hidrotermal, la cual consistio en colocar la dispersion acuosa en un recipiente
de teflon hermético para llevar a cabo un tratamiento térmico con presion autogenerada a

80 °C por 4 h, en una estufa.

La muestra obtenida se denominé LDH-Nal-pHvar y parte de ella fue liofilizada

para su posterior caracterizacion estructural.
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Solucion
de metales

Solucion basica
del FAQ

Figura 2. 1. Sintesis directa por co-precipitacion a pH variable

2.2.2. Sintesis de LDH-Nal por co-precipitacion a pH cte

En un reactor que contenia 200 mL de agua descarbonatada y 0,01 mol de HNal
(pH=9), se afiadieron, gota a gota, 100 mL de solucién de MgCl. (0,3 mol L) y AICI;
(0,1 mol L?). Durante este proceso, el pH del medio se mantuvo constante en nueve
mediante la adicion de una solucién 1 mol L de NaOH. La sintesis se realizd bajo

agitacion y burbujeo de nitrégeno, como se muestra en la Figura 2.2.

]
[/
= Solucion de
i |

metales

NaOH [1M]

|
N2 999%
|

Electrodo de pH ‘ P

Figura 2. 2. Sintesis directa por co-precipitacion a pH constante
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Una vez finalizada la sintesis, los sélidos fueron procesados de acuerdo con lo

detallado en la seccion 2.2.1. La muestra obtenida se denomin6 LDH-Nal-pHcte.

La sintesis consistio en la rapida adicion (menos de 10 s) de 50 mL de solucién
que contenia ZnCl, (0,2 mol L) y AICI; (0,1 mol L), a una disolucion basica del FAQ
a intercalar (Cip’). La disolucion del FAQ se preparé de forma previa al incorporar 40 mL
de NaOH 1 mol L a 100 mL de agua descarbonatada y 0,005 mol de Cip en su forma
clorhidrato. Para favorecer la homogeneidad de la mezcla resultante, se agitd a
24000 rpm, por 30 s con un dispersor Ultra-Turrax® IKA® T25.

Los solidos obtenidos fueron separados por centrifugacion (centrifuga Beckman
Coulter Allegra™21) a 8000 rpm por 10 min, lavados dos veces con agua descarbonatada

y deshidratados en una estufa a 60 °C.

Posteriormente, se disminuyd el tamafio de particula de la muestra con un mortero

de 4gata y se la etiquetd como LDH-Cip.

Con fines comparativos, para confirmar la reaccion de los reactivos precursores y
la obtencion de los productos deseados, se sintetizaron las siguientes muestras de

referencia:

e LDH intercalados con el anién cloruro (LDH-CI). Se obtuvieron de la forma
descrita en la seccion 2.2.1 pero en ausencia de FAQ.

e Sales de sodio de los FAQ (NalNa; CiproNa). Se obtuvieron mediante la
neutralizacion de la forma &cida del FAQ con una solucién de NaOH 1 mol L™

Posteriormente, se ajustd el pH en 11y se liofilizaron las soluciones resultantes.
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e Complejos de los metales divalentes que componen las laminas con las formas
anionicas de los FAQ (MgNal. y ZnCipz). Se consiguieron por la mezcla de
vollimenes equivalentes de soluciones 0,1 mol L de cloruros de metales
divalentes con soluciones 0,2 mol L™ de NalNa o CipNa, respectivamente. Los
solidos obtenidos fueron lavados y liofilizados para su posterior caracterizacion.

La caracterizacion fisicoquimica de los SP inici6 con la caracterizacion estructural
por medio de las técnicas de difraccion de rayos X (DRX) y espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR). Posteriormente, se determino la formula que representa
a cada sistema por medio de la caracterizacion quimica y térmica, a través de analisis
elementales, termogravimetrico (TGA) y térmico-diferencial (DTA), asi como
espectrofotometria UV-Visible (UV-Vis). Ademas, se determin0 su tamafio, propiedades
interfaciales y morfologia, con las técnicas de espectroscopia de correlacion fotdnica
(DLS), dispersion de luz electroforética (DLE) y microscopia electronica de barrido
(SEM). La caracterizacion fisicoquimica se complemento con el estudio de la interaccion
de las laminas de los LDH con los FAQ por medio de valoraciones acido-base y ensayos

de adsorcion.

En el caso de los LDH-FAQ y sus respectivas muestras de referencia, se procedio
a utilizar DRX de polvos (DRXP), para lo cual, la muestra deshidratada y molida se

colocé en un porta-muestras adecuado, procurando una superficie plana.

Los patrones de DRX se obtuvieron en &ngulos entre 5°y 70°, en unidades 26, con
un voltaje de 40 kV e intensidad de 40 mA trabajando en modo continuo. De forma
adicional, las muestras que contenian LDH-FAQ se midieron en angulos entre 1,5y 5°,

en unidades 26. El equipo utilizado fue un difractémetro Philips X pert Pro equipado con
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lampara de Cu Ko (A=1,5418 A) y un detector Pixcell 1D. Los patrones se analizaron con

el programa X Pert HighScore version 2.1b (2005).

Esta técnica se utilizé principalmente para la identificacion de fases presentes en
las muestras y la verificacion de la intercalacion del anion de interés a través de la

determinacion del espaciado interlaminar de los LDH.

Los espectros FTIR de los LDH-FAQ y de las muestras de referencia se
registraron a partir de pastillas de KBr (1:200 muestra:KBr) en un equipo Bruker IFS28,
entre 4000 y 400 cm™, con 32 scans y 2 cm™ de resolucion.

Los espectros generados por esta técnica se utilizaron para verificar la presencia

del anion de interés, FAQ libre o complejos metalicos.

El contenido de C y N se determind por el método Pregl-Dumas, en un analizador
elemental Perkin—Elmer 2400 Series Il CHNS/O. La sustancia patron utilizada para
calibrar los porcentajes de los elementos fue la acetanilida. Los ensayos se llevaron a cabo
por triplicado y fueron tercerizados como servicio al Instituto Multidisciplinario de
Biologia Vegetal (IMBIV).

Estos resultados, junto con los de espectrofotometria UV-Vis, TGAy EDS, fueron
utilizados para establecer la formula quimica de los LDH. Se utilizé como referencia
principal el contenido de nitrogeno para establecer la cantidad de FAQ intercalado, debido
a que los LDH pueden adsorber cantidades significativas de aniones carbonato, lo cual
afecta el contenido de carbono de la muestra y, por lo tanto, no es un indicador confiable

al momento de determinar la formula quimica [1].
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Esta técnica se utilizo para determinar la cantidad de FAQ incorporado en los
LDH y verificar si existieron o0 no cambios estructurales luego de su intercalacion. Para
determinar la cantidad de FAQ presente en los SP de HNal, se realizaron dispersiones
0,3 g L'? de LDH-Nal-pHvar y de LDH-Nal-pHcte en una solucion tampén fosfato
50 mM a pH 7,4 y se dejaron equilibrar por un periodo de 24 h. Las muestras se midieron
a una longitud de onda () igual a 330 nm. Mientras que, para determinar la cantidad de
FAQ presente en los SP de Cip se realizaron dispersiones 0,1 g L de LDH-Cip en HCI
0,2 M, las cuales se dejaron equilibrar hasta la completa disolucién de la muestra y
posteriormente, se midieron en el espectrofotdmetro a una A = 277 nm. La seleccion de
este medio para realizar la cuantificacion se fundamenta en la menor solubilidad de la Cip
en pH cercanos a la neutralidad [2]. Los experimentos se realizaron por triplicado en un
equipo Shimadzu UV1601 sobre muestras previamente centrifugadas y filtradas
(0,22 um). La concentracion de los FAQ se determind con su respectiva curva de
calibracion, las cuales fueron previamente construidas en la solucion tampén fosfato
(e=10865 Mcm™) yen HCI 0,2 M (¢ = 39374 Mtcm™) para Nal y Cip, respetivamente.

Estos resultados se utilizaron para establecer la formula quimica de los LDH.

Ademas, esta técnica se empled para cuantificar la cantidad de FAQ liberado a
partir de los SP en diferentes medios. La A de medicion y el € obtenido para cada curva
de calibracion se especifican en la seccidn 2.6 correspondiente a los estudios de liberacion
in vitro de FAQ.

El TGA se emple6 para determinar el contenido de agua y de masa total de los
LDH, los cuales se utilizaron para establecer la férmula quimica de los SP. Por otro lado,
el DTA permitié identificar los procesos de degradacion térmica de los materiales
obtenidos. Con fines comparativos, el TGA y DTA también se realizaron sobre las
muestras de referencia. Los ensayos fueron llevados a cabo en un equipo
Shimadzu DTG-60, en atmosfera oxidante, con un flujo de aire de 75 mL min* y una

rampa de temperatura de 10 °C min™.
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La EDS se emple6 para determinar la relacion Mg:Al existente en las muestras de
LDH-Nal y larelacion Zn:Al en las muestras de LDH-Cip. La preparacién de las muestras
consistio en colocar los LDH-FAQ deshidratados sobre cinta de carbono adherida a un
portamuestras adecuado para el equipo. Previa su medicién, las muestras fueron
metalizadas con cromo. Las mediciones se realizaron por duplicado en un equipo SEM
Carl Zeiss Sigma equipado con un sistema de deteccion EDS. Los resultados se utilizaron
para la determinacion de la formula quimica de los SP.

Estos ensayos se realizaron en el Laboratorio de Analisis de Materiales por
Espectrometria de Rayos X (LAMARX) de la Facultad de Matematica, Astronomia,
Fisica y Computacion (FAMAF), de la Universidad Nacional de Cordoba (UNC).

Esta técnica se llevo a cabo para determinar el diametro hidrodinamico medio (dn)
y la distribucion de tamarios de las particulas en dispersion. Los valores dx se obtuvieron
por el método de cumulantes y la distribucion de tamafos con el algoritmo de Contin,
para un rango de 10 a 4000 nm. Las mediciones se realizaron por triplicado en un equipo
Delsa Nano C (A53878), Beckman Coulter.

La DLE se empled para estudiar el { de las particulas en dispersion y, de esta
manera, afirmar la intercalacion o adsorcion de los aniones a los LDH. Las
determinaciones se llevaron a cabo por triplicado en un equipo Delsa Nano C (A53878),

Beckman Coulter.

42



Esta técnica se utilizd para observar la morfologia de los LDH-FAQ y de
compuestos de referencia. La preparacion de las muestras relacionadas con los LDH-Nal
consistié en colocar una gota de dispersién sobre un soporte de silicio, someterla a
deshidratacion a 60 °C y metalizarla con cromo. Mientras que, los sélidos de LDH-Cip se
colocaron de forma directa sobre cinta de carbono adherida al portamuestras y se
recubrieron con carbono. Las imégenes se obtuvieron con un microscopio electrénico de
barrido de emision de campo FE-SEM Carl Zeiss Sigma (EHT =5 kV). Las imagenes se
obtuvieron por medio de un servicio brindado por el LAMARX (FAMAF-UNC).

Con el objeto de estudiar las reacciones involucradas en la obtencion de LDH-Nal
y la dependencia de su composicién con respecto a las condiciones de sintesis, se

realizaron curvas de titulacion de las siguientes soluciones:

e 100 mL de solucion de metales que componen las laminas de LDH (0,03 mol L™
de MgClz y 0,01 mol L de AICIs)

e 100 mL de solucion de metales que componen las laminas de LDH (0,03 mol L™
de MgClz y 0,01 mol L de AICIs) en presencia de 0,001 mol de HNal

e 0,001 mol de HNal

Las valoraciones se realizaron con una solucion de NaOH 1 mol L%, en un
titulador automético Metrohm, acoplado con un electrodo de pH de vidrio Metrohm
9.0262.100 y una unidad dosificadora Dosino 800. Los volimenes de titulante se
ajustaron para lograr intervalos de pH regulares, mientras que se considero que se alcanzo
el equilibrio con una oscilacion en el electrodo de 2 mV min?. Los datos fueron

procesados a través del software Tiamo.

Para complementar el estudio de la interaccion de los aniones Nal con las ldminas
de LDH y su efecto sobre las propiedades de los LDH-Nal, se prepararon dispersiones de

LDH-CI (1 g L) con concentraciones crecientes de Nal ([Nal] desde 0,06 hasta
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6,9 mmol L) y se dejaron en agitacion orbital por 24 h. La [Nal] en el sobrenadante se
midi6 por espectrofotometria UV-Vis a A=330 nm para determinar el Nal adsorbido (T")
por los LDH-CI. Ademas, una porcion de la dispersion se utilizé para determinar el du y
€ de las particulas, como se indico en las secciones 2.4.7 y 2.4.8. Asimismo, se obtuvieron
los patrones de DRXP de las muestras previamente deshidratadas, con la metodologia
descrita en la seccion 2.4.1.

Para la adecuacion de los LDH-Cip para una via de administracion tdpica, se
prepararon films constituidos por una matriz polimérica de HS, los cuales se
caracterizaron fisicoquimica y biofarmacéuticamente. Ademas, se realizaron estudios de
liberacion del FAQ y ensayos antimicrobianos, los cuales se presentan en las secciones

2.6 'y 2.7, respectivamente.

La obtencién de films con LDH-Cip se realizo por el método de evaporacion del

solvente (solvent-casting).

Con este fin, se realiz6 una dispersion acuosa con la siguiente composicion: 2 %
(p/v) de HS y 1 % (v/v) de Gli, la cual se dejo en agitacibon magnética por 24 h.
Posteriormente, se afiadio la cantidad necesaria de LDH-Cip para obtener una
concentracion final del FAQ alrededor de 0,37 mg por seccidn circular de 6 mm de
didametro, puesto que esta concentracion logra sensibilidad antimicrobiana en films, de
acuerdo con lo reportado previamente [3]. La dispersion se agitd en un dispersor
Ultra-Turrax® IKA® T25 digital a 24000 rpm por 2 min.

A continuacién, se elimind el contenido de burbujas por medio de la aplicacion de

vacio y se procedié a colocar 50 mL de la dispersidon en una caja Petri de plastico de
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85 mm de diametro. El film se obtuvo por evaporacién del solvente en una estufa a 40 °C
y se denomind (LDH-Cip)/HS.

El film obtenido se desmoldé y se procedié a cortar una seccion de 20 x 15 mmy
20 secciones circulares de 6 mm de diametro con un sacabocado para su posterior

caracterizacion. En la Figura 2.3 se presenta un esquema de la obtencion del film.

Agitacion 24 h
!
LDH-Cip

4

HS 2%p/v » )

— 0,34 % p/v
~ Gheerol ./ L
A 1% viv "F_f- M

. —

——

Figura 2. 3. Esquema de la obtencion del film (LDH-Cip)/HS

Con fines comparativos, empleando la metodologia anteriormente descrita, se
prepard un film sin la adicion del SP, al cual se le denomind HS y otro con la adicion de
CipHCI (debido a que es la forma en la que usualmente se encuentra en las formulaciones
farmacéuticas [4]) en la misma concentracion que la contenida en el film (LDH-Cip)/HS,

al cual se le denomino Cip/HS.

