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RESUMEN

En este trabajo se han preparado sistemas conteniendo el antibi6tico cloranfenicol (CAP)
y el polimero polivinilpirrolidona (PVP) para su aplicacion topica. Se han obtenido vy
caracterizado dispersiones solidas por el método del cosolvente y fibras poliméricas del sistema
farmaco-polimero empleando la técnica de hilado por soplado en solucidn (SBS). Se ha estudiado
la existencia de interacciones entre CAP y PVP, tanto en disolucién mediante espectroscopia UV-
Vis y de fluorescencia, como en estado s6lido mediante espectroscopia infrarroja (FTIR-ATR),
difraccion de rayos X (DRX) y calorimetria diferencial de barrido (DSC). A partir de las
dispersiones solidas en polvo y de las fibras poliméricas comprimidas en discos, se han estudiado
las cinéticas de liberacién del cloranfenicol y los datos experimentales se han ajustado a modelos
matematicos concretos. Una vez obtenidos los parametros cinéticos ha sido posible determinar el
mecanismo de liberacion del farmaco. Se concluye que la presencia del polimero en las
dispersiones solidas y la presion aplicada al preparar los discos de fibras influyen en la liberacion
del principio activo, consiguiendo una liberacion més controlada. Esto permitiria reducir la
frecuencia adecuada para cambiar el apésito preparado con fibras y farmaco, disminuyendo asi el
riesgo de sobreinfeccidn en la herida.

ABSTRACT

In this work, systems containing the antibiotic chloramphenicol (CAP) and the polymer
polyvinylpyrrolidone (PVP) have been prepared for their topical application. Solid dispersions
were obtained using the cosolvent method and were characterized, and polymeric fibers of the
drug-polymer system were produced using the solution blow spinning (SBS) technique. The
existence of interactions between CAP and PVP was studied, both in solution by UV-Vis and
fluorescence spectroscopy, and in the solid state by Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR-ATR), X-ray diffraction (XRD), and differential scanning calorimetry (DSC). The release
kinetics of chloramphenicol were studied from the solid powder dispersions and from disks made
out of compressed polymeric fibers, and the experimental data were fitted to specific
mathematical models. Once the kinetic parameters were obtained, it was possible to determine
the drug release mechanism. It is concluded that the presence of the polymer in the solid
dispersions and the pressure applied when preparing the fiber disks influence the release of the
active ingredient, achieving a more controlled release. This would permit a suitable reduction in
the frequency of changing the dressing prepared with fibers and drugs, therefore reducing the risk

of wound infection.

Palabras clave: Cloranfenicol, PVP, dispersion sélida, microfibras, hilado por soplado (SBS),

cinéticas de liberacion.



ABREVIATURAS

BCS Sistema de clasificacion biofarmacéutica
CAP Cloranfenicol

DRX Difraccion de rayos X

DS Dispersion solida

DSC Calorimetria diferencial de barrido

ES Electrohilado

FTIR Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
MF Mezcla fisica

PVP Polivinilpirrolidona

SBS Hilado por soplado en solucién
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1. INTRODUCCION
1.1. Ideas clave
Este trabajo se enmarca en el proyecto LEISHMAFIBER (PID2020-112713RB-
C21) de la Universidad de Navarra y la Universidad Carlos 111 de Madrid, financiado por
el Ministerio de Ciencia e Innovacion de Espafa, que pretende obtener fibras poliméricas
mediante hilado por soplado (SBS) para vehiculizar antibi6ticos y otros farmacos contra

la leishmaniasis por via topica.

Los antibidticos son un grupo amplio y heterogéneo de farmacos empleados para
combatir las infecciones bacterianas (1). En cuanto a su actividad, pueden ser
bactericidas, que matan a las bacterias, o bacteriostaticos, que ralentizan o inhiben su
crecimiento (2). Segln su espectro de accion, pueden ser de amplio espectro si actlan
sobre especies diferentes de bacterias o de espectro reducido. Segun sus propiedades y
estructura pueden clasificarse en maltiples grupos: 1) betalactdmicos, que tienen como
nacleo un anillo central de beta-lactama (penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos y
carbapenémicos); 2) Macrélidos (eritromicina); 3) Peptidicos (poli-, glico-, lipopéptidos
y polimixinas); 4) Aminoglicésidos (estreptomicina); 5) Quinolonas (levoloxacino); 6)
Tetraciclinas (minociclina); 7) Anfenicoles (cloranfenicol); 8) Otros grupos como

sulfonamidas, nitroderivados... (1).

