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INTRODUCCION

La liberacion controlada de drogas utiliza una formulacion con la capacidad de liberar el
principio activo de forma sostenida en el tiempo, lograndose niveles plasmaticos o sitio-
especificos dentro del rango terapéutico y durante el tiempo requerido por el tratamiento.
Particulas basadas en polimeros biodegradables y con los principios activos encapsulados han
demostrado que pueden cumplir perfectamente con la premisa. El PLGA (acido poli(lactico-co-
glicélico) es un poliéster de origen sintético, hidrofébico y soluble en solventes organicos. Su
uso en formulaciones farmacéuticas esta aprobado por la FDA por ser biodegradable y
biocompatible (Middleton y Tipton, 2000). Por otro lado, el atractivo de los polimeros de origen
natural (o biopolimeros) radica principalmente en su amplia disponibilidad, su bajo costo, las
posibilidades de modificacion, su potencial degradabilidad y compatibilidad dado su origen.
Entre estos, la pectina y el alginato poseen excelentes caracteristicas de gelificacion vy
biocompatibilidad (Cheptea y col., 2013). En el presente trabajo se analiza la encapsulacién y
liberacién de tilmicosina desde microparticulas de PLGA, con y sin el agregado de biopolimeros.
La tilmicosina es un antibiético macrolido con una marcada solubilidad acuosa (>25 g/L, pH 7.4,
25° C) y utilizado ampliamente en el tratamiento de infecciones pulmonares en medicina
veterinaria (Scorneaux y Shryock, 1999).

OBJETIVOS

e Preparar y caracterizar microparticulas de PLGA conteniendo tilmicosina por el método
doble emulsion (w1/o0/w2) con evaporaciéon de solvente.

o Estudiar el efecto del agregado de biopolimeros a la fase w1, en baja proporcioén, sobre
el tamaro y morfologia de las microparticulas, y sobre la encapsulacién de tilmicosina.

e Evaluar in vitro los perfiles de liberacién de tilmicosina a diferentes pH para estudiar el
comportamiento de las matrices poliméricas.

Titulo del proyecto: Desarrollo de formulacién novedosa para el tratamiento de enfermedades
infecciosas en el ganado de produccién carnica y lechera
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METODOLOGIA

Las microparticulas de PLGA se obtuvieron por el método doble emulsién (w1/o/w2) con
evaporacion del solvente. Para esto, 50 mg de antibiético se disolvieron en 1 mL de agua (fase
w1) y se emulsionaron con una solucion de PLGA 15% p/v de diclorometano (fase 0), utilizando
un sonicador de punta. La w1/o obtenida fue emulsionada con PVA 2% p/v en una relacién 1:6.
Luego se evapor6 el solvente organico en rotavapor, se centrifugaron las particulas y se tomé el
sobrenadante para una evaluacion indirecta de la eficiencia de atrapamiento (Karp y col., 2019).
Finalmente, se recuperaron las microparticulas sintetizadas, se liofilizaron y se almacenaron a
4° C hasta estudios posteriores. Como alternativa, se incluyeron en la fase w1 los biopolimeros
alginato y pectina en baja concentracién. En la Tabla 1 se resumen las formulaciones
ensayadas.

La tilmicosina fue cuantificada por cromatografia liquida de alta performance (equipo HPLC
Shimadzu LC-10A). La distribucién de tamafo promedio de las microparticulas se determiné
mediante imagenes obtenidas con un microscopio 6ptico con camara fotografica incorporada
(DM2500M, Leica) y un software informatico de conteo y determinacién de tamarios en
fotografias (Imaged, 1.40g, National Institute of Health, USA). En la Tabla 1 se muestra las
eficiencias de encapsulacion y el diametro promedio de las microparticulas obtenidas para las
formulaciones sin biopolimero (MP.H20), con alginato (MP.ALG) y con pectina (MP.PEC).
Como puede observarse, las tres formulaciones presentaron eficiencias superiores al 45%. La
formulaciéon con mayor eficiencia de encapsulacién de tilmicosina fue la que contiene alginato
en su composicién. Esto podria deberse al aumento de la viscosidad y la consecuente mejora
en la estabilidad lograda para la primer emulsién (Rosas y Pedraz, 2007; Zhai y col., 2015).

Tabla 1. Eficiencias de encapsulacién y diametro medio (desviacion
standard) de las particulas obtenidas para cada formulacién

. . Eficiencia de Diametro
ID Biopolimero L. .
Formulacién (% pIv) encapsulacién medio
(%) (um)
MP.ALG 0.5 80.61 (1.14) 5.31 (3.68)
MP.PEC 0.5 49.14 (5.24) 10.89 (5.13)
MP.H20 0 68.98 (12.57) 2.60 (1.27)

Por otro lado, podemos observar que el agregado de pectina aumenta el tamafio de las
particulas de forma considerable. Esto podria deberse a la conformacion tridimensional “egg-
box” distorsionada que éste biopolimero presenta. Ademas, esta estructura también podria
ocasionar una clara disminuciéon en la eficiencia de atrapamiento, al favorecer una mayor
difusién acuosa y la consecuente pérdida de principio activo durante la sintesis.