2.5.2. Caracterizacion fisicoguimica y morfologica de los films

La caracterizacion fisicoquimica de los films se realiz6 con algunas de las técnicas

y condiciones descritas en la seccion 2.4, con las siguientes diferencias:

e Para obtener los patrones de DRX, los films se colocaron de forma directa sobre

un portaobjetos de vidrio. Esta técnica se utilizd para la identificacion de fases
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presentes en las muestras y la existencia o no de una delaminacién de los LDH
debido a la incorporacion del PE.

e Para obtener los espectros FTIR de los films, se utiliz6 reflectancia total atenuada
(ATR). Los espectros se adquirieron en un espectrofotometro FTIR Thermo
Scientific equipado con un accesorio de ATR, con cristal de ZnSe y se registraron
entre 4000 y 650 cm™, con 64 scans y 4 cm™ de resolucion.

Ademas, se observo la topografia de los films por medio de microscopia confocal
(MC) en un microscopio Olympus LEXT OLS 4000. Las iméagenes se registraron con una
magnificacion de 1070X y se analizaron utilizando el Software Lext OLS 4100. Las
imagenes se obtuvieron por medio de un servicio brindado por el LAMARX
(FAMAF-UNC).

La caracterizacion biofarmacéutica de los films (LDH-Cip)/HS, Cip/HS y HS
consistio en la evaluacion de la uniformidad de unidades de dosificacion y en estudios de

hinchamiento en diferentes medios.

Con el fin de evaluar la uniformidad de las unidades de dosificacion de los films
obtenidos, en este caso de cada seccion circular de 6 mm de diametro, se determind la
uniformidad de contenido, por medio de espectrofotometria UV-Vis y la uniformidad de

peso de forma gravimétrica.

Para evaluar la uniformidad de contenido de Cip en los films (LDH-Cip)/HS y
(Cip)/HS, se tomé de forma aleatoria una seccion circular de 6 mm de didmetro de cada
filmy se coloc6 en 30 mL de HCI 0,2 M. Se dejo en agitacion a 100 rpm hasta su completa
desintegracion y se midié en el espectrofotometro UV-Vis a A = 277 nm. El ensayo se

realizo por triplicado, se determiné el valor promedio (), la desviacion estandar (DE) y
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el coeficiente de variacion (%Cv). El contenido de FAQ se determiné como mg de Cip/mg

de filmy se expres6 como mg de Cip luego de determinar la uniformidad de peso.

La uniformidad de peso de los films (LDH-Cip)/HS, Cip/HS y HS se evalué por
medio del registro de la masa de 20 secciones circulares, de 6 mm de diametro, de cada
film. Para esto, se utiliz6 una balanza analitica Denver Instrument con capacidad maxima
de 200 g y apreciacion de 0,1 mg. Posteriormente, se determind el valor promedio (x), la

desviacion estandar (DE) y el coeficiente de variacion (%Cv).

Se invirtio la tapa de una caja Petri de vidrio de 6 cm de diametro, se colocd un
disco de film de 6 mm de didmetro en el centro y la otra parte de la caja Petri en contacto
con el film. Se procedio a llenar los espacios entre y sobre la caja Petri con el medio de
hinchamiento, ya sea solucion tampdn fosfato a pH 5,8 (PBS5,8) o pH 7,4 (PBS7,4) [5],
los cuales simulan condiciones fisiologicas de la piel intacta y del exudado plasmatico,
respectivamente [3]. Luego se registro el diametro del film en tiempos predeterminados:
5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300, 360 y 480 min. Posteriormente, se determind el
porcentaje de hinchamiento en funcién del tiempo, con la ecuacion 2.1. El ensayo se llevo

a cabo por triplicado.

hinchamiento (%) = % x 100 [2.1]

donde df representa el diametro final (mm) a un tiempo ty di el didmetro inicial, que en

este caso fueron 6 mm.

Se realizaron estudios de liberacion del FAQ a partir de dispersiones de LDH-Nal

y de los films con Cip.
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Las liberaciones del Nal desde las dispersiones de LDH-Nal-pHvar vy
LDH-Nal-pHcte se realizaron en celdas bicompartimentales (Figura 2.4), acopladas con
una membrana semisintética. En el compartimento donante se colocé 1 mL de cada
dispersion de LDH-Nal y como referencia, una solucion del FAQ puro en su forma
protonada (debido a que es la forma en la que usualmente se ha encontrado en las
formulaciones farmacéuticas [6]) en una concentracion equivalente a la presente en los
SP; mientras que, en el compartimento receptor se colocaron 16 + 0,7 mL de medio a
37 °C. Los medios receptores utilizados fueron agua, NaCl 0,9 % p/v [7], PBS5,8 y
PBS7,4. A intervalos de tiempo predeterminados 5, 15, 30, 60, 120, 180, 240, 300 y
360 min, se tomaron alicuotas de 1 mL del compartimento receptor y se repuso con igual
cantidad de medio fresco (libre de FAQ), termostatizado a 37 °C.

La concentracion del FAQ liberado se cuantifico por espectrofotometria UV-Vis
(Shimadzu UV-1700 PharmaSpec) a una A = 320 nm cuando el medio receptor fue agua
(e = 10450 Mlem™) y NaCl 0,9 % (¢ = 10740 M cm™), a A = 325 nm en PBS5,8
(e = 11120 Mecm™) y A =334 nm en PBS7,4 (¢ = 11540 Mtcm™).

/%L\gompartimento
o TS donante
~I S

Brazo dc/T)v )

muestreo \j?\gompartimento
=7

receptor

Figura 2. 4. Esquema del sistema utilizado para los estudios de liberacion del FAQ en

celdas bicompartimentales

Por otro lado, las liberaciones de Cip desde los films (LDH-Cip)/HS y Cip/HS

(referencia) se realizaron en celdas bicompartimentales con un compartimento receptor

48



de menor volumen (10 mL). En el compartimento donante se coloc una seccion circular
de 6 mm de didmetro de film. Como medio receptor se utilizaron 10 mL de medio
termostatizado a 37 °C, ya sea de PBS5,8 0 PBS7,4. La concentracion del FAQ liberado
se cuantificdé por espectrofotometria UV-Vis (Shimadzu UV1601, Japan) a una
A =275 nm cuando el medio receptor fue PBS5,8 (¢ = 35255 Mtcm™) y L =271 nm en
PBS7,4 (£=33119 Mcm™).

Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado. Posteriormente, se graficaron
los porcentajes acumulados de FAQ liberado en funcion del tiempo, con su

correspondiente desviacién estandar.

Los perfiles de liberacion del FAQ fueron ajustados de acuerdo a las ecuaciones
2.2,2.3y25]8], [9]:

e Orden cero:

% FAQ, = ke Xt + % FAQ, [2.2]
e Modelo de Higuchi:

% FAQ, = ky X t% + % FAQ, [2.3]

e Modelo de Korsmeyer — Peppas:

% FAQ; = kp Xt" [2.4]
La cual se represent0 linealizada de la siguiente manera:
log % FAQ; = nlogt+logkp [2.5]

Donde % FAQ: representa el porcentaje acumulado de FAQ liberado en un tiempo t, ke,
ka'y ke, corresponden a las constantes cinéticas de cada modelo y % FAQo y log ke
corresponden a los puntos de corte del eje y. Por ultimo, el parametro n de las ecuaciones
2.4y 2.5 es indicativo del mecanismo de liberacion del FAQ. Si n es igual a 0,5 indica
que el proceso de liberacion esta controlado por la difusion, mientras que si es igual a 1
indica que esta controlado por un proceso o reaccién superficial [8], como, por ejemplo,
disolucion del FAQ o erosion del material. Si el valor se encuentra entre 0,5 y 1 indica
que existe un proceso anémalo o una contribucién de diferentes fendmenos [8], como

intercambio i6nico, disolucidn, erosién, entre otros.
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En los casos en que el perfil de liberacion del FAQ presentd un plateau dentro del
tiempo de experimentacion, los datos utilizados para los ajustes fueron los que se
encontraron por debajo del 80 % del maximo porcentaje acumulativo del FAQ liberado.

Ademas, los perfiles de liberacion de Cip desde los films (LDH-Cip)/HS vy
Cip/HS, se compararon estadisticamente utilizando el factor de similitud (f2) de acuerdo
con la ecuacion 2.6 [8]:

£, = 50 log{[l +(3) TR, - T.)?| ® % 100} [2.6]

donde n representa el nimero de puntos de tiempo de muestreo y R: junto con T los
porcentajes acumulados de FAQ liberado en cada uno de los n puntos de tiempo, tanto
del film de referencia, como del que contiene el SP. Valores de f2 entre 50 y 100 indican

que los perfiles son similares [8].

La actividad antimicrobiana, tanto de los SP de HNal como de los films de Cip,
se evalud frente a S. aureus (ATCC 25923) debido a que este es un microorganismo
oportunista que suele causar infecciones topicas [3]. Al realizar los ensayos, se siguieron
las recomendaciones del Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (CLSI) [10] y del
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) [11]. Estos estudios se realizaron
en colaboracion con la Dra. Laura Valenti, perteneciente al INFIQC-CONICET vy a la
Lic. Giuliana Mosconi perteneciente al IPQA-CONICET.

Se realizd un cultivo bacteriano a 37 °C por aproximadamente 18 h, en agar
Mieller-Hinton (AMH). Posteriormente, una porcién de las colonias desarrolladas se
dispersé en caldo Mieller-Hinton (CMH) hasta obtener 102 UFC mL?, lo cual fue

verificado por espectrofotometria UV-Vis (A = 0,4 a una A = 600 nm) y recuento de
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bacterias. Cuando fue necesario, se llevaron a cabo otras diluciones para alcanzar la

concentracion de bacterias deseada.

2.7.2. Macrodilucion en caldo (o en tubos)

El método de macrodilucion en caldo o en tubos se utilizd para determinar la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de los SP de HNal. Se evaluaron los sistemas
LDH-Nal-pHvar, LDH-Nal-pHcte y como referencia, LDH-CI y el FAQ puro. El ensayo
consistié en realizar dispersiones (0 soluciones) seriadas (1 mL) de cada sistema a
analizar, a siete concentraciones distintas, empleando CMH como medio de cultivo y de
dispersion. Posteriormente, se afiadié 1 mL de indculo bacteriano (10° UFC mLt), como
se aprecia en la Figura 2.5.

+ 1 mL indculo (105 UFC mL-1)
_A
'l N
- l.r.nl 1 mL lm_l 1 ml l.t.'ﬂ“ 1 mL lr_q.T_ Muestra Contlt’ol Control
{ \ { \ {\ { \ { \ negativo  positivo
2mlL — —— —— — — — = descarte — e
de
muestra
N N AN AN AN AN A A AN AN

Figura 2. 5. Macrodilucion en tubos para la determinacion de la CIM

Los cultivos microbianos se incubaron a 37 °C por un periodo de 20 h con
agitacion orbital. La CIM se determind mediante inspeccion visual de la turbidez y, para
los sistemas LDH-Nal, ésta se verificd por medio de espectrofotometria UV-Visible a
A =600 nm.

De forma adicional, se realizaron siembras de superficie en AMH de las

dispersiones que contenian una concentracion de FAQ superior a la CIM. Las placas
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fueron invertidas e incubadas a 37 °C por 20 h. Por altimo, se realizé6 un recuento
bacteriano colocando las placas sobre una superficie oscura. Los experimentos se llevaron

a cabo por duplicado.

Se analizé la actividad antimicrobiana de los SP de HNal, de los films de Cip y de
sus respectivas muestras de referencia frente a S. aureus por medio de ensayos de difusion
en agar. Para ello, se realizd una siembra de superficie (108 UFC mL™) sobre placas con
AMH.

En cuanto a los SP de HNal, se analizaron los sistemas dispersos LDH-Nal-pHvar,
LDH-Nal-pHcte y se consideraron como referencias a los LDH-CI y al FAQ puro. En
cada placa se colocaron cilindros de acero inoxidable (6 mm didmetro interno, 8 mm
diametro externo y 10 mm de alto) sobre la superficie del agar y se llenaron con 100 uL
de la muestra de estudio, a cuatro concentraciones de FAQ: 128, 256, 512 y

1024 pg mL™L. En la Figura 2.6 se muestra un esquema del ensayo.

103 UFC mL!
Staphylococciis aureus
ATCC 25923

Incubacion
a37°C
por 18h

Figura 2. 6. Ensayo de difusion en agar para muestras en forma de dispersion
Por otra parte, en cuanto a los sistemas con Cip, se analizaron directamente los
films. Para lo cual, en cada placa se colocaron 3 discos de 6 mm de didmetro de

(LDH-Cip)/HS, Cip/HS y HS, respectivamente.
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Las placas fueron incubadas a 37 °C por un periodo de 18 h. El diametro de los
halos de inhibicion fue medido con un calibre digital y reportado en milimetros. Los
ensayos se realizaron por triplicado.

Los resultados de los ensayos de sensibilidad antimicrobiana se analizaron de
acuerdo a los criterios de interpretacion establecidos por el CLSI [10], detallados en la
Tabla 2.1.

Tabla 2. 1. Criterio de interpretacion de los ensayos de sensibilidad antimicrobiana

Interpretacion CIM (pg/mL) Halo de inhibicion (mm)
Sensible <4 >20
Intermedio 8-16 15-19
Resistente >32 <14

Ademas, los datos obtenidos a partir del método de difusion en agar para los SP
de Nal fueron procesados en el paquete estadistico Statgraphics Centurion XVI para
determinar diferencias estadisticamente significativas. Para ello, se realizd un analisis de
varianza (ANOVA) y una prueba de rangos multiples de minima diferencia significativa
de Fisher (LSD).
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CAPITULO |11

Aspectos estructurales y morfologicos
de la vehiculizacion de FAQ mediante

LDH nanoparticulados



Capitulo Ill: Aspectos estructurales y morfoldgicos de la

vehiculizacion de FAQ mediante LDH nanoparticulados

En el presente capitulo se propone a los LDH como SP de liberacion modificada
de FAQ para mejorar sus propiedades fisicoquimicas, biofarmacéuticas y antimicrobianas

a través de su vehiculizacion en el SP.

Para ello, fue esencial considerar las condiciones de sintesis de los LDH
intercalados con el FAQ. En el presente estudio se utiliz6 HNal como F modelo. La
sintesis de los LDH conteniendo la forma basica del FAQ (Nal) se realizd por
co-precipitacion a pH variable (LDH-Nal-pHvar) y a pH constante (LDH-Nal-pHcte).
Ademas, se llevaron a cabo estudios de liberacion in vitro y ensayos de sensibilidad

antimicrobiana.

A continuacion, se presentan los resultados y discusion correspondientes a la
caracterizacion fisicoquimica de los LDH-Nal, asi como de los estudios de liberacién

in vitro y ensayos de sensibilidad antimicrobiana.