Con respecto al mecanismo de accion, los antibiéticos pueden aumentar la
permeabilidad de la membrana celular, inhibir la sintesis de la pared celular o interferir
en la sintesis de las proteinas o procesos metabolicos (2). Algunos pueden actuar sobre la
subunidad 30S de los ribosomas bacterianos, como los aminoglucésidos o las
tetraciclinas, o sobre la subunidad 50S, como el cloranfenicol (3).

El Sistema de Clasificacion Farmacéutica (BCS) data de 1995 (4) y se emplea
para clasificar los farmacos en funcién de su solubilidad intrinseca y permeabilidad
intestinal segln 4 grupos. Se consideran de clase I si su solubilidad y permeabilidad son
altas; de clase Il si su solubilidad es baja y su permeabilidad alta; de clase IlI si su
solubilidad es alta y su permeabilidad baja, como es el caso del cloranfenicol (5); y de
clase IV si su solubilidad y permeabilidad son bajas (6). Algunos farmacos han sido

asignados a mas de una clase del sistema (5).



La solubilidad y permeabilidad de los principios activos, que son generalmente
comercializados en su forma cristalina, termodindmicamente més estable (7), puede
modularse mediante su modificacion fisica o formulacion adecuada (7,8). Por ejemplo,
para mejorar la solubilidad acuosa, se puede recurrir al uso de agentes tensioactivos,

formulaciones basadas en lipidos o a la formacidn de dispersiones solidas (9).

El concepto de dispersiones sélidas (DS) fue propuesto por primera vez por
Sekiguchi y Obi en 1961 (10). Se trata de formulaciones farmacéuticas con uno 0 mas
principios activos dispersos homogéneamente en una matriz de uno o varios vehiculos.
Se pueden preparar DS mediante el método de fusion, del cosolvente o coprecipitacion,
de fusion-evaporacion del disolvente, del amasado, por extrusion de fusién en caliente y

mediante tecnologia de fluidos supercriticos (7,11).

El método de cosolvente o coprecipitacion consiste en disolver el farmaco y el
polimero por separado en la minima cantidad de disolvente volatil. A continuacion, las
disoluciones se mezclan y se procede a la evaporacion del disolvente, que puede
acelerarse mediante un rotavapor. Los disolventes mas empleados son el metanol, etanol,

acetato de etilo, agua, acetona 0 mezclas de estos (11).

El método de preparacion puede afectar significativamente a la estructura de la
DSy a la forma del principio activo (amorfo o parcialmente amorfo). Ademés de mejorar
la solubilidad acuosa del farmaco (7,10,12,13), especialmente de los pertenecientes a la
clase Il o 1V (baja solubilidad) BCS (14), la formacion de dispersiones sélidas puede

reducir el tamafio de particula del farmaco (7).

Los vehiculos empleados para preparar DS son mayoritariamente sustancias
hidrofilicas, de bajo (azlcares) o alto (polimeros) peso molecular. Algunos de los
polimeros mas empleados son el polietilenglicol (PEG) y la polivinilpirrolidona (PVP)
(7). Diferentes estudios justifican que la solubilidad acuosa de las dispersiones solidas de
farmacos como hidrocortisona, acetazolamida, prazepam, y sulfametoxazol aumentan al
vehiculizarlas con PVP y PEG. Ademas, la PVP interacciona con los farmacos en las DS
mediante fuerzas electrostaticas (ion/ion, ion/dipolo y dipolo/dipolo), fuerzas de van der
Waals o puentes de hidrogeno. Estas interacciones limitan el movimiento del farmaco y
aumentan la temperatura de transicion vitrea de la dispersion solida, estabilizando su

forma amorfa (10,15).