Las caracteristicas morfolégicas se observaron mediante microscopia electrénica de barrido
(SEM) utilizando un equipo PhenomPROX (Thermo Fisher). Las microfotografias de SEM de la
Figura 1 muestran una distribucién de tamarfios amplia, asociada al método de sintesis, con
presencia de particulas esféricas. En particular, las MP.H20 (Fig. 1A) presentan una superficie
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lisa y sin poros; un corte transversal muestra un interior con presencia de poros delimitados por
zonas densas de polimero. En cambio, las MP.PEC (Fig. 1B), y mas aun las MP.ALG (Fig. 1C),
presentaron superficie mas rugosa y poco porosa, con un interior notablemente mas poroso y
de paredes mas finas que las microparticulas sin biopolimeros.

Figura 1: Microfotografias SEM de las formulaciones (A) MP.H20, (B) MP.PEC y (C) MP.ALG.
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Figura 2: Perfiles de libracién de tilmicosina en
medio (A) Clark&Lubs pH=1.2 y (B) TRIS pH 7.4,
para las diferentes formulaciones de microparticulas.
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Los perfiles de liberacion in vitro del
antibiético se realizaron depositando una
masa de micorparticulas (equivalente a
1 mg de tilmicosina) en 20 mL de medio
Clark&Lubs pH=1.2 (estimula la
degradacién del PLGA) y en 20 mL de
medio Tris pH=7.4 (simula el pH parenteral),
evaluados de forma independiente, en
viales  perfectamente  cerrados. Los
recipientes se mantuvieron a 37°C y en
agitacion orbital (100 rpm). Se tomaron
muestras con reposicion de medio a
distintos tiempos: 0.5, 1, 2, 3, 12, 24 h, y
luego periédicamente hasta cumplidos 17
dias de liberaciéon. Se cuantificé la masa
acumulada de antibidtico liberado por
HPLC. Los perfiles de liberacién realizados
se observan en la Figura 2. Para el caso de
las MP.H20, puede observarse una
liberacién acelerada en el caso del medio
acido, 30% liberado a las 100 h (Fig. 2.A),
cuando se lo compara con el medio neutro,
12% liberado a las 100 h (Fig. 2.B). Esto
puede deberse a una mayor degradacion de
la matriz polimérica catalizada por el medio
acido circundante. EI PLGA sufre una
aumentada degradacion hidrolitica en
presencia de grupos acidos y bajos valores
de pH (Makadia y Siegel, 2011). Para el
caso de las microparticulas con
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biopolimeros puede apreciarse un comportamiento similar con respecto a MP.H20 a partir de
las 150 h (Fig. 2.A). Este resultado podria evidenciar que la preponderancia del fenémeno de
degradacién matricial debido al pH acido circundante es el responsable de la liberacion de la
droga. Mas aun, que la velocidad de degradacion del polimero no se veria afectada por la
presencia de los biopolimeros en la proporcién estudiada. Sin embargo, en el caso del medio
con pH 7.4 (Fig. 2.B), la presencia de los biopolimeros aumentaria la velocidad de liberacion.
Descartando un efecto sobre la degradacion del PLGA, ese aumento puede explicarse por la
mayor porosidad apreciable en el orden MP.ALG > MP.PEC > MP.H20 (Fig. 1). Un mayor
numero de poros permitiria un mayor contacto del principio activo con el medio acuoso y una
consecuente difusion aumentada.

CONCLUSIONES

Se lograron sintetizar microparticulas de PLGA con el antibiético tilmicosina encapsulado,
utilizando una técnica de doble emulsion (w1/o/w2) y con bipolimeros (alginato y pectina) como
posibles estabilizantes de la fase w1. Las microparticulas resultaron de forma esférica y con
porosidades variables. La presencia de alginato permitié obtener valores de eficiencia de
encapsulaciéon superiores a las formulaciones con pectina y sin biopolimero. Al evaluar las
liberaciones del antibiotico in vitro en medio acido, se observé un comportamiento similar para
todas las formulaciones, evidenciandose un posible control de liberacién de tilmicosina por
degradacién hidrolitica del PLGA. Para el caso del medio a pH 7.4, se pudieron observar
liberaciones aceleradas cuando se utilizaron los biopolimeros, lo que podria asociarse a la
mayor porosidad observada en dichas formulaciones. Los sistemas estudiados representan una
oportunidad para el disefio de tratamientos con tilmicosina en diferentes condiciones de pH.
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