3.1. Resultados y discusion

3.1.1. Caracterizacion fisicoquimica de los LDH-Nal

La presentacion y discusion de los resultados correspondientes a la caracterizacion
fisicoquimica de los sistemas LDH-Nal-pHvar y LDH-Nal-pHcte inici6 con la
caracterizacion estructural de las fases obtenidas, por medio de las técnicas de DRX y
FTIR. Para explicar la obtencion de estas fases se realiz6 un estudio de las reacciones
involucradas en el proceso de sintesis por medio de curvas de titulacion de soluciones de
los componentes de los SP. De forma complementaria, se exploro la interaccion de Nal
con las laminas de LDH con el estudio de isotermas de adsorcion de Nal en LDH

intercalados con cloruro. Se continud con la determinacion de la formula quimica, a través
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de andlisis elemental, TGA y DTA, y finaliz6 con el andlisis de la morfologia y

propiedades interfaciales de los SP, mediante las técnicas de SEM, DLS y DLE.
3.1.1.1. DRXP
Las fases presentes en los sistemas LDH-Nal (bajo ambas condiciones de sintesis,

pH variable y constante) se asignaron por medio de sus patrones de DRXP (Figura 3. 1)

y se analizaron comparativamente frente a los patrones de las muestras de referencia.
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Figura 3. 1. Patrones de DRXP de a) LDH-Nal-pHvar, b) LDH-Nal-pHcte, c) LDH-CI,
d) NaNal, e) HNal, f) Mg(Nal)

57



Tanto la muestra de referencia LDH-CI como los sistemas LDH-Nal-pHvar y
LDH-Nal-pHcte presentaron patrones de difraccidon con picos tipicos de fases de LDH:
picos intensos y agudos a bajos valores 26 (menor a 35°), pertenecientes a las reflexiones
basales (00I), picos (Okl) menos intensos y menos agudos para valores 26 superiores, y
reflexiones (110) alrededor de los 60° 26. Los indices de Miller de la muestra LDH-CI se

asignaron de acuerdo con lo reportado en bibliografia [1].

Las muestras LDH-Nal-pHvar y LDH-Nal-pHcte presentaron un espaciamiento
basal (d) alrededor de los 8,1 A, similar a los 7,9 A de la muestra LDH-CI (valor tipico
de este LDH [1], [2]). Con la intercalacion de un anion de mayor tamafio (Nal’), se
esperaba la presencia de una fase con una distancia interlaminar mayor, como la
encontrada por Trikeriotis y Ghanotakis (2017) con un d igual a 22,3 A, para LDH de Mg
y Al intercalados con Nal. No obstante, la intercalacion de un mismo anion puede darse
en distintas orientaciones y arreglos. Liu et al. (2008) y Wang et al. (2005) en estudios
con los agentes anticancerigenos camptotecina y 5-fluorouracilo, respectivamente,
encontraron que, con dependencia de las condiciones de sintesis, se pueden obtener
distintos arreglos del mismo anion intercalado y consecuentemente distinto espaciado
interlaminar, en el que un d en torno a 8 A implica un arreglo horizontal en monocapa

[3], [4], también descrito como una orientacion plana y paralela a las laminas [5].

La molécula de Nal tiene un tamafio aproximado de 2,8 A de espesor, 9,2 A de
largo y 8,0 A de ancho [6], [7]. Si se sustrae el valor del espesor de una lamina (4,8 A)
[8] del valor de d obtenido para los LDH-Nal, el espacio o dominio interlaminar tendria
un tamano alrededor de 3,2 A, tamafio suficiente como para intercalar a los aniones Nal
en un arreglo plano, horizontal en monocapa. El arreglo propuesto se ilustra

en la Figura 3.2.

Los picos de los patrones de DRX obtenidos para LDH-Nal-pHvar y
LDH-Nal-pHcte se mostraron mas anchos y menos intensos que los de LDH-CI. Este
ensanchamiento y la disminucion de la intensidad de los picos se atribuyeron
principalmente a la intercalacion del anion Nal, pues el incremento de la concentracién e
intercalacion del anién en los LDH resulta en una menor organizacién de la disposicién
del apilamiento de las ldminas de los LDH, ocasionando estos cambios en los patrones de

DRXP [9], [10]. Consecuentemente, la intercalacion de Nal produce un desorden
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estructural fuerte [11] y un menor apilamiento de las laminas [12]. Ademas, de acuerdo
con los resultados de SEM que se presentan en la seccion 3.1.1.7, el menor tamafio de
particula de los LDH-Nal también aport6 al ensanchamiento de los picos.

Figura 3. 2. Modelo propuesto del arreglo de Nal~ en el espacio interlaminar de LDH
de Mgy Al

La celda unidad de estos LDH puede definirse basicamente por los parametros ¢
y a, relacionados con el patrén de apilamiento y la distancia entre dos cationes metalicos,
respectivamente. Si se considera una estructura 3R, en el que la celda unidad incluye tres
laminas, el pardametro c corresponde a 3 veces d; mientras que, el parametro a puede
determinarse como a = 2d110) [10], [13], [14]. En todos los casos, el valor de ¢ se presento
alrededor de los 24 A. Por otra parte, el parametro de celda a fue de alrededor de 3,05
para los LDH-Nal. Este valor se corresponde con el de LDH-CI con 3,07 A, lo cual era
esperado debido a que a depende Unicamente del radio de los cationes laminares [14] y
en el presente estudio se utilizaron los mismos iones divalentes y trivalentes para

conformar las ldminas de los LDH-Nal y LDH-CI.

Cabe sefialar que, los LDH-Nal no presentaron fases de HNal o NaNal, lo cual
indica la ausencia de FAQ puro, ya sea en su forma &cida o basica, en las muestras. No
obstante, el patron de LDH-Nal-pHcte presento picos adicionales a la fase de LDH, los
cuales se muestran agudos e intensos, idénticos a los registrados en el patron de referencia

de Mg(Nal)2, lo que indica que esta muestra estd compuesta por las dos fases. La presencia
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de Mg(Nal). en la muestra se debe a la capacidad del HNal de formar complejos con iones
metalicos divalentes [15], lo cual estaba previsto y debido a ello se decidié probar las dos
metodologias de sintesis para los sistemas LDH-Nal.

3.1.1.2. FTIR

Para continuar con la descripcion estructural de los SP, en la Figura 3.3 se

presentan los espectros FTIR de los sistemas LDH-Nal, asi como los de las muestras de

referencia.
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Figura 3. 3. Espectros FTIR de a) LDH-Nal-pHvar, b) LDH-Nal-pHcte, c) LDH-CI,
d) NaNal, e) HNal, f) Mg(Nal)
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Los espectros de los LDH-Nal presentaron bandas de absorcion debidas a los
modos vibracionales normales correspondientes a la matriz de LDH (grupos hidroxilo de
las laminas, moléculas de agua interlaminar, vibraciones de tension o estiramiento de
Mg-O y Mg-O-Al).

Asi, se puede observar una banda amplia alrededor de los 3450 cm™, que
corresponde al solapamiento de las bandas generadas por las vibraciones de tensién de
los grupos hidroxilo que componen las ldminas y de las moléculas de agua alojadas en el
espacio interlaminar. En la region de 900 a 400 cm™ también se encontraron bandas
asignadas a los modos vibracionales de los grupos hidroxilo y moléculas de agua, y a las
vibraciones de enlace Al-O, Mg-O y Mg-O-Al de las laminas de LDH [1], [2], [16]. Asi
mismo, la banda ubicada alrededor de los 1636 cm™ corresponde a vibraciones de flexion
del agua tanto interlaminar como adsorbida [1]. La presencia de las fases de LDH se
confirmo por la similitud de las bandas obtenidas en estas regiones con las de la muestra
de referencia LDH-CI.

La incorporacion de Nal en los LDH dio lugar a la aparicién de bandas de
absorcion especificas debidas a modos vibracionales como las del grupo carboxilato,
carbonilo, enlaces C-H y C=N de los anillos aromaticos. Las vibraciones simétricas y
anti-simétricas del grupo carboxilato se registraron alrededor de los 1395 y 1578 cm?,
respectivamente [7], [10], [17], [18]. Aproximadamente a 1625 cm™ se registrd la
vibracién de estiramiento del grupo cetona del C4 del FAQ [7], [19], que se solapd con
la banda asignada a vibraciones de flexion del agua. La presencia de los enlaces C-H de
los grupos metil (-CHa), etil (CHs-CH>-) y =C-H se evidencid por las pequefias bandas
ubicadas entre los 2860 - 3100 cm™ [6], [10]. También, se observaron bandas alrededor
de los 1444 cm™ y 1262 cm, correspondientes a la vibraciones de tension C-C y C-N de
los anillos aromaticos [7]. La posicion de las bandas mencionadas fue similar entre los
LDH-Nal y las muestras de referencia NaNal y Mg(Nal),. Por el contrario, no se
presentaron bandas alrededor de los 1718 cm™ (vCOOH), caracteristica del FAQ
protonado (HNal) [6]. Esto confirmé la ausencia de la forma &cida del FAQ y su

intercalaciéon como anion Nal en los sistemas LDH-Nal-pHvar y LDH-Nal-pHcte.

Finalmente, la presencia de Mg(Nal)2 en el sistema LDH-Nal-pHcte se verificd

por las bandas ubicadas a 495 cm™y 542 cm™, asignada a la v(M-O) [15]. Estas bandas
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fueron similares a las obtenidas en el espectro de Mg(Nal)> (Figura 3.3.f) y a las
reportadas en otras investigaciones de complejos de Nal obtenidos con Ca?* y Fe®* [15].
Por el contrario, estas bandas no se presentaron en el espectro de LDH-Nal-pHuvar,
indicando la ausencia de este tipo de sales en la muestra.

3.1.1.3.  Curvas de titulacion

Los resultados de DRXP y FTIR indicaron la presencia de una fase de LDH que
incorpord el anion Nal en la muestra LDH-Nal-pHvar y una fase adicional de Mg(Nal)
en LDH-Nal-pHcte. La presencia de Mg(Nal). en la muestra se debe a la capacidad del

HNal de formar complejos metalicos [15].

Entonces, la composicion de los LDH-Nal puede explicarse debido a dos
reacciones en competencia, una correspondiente a la formacion de LDH intercalados con
Nal y otra de precipitacion de Mg(Nal)., complejo metélico del Nal con una relacion 1:2
de Mg:Nal [20]. Las reacciones involucradas en el proceso de sintesis de los LDH-Nal se

estudiaron por medio de las curvas de titulacion que se presentan en la Figura 3.4.
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Figura 3. 4. Curvas de titulacion de: m MgClz : AICl3 con relacion molar 3:1,
O MgClIz: AICIs: HNal con relacion molar 3:1:1 'y A HNal puro como referencia.
Las zonas marcadas sefialan las reacciones producidas en cada rango de pH
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La curva de titulacion de la solucion de metales en ausencia del FAQ mostré un
consumo de OH" en dos pasos: el primero, ubicado a pH entre 3,5y 5,0, correspondio a
la formacion de AI(OH)s, de acuerdo con la ecuacion 3.1. Lo cual se podia esperar puesto
que el AI(OH)s presenta menor solubilidad que el Mg(OH). [21].

Al(%jc) + 30H(, = Al(OH); [3.1]

Consecuentemente, se obtuvo un primer punto de equivalencia en una relacion

OH/AI de aproximadamente 3.

El segundo paso se presentd entre un pH de 8,0 a 9,5 y se asigné a la formacion
de LDH con intercalacion de CI. Este incremento de pH tuvo un consumo de
aproximadamente 5 mol de OH" adicionales. En la ecuacion 3.2 se presenta la reaccion
de formacion del LDH-CI.

AL(OH)3(s) + 3MgZy + 50H7 » MgsAL(OH)sCLnH, 0, [3.2]

De acuerdo con esto, la ecuacion general de precipitacion de LDH-CI estaria dada

por la ecuacién 3.3.
3Mg(za+c) +Al(3;C) + 80Hye) + Clige = MgsAl(OH)gCl.nH, 0 [3.3]

La curva de titulacion en presencia del HNal exhibié los dos pasos antes
mencionados y un paso adicional correspondiente a la deprotonacion del HNal

(disolucion del FAQ), previo a la formacion del LDH intercalado con Nal .

Un aspecto importante a considerar en la sintesis de LDH-Nal, es la interaccion
del anion Nal con los iones metalicos Mg?* y AR [22]. Primero, la curva de titulacion
con HNal inicié a un pH mas bajo, lo cual indica que una porcién de HNal se deprotond
para formar aniones Nal~ que pudieron interactuar con los iones metalicos del medio.
Segundo, la disolucion del HNal inici6 luego de la precipitacion de AI(OH)s, por lo que

los aniones de Nal™ generados quedaron libres para interactuar con el Mg?* y de esta
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manera formar el complejo metalico Mg(Nal)2.4H>0, como se muestra en la ecuacion
3.4,

Mgisy + 2HNals) + 20Hg + 2H,04) » Mg(Nal),.4H,0 [3.4]

Asi, esta reaccion compite con la reaccion de formacion de LDH intercalados con
Nal en la sintesis de LDH-Nal.

De acuerdo con las curvas de titulacion, los LDH se formaron conforme el pH

incremento, segun la reaccién que se presenta en la ecuacién 3.5.

Al(OH)3(5) + 2,5M gl + 50H + 0,5 Mg(Nal);. 4H,0(5) = Mgz Al(OH)gNal.nH, 0
[3.5]

Entonces, la reaccion general para esta titulacion puede describirse como se

muestra en la ecuacion 3.6.
3Mglly + Allss + HNaley + 90H, » Mg;Al(OH)gNal.nH, 0 [3.6]

Esta reaccion es consistente con el punto de equivalencia alcanzado a una
proporcion de OH/Al alrededor de 8,8. Se debe notar que, si el Mg(Nal),.4H,0 no se

disolviera, el valor tedrico para la relacion OH/AIl deberia ser menor, de acuerdo con la

reaccion descrita en la ecuacion 3.7.

3Mgtly + Al%y, + HNalgey + 80Hg = 0,5 Mg(Nal)y() + Mg, sAL(OH);Cl.nH, 0
[3.7]

Por lo tanto, de manera general, las reacciones que intervienen en la sintesis de
LDH-Nal son las representadas en la ecuaciéon 3.4 y la ecuacion 3.6. La obtencion de
LDH o de complejo metalico, estuvo determinada por las condiciones de sintesis,
principalmente, por la concentracién de OH". Las condiciones en las que se mantuvo un
exceso de aniones OH" como en la sintesis a pH variable, favorecieron la reaccion

presentada en la ecuacion 3.6; mientras que, las condiciones que mantuvieron una
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cantidad justa de OH" para producir la precipitacion de LDH, como en la sintesis a pH
constante, produjeron la competencia entre estas dos reacciones y la presencia tanto de la
fase de LDH con Nal incorporado como de la fase del complejo metélico.