Ademas de las DS, existen variedad de formas para vehiculizar el farmaco, en este
caso para su dosificacion tépica, como lociones, unguentos, polvos, aerosoles,
emulsiones, jabones... Actualmente, las formulaciones tipo ungliento representan el 80%
de las preparaciones para el tratamiento de infecciones de la piel. Estas formas tienen
como principal limitacién que la absorcién de los farmacos sistémicos en la piel es
variable. Ademas, la duracion de la accion es dependiente del grosor de la capa semisolida

aplicada, que fluctda segun el paciente.

Las ventajas que presentan nuevas formulaciones, como los parches
transdérmicos de fibras poliméricas cargadas con farmaco, respecto a formas de
administracion oral son diversas: liberan cantidades efectivas de farmaco en la superficie
de la piel a una velocidad controlada, evitan la degradacion del farmaco antes de ser
transportado por todo el organismo (efecto de primer paso), reducen los efectos
secundarios gastrointestinales, eliminan variables dependientes del paciente y previenen
la invasion microbiana en la herida al actuar como barrera fisica (16-18). Estos apdsitos
deben ser faciles e indoloros de aplicar, biocompatibles, antimicrobianos, deben
proporcionar un entorno himedo para la cicatrizacion de la herida y deben requerir los

cambios minimos (19).

Es necesario estudiar la cinética de liberacion de los principios activos desde estos
apositos para garantizar que la dosis liberada es efectiva y alcanza niveles sostenidos en
el tiempo (20). Los polimeros son los componentes mas importantes de estos sistemas en
cuanto a la liberacién de los principios activos y en cuanto a las propiedades mecanicas
de las formulaciones (17). Los mas aplicados pertenecen a derivados de celulosa
(quitosano y carragenina), poliacrilatos, alcohol polivinilico, PVP y siliconas (20).

Para mejorar la adhesividad de los parches sobre la piel, puede recurrirse a la
combinacion de diferentes polimeros. Por ejemplo, la adicion de PVP al adhesivo
polimetilmetacrilato (PMMA) mejord la cohesion de la matriz debido a interacciones
entre el grupo amida de la PVP y el grupo acido carboxilico del PMMA (20).

La formacion de apoésitos para la regeneracion de tejidos es una de las principales
aplicaciones de las micro y nanofibras. Estas tienen didmetros pequefios, alta superficie
especifica, tamafio de poro pequefio y alta porosidad, flexibilidad, interconectividad

espacial y pueden ser depositadas in situ sobre cualquier sustrato mediante técnicas como
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el hilado por soplado (SBS) (21,22). Estas fibras proporcionan una excelente absorcién
del exudado de la herida y la permeacién de oxigeno y aumentan la biodisponibilidad y
absorcion de los farmacos, mantenimiento su concentracion dentro de la ventana

terapéutica y, generalmente, reduciendo sus efectos secundarios (18,23).

Un ejemplo del empleo de las fibras en parches para heridas son los
comercializados por ConvaTec, como los apoésitos preparados con la tecnologia
Hydrofiber® con plata y fibra de refuerzo, Aquacel® Ag. Estos cumplen las

caracteristicas mencionadas anteriormente (24).

1.2. Cloranfenicol (CAP)

El cloranfenicol o cloromicetina (CAP), (2,2-dicloro-N-[(1R,2R)-1,3-dihidroxi-1-
(4-nitrofenil) propan-2-ilJacetamida), es un antibiotico bacteriostatico de amplio espectro
frente a bacterias grampositivas y gramnegativas, también anaerobias, que interfiere en
la sintesis proteica bacteriana (25), es decir, inhibe el crecimiento de los microorganismos
dentro de un individuo, pero no los elimina (3).

El cloranfenicol fue aislado por primera vez en 1947 por el equipo de Mildred
Catherine Rebstock, y fue el primer antibidtico de amplio espectro en ser descubierto
(26,27) y en ser producido comercialmente (28). Se obtiene del metabolismo del acido
corismico de la bacteria grampositiva Streptomyces venezuelae, aislada del caracol

Lunatia heros, y producida sintéticamente a escala industrial (29).

El CAP es un antibidtico perteneciente al grupo de los anfenicoles (1) y su
estructura deriva del &cido dicloroacético, con una fraccion nitrobenceno conectado a un
grupo propanol (3,27) (Fig. 1). Los grupos propanol y acido dicloroacético deben estar
intactos para presentar una buena actividad antimicrobiana y algunas sustituciones son
posibles con el fin de aumentar su efecto (R = COCH2CH,COO*Na, COCHgs, PO3%) (28).

l l (‘I
< NH
\‘\\
- H
0 \ 0
N 0
I ] /
o) O R

Fig. 1. Estructura quimica del cloranfenicol, C11H1,CI:N2Os (izq.); R! sustituyente (dcha.). Dibujado
mediante ACD/ChemSketch.
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El cloranfenicol puede formar cristales finos en forma de aguja o placas alargadas,
de color blanco, blanco grisaceo o blanco amarillento. Es inodoro y sus soluciones tienen
un pH practicamente neutro, pH 4,5 - 7,5 a 2,5 g/L a 20 °C (30). Es razonablemente
estable en soluciones neutras 0 moderadamente acidas (31). Su concentracion de trabajo

efectiva es 5 pg/mL, su punto/intervalo de fusion va de 149 a 152 °C y su pKa es 5.5 (25).

Acerca de su solubilidad, es un antibiético facilmente soluble en etanol (50
mg/mL), metanol, butanol, propilenglicol (150.8 mg/mL), acetona, acetato de etilo y
DMSO, siendo menos soluble en agua (2.5 g/L a 25°C) (25,31). Esta clasificado como

farmaco de clase 111 segun en BCS (5).

En cuando al modo de accion del CAP, este bloguea la sintesis de proteinas al
inhibir la traduccion de la subunidad ribosomal 50S en el paso peptidiltransferasa
(aminoacil-RNA-transferasa) (32), es decir, impide la fijacion del aminoacil ARNTt,

inhibiendo asi el movimiento del ribosoma sobre el ARNm (3).

En cuanto a su administracion, el CAP puede administrarse por via oral e
intramuscular, mediante comprimidos, suspensiones orales o inyecciones (26) y mediante
via topica como colirios y pomadas. Sin embargo, el CAP es toxico para las células de la
médula dsea en humanos (26—-28,33), pudiendo ocasionar reacciones de hipersensibilidad,
el sindrome del nifio gris en prematuros y recién nacidos (27,28,34), leucemia (33,34) y
anemia aplasica (28,33). Por ese motivo actualmente no se usa como antibiético de
primera eleccidn en personas por via oral (28) y se suele reservar para el tratamiento de
infecciones graves y potencialmente mortales, como la fiebre tifoidea (26,27) o la
meningitis bacteriana (27-29), especialmente en pacientes alérgicos a los betalactamicos
(28). Esto ultimo se debe a que la molécula de CAP es pequefia y poco polar, lo que
permite que atraviese la barrera hematoencefalica en el cerebro, donde otros antibioticos

no podrian llegar (27-29).

En el &mbito veterinario, en la Union Europea esta prohibido emplear el CAP en
animales productores de alimentos (Regulacion No. 37/2010) (33,35) y esta definio el
limite maximo de residuo (LMR) de CAP en alimentos importados de fuera de la UE en
0.3 pg/kg (33-36).

Sin embargo, el CAP puede ser usado por via topica en humanos y para el

tratamiento de animales no productores de alimentos (37). En Espafia se dispone de
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soluciones topicas como colirios y pomadas de cloranfenicol para administracion
oftadlmica (27) como Colircusi Cloranfenicol® u Oftalmolosa cusi cloramfenicol® (38).
También puede ser empleado para tratar infecciones bacterianas de oido o de la piel
(27,28,34).