Para profundizar el estudio de la interaccion existente entre los aniones Nal™ con
las laminas de LDH vy el efecto del complejo metéalico (Mg(Nal)2) sobre las propiedades
de los LDH-Nal obtenidos, en la Figura 3.5 se presenta la capacidad de incorporacion de
Nal por LDH-CI junto con determinaciones de dw, {, y patrones de DRXP.
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a) y b) curvas de adsorcion de Nal (T'), pH, { 'y dn en funcién de la [Nal] en
dispersiones de 1 g L™t de LDH-CI con incrementos de la [Nal] inicial c) patrones de
DRXP de los sdlidos obtenidos a [Nal]eq i) 0,18 mmol L ii) 1,30 mmol Ltiii) 4,38

mmol L iv) 6,32 mmol L; asi como de la muestra referencia v) Mg(Nal);

La isoterma de adsorcion (Figura 3.5.a) muestra dos etapas: a baja [Nal]eq, la

incorporacion del anion alcanza un plateau alrededor de I'=0,4 mmol g, correspondiente

65



a un 15 % de la capacidad de intercambio anionico de los LDH-CI. Esta primera etapa se
asocié con la adsorcion e intercalacion de los aniones Nal". En esta etapa, se produjo una
disminucioén del ¢, lo cual indica que los aniones Nal™ poseen una afinidad mayor por la
superficie de los LDH en comparacién con los aniones CI". Sin embargo, la disminucion
del ¢ no produjo una inversion de la carga, lo que implica que el Nal” solo tiene
interacciones electrostaticas con la superficie de los LDH [23]. Como resultado de esta
baja disminucion del {, las particulas de LDH-CI no se agregaron y, consecuentemente,
mantuvieron un pequefio tamafio de particula. La segunda etapa, a
[Nal]eq>2,5 mmol L?, no alcanzé un plateau en el rango de experimentacion evaluado.
Esta etapa se asocio con una disolucion parcial de los iones Mg?* de las laminas de LDH,

lo cual resulto en la formacion del complejo metélico con los aniones Nal:

Mg;Al(OH)gCl.nH, 05 + 2xNal 44y = xMg(Nal), + Mg;_Al(OH) o Nal.nH;0(5) + 20H 44
[3.8]

En concordancia, los patrones de DRXP de los solidos obtenidos en esta etapa
presentaron picos de la muestra de referencia Mg(Nal).. Ademas, el incremento de pH en
esta etapa fue consistente con la reaccion propuesta en la ecuacion 3.8. Este proceso
condujo a una disminucion del { y un incremento del du, 1o cual se condice con el mayor
tamafo de particula y { negativo determinado para la muestra de referencia del Mg(Nal).

(-13,5 + 0,3 mV).

Estos resultados mostraron la limitada capacidad de incorporacién de Nal™ entre
las ldminas de LDH por intercambio anidnico, lo cual se relacioné con su dificultad de
intercalarse en el espaciado interlaminar por su mayor radio i6nico en comparacion con
el del anion CI'. Al tener un menor tamafio, los aniones Cl tendrian una mayor interaccion
electrostatica con las laminas y, consecuentemente, se presentd una mayor fuerza de
unién entre las laminas, lo que impidié su reemplazo por el Nal". Por otra parte, la mayor
capacidad de incorporacion de Nal en los LDH obtenidos por sintesis directa se debe a
que la formacién de las laminas y la intercalacion del anion se dio en un proceso
simultaneo. Asi mismo, los resultados indicaron la capacidad que tiene el anion Nal de
disolver al cation Mg?*, lo que provoco un equilibrio entre las fases de LDH y del

complejo Mg(Nal)2, que puede ser desplazado por cambios en la [Nal].
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3.1.1.5. TGAyDTA

El estudio de las fases presentes en los portadores se profundiz6 mediante el
andlisis de las curvas de TGA/DTA que se muestran en la Figura 3.6. Ademas, las

pérdidas de peso en la curva de TGA fueron de utilidad para determinar la composicion

de las muestras.
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Figura 3. 6. Curvas de TGA/DTA de a) LDH-Nal-pHvar, b) LDH-Nal-pHcte,

¢) LDH-CI, d) HNal, e) MgNaly, f) NaNal

Las curvas de LDH-Nal-pHvar (Figura 3.6.a) mostraron los tres procesos
principales involucrados con la descomposicion térmica de los LDH, denominados:
deshidratacion, deshidroxilaciébn y descomposicién del anién. El proceso de
deshidratacion se extendié hasta los 180 °C aproximadamente, con un pico asociado a un

efecto endotérmico centrado en los 90 °C; mientras que, la pérdida de peso debido a la
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deshidroxilacion y pérdida del anién Nal se produjo entre los 250 °C y 600 °C, donde el

pico principal registrado alrededor de los 520 °C fue de caracter exotérmico.

Estos procesos también se observaron en la muestra de LDH-CI (Figura 3.6.c),
pero a diferencia del LDH-Nal-pHvar la pérdida del anidn se presentd como un proceso
endotérmico. Esto se debe a la naturaleza del anion interlaminar, que es inorgéanico para
el LDH-Cl y orgénico para el LDH-Nal-pHvar; por lo que, la degradacion exotérmica del
anion organico puede asociarse a un proceso de combustion del Nal.

Por otra parte, las curvas de la muestra LDH-Nal-pHcte (Figura 3.6.b) presentaron
un comportamiento intermedio entre LDH-Nal-pHvar y MgNal. (Figura 3.6.e).

La descomposicion de MgNalz> mostrd dos eventos endotermicos centrados en 100
y 140 °C, asignados a un proceso de deshidratacion; mientras que, el proceso oxidativo
del FAQ produjo una pérdida de peso que inicié desde los 400 °C, exhibiendo picos
exotermicos a 460, 560 y 670 °C. De forma adicional, el remanente de la descomposicién
térmica a 750 °C (% P7s0) fue de 6,3 %, lo que se corresponde con la formula quimica
propuesta Mg(Nal)2.4H>0, si se considera que el Unico residuo a esta temperatura es
MgO.

La descomposicién térmica del LDH-Nal-pHcte mostr6 un proceso de
deshidratacion con dos eventos endotérmicos centrados en temperaturas similares a las
registradas en el MgNaly, pero enmarcados dentro de una banda amplia, similar a la del
LDH-Nal-pHvar. Asi mismo, tanto la pérdida de peso continua en el rango entre 250 y
500 °C, como el pico exotérmico a 490 °C fueron similares a los de LDH-Nal-pHvar, lo
que indicaria que principalmente se obtuvo una fase de LDH intercalada con Nal. Esto
pudo confirmarse debido a que el (% P7s0) fue de 29,5 % para LDH-Nal-pHcte, el cual
fue menor al del LDH-Nal-pHvar (39,0 %), pero mayor que el del Mg(Nal)2 (6,3 %).

Los eventos térmicos observados para las muestras LDH-Nal-pHvar y
LDH-Nal-pHcte fueron totalmente diferentes a los obtenidos para las muestras de HNal
o NaNal (Figuras 3.6.d y f), lo que indicaria que ninguna de estas dos formas del FAQ

precipito junto con la fase de LDH.
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Una vez determinadas las fases presentes en las muestras fue posible establecer
una férmula quimica utilizando los datos del andlisis quimico elemental, junto con las
pérdidas de peso de los LDH-Nal obtenidas de las curvas de TGA, el contenido del anidn
determinado por intercambio anionico y la relacion molar de los metales que componen
las laminas determinadas por EDS. En la Tabla 3.1 se presentan los resultados de los

analisis y las formulas quimicas propuestas.

Como se observa, existe una buena correlacion entre los valores experimentales y
los calculados sobre la base de la formula propuesta, lo cual indica una adecuada
aproximacion a la composicion real de los LDH-Nal.

La férmula de LDH-Nal-pHvar se propuso considerando la presencia de una unica

fase de LDH intercalada tanto con aniones Nal- como con CI.

La relacion Mg:Al (3,3:1) fue similar a la de la solucion de partida, mientras que
el contenido de Nal indico que los aniones Nal ocuparon el 56 % de los sitios

intercambiables.

Por otra parte, la formula de LDH-Nal-pHcte fue propuesta considerando la
presencia de dos fases, una correspondiente a LDH intercalados con Nal"y otra fase

correspondiente al complejo Mg(Nal)2.4H,0.

De acuerdo con la formula quimica propuesta, aproximadamente el 85 % de los
aniones de Nal™ fueron incorporados entre las laminas de la fase de LDH, con unarelacién
Mg:Al 2,3:1, concordante con la disolucion parcial de los iones Mg?* y una ocupacion
del 73 % de los sitios de intercambio de los LDH. Por otra parte, el 15 % restante de

aniones Nal form¢ parte del complejo Mg(Nal)a.
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Los porcentajes de Nal intercambiable (% Nalinterc), determinados en PBS7,4,
exhibieron un buen ajuste tanto para LDH-Nal-pHvar como para LDH-Nal-pHcte. Sin
embargo, para esta Gltima muestra se consider6 que solamente los iones Nal™ en la fase
de LDH eran intercambiables y que los iones Nal de Mg(Nal)2.4H.O no fueron liberados
en este medio. En efecto, la muestra de referencia Mg(Nal)2 mostr6 un bajo % Nalinterc
(5,4 %) en el mismo medio, confirmando que la liberacion no se produce por intercambio

ionico sino por disolucion para este sélido.

Las muestras de LDH presentaron un valor positivo alto de {, siendo de 41 £ 3y
43,7 + 0,4 mV para LDH-CI y LDH-Nal-pHvar, respectivamente; mientras que, la
presencia de Mg(Nal)2 (-13,5 = 0,3 mV) hizo que el { de LDH-Nal-pHcte disminuya a
37+£2mV.

Como se observa en la Figura 3.7.a, las particulas de LDH-CI presentaron una
morfologia laminar con simetria hexagonal, tipica de los LDH; mientras que, las
nanoparticulas de LDH-Nal-pHvar (Figura 3.7.b) se mostraron mas delgadas, mas
pequefias y de forma irregular. La morfologia de las particulas LDH-Nal-pHvar, delgadas
y nanométricas, fue consistente con los picos anchos obtenidos para las fases de LDH en
los patrones de DRXP, que indicaron la baja cristalinidad y pobre apilamiento de las

laminas.

De acuerdo con la Figura 3.7.f, el sistema LDH-Nal-pHvar presenté un amplio
rango de distribucion de tamarios, con un du de (27 £ 2) - 10* nm y un indice de
polidispersidad (IP) de 0,27 £ 0,06; el dn estuvo en el mismo orden que el obtenido para
LDH-CI, que fue de 87 £ 8 nm con un IP de 0,11 + 0,02. Consecuentemente, los mayores
valores de dy registrados para el sistema LDH-Nal-pHvar en comparacion con LDH-CI

estuvieron asociados a una aglomeracién o agregacion de estas particulas.

Las imagenes de SEM de LDH-Nal-pHcte (Figura 3.7.c y d) mostraron las mismas
particulas pequefias que las observadas para LDH-Nal-pHvar, correspondientes a la fase

de LDH-Nal, pero también se pudieron observar otras particulas con forma de varilla y
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de longitud micrométrica, las cuales fueron asignadas al complejo Mg(Nal).. Estas
particulas presentaron una morfologia similar a las de la muestra de referencia de

Mg(Nal). (Figura 3.7.e), pero en el caso de LDH-Nal-pHcte se presentaron cubiertas por

las nanoparticulas de LDH-Nal.

i

——LDH-CI

= = = - LDH-Nal-pHvar
=--=--= LDH-Nal-pHcte
=== Mg(Nal),

Intensidad diferencial (%)

10" 10"

lode(nm)W
Figura 3. 7. Iméagenes SEM de: a) LDH-CI, b) LDH-Nal-pHvar, ¢) y d) LDH-Nal-pHcte,
e) Mg(Nal).. f) distribucién de tamafios por intensidad de los LDH-Nal y de muestras de

referencia

La distribucion de tamafios de particula de LDH-Nal-pHcte (Figura 3.7.f) se
mostré mas amplia y desplazada al rango micrométrico, conun dy = 1,8 £ 0,1 pumy un
IP de 0,48 £ 0,03. En este caso, el incremento del dy para LDH-Nal-pHcte no fue atribuido
a la agregacion de nanoparticulas de LDH, sino a la presencia de la fase de Mg(Nal). que

presentd un d+ promedio de 1,97 + 0,06 um y un IP de 0,62 + 0,06.

3.1.2. Estudios de liberacion in vitro del FAQ

La liberacion de Nal desde los LDH-Nal se estudié para determinar el mecanismo
de liberacion del FAQ desde el SP y evaluar la velocidad de liberacion en distintos medios
biorrelevantes para la via de administracion tépica (Figura 3.8). El ajuste de los datos de
liberacion con modelos cinéticos (orden cero, Higuchi y Korsmeyer-Peppas) permitio
establecer el paso determinante de la liberacion del FAQ y el mecanismo de liberacion

involucrado (Tabla 3.2). Los perfiles cinéticos tedricos obtenidos con los mejores ajustes
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de cada muestra y en cada medio de liberacion (marcados con un asterisco
en la Tabla 3.2) fueron incluidos en la Figura 3.8 para dar una guia e indicacién de la
calidad del ajuste de los modelos. En todos los casos, se realizd una evaluacion
comparativa contra el FAQ puro como referencia.

154

W HNal
O LDH-Nal-pHvar
A 1.DH-Nal-pHcte
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Perfiles de liberacion in vitro de Nal, a partir de los LDH-Nal colocados
como dispersiones en el compartimento donante, y de una solucién del FAQ puro como
referencia, liberado hacia: a) agua (pH = 5,6), b) NaCl 0,9 % (pH = 5,6), ¢) PBS5,8 y d)

PBS7,4. Las lineas continuas representan los perfiles tedricos determinados con los

modelos que presentaron el mejor ajuste en cada experimento.

El FAQ puro presenté un comportamiento de liberacion similar para agua,
NaCl 0,9 % y PBS5,8, lo cual produjo una liberacion acumulativa de Nal a 360 min
(%Nalzeo) de aproximadamente 13 %.
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Ademas, los perfiles de liberacion fueron lineales en todos los casos, como lo
indican los valores del coeficiente de regresion (R2), mayores a 0,99 para el modelo de
orden cero. Esto indicé que, el paso determinante para la liberacién de Nal desde el FAQ
puro fue la disolucién desde la superficie de la particula.

En cambio, en PBS7,4 el %Nalsgo alcanzado fue de alrededor del 33 % y de forma
contraria a lo obtenido en los otros medios antes mencionados, la concentracion del FAQ
en el medio receptor alcanz6 un maximo y se estabilizd dentro del tiempo de
experimentacion. Sin embargo, el mejor ajuste parael perfil (hasta el 80 % de la liberacién
total méxima alcanzada) se obtuvo para un modelo de Korsmeyer-Peppas con un n~1, lo
cual, como se indico anteriormente, se relaciona con un modelo de orden cero.
Consecuentemente, la disolucion del FAQ sigue siendo el paso determinante y la Gnica
diferencia que se observo fue debida al pH neutro del medio receptor que incremento la
solubilidad del HNal.

Los perfiles de liberacion de Nal desde LDH-Nal-pHvar presentaron una
dependencia con el medio receptor, en comparacion con el FAQ puro. Asi, el %Nalzso se
incremento en el siguiente orden: agua<<PBS5,8<NaCl0,9%<<PBS7,4 (con alrededor de
6, 12, 14y 22 %, respectivamente). El mejor ajuste se obtuvo para el modelo de Higuchi,
el cual indica que la difusion fue el paso determinante para la liberacion del FAQ. Este
comportamiento es tipico de los LDH a pH superior a 5, donde la disolucion de las
laminas es minimo y el intercambio anionico es el principal mecanismo de liberacion
[24]. En consecuencia, la liberacion mas rapida fue observada en PBS7,4 debido a la
presencia de aniones divalentes HP0O?2~, los cuales presentan una alta afinidad por los
LDH [25]. La excepcion fue el perfil de liberacién en agua, cuyo mejor ajuste fue
obtenido para el modelo de Peppas, con n = 0,66. En este medio, el intercambio aniénico
es limitado por la ausencia de aniones, por lo que, otros procesos, tales como la disolucién

de la matriz [26], [27], contribuyeron a la liberacion del FAQ desde el portador.

Finalmente, la presencia de Mg(Nal). en LDH-Nal-pHcte produjo varios cambios
con respecto a los obtenidos para LDH-Nal-pHvar. El %Nalzso fue menor (alrededor del
6 a 7%) e independiente del medio receptor. Ademas, los mejores ajustes no se obtuvieron
para el modelo de Higuchi, lo que implica un cambio en el mecanismo de liberacion. Para

el caso del agua, el mejor ajuste se obtuvo para el modelo de orden cero, lo que indica
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que el intercambio anidnico fue totalmente suprimido. Para los medios restantes, el mejor
ajuste se obtuvo para el modelo de Korsmeyer-Peppas con un valor de n entre 0,74 y 0,82.
Entonces, la presencia de Mg(Nal). en LDH-Nal-pHcte, a pesar de su baja concentracion,
consigue una modulacion significativa del perfil de liberacién, lo cual indica que, aunque
el intercambio aniénico desde LDH-Nal es el principal mecanismo de liberacion, este fue

modulado por la presencia del complejo.

Estos resultados indican que ambos LDH-Nal permiten modular la liberacion del
FAQ, aunque sus caracteristicas intrinsecas dan lugar a comportamientos de liberacion
completamente diferentes. Por lo tanto, la liberacion de Nal desde LDH-Nal-pHvar hacia
los medios que simulan condiciones fisiologicas de la piel intacta (PBS5,8) y del exudado
plasmatico (PBS7,4) indica un comportamiento pH-dependiente que no se presenta desde
la muestra LDH-Nal-pHcte. Este comportamiento puede conducir a una rapida liberacion
en areas lastimadas de la piel, donde el FAQ es mayormente requerido. Ademas, debido
a la rapida liberacion desde LDH-Nal-pHvar, en comparacion con LDH-Nal-pHcte, se
esperaria que el primer sistema mencionado alcance los valores de la concentracion
inhibitoria minima (CIM) con mayor rapidez, mientras que, el segundo sistema

mencionado proporcionaria una accién mas sostenida en el tiempo.

Debido a que la concentracion del FAQ se determind por espectrofotometria
UV-Vis, se logro verificar que los espectros de absorcion del FAQ liberado de los
LDH-Nal fueron similares al del FAQ previo a su incorporacion en los LDH; es decir, no
se presentaron cambios en el espectro de absorcion del FAQ asociados a la
fotodegradacion [28]. Esto permitio inferir que no hubo degradacién del Nal luego de su
incorporacion en el SP. Por lo tanto, el FAQ preservé su actividad, lo cual se confirmo

posteriormente con los ensayos de actividad antimicrobiana.

Los estudios relacionados con la sensibilidad antimicrobiana de los LDH-Nal se
realizaron frente a S. aureus, el cual es un microorganismo oportunista que suele causar

infecciones tdpicas [29].
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La CIM determinada experimentalmente para el HNal fue de 128 pg/mL, la cual
es igual a la reportada previamente por otros autores [30], [31]; mientras que, para
LDH-Nal-pHcte y LDH-Nal-pHvar fue de 64 y 32 pg mL*, respectivamente
(Figura 3.9.a). Estos resultados indican que la incorporacion de Nal en los LDH
incremento la actividad antimicrobiana en comparacion con el FAQ puro. Dado que, la
muestra de LDH-CI present6 una ausencia de actividad antimicrobiana en el rango
estudiado, la mayor actividad de los LDH-Nal se relacion6 exclusivamente con la accién

antimicrobiana del Nal vehiculizado.

a) b)
3.2 ® LDH-CI —~ I | DH-Nal-pHcte
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Figura 3. 9. Estudios microbiologicos de LDH-Nal y LDH-CI relacionados con la CIM:
a) absorbancia a A = 600 nm de los cultivos bacterianos (Asoo) en funcion de la [Nal] en
cada sistema y b) recuento de bacterias en AMH de las muestras que contenian una
[Nal] superior a la CIM

La disminucion de la CIM puede explicarse mediante el mecanismo de accion del
HNal y los efectos producidos por la vehiculizacion del FAQ en los LDH. La actividad
antimicrobiana del HNal se basa en la inhibicion de la sintesis de los acidos nucleicos
[32], especificamente afecta a la ADN girasa [33]. Consecuentemente, la penetracion de
la membrana celular bacteriana es esencial para su accion antimicrobiana. Debido a la
carga positiva y tamafio nanométrico de los LDH-Nal, éstos son capaces de interactuar
con la membrana celular, incrementando la permeabilidad del Nal [34], [35]. De esta

manera se facilita la accién del Nal y como resultado se logran menores CIM.
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Por otro lado, las dispersiones de los LDH-Nal se volvieron cada vez mas turbias
con el incremento de la concentracion del Nal, lo cual no solo se debi6 al aumento de la
concentracion de particulas, sino también a la proliferacion bacteriana, segin los

resultados del recuento de bacterias presentados en la Figura 3.9.b.

Este tipo de comportamiento ha sido previamente reportado para los FAQ [36],
[37]; es asi que, para el HNal se obtiene una mayor actividad antimicrobiana en un rango
de concentraciones entre 50 y 200 pug mL™ contra la mayoria de bacterias Gram negativas;

mientras que, a una concentracion mayor su actividad disminuye [38].

Sin embargo, las explicaciones para este comportamiento, denominado paraddjico
porque se produce una inhibicion de la accion antimicrobiana a altas concentraciones de
los FAQ, aun no estan del todo claras y definidas. Segun unos autores, debido a que la
accion bactericida del HNal es dependiente de la sintesis de proteinas y ARN (que no se
ven afectados a concentraciones optimas), este comportamiento es el resultado de la
inhibicion de estos procesos cuando se aplican altas concentraciones de FAQ, lo que
conduce a una reduccion de la actividad antimicrobiana [38], [39]. Asi mismo, estudios
realizados con la proteasa Lon, conocida por degradar proteinas dafiadas y producidas en
exceso, indicaron que la deficiencia de esta proteasa disminuia este efecto paraddjico.
Como consecuencia, se relaciono a esta proteasa con la eficacia de la letalidad de los FAQ
y se sugirio que los complejos ADN-topoisomerasall-FAQ que se forman a altas
concentraciones son diferentes a los complejos formados a concentraciones bactericidas
Optimas para estos FAQ [37]. Ademas, se planted que las diferentes concentraciones de
FAQ afectan los estados metabdlicos celulares, de manera que las bacterias se vuelven

mas 0 menos susceptibles a la accién de estos FAQ [33].

En la presente investigacion, los resultados relacionados con la CIM se
complementaron con ensayos de difusion en AMH a diferentes concentraciones
(Figura 3.10.a), en los que se pudo apreciar la zona de inhibicion de crecimiento
bacteriano (Figura 3.10.b).
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Figura 3. 10. a) Diametro del halo de inhibicion para los sistemas LDH-Nal y FAQ en
funcion de la [Nal]. La diferencia estadisticamente significativa para los sistemas esta
indicada por letras mayusculas; mientras que, para las concentraciones se indica con
letras minGsculas, con un 95 % de confianza (p < 0,05) segun la prueba LSD; b) Halos
de inhibicion a [Nal] =512 pg mL™* en AMH

Si bien los diametros del halo para todos los tratamientos indican que la cepa
bacteriana es resistente, tanto al HNal como a los LDH-Nal, existi6 un efecto
estadisticamente  significativo entre LDH-Nal-pHvar en comparacion con
LDH-Nal-pHcte y el FAQ puro. Por otro lado, no se present6 un efecto estadisticamente
significativo debido a la interaccion de las variables de estudio (sistema y concentracion),
pero si hubo un efecto debido a la concentracion de FAQ utilizada. En este ensayo, se
presentd un incremento del halo de inhibicién a una concentracion de 512 pg mL™;
mientras que, a 1024 ug mL™* no se presentaron diferencias significativas, lo cual estaria
en concordancia con lo descrito anteriormente respecto de la concentracion de FAQ y su
actividad antimicrobiana, pues el HNal tiene concentraciones inhibitorias 6ptimas fuera

de las cuales disminuye la eficacia de su actividad.

De acuerdo con los resultados obtenidos, al considerar la concentracion de
512 pug mL* como 6ptima, el didmetro del halo de inhibicion para el FAQ puro fue de
alrededor de 12 mm, lo cual indica su pobre actividad antimicrobiana frente a S. aureus.
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LDH-Nal-pHvar present6 una accion ligeramente mayor, exhibiendo un halo con un
didmetro de alrededor de 14 mm, lo cual concuerda con la menor CIM obtenida para esta
muestra. Mientras que, LDH-Nal-pHcte no present6 diferencias significativas con el FAQ
puro, lo cual fue consistente con la mayor CIM y su cinética de liberacion més lenta en
comparacion con LDH-Nal-pHvar.

El método de sintesis afectd a los SP obtenidos debido a la presencia de una
reaccion de formacion de complejos metélicos con FAQ. La variacion de las condiciones
de sintesis permitio obtener SP de FAQ con base en nanoparticulas de LDH con una fase
pura, por co-precipitacion a pH variable o con una fase adicional asignada al complejo
metélico, por medio de una coprecipitacion a pH constante.

La liberacion del FAQ a partir de los LDH se produjo principalmente por un
mecanismo de intercambio anionico y su velocidad fue dependiente de la concentracion
y naturaleza de los aniones intercambiables, asi como del pH del medio receptor. La
presencia del complejo metalico (Mg(Nal)2) produjo una modificacion del mecanismo de
liberacion y una disminucion de la velocidad de liberacion, resultando en una liberacion

mas sostenida e independiente del medio de liberacion.

La vehiculizacion de FAQ en LDH de tamafio nanomeétrico produjo un incremento
estadisticamente significativo de la actividad antimicrobiana, en comparacién con el FAQ

puro.

Los sistemas obtenidos presentan caracteristicas interesantes como SP de FAQ,
pero es necesaria una cuidadosa seleccion del método de sintesis para controlar las
interacciones de los FAQ con los iones metalicos que forman las laminas de los LDH vy,

por lo tanto, las propiedades de los sistemas obtenidos.
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Capitulo IV: SP de Cip con base en LDH y su adecuacion para

una via de administracion topica

La experiencia previa adquirida con el desarrollo de LDH-Nal facilitd la obtencion
de un SP de Cip, con base en LDH de Zn y Al, sintetizado por co-precipitacion a pHvar

y la comprension de las propiedades del sistema.

En este capitulo se presentan las caracteristicas del SP de Cip, el cual fue empleado
para el disefio preliminar de una forma farmacéutica adaptada para una administracion
topica, bajo la forma de films a manera de aposito, empleando una matriz polimérica de
HS y Gli como plastificante, con la finalidad de estudiar las potencialidades del SP de
Cip para la profilaxis y tratamiento de infecciones de la piel.

4.1. Resultados y discusion

4.1.1. Sintesisy caracterizacion fisicoquimica de los LDH-Cip

Para la obtencion de LDH intercalados con Cip se llevaron a cabo ensayos
preliminares en los que se estudid, entre otros, el efecto del tipo de metal divalente, de la

relacion M*2:M*2 y del tratamiento hidrotermal.

Después de estos experimentos, se seleccionaron LDH de Zn:Al con relacion
molar 2:1 de M*2:M*2 debido a que estos LDH presentaron reproducibilidad en la sintesis,
mayor cristalinidad y mayor incorporacion de FAQ, entre todos los sintetizados. Ademas,
no se presentaron complejos metalicos y no se requirio de tratamiento hidrotermal, con
lo que se elimind un paso en el procedimiento de obtencion de estos LDH y el gasto
energético asociado a este proceso. A continuacion, se presenta la caracterizacion

fisicoguimica de este SP.
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Las fases presentes en el sistema LDH-Cip se caracterizaron por medio de su
patron de DRXP y de los patrones de las muestras de referencia (Figura 4.1). Los indices
de Miller de la muestra LDH-Cip (Figura 4.1.a) se establecieron de acuerdo con lo

reportado en bibliografia [1], [2].

Al igual que los LDH-Nal, el sistema LDH-Cip presentd las reflexiones
caracteristicas de los LDH, reflexiones basales (00I) con picos intensos y agudos a 260
menores a 35°, picos (Okl) menos intensos y menos agudos para valores 260 superiores, y
reflexiones (110) alrededor de los 60° 260. No obstante, LDH-Cip presenté un mayor
numero de reflexiones 00l y sus picos fueron mas agudos comparados con los de
LDH-Nal, lo cual es indicativo de un gran espaciamiento interlaminar y una alta

cristalinidad de la muestra [3].

La intercalacion de Cip entre las ldminas de los LDH resulté en un valor de d igual
a 32 A, el cual fue mayor al reportado por Silion et al (2008) y Mishra et al (2017) con
20,61 A [4]y 20,73 A [5], respectivamente; y similar al obtenido por Rezvani y Shhbaei
(2014) con 30,4 A [6], para LDH de Zn y Al intercalados con Cip. El incremento del d
comparado con el de LDH intercalados con el anion cloruro (7,6 A [1]) confirmé la

intercalacién del FAQ.