1.3. Polivinilpirrolidona (PVP)

La polivinilpirrolidona (PVP) (Fig. 2), también conocida como povidona, es un
polimero sintético obtenido a partir de la polimerizacion por radicales libres de la N-vinil-
2-pirrolidona, empleando peroxido de hidrégeno como iniciador de la reaccion. Fue
descubierta en 1938 por Walter Reppe (39).

o
H n

Fig. 2. Estructura quimica de la polivinilpirrolidona (ACD/ ChemSketch).

Una caracteristica importante de la estructura de la PVP es la presencia de un
anillo de pirrolidona, que incluye un 4&tomo de nitrégeno con electrones desapareados y
un grupo carbonilo. El grupo C=0 confiere caracter de base de Lewis a las cadenas
laterales del polimero, que junto con el grupo amida terciario es buen aceptor de protones.
La PVP tiene la capacidad de formar puentes de hidrogeno con centros aceptores de

electrones de diferentes farmacos (7).

Es un polvo fino, de color blanco a blanco-amarillento, inodoro e higroscépico.
Es un polimero voluminoso, inerte, no tdxico, no iénico, estable y resistente a la

temperatura (14,39).

La PVP se clasifica por el valor K, un valor caracteristico relacionado con la
viscosidad relativa en solucion acuosa, basada en el peso molecular, que a su vez depende
de la longitud de su cadena polimérica. Por lo tanto, el valor K se puede utilizar para

caracterizar el peso molecular medio de polimero, siendo K10-K30 bajo (K15 ~10,000
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g/mol), K30-K60 medio (K30 ~40,000 g/mol), K60-K90 alto (K90 ~ 360,000 g/mol) (40)
y mayor de K90 muy alto (K120 ~2,500,000 g/mol) (41). Generalmente, cuanto mayor
es el valor K, mayor es la viscosidad. Se utilizan diferentes tipos de PVP segun el tipo de
preparacion y el propdsito de la aplicacion: K30 se utiliza como aglutinante y K15 como

agente de recubrimiento (14).

La solubilidad es una de sus propiedades méas importantes y el motivo de su
amplio rango de aplicaciones. La PVP posee un eje hidrofébico y grupos funcionales
laterales hidrofilicos (7), por lo que puede interaccionar con multiples disolventes como
agua o disolventes orgéanicos (alcoholes, cloroformo, aminas...). A partir de cierta
proporcion, la disolucion es muy viscosa, mas cuanto mayor peso molecular tenga el
polimero (K120) (39).

En cuanto a sus aplicaciones, la PVP es empleado en medicina, en la industria
alimentaria, cosmética, cerdmica, textil y electrénica. Sin embargo, su aplicacion mas
destacada es en la industria farmacéutica. En este campo, se elige la PVP debido a su
naturaleza hidrofilica y solubilidad, adhesividad, lubricidad, excelente biocompatibilidad
y su capacidad para formar complejos estables con farmacos (39,42,43). Estas cualidades
permiten que pueda ser empleado como aglutinante, agente de recubrimiento, agente de
suspension, solubilizante, estabilizador y/o formador de poros. Entre las funciones

farmacéuticas de la PVVP se encuentran:

1. Mejorar la solubilidad, biodisponibilidad y estabilidad de los farmacos,

principalmente mediante la formacion de dispersiones sélidas (DS).

2. Ajustar la tasa de liberacion del farmaco. Por un lado, la PVP actua como acelerante
de la tasa de liberacion debido a su alta hidrofilia y buena solubilidad en agua (14).
Por otro lado, tiene la capacidad de retrasar la liberacion del farmaco al interaccionar
con el, prolongando su actividad y eliminando la toma de multiples dosis (39). Estos
efectos opuestos se deben a que propiedades como viscosidad e hidrofilicidad vienen

determinadas por su estructura y longitud de la cadena.

3. Mejorar las propiedades fisico-mecanicas de los preparados. La PVP puede formar
parte de varias formas farmacéuticas, como comprimidos, peliculas, geles e
hidrogeles, dispersiones sélidas o formulaciones transdérmicas (parches de

nanofibras) (14,39). En el caso de los comprimidos, la PVP tiene efecto aglutinante
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(14). En el caso de formulaciones para aplicacion topica, que deben resistir fuerzas
externas como la abrasién, la PVP proporciona el contenido de agua adecuado,
evitando generar parches quebradizos por defecto de humedad e impidiendo la
proliferacion de microorganismos por exceso de esta (14). Por lo tanto, puede
emplearse como soporte del farmaco en nuevas formas de dosificacion como las

nanofibras para apdsitos dérmicos.

1.4. Produccion de fibras poliméricas
El depdsito de nanofibras in situ se obtiene a través de diferentes técnicas, siendo

el més empleado hasta el momento el electrohilado (23).

1.4.1. Electrohilado (ES, electrospinning)

El ES in situ es un método que puede depositar nanofibras en la superficie de la
herida mediante la aplicacion de una carga eléctrica a una solucion polimérica (44,45).
Se producen fibras estrechas, cuyo diametro es del rango de 40 nm a 2 pm (44), con bajas
tasas de deposicion (del orden de 1 mL/h) (22).

Ademas de la lenta deposicidn, otras limitaciones para su uso a escala industrial
son el empleo de disolventes clorados o fluorados altamente toxicos (diclorometano,
trifluoroetanol) (22) y la posibilidad de generar una descarga en los tejidos humanos y en

los instrumentos quirdrgicos al aplicar el campo eléctrico (45).

1.4.2. Hilado por soplado en solucion (SBS, solution blow spinning)

Compressed —)
gas B{*u
/- ™\ Compressed
f \
0 Polymer | gas
ey solution Pressure guage
nozzle m
1 Workmg 7 :,
B distance
Inner J | }
nozzle )
Syringe pum Collector
Fibers RGP pump
-
Collector ‘

Fig. 3. Esquema de la boquilla de pulverizacion del aerografo (izqg.) (22). Diagrama del montaje de SBS
(centro) (22). Fotografia de un aerografo comercial (dcha.).

15



Como alternativa al ES, en 2009 el equipo de Eliton Medeiros (44) propuso el
hilado por soplado en solucion (SBS) (Fig. 3). Este reemplaza la electricidad de alto
voltaje por una corriente de gas presurizado a alta velocidad para formar las fibras a partir
de una solucién polimérica. Esta técnica requiere un polimero disuelto en un solvente
volatil y una fuente de gas presurizado que fluye alrededor de la solucién de polimero.
Estos dos flujos pueden integrarse utilizando un aerdégrafo comercial (22) (Fig. 3 dcha.).
El disolvente se evapora antes de que las micro y nanofibras de polimero se depositen
sobre la superficie de recoleccion, que puede ser practicamente cualquier sustrato (tejido

vivo, tambor giratorio...) (18,22).

Entre las ventajas que presenta esta técnica se encuentran:
1. La técnica de SBS tiene una mayor tasa de produccion de fibras que el ES
(aproximadamente 10 veces mas rapida) y puede emplearse para producir fibras a

mayor escala y menores costos (18,45).

2. SBS no requiere de un campo eléctrico y utiliza un aparato simple, econémico y
portéatil. El gas presurizado causa la evaporacion del disolvente, creando una fibra de

polimero, en un solo paso.
3. SBS es capaz de depositar fibras in situ en geometrias personalizadas.

4. SBS utiliza procesos similares a los utilizados en los métodos industriales de
produccién de fibra, lo que posibilita su futura aplicabilidad en la produccion a gran
escala (22).

Existen factores que afectan a la formacion de fibras mediante SBS, entre los
cuales destacan:

1. La influencia de la concentracion de la solucion de polimero. Al aumentar el
porcentaje de polimero, aumenta el didmetro de las fibras (45), como se constatd
en diferentes estudios para las fibras de acido polilactico (PLA), oxido de
polietileno (PEO) y PVP (22,39).

2. Eleccion del sistema polimero-disolvente. Diferentes disolventes generan fibras

morfolégicamente diferentes, ya que cambia la tasa de evaporacién y la capacidad
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de solubilizar compuestos (23). La evaporacion puede aumentarse controlando la

temperatura y la humedad, o aplicando una gran distancia de trabajo (50 cm) (22).