De esta manera, el espacio o dominio interlaminar tendria un tamafio alrededor de
27,2 A, obtenido al sustraer el valor del espesor de una lamina (4,8 A) [6] del valor de d.
Dado que la molécula de Cip tiene un tamafio aproximado de 12,2 A de largo, 8,0 A de
ancho y 4,1 A de espesor [7], [8], el dominio interlaminar tiene el tamafio suficiente como
para alojar a los aniones de Cip (Cip~) en un arreglo vertical en bicapa, con los grupos
carboxilato orientados hacia las laminas. El arreglo propuesto de las moléculas

intercaladas en el espacio interlaminar se ilustra en la Figura 4.2.
En cuanto al parametro c, si se considera una estructura 3R, se obtendria un valor

de 96 A; mientras que, el parametro a seria igual a 3,06 A, el cual se corresponde con lo

reportado en bibliografia [4] y es similar al de la distancia entre los cationes de Mg y Al
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(3,05 A) obtenido para el SP de Nal, sugiriendo que las laminas con Zn y Al presentan

un arreglo similar.
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Por otro lado, en LDH-Cip no se presentaron picos correspondientes a fases de
CipHCI o NaCip, lo cual indica la ausencia de FAQ puro, ya sea en su forma &cida o
basica. La muestra de referencia NaCip presentd una fase adicional sefialada por
asteriscos (*), correspondiente a NaCl, de acuerdo con el analisis realizado al considerar
posibles productos secundarios de la sintesis y la informacion disponible en la base de
datos (ICDS: 00-019-0748). Cabe destacar que, éste se formé al obtener la disolucién
béasica de la forma clorhidrato del FAQ (CipHCI).

El patron de LDH-Cip tampoco presentd picos correspondientes a la fase de
ZnCip2, es decir que, al igual que los LDH-Nal sintetizados a pHvar, no se presentd un

complejo del FAQ con el metal divalente.
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En la Figura 4.3 se presentan los espectros FTIR de LDH-Cip y de las muestras

de referencia.

En el espectro FTIR de LDH-Cip (Figura 4.3.a) se identificaron las bandas de
absorcion caracteristicas de los LDH: una banda amplia de absorcién centrada en
3430 cm?, correspondiente a las vibraciones de tension de los grupos OH, tanto de la
lamina como del agua adsorbida e interlaminar; y, bandas en la region por debajo de los
900 cm?, atribuidas a las vibraciones de enlace de los metales con el oxigeno [6],
similares a las observadas para las muestras de LDH intercalados con Nal. También, se
presentaron bandas correspondientes a la Cip: a 1395 cm™y 1580 cm?, debidas a las
vibraciones simétricas y antisimétricas del grupo carboxilato, respectivamente; a

1625 cmt, por la vibracion de tension del grupo cetona; entre 2790 y 3130 cm™ debido a
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modos de vibracion de enlaces C-H [5], [6], [9] ¥ a 1490 cm™ por las vibraciones de

tension C-C de los anillos arométicos [6].
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La posicion de las bandas caracteristicas de la Cip, fue similar entre LDH-Cip
(Figura 4.3.a) y las muestras de referencia CipNa (Figura 4.3.b) y ZnCip. (Figura 4.3.d).
Por el contrario, no se presentaron bandas alrededor de los 1709 cm™ (vcoor [6]), lo que

confirmé la ausencia de la forma &cida del FAQ (Figura 4.3.c).

El estudio de las fases presentes de los SP se profundizé6 mediante el analisis de

las curvas de TGA/DTA (Figura 4.4). Ademas, las pérdidas de peso en la curva de TGA
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permitieron determinar la composicion de las muestras, como se apreciara mas adelante

en la determinacion de la formula quimica de los LDH-Cip.
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Las curvas de LDH-Cip (Figura 4.4.a) mostraron los tres procesos caracteristicos
de la descomposicion térmica de los LDH (deshidratacion, deshidroxilacion y
descomposicion del anion), observados también, de forma previa, en la descomposicion
de LDH-Nal. La deshidratacién de la muestra presentd dos eventos endotérmicos, uno
centrado alrededor de los 100 °C, asociado a la remocion de agua adsorbida y otro
centrado en 220 °C, correspondiente a la eliminacion del agua interlaminar; mientras que,
la pérdida de peso debido a la deshidroxilacion y pérdida del anion (Cip intercalada) se
produjo entre los 300 °C y 700 °C, donde los principales eventos registrados, ubicados
alrededor de los 355 y 560 °C, fueron de caracter exotérmico. Si bien el proceso de
deshidroxilacién de las laminas de LDH es de caracter endotérmico [3], este proceso

queda solapado con la degradacion exotérmica del anion interlaminar, el cual es de
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naturaleza orgénica y, consecuentemente, estos eventos térmicos estdn asociados a la

combustion de la Cip.

La descomposicion térmica de la CipHCI (Figura 4.4.c) present6 un primer evento
endotérmico en el rango entre 104-140 °C debido a la deshidratacion de la muestra.
Luego, se presentd un evento exotérmico en el rango entre 152,8 a 184 °C lo cual es
caracteristico de una cristalizacion desordenada o una fase amorfa del FAQ [10]. A
continuacion, se observd la fusion del FAQ y su descomposicidn exotérmica en el rango

de 285 a 315 °C atribuido al inicio de su descomposicion por combustion.

Los procesos de descomposicion termica de la muestra LDH-Cip fueron diferentes
a los presentados en las muestras de CipHCI, NaCip o ZnCip2 (Figuras 4.4. b, cy d), lo
que concuerda con la ausencia de estas formas del FAQ en el SP.

Una vez determinada la fase presente en LDH-Cip fue posible establecer su
férmula quimica utilizando los datos del andlisis quimico elemental, junto con los datos
de peérdida de peso del TGA y del contenido del anion, determinado por
espectrofotometria UV-Vis. En la Tabla 4.1 se presentan los resultados del analisis

elemental y la férmula quimica propuesta.

Resultados del analisis elemental y formula propuesta para LDH-Cip

Resultados Zn:AlR | 9% CP % NP % H20° | % P50 | % Cip®

Experimentales 2,0 30,0 59 8,6 68,3 57,8
Teodricos 2,0 28,9 5,9 8,6 69,7 54,6
Férmula Zno67Alo,33(OH)2,00Cipo,33.1,13H.0

amol mol determinada por EDS

b p p! obtenido con el método Pregl-Dumas

¢ peso residual entre 180 y 300 °C determinado por TGA (Figura 4.4)

4 peso residual a 750 °C determinado por TGA (Figura 4.4), los valores tedricos fueron calculados considerando que
los Unicos residuos a esta temperatura son 6xidos metalicos

¢ porcentaje de Cip intercalada (p p), determinado por espectrofotometria UV-Vis en dispersiones 0,15 g L en
HCI 0,2 M
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Como se observa, existio una buena correlacion entre los valores experimentales
y los calculados sobre la base de la formula propuesta (valores teoricos), lo que indica
una aproximacion adecuada a la composicion real de los LDH-Cip.

La relacion Zn:Al de la muestra de LDH-Cip analizada fue la misma que la de la
solucién de partida para la sintesis del SP (2:1), lo que indic6 que practicamente todo el
Zn y el Al utilizados formaron parte de las laminas de LDH; mientras que, el contenido

de Cip indic6 que los aniones ocuparon el 100 % de sus sitios intercambiables.

El sistema LDH-Cip presentd un { de 36,7 + 0,5 mV, levemente inferior a los
obtenidos de forma previa para LDH-CI (41 + 3 mV) y LDH-Nal-pHvar (43,7 £ 0,4 mV).

Por otra parte, la imagen SEM del SP (Figura 4.5.a) evidencio que los LDH-Cip
presentaron una morfologia de tipo laminar, similar a la reportada por Rezvani y Shahbaei
(2014) para LDH intercalados con Cip [6]. Algunas laminas se ubicaron de forma
transversal, 1o que permitio apreciar que éstas eran delgadas. Ademas, los LDH-Cip se
mostraron agregados y con tamafio micrométrico. Estos resultados fueron concordantes
con los resultados de DLS, que evidenciaron un amplio rango de distribucion de tamafos
(Figura 4.5.b), con un dn promedio alrededor de 2,2 £ 0,6 pm y un IP de 0,8 £ 0,2. Este
orden de tamafio fue atribuido a la agregacion y aglomeracion de las particulas, producto
de la mayor ocupacion de Cip en la superficie de las particulas de LDH, lo cual disminuy6
el valor de su {, dando lugar a una mayor interaccion entre las particulas. El proceso de
deshidratacion empleado para la conservacion y almacenamiento de los LDH-Cip
también contribuy0 a la agregacién [11]. Este resultado se contrasta con lo obtenido para
los LDH-Nal, donde la menor incorporacién de Nal en la superficie de las particulas
ocasion6 un mayor valor de { dando lugar a una mayor repulsion electrostatica que

provoco su menor agregacion; ademas, los LDH-Nal se mantuvieron en dispersion.

Aunque los LDH-Cip presentaron tamafio micrométrico, este orden de tamafio no
condiciond la obtencién de los films, ya que, como se verd mas adelante en la seccion

4.1.2, se obtuvieron films con propiedades adecuadas. Por su parte, varios estudios
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sefialan que la velocidad de liberacion del FAQ estd determinada por el tamafio de
particula y que el incremento de la agregacion o apilamiento de las laminas de los LDH
conducen a tiempos de liberacion mas largos [12]-[14]. En este sentido, los LDH-Cip

actuarian como un reservorio del FAQ, cuya aglomeracién conllevaria a una liberacion
prolongada del FAQ desde el SP.
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Figura 4. 5. a) Imagen SEM de LDH-Cip y b) distribucién de tamafios por intensidad
de los LDH-Cip

4.1.2. Obtencion y caracterizacion fisicoquimica de los films (LDH-Cip)/HS

La adecuacién de LDH-Cip para una administracion topica consistio en la
obtencion de films a manera de apoésitos, con HS como matriz polimérica y Gli como
plastificante. La apariencia macroscopica del film con el SP ((LDH-Cip)/HS) y de los
films de referencia (HS y Cip/HS) se presenta en la Figura 4.6. El film constituido solo
por HS y Gli fue totalmente transparente (Figura 4.6.c). La adicion de CipHCI a la matriz
polimérica produjo un film con una leve coloracion blanca (Figura 4.6.b); mientras que,
la adicién del SP a la matriz polimérica produjo un film opaco de color blanco
(Figura 4.6.a). La inspeccion visual de los films indic6 que su superficie fue lisa; no
obstante, su analisis microscépico evidencid distintos niveles de rugosidad, como se

presenta en la seccion 4.1.2.4.
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Figura 4. 6. Aspecto macroscopico de los films: a) (LDH-Cip)/HS, b) Cip/HS, ¢) HS

4.1.2.1. DRX

Los patrones de DRX del film (LDH-Cip)/HS y de los films de referencia se
presentan en la Figura 4.7; su analisis fue utilizado para estudiar la interaccion entre el

sistema LDH-Cip y la matriz polimérica.

El patron de DRX del film HS (Figura 4.7.c) presentd un solo pico amplio
alrededor de los 20° (26), lo cual indica la ausencia de cristalinidad de esta muestra. La
incorporacion de CipHCI a HS (Figura 4.7.b) resulté en un patron caracteristico de
materiales amorfos, similar al del HS pero con una pérdida de la intensidad y un mayor
ensanchamiento del pico ubicado a 20° (20). La ausencia de reflexiones caracteristicas
de la fase cristalina correspondiente a la CipHCI (Figura 4.1.c) puede ser indicativo de
que existio una interaccion entre el FAQ y el hialuronato, la cual segun trabajos previos
con PE &cidos-F, es de caracter electrostatico y resulta en la formacidn de un complejo
i6nico [15]-[19]. En este caso, la posible formacion del complejo estaria dada por la
interaccion entre grupos carboxilato del HS con la amina protonada de la Cip. Por otro

lado, la incorporacion del sistema LDH-Cip a la matriz polimérica (Figura 4.7.a) resultd
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en un patron de DRX con picos de difraccion correspondientes a la fase del sistema
LDH-Cip pero con menor intensidad con respecto a los del patron de LDH-Cip puro
(Figura 4.1.a), lo cual podria atribuirse a la dilucion realizada al preparar la dispersion
para la obtencion del film [20], pues el SP (LDH-Cip) se agreg6 en un 0,34 % p v,
mientras que el HS se agregd en un 2,0 % p v?, resultando en una relacion de 1:6 entre
estos dos componentes. Sin embargo, segin Zhang et. al (2010) la interaccion
electrostatica entre grupos carboxilato de cadenas poliméricas y la carga positiva de los
LDH también podria contribuir a la disminucion de la intensidad de los picos de LDH
[20].

Intensidad (u.a)

26 (°)
Patrones de DRX de a) (LDH-Cip)/HS, b) Cip/HS c¢) HS

Debido a que el patron de DRX de (LDH-Cip)/HS mantuvo los picos
caracteristicos del patrén de DRXP de LDH-Cip (Figura 4.1.a), se puede decir que la
interaccion de las cadenas poliméricas con los LDH no provocé una delaminacién del SP
y, consecuentemente, no se produjo un desplazamiento del FAQ durante el procedimiento

realizado para la obtencion del film. Asi, se obtuvo un material compuesto con estructura
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tradicional, o microcomposite, en el que las cadenas poliméricas recubren a los LDH [21],

como se presenta en el esquema de la Figura 4.8.

Figura 4. 8. Representacion esquematica de la interaccion entre los LDH-Cip y el HS

4.1.2.2. ATR-FTIR

En la Figura 4.9 se muestra el espectro ATR-FTIR del film (LDH-Cip)/HS, asi

como de los films de referencia.

El espectro ATR-FTIR de HS (Figura 4.9.c) presentd bandas caracteristicas del
hialuronato de sodio, centradas en: 3295 cm, correspondiente a v(O-H) y v(N-H);
2898 cmt, por v(C-H); 1407 y 1610 cm™, por vs(COO") y vas(COO"), respectivamente;
1562 cm™ por modos de vibracion de la amida secundaria (v(C-N) acoplado a la flexion
en el plano C-N-H); 1375 cm, asignada al enlace CH; 1151 cm™ por la vas(C-O-C);
1028 cm, por v(C-OH); 858 cm™, por la flexién Ci-H (andémero B) y 924 cm™ por la
vibracién C-O-C del anillo fuera del plano [22]-[25].

En el espectro del film Cip/HS (Figura 4.9.b) se registraron bandas adicionales a
las descritas anteriormente, una centrada en 1274 cm, asignada a v(C-F) y otra, centrada
en 1719 cm™? (vVCOOH) [26], caracteristica de la Cip en su forma écida. Estas bandas

fueron similares a las del espectro de CipHCI de la Figura 4.3.c.
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Por otro lado, la incorporacion de LDH-Cip en HS (Figura 4.9.a) produjo el
desplazamiento de las bandas ubicadas a 858 y 924 cm™ en el espectro del HS hacia
892 y 945 cm?, respectivamente, y la ausencia de la banda centrada en 948 cm™ en el
film HS. Estas diferencias probablemente se deban a una fuerte interaccion entre el
hialuronato y las laminas de los LDH, lo cual concuerda con los resultados de DRX.
Ademas, como se esperaba, no se presentaron bandas alrededor de los 1719 cm™

correspondientes a la Cip protonada, lo que indica su ausencia en el film (LDH-Cip)/HS.

En la Figura 4.10 se presentan las curvas de TGA/DTA del film (LDH-Cip)/HS y

de los films de referencia.