3. Influencia de la distancia de hilado. Esta es la distancia desde el puntero hasta el
colector, que determina la distancia de movimiento del chorro de solucion y el
tiempo de volatilizacion del solvente. Cuanto menor es la distancia de hilado,
menor es el tiempo de volatilizacion del solvente y el refinamiento del chorro, por

lo que aumenta el didmetro de las fibras (45).

4. Las variables del proceso como la presion del gas y el caudal de la solucion
polimérica (22,46).

Las fibras pueden prepararse a partir de polimeros naturales o sintéticos,
materiales a base de carbono, semiconductores y materiales compuestos (21). Los
polimeros mas empleados para producir fibras mediante SBS son el acido polilactico
(PLA), la polivinilpirrolidona (PVP) y la combinacién de ambas (18,22,47). Otros
polimeros sintéticos frecuentemente empleados son la poli-e-caprolactona (PCL), el
alcohol polivinilico (PVA), el fluoruro de polivinilideno (PVDF) y el dxido de polietileno
(PEO) (47).

2 OBJETIVOS GENERAL Y ESPECIFICOS

El objetivo principal de este trabajo es la preparacion de sistemas de cloranfenicol
(CAP) y polivinilpirrolidona (PVP) en forma de fibras y dispersiones solidas para su

aplicacion tdpica, que se concreta en los siguientes objetivos especificos:

1. Estudio de las interacciones del sistema CAP-PVP en disolucion mediante
espectroscopia UV-Vis y de fluorescencia.

2. Preparaciony caracterizacion de dispersiones solidas farmaco-polimero mediante
FTIR, DRXy DSC.

3. Obtencion de fibras poliméricas de CAP-PVP mediante Hilado por Soplado
(SBS).

4. Caracterizacion de las fibras poliméricas mediante microscopia Optica.

5. Estudio y andlisis de las cinéticas de liberacion del cloranfenicol desde

dispersiones solidas y fibras poliméricas.
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3 MATERIAL Y METODOS
3.1 Materiales
Polivinilpirropidona (PVP) K90 (CAS: 9003-39-8, Pm = 360,000 g/mol, Sigma-
Aldrich), cloranfenicol (CAP) (CAS: 56-75-7, >99.8%, Pm = 323.13 g/mol, Sigma-
Aldrich) y etanol absoluto (99.5%, Pm = 46.07 g/mol, p = 0.790 kg/L, PanReac
AppliChem).

3.2 Metodos
3.2.1 INTERACCIONES MOLECULARES EN DISOLUCION
3.2.1.1 Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)
Se estudio la interaccién de CAP y PVP, manteniendo la concentracion de CAP

constante en 5-10° M y con concentraciones de PVP crecientes del 1 al 10 % (p/p) ambos
en etanol. Se prepararon blancos con el porcentaje correspondiente de PVP para cada
muestra, ya que la PVP posee un pico de absorcién a A=207 nm y podria interferir en las
medidas (48).

Se prepararon también disoluciones de CAP de 10° M a 10% M en agua
desionizada para obtener la curva de calibrado. Todas las muestras se midieron con el

equipo Cary 8454 UV-Vis (Agilent Technologies) a A=274 nm.

3.2.1.2 Espectroscopia de fluorescencia

Se prepararon disoluciones de CAP 5.10° M con concentracion constante y
diferentes porcentajes de PVP 1-10% (p/p) en etanol. Se obtuvieron ademas los espectros

de CAP 5-10%M y PVP 10% (p/p) por separado con fines comparativos.