La descomposicion térmica del film HS inicié con un evento endotérmico

registrado hasta aproximadamente 170 °C, asignado a la deshidratacion del film. Las
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pérdidas de peso a temperaturas superiores correspondieron a la descomposicion de
material polimérico, cuyo remanente a 1000 °C (% P1000) fue del 3,8 %. En cuanto al film
Cip/HS, se presentd una pérdida de peso adicional entre 545 y 620 °C, de carécter
exotérmico, la cual fue relacionada con los Ultimos eventos exotérmicos de la combustion
del FAQ (Figura 4.4.c). Por otra parte, el inicio de la degradacion térmica del film
(LDH-Cip)/HS (Figura 4.10) se produjo a una temperatura superior a la de los films de
referencia, lo que indica que la adicion del SP increment6 la estabilidad térmica del
material compuesto. EI mayor % Pio00 de (LDH-Cip)/HS (9,7 %), con respecto al de
Cip/HS (1,6 %) estuvo asociado a la formacion de 6xidos metélicos, producto de la
descomposicion térmica de los LDH.

100

—— (LDH-Cip)/HS
Cip/HS :
80 - Iy

Exo

[
=
1

Peso (%)

40 ..

204"

0

T ! T x T ! T X T T T ! T

T L —
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
T (°C)

Curvas de TGA (lineas continuas) y DTA (lineas entrecortadas) de los
films (LDH-Cip)/HS, Cip/HS y HS

Para estudiar la interaccion entre los LDH y la matriz polimérica, se determing el
¢ sobre la dispersion realizada para obtener el film (LDH-Cip)/HS. La adsorcion del HS

sobre los LDH-Cip produjo un apantallamiento de la carga positiva de los LDH-Cip,
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obteniéndose un ¢ de -34 + 2 mV. Esto indicd que el hialuronato, tiene la capacidad de
adsorberse fuertemente en los LDH, como ocurre en general con los PE aniénicos sobre

la superficie de estos solidos [27].

Puesto que, la obtencion de los films se realizd por el método de casting, en el
cual, un lado de la superficie del film se encontrd en contacto con la placa de Petri, en la
Figura 4.11 se presentan las imagenes de MC de ambos lados de los films HS, Cip/HS y
(LDH-Cip)/HS. Como se esperaba, las superficies en contacto con la placa de Petri
(Figura 4.11. a, c y e) se presentaron mas uniformes, lisas y con menos imperfecciones
en comparacion con la superficie opuesta respectiva (Figura 4.11. b, d y f). Entre las
superficies que no estuvieron en contacto con la placa de Petri, el film HS present6 una
superficie lisa y uniforme, y al ser transparente, se tuvieron que registrar las
imperfecciones para notar su presencia en las imagenes de MC. El film Cip/HS mostrd
una mayor rugosidad, pero se aprecia una distribucion uniforme de los componentes en
el film. Por Gltimo, en las imagenes de (LDH-Cip)/HS se observaron aglomerados y
agregados de LDH-Cip recubiertos por la matriz polimérica, lo cual es tipico de

materiales compuestos como los representados en la Figura 4.8.

Figura 4. 11. Imégenes de MC de los films: a) y b) HS, ¢) y d) Cip/HS, e) y

f) (LDH-Cip)/HS. Las imagenes a), c) y €) corresponden a las superficies de los films en
contacto con la caja Petri; mientras que, las imagenes b), d) y f) corresponden a las
superficies de los films sin contacto con la caja Petri
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Las caracteristicas de la superficie de los films pueden influir en sus propiedades
de hinchamiento y, en consecuencia, impactar en las propiedades de liberacion del F [28].
La rugosidad en la superficie de los films (Figura 4.11. b, d y f) aumenta la superficie de
contacto entre el sistema y la zona de aplicacion. Esto puede favorecer la captura de
fluidos, lo cual seria relevante al considerar la presencia de exudados plasmaticos en
condiciones de piel lesionada [29]. En virtud de lo expuesto, se selecciond la cara rugosa
de los films para llevar a cabo los estudios de liberacion del FAQ y de sensibilidad

antimicrobiana.

La uniformidad de unidades de dosificacion, propiedades de hinchamiento y
estudios de liberacion in vitro forman parte de la caracterizacion biofarmacéutica de los

films.

Puesto que la uniformidad de unidades de dosificacion para una forma
farmacéutica para administracion topica no esta codificada en la Farmacopea Argentina,
los requerimientos de calidad de los films desarrollados a manera de aposito se
establecieron de acuerdo con el analisis del coeficiente de variacion (% Cv), tal como se
ha reportado previamente para films poliméricos conteniendo Cip [28]. Cabe destacar
que, si bien los autores consideraron como aceptables % Cv < 5 %, los criterios de
aceptabilidad suelen ser mas amplios y, por ejemplo, para la validacién de métodos

bioanaliticos se aceptan % Cv < 15 % [30].

Asi, dado que el presente es un estudio preliminar del disefio de una formulacién
farmacéutica, para evaluar la uniformidad de peso y contenido de Cip en los films, se
defini6é que, las unidades de dosificacién evaluadas para cada film debian presentar un
% Cv inferior al 15 %, lo que daria cuenta de un adecuado procedimiento de obtencién y

una distribucion homogénea del FAQ en toda la extension del film, respectivamente.
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Los resultados de uniformidad de peso (n = 20) y contenido de Cip (n = 3)
correspondientes a secciones circulares de 6 mm de didmetro de film se presentan en la
Tabla 4.2. Cabe destacar que se decidio trabajar con discos de 6 mm de didmetro ya que
esta es la medida que presentan los sensi-discos clinicamente utilizados en los bioensayos

de sensibilidad antimicrobiana.

Peso de secciones circulares de 6 mm de didmetro de film (n=20) y
contenido de Cip en dicha seccién (n = 3)

Film
Parédmetro : :
(LDH-Cip)/HS Cip/HS HS
Peso (mQ) 41+03 6,1+0,4 7,4+05
Contenido de Cip (mg) 0,33 £0,02 0,37 £ 0,04 -

El % Cv para la uniformidad de peso en los films (LDH-Cip)/HS, Cip/HS y HS
fue de 7,3, 6,6 y 6,8 %, respectivamente. En el caso de la uniformidad de contenido los
valores del % Cv fueron 6,1 y 10,8 % para los films (LDH-Cip)/HS y Cip/HS,
respectivamente. La baja dispersion de los resultados (% Cv < 15 %) demostré que el
procedimiento de obtencidn utilizado en este disefio preliminar fue adecuado y que hubo
una distribucion homogeénea del FAQ en toda la extension del film, por lo que se pueden
asegurar dosis uniformes de Cip al utilizar diferentes secciones circulares de 6 mm de los

films.

En la Figura 4.12 se muestran los perfiles de hinchamiento de secciones circulares
de film de 6 mm de didmetro tanto de (LDH-Cip)/HS como de Cip/HS, determinados por
el incremento del didmetro de los films en contacto con un medio acuoso (PBS5,8 o
PBS7,4).

En el medio PBS5,8, los perfiles de hinchamiento para ambos films se mostraron
diferentes, alcanzandose un hinchamiento de 227 + 7 % para el film (LDH-Cip)/HS y de

103,5 + 0,9 % para Cip/HS. Esta diferencia de comportamiento se asigno a la inestabilidad
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de los LDH en medio &cido [31], que pudo provocar la disolucién de la matriz portadora.
Al ser este un proceso superficial, pudo producirse una disminucion del tamafio de
particula de los LDH incorporados en el film, generando espacios que podian ser
ocupados por el medio acuoso, facilitando la hidratacion del material polimérico v,
consecuentemente, la expansion del film. Segun Ravivarapu, et. al. 2006, la interaccién
i6nica entre el F y la matriz polimérica es un factor importante a considerar. Por ejemplo,
cuando un F basico interacciona con una cadena polimérica biodegradable, se forman
matrices mas rigidas y menos hidrofilicas; mientras que, la interaccion entre F &cidos y
neutros da lugar a una interaccion iénica mas débil que resulta en la precipitacion de los
F [32]. De acuerdo con el diagrama de distribucion de especies presentado en la
Figura 1.4, en estas condiciones de pH, alrededor del 50 % de las moléculas de Cip se
encontraban como CipH,, lo que favorecio su interaccion con la carga negativa del PE
en el film Cip/HS. Esto pudo dar lugar a una mayor interaccion con el polimero y, por

tanto, una disminucion del hinchamiento, comparado con el perfil a pH 7,4.
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Porcentaje de hinchamiento de secciones circulares de 6 mm de diametro
de los films (LDH-Cip)/HS y Cip/HS en contacto con los medios: a) PBS5,8 y b) PBS7,4

Por otro lado, en PBS7,4 no se presentaron diferencias entre el perfil de
(LDH-Cip)/HS y Cip/HS. Para ambos films, se observaron porcentajes de hinchamiento
de aproximadamente 150 %, luego de 8 h de estudio. Esto se debe a que (LDH-Cip)/HS
se encuentra en un medio a pH neutro y, consecuentemente, las laminas de LDH
permanecen intactas, por lo que el hinchamiento fue menor, comparado con el perfil a pH

5,8. Ademas, en un pH de 7,4, las moléculas de Cip se encontraban practicamente en su
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totalidad como CipH=, por lo que su interaccién fue menor con el PE, en comparacion

con las especies de Cip en pH 5,8.

A pesar de que no se muestra un perfil de hinchamiento para el film HS, debido a
que se presento totalmente transparente y, consecuentemente, se dificulté su medicion, el
hinchamiento de los films observado en los ensayos microbioldgicos (seccion 4.1.4)
permite inferir que, en pH cercanos a la neutralidad, la matriz polimérica presenta un
menor hinchamiento en comparacion con los films (LDH-Cip)/HS y Cip/HS. Estos
resultados concuerdan con la mayor rugosidad de estos films en comparacion con el film
HS, lo que les permitio tener una mayor superficie de contacto para adsorber fluidos y

consecuentemente facilitar su hinchamiento [29].

La liberacion de Cip desde el film (LDH-Cip)/HS se estudio para evaluar las
propiedades del SP para modular la liberacion del FAQ y determinar el mecanismo y
velocidad de liberacion en medios biorrelevantes para la via de administracion topica
(Figura 4.13). El ajuste de los datos de liberacién con modelos cinéticos representativos
(orden cero, Higuchi y Korsmeyer-Peppas) permitio establecer el paso determinante de
la liberacion del FAQ y el mecanismo de liberacion involucrado (Tabla 4.3). Los perfiles
cinéticos tedricos obtenidos con los mejores ajustes para cada muestra y en cada medio
de liberacion (marcados con un asterisco en la Tabla 4.3) fueron incluidos en la Figura
4.13 para dar una guia e indicacion de la calidad del ajuste con dichos modelos. En todos

los casos, se realiz6 una evaluacion comparativa contra el film Cip/HS como referencia.

El film de referencia Cip/HS, en PBS5,8, presentd un porcentaje de liberacion
acumulativa de Cip a 480 min, (%Cipasgo) de 68 + 6 % y el mejor ajuste se obtuvo con el
modelo de Korsmeyer-Peppas con un n = 0,69, que indicé un mecanismo de liberacion
anomalo. Esto es debido a que varios procesos afectaron la liberacion del FAQ, como
intercambio idnico entre el PE-FAQ Yy los iones el medio, reacciones superficiales de
disolucion del FAQ e hinchamiento de la matriz polimérica con la consecuente relajacién
de las cadenas del polimero. Estudios previos referidos a liberacion de Cip desde films

poliméricos demostraron que el hinchamiento del film puede ser un factor determinante
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para la liberacion del FAQ vy los perfiles en PBS 5,8 se ajustaron a un mecanismo

no-fickiano o0 andmalo [28], similar al comportamiento observado para los films Cip/HS.
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Perfiles de liberacion in vitro de Cip, a partir de secciones circulares de 6

mm de didmetro de los films Cip/HS y (LDH-Cip)/HS colocados en el compartimento

donante y liberado hacia a) PBS5,8 y b) PBS7,4. Las lineas continuas representan los

perfiles tedricos determinados con los modelos que presentaron el mejor ajuste para

cada condicion

Datos cinéticos obtenidos por el modelado de los perfiles de liberacion de

Cip con modelos de orden cero, Higuchi y Korsmeyer-Peppas. Los mejores ajustes con

base en el R? estdn marcados con un asterisco

Modelo cinético Orden cero Higuchi Korsmeyer-Peppas
Medio ) -

Muestra | %Cipo ke R? %Cipo Ku R? n R?
receptor log(ke)

Cip/HS | 7,26 | 0,1757 | 0,982 -9,03 3,770 | 0,992 | -0,056* | 0,69* | 0,997*
PBS5,8 (LDH-

. 3,45 | 0,1598 | 0,971 | -20,68* | 4,074* | 0,996* | 0,694 | 0,98 | 0,981

Cip)/HS

Cip/HS | 4,37 | 0,1754 | 0,991 | -15,674 | 4,025 | 0,990 | 0,308* | 0,83* | 0,997*
PBS7,4 (LDH-

) -0,32 | 0,1326 | 0,976 | -19,597 | 3,323 | 0,967 | 0,913* | 1,01* | 0,989*

Cip)/HS

kc esta expresado como (% min) y ky como (% min©®)
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En PBS7,4, el %Cipaso desde Cip/HS fue de alrededor de 73 + 4 % y se mantuvo
el modelo cinético y el tipo de transporte del FAQ (anémalo) con un n igual a 0,83.
Aunque considerando su mayor cercania a un n = 1, podria esperarse un mayor
condicionamiento de la liberacion por procesos superficiales, como la disolucion del
FAQ, el cual, en esta condicion de pH presenta menor solubilidad [33]. No obstante, el
hinchamiento de los films sigue siendo el principal proceso involucrado en la liberacion
del FAQ [28]. Estos resultados se condicen con el comportamiento de liberacion de
compuestos de baja solubilidad a partir de matrices hidrofilicas, cuya cinética de
liberacion se ajusta a un modelo de orden cero [34].

La liberacion del FAQ desde el film (LDH-Cip)/HS fue similar a la del film
Cip/HS hacia PBS5,8. Esto se evidencié mediante el analisis estadistico comparativo de
los perfiles de liberacion en este medio, siendo f2 = 55. Por otra parte, la liberacion de
Cip desde el film (LDH-Cip)/HS presentd una mayor modulacion hacia PBS7,4
comparado con el film de referencia (f2 = 43). Esto puede explicarse por la presencia del
SP y su estabilidad en este pH. Asi, se debe considerar que la Cip~ primero debe liberarse
del LDH por medio del intercambio con los aniones presentes en la solucion tampon; por
lo que, los LDH-Cip actuarian como un reservorio del FAQ que permite una liberacion

mas lenta y prolongada.

Para el film de (LDH-Cip)/HS el mecanismo de liberacion de Cip fue diferente
para cada medio de liberacion. En PBS5,8 el %Cipaso liberado fue de 53 £ 3 %y el mejor
ajuste se obtuvo con el modelo de Higuchi, lo que indicaria que el paso determinante para
la liberacion del FAQ fue la difusion. Estos resultados son similares a los obtenidos para
la fase pura de los LDH-Nal, donde el mecanismo de liberacion fue por intercambio
anionico. La solubilidad de la Cip no fue determinante en este medio, ya que
aproximadamente la mitad de las moléculas se encontraban en una forma soluble
(CipH3) [33].

Por otro lado, en PBS7,4 el %Cipaso desde (LDH-Cip)/HS fue de 46 + 4 % y el
mejor ajuste se obtuvo para el modelo de Korsmeyer-Peppas con un n ~ 1. El perfil de
liberacion se ajustd entonces a una cinética de orden cero, lo que se refuerza por el buen
ajuste obtenido para el modelo de orden cero. Esto indicé que la liberacion en este medio

estd determinada por una reaccion superficial, en este caso la disolucién del FAQ desde
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la superficie del LDH luego de su salida de la interlamina, puesto que en este pH
practicamente la totalidad del FAQ se encuentra como CipH* [33]. Ademas, estos
resultados concuerdan con el comportamiento de liberacion de compuestos de baja
solubilidad desde matrices hidrofilicas [34], como se ha reportado para la liberacion de
Cip a partir de una matriz de colageno y acido hialurénico en periodos de tiempo
inferiores a las 24 h [35]. Este resultado contrasta con el régimen difusional obtenido para
los LDH-Nal, lo que se explica por la mayor solubilidad del Nal~ en este medio [36], por

lo que, el paso determinante para la liberacion fue el intercambio anidnico.

La mayor modulacién de la liberacion de Cip en un medio como PBS7,4, que
simula condiciones de piel lesionada, indica que formulaciones de films basadas en este
SP permitirian una accion del FAQ mas sostenida en el tiempo, reduciendo asi la

frecuencia de administracion.

Es notable mencionar que, los espectros de absorcion del FAQ liberado fueron
similares al espectro del FAQ puro registrado para las curvas de calibracion; es decir, no
se presentaron cambios en el espectro de absorcion del FAQ asociados a la
fotodegradacion [37]-[39]. Esto permite inferir que no existieron cambios estructurales
en el FAQ luego de su interaccion con las ldminas del LDH para la obtencién del SP y
que los procedimientos realizados tanto para la obtencion del SP LDH-Cip, asi como del
film (LDH-Cip)/HS fueron adecuados, pues no se presento degradacion del FAQ. Dado
que la actividad antibacteriana responde a la integridad estructural del FAQ [40]-[42], el
sistema preservo su actividad, lo cual se verifico posteriormente con los resultados del

ensayo de sensibilidad antimicrobiana.

Los ensayos de sensibilidad antimicrobiana de los films se realizaron frente a
S. aureus, microorganismo oportunista frente al cual la Cip presenta actividad [43]. En la
Figura 4.14 se muestran los halos de inhibicién obtenidos para secciones circulares de 6

mm de diametro de los films.
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El didmetro total del halo para el film HS fue de 12 £ 1 mm. Si bien al observar la
Figura 4.14 pareceria que HS present6 un halo de inhibicion de crecimiento bacteriano,
se debe considerar el hinchamiento del film, el cual fue de 4 + 1 mm. Por lo tanto, el halo
de inhibicion real fue 8 + 1 mm de diametro, lo cual, de acuerdo a los criterios de
interpretacion del CLSI [44], indic6 que la cepa bacteriana utilizada es resistente a HS.

Figura 4. 14. Halos de inhibicidn de las secciones circulares de los films: HS,
(LDH-Cip)/HS y (Cip)/HS con 6 mm de diametro inicial frente a S. aureus en AMH

Por otro lado, el didametro total del halo para Cip/HS fue de 38 £ 1 mm y para
(LDH-Cip)/HS de 33 £ 1 mm. Ambos films presentaron un hinchamiento de 11 £ 1 mm
de didmetro, lo cual estuvo acorde con la similitud de los perfiles de hinchamiento para
ambas muestras en un pH neutro. Consecuentemente, el halo de inhibicién resultante fue
de 27 £ 1 mm para Cip/HS y 22 £ 1 mm para (LDH-Cip)/HS. Se puede notar que
(LDH-Cip)/HS presentd un diametro de inhibicion menor al del film Cip/HS. Estos
resultados se corresponden con los resultados de liberacion del FAQ pues el film
(LDH-Cip)/HS present6 una mayor modulacion de la liberacion de Cip en comparacion
con el film Cip/HS, lo cual fue atribuido a la presencia del SP, en este caso, los LDH
intercalados con Cip. Resultados similares fueron obtenidos para SP poliméricos con Cip
vehiculizada, donde la modulacién de la liberacion de Cip generd halos de inhibicion
menores [15], [28].
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Es notable remarcar que, a pesar de la mayor modulacién de la liberacién del FAQ,
el film (LDH-Cip)/HS present6 un didmetro del halo de inhibicion mayor a 20 mm, por
lo que, de acuerdo con los criterios de interpretacion del CLSI [44], la cepa bacteriana
utilizada de S. aureus mostr6 una sensibilidad con relevancia clinica tanto frente al film
Cip/HS como frente al film (LDH-Cip)/HS.

Se sintetizaron LDH intercalados con aniones de Cip y no se presentaron
complejos metalicos del FAQ. Los LDH-Cip presentaron alta cristalinidad, una total
ocupacion de los sitios de intercambio anionico por el FAQ, tanto del seno como de la
superficie, y una expansion del espaciado interlaminar debido a la intercalacion del anion
en un arreglo en bicapa. Los LDH-Cip exhibieron una morfologia laminar irregular,
similar a la obtenida para LDH-Nal pero con una mayor agregacion debido a la mayor
presencia del FAQ en la superficie y a la deshidratacion de los LDH-Cip para su

conservacion.

Ademas, se llevo a cabo un disefio preliminar de una formulacion farmacéutica
bajo la forma de film a manera de aposito, con base en este SP, al incorporar los LDH-
Cip en una matriz polimérica de HS para su adecuacion a una via de administracion
topica. La metodologia de obtencién del film conteniendo el SP fue adecuada,
reproducible y presentd una distribucién homogénea del FAQ a lo largo de toda la

superficie del film, lo cual asegur6 la uniformidad de las unidades de dosificacion.

La liberacion de Cip desde el film (LDH-Cip)/HS fue dependiente del pH del
medio receptor. En el medio que simula las condiciones fisiologicas de la piel intacta
(pH 5,8) la liberacidn estuvo condicionada por el intercambio aniénico; mientras que, en
el medio que simula el exudado plasmatico (pH 7,4), la liberacion fue modulada y el
mecanismo de liberacién fue determinado por reacciones superficiales de la disolucion
del FAQ.
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El film (LDH-Cip)/HS present6 actividad antimicrobiana con relevancia clinica

frente a S. aureus, lo que lo hace adecuado para su aplicacion tdpica tanto para la

profilaxis como para el tratamiento de infecciones bacterianas de la piel.
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Capitulo V: Conclusiones generales, proyecciones Yy

perspectivas futuras

Para el presente trabajo de tesis se desarrollaron (nano)materiales con base en
LDH como SP de FAQ. El trabajo se centrd en el estudio de las condiciones de sintesis
para su obtencion, la caracterizacién de sus propiedades tanto fisicoquimicas como
farmacéuticas relevantes y ensayos de actividad antimicrobiana. Ademas, se llevo a cabo
un disefio preliminar de una formulacién bajo la forma de films, a manera de apésito, y
se evaluo su desempefio con vistas a una aplicacion topica para la profilaxis y tratamiento

de infecciones bacterianas de la piel.

La obtencion de los LDH con FAQ vehiculizados se logré mediante metodologias
sencillas, aunque se requirio un ajuste cuidadoso de las condiciones de sintesis. Entre
estas, uno de los factores con mayor influencia fue la reactividad de los FAQ, debido a
que son capaces de formar complejos con los metales que componen las ldminas de los
LDH. Esta reaccion se pudo evitar mediante la utilizacion de condiciones de sintesis con
una alta concentracion de aniones OH" (en el caso del HNal) o mediante el cambio en la
composicién de las ldaminas de LDH (en al caso de la Cip). Asi, se obtuvieron dos SP
constituidos por LDH de Mg y Al conteniendo Nal, uno con una fase pura de LDH
(LDH-Nal-pHvar) y otro (LDH-Nal-pHcte), con una fase adicional de un complejo
metalico con el FAQ (Mg(Nal)2). También, se obtuvo otro SP constituido por LDH de Zn
y Al conteniendo aniones Cip~ (LDH-Cip), el cual fue incluido en una matriz polimérica
de HS, estrategia utilizada para llevar a cabo el disefio preliminar de films plausibles de

ser aplicados por via topica.

En el caso de los LDH-Nal, la disminucion de la fuerza ionica del medio luego de
la formacion de LDH y su conservacion como dispersion, permitio obtener nanoparticulas
de LDH con una baja agregacion debido a su alta carga superficial. Estas particulas,
contrariamente a las intercaladas con cloruro, presentaron una forma irregular, lo cual es
indicativo de una pérdida de cristalinidad. Las morfologia de estas particulas no se vio

afectada por la presencia de Mg(Nal)2, el cual se presenté como particulas con forma de
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varilla, claramente diferenciadas de las de la fase de LDH. Por otro lado, las particulas de
LDH-Cip mostraron una mayor agregacion, la cual dio lugar a particulas de tamafio
micrométrico debido a que, al contrario de las de LDH-Nal, no fueron mantenidas en

dispersion para su conservacion.

Los estudios de liberacion de FAQ desde los LDH indicaron que el proceso de
intercambio i6nico es determinante para la liberacion. Este comportamiento es tipico para
los LDH en condiciones de pH superiores a 5, donde la disolucién de las laminas es
menor. Sin embargo, en medios en los que el pH favorecid la presencia de especies
insolubles del FAQ, o0 en muestras con complejos metalicos, los procesos superficiales de
disolucion se volvieron determinantes para la liberacion del FAQ. Ademas, la liberacion
de Cip desde films que contenian LDH como SP ((LDH-Cip)/HS), mostré una mayor
modulacion de la liberacion del FAQ en un medio que simula condiciones fisioldgicas de
piel lesionada (PBS7,4), en comparacion con films poliméricos que contenian
directamente el FAQ (Cip/HS).

En cuanto a los ensayos de sensibilidad antimicrobiana, el tamafio nanométrico de
los LDH-Nal dio lugar a una mayor interaccion con las bacterias, lo cual se reflejo en un
incremento de la actividad antimicrobiana. Este efecto disminuy6 con la presencia de
particulas de mayor tamafio, como las de Mg(Nal). en la muestra LDH-Nal-pHcte. Por
su parte, la obtencion de films con base en los LDH-Cip permitié un aseguramiento de
dosis uniformes, para las cuales la accion antimicrobiana del FAQ mostraria un efecto
prolongado y clinicamente relevante, de utilidad tanto para la profilaxis como para el
tratamiento de infecciones bacterianas de la piel. Esto favoreceria una administracién
sitio-especifica y podria evitar efectos secundarios sistémicos indeseados. Ademas, al
liberarse el FAQ de manera modulada, se podrian reducir las molestas y costosas
aplicaciones repetitivas de los antimicrobianos, lo cual, en ultima instancia, podria
promover una mejor aceptacién y finalizacion del tratamiento farmacoterapéutico por

parte de los pacientes.

Por lo tanto, los sistemas desarrollados en este trabajo de tesis presentaron
caracteristicas interesantes como SP de FAQ ya sea en forma de dispersion o como films
y resultan en alternativas interesantes para el tratamiento y profilaxis de infecciones

topicas oportunistas comunes.
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Este trabajo de tesis de maestria abre nuevas perspectivas de investigacion, no
solo direccionadas a la aplicacion de los SP en situaciones terapéuticas especificas, sino
también, relacionadas con la evaluacion y sistematizacion de los enfoques de
investigacion en lo que respecta a los LDH como SP de FAQ. En este sentido, en funcién
de los estudios realizados y los resultados obtenidos, resulta interesante profundizar el
estudio de las propiedades interfaciales debido a que, un mejor conocimiento de estas
propiedades podria contribuir a la obtencién de films con buenas caracteristicas de
bioadhesion. Seria de gran relevancia llevar a cabo estudios de bioadhesividad de los
films desarrollados a fin de conocer su capacidad de adherencia o fijacion sobre la piel
sana o lesionada, e incluso sobre mucosas. De forma complementaria, realizar ensayos
mecanicos para conocer la resistencia a la tension de los films aportara a su completa

caracterizacion.

También, resulta interesante estudiar la incorporacion de los SP obtenidos, a otros
polimeros biocompatibles (PCL, PLA, PGA) para formar materiales compuestos y
evaluarlos como recubrimiento de prétesis o implantes con vistas a evitar infecciones

post-quirdrgicas.

Ademas, podria incorporarse un colorante a la formulacion de los films obtenidos
con el fin de facilitar la evaluacion de los frentes de hinchamiento, aunque debe
considerarse la posibilidad de que existan o no interacciones entre el colorante y los
componentes del film, por lo que se deberia contar con films sin colorantes, como los

obtenidos en la presente tesis, como referencias.

Se debe remarcar que los LDH obtenidos en la presente investigacién podrian
administrarse por otras vias y ejercer su accion sobre otros sitios diana. Asi, si se controla
la agregacion y aglomeracion de los LDH-FAQ para conseguir un tamafio entre 50 y
200 nm, se podrian aplicar por via parenteral puesto que, se prevendria su eliminacion
por el sistema inmunoldgico. Ademas, se podrian realizar funcionalizaciones para
mejorar su especificidad; o, si se realiza un recubrimiento que evite su disolucion en

medio acido, se podrian administrar por via gastrointestinal.
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También, se podrian ampliar los estudios microbiol6gicos para evaluar la
actividad antimicrobiana de los LDH-FAQ obtenidos frente a otras cepas bacterianas,
tanto Gram-positivas como Gram-negativas, a los fines de establecer su espectro de
accion. Adicionalmente, se podrian vehiculizar otras (fluoro)quinolonas en los LDH y
evaluar sus propiedades de relevancia para establecer similitudes y diferencias con los
resultados obtenidos para Nal y Cip.

En virtud de lo expuesto, los LDH-FAQ muestran un gran potencial en el area
biomédica; y, la realizacion de diferentes estudios que permitan profundizar el
conocimiento sobre estos sistemas ampliaria las posibilidades de su aplicacion para la
prevencion y tratamiento de infecciones bacterianas que pueden ser tratadas con los FAQ.
Ademas, se haria un uso mas eficiente de su vehiculizacion para disminuir efectos
secundarios y el numero de aplicaciones o administraciones de antimicrobianos e incluso,
con perspectivas futuras, podrian facilitar la recuperacion post-quirargica de los

pacientes.
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