Los espectros de excitacion se midieron entre 250 y 290 nm (salvo el de PVP 10
%, que se midié hasta 300 nm), y los de emision en la region de 290 a 400 nm. Las
medidas se realizaron con el espectrofluorimetro Perkin Elmer LS-50B de Edinburgh
Instruments (Detector R928P. Lampara Xe900) con step=1.00 nm, rendija de 3.00 nmy
se realizaron 2 repeticiones por ensayo. Las muestras se midieron con Aexcitacion= 274 nm
Y Aemision Variables: CAP 5-10° M con Aemisisn= 336 nm; PVP 10 % (p/p) con Aemision= 297;
y CAP 5.10° M- 6% (p/p) PVP con Aemisisn= 325 nm.
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3.2.2 INTERACCIONES MOLECULARES EN ESTADO SOLIDO

3.2.2.1 Dispersiones sélidas

Se prepararon dispersiones solidas de diferentes proporciones de CAP-PVP
(30:70, 50:50 y 70:30) mediante el método del cosolvente o coprecipitacion (49). Este
consiste en disolver en la cantidad minima de disolvente posible el farmaco y el polimero
por separado, y una vez disueltos, mezclarlos. El disolvente es etanol, por lo que, para
facilitar su eliminacion, se lleva la disolucion a un rotavapor (Rotavapor R-200,
controlador de vacio V-800 y bafio calefactor B-490 Biichi, temperatura de bafio de 100
°Cy presion de 100 mbar) obteniendo el polvo de la dispersion solida. Se prepar6 también
la mezcla fisica (MF) 50:50, mezclando la misma cantidad de CAP y de PVP en polvo a

fin de compararla con las dispersiones solidas.

Una vez preparadas las dispersiones, se caracterizaron. Se obtuvieron los
espectros de infrarrojo de 600 a 4000 cm-1 con una resolucion de 4 cm-1 con el equipo

FTIR Shimadzu IRAffinity-1S empleando un accesorio ATR de diamante.

Ademas, se midieron los difractogramas de las muestras de CAP y PVP solos, MF
y DS mediante el difractometro de Rayos X Bruker D8 y el generador de Rayos X
Kristalloflex K760. Las muestras se escanearon de 5 a 60° (2Theta), con un tamafio de

paso de 0.031° y tiempo de paso de 2 segundos.

Para la obtencion de los termogramas, se pesaron 1.6-3.7 mg de muestra y se
calentaron de 30 a 220 °C con una velocidad de calentamiento de 10 °C/min. Todos los
ensayos fueron realizados con un flujo de 50 mL/min de nitrégeno con el equipo DSC25
(192.168.10.10).

3.2.2.2 Fibras poliméricas

Las fibras se producen por el método de hilado por soplado (SBS: “solution blow
spinning”) mediante un aerografo profesional (XTech 500, SAGOLA, de pico
concéntrico de 0.5 mm, capacidad de copa de 22 cm®y presion de trabajo de 15-30 psi) y
una fuente de aire comprimido que proporciona gas a 1.4+0.2 bar (Wenzhou hanfong
machinery co. Ltd., 3 L, 1- 5HP, flujo 23 L/min). El aerdgrafo se situ6 a 40 cm del punto
de recogida y el regulador de caudal se coloca perpendicular al cuerpo del aerografo, con

el fin de estandarizar la formacién de las fibras.
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Se prepard una disolucion de 0.46% (p/p) CAP y 6% (p/v) PVP en etanol, y otra
de Unicamente 6% (p/v) PVP en etanol sin farmaco. Para ello, se disolvieron 3 g de PVP
en 50 mL de etanol por duplicado, y en uno de los casos se afiadieron 13.8 mg de CAP.
Estas disoluciones se colocaron en el aerografo y se procedio a la obtencion de las fibras.
Una pequefia parte de las fibras obtenidas se recogieron para su estudio y la mayor parte

de ellas se emplearon para la fabricacion de discos por compresion.

Se tomaron imégenes mediante un microscopio optico (Axiolab 5) a los siguientes
aumentos: 10x, 20x y 50x. Se realizaron 50 medidas del diametro de fibras seleccionadas
aleatoriamente en diferentes puntos para 5 de las imagenes empleando el programa
ImageJ (v1.4.3.x). Los datos obtenidos se ajustaron a un histograma con el programa
OriginPro 8.5.1 (OriginLab Corporation) con el fin de determinar la distribucion de los

diametros de las fibras y el diametro medio.

3.2.2.2.1 Formacion de discos

Se formaron discos a partir de las fibras con el fin de estandarizar los posteriores
ensayos de liberacion, mantener la superficie de liberacion constante y evitar la disolucion
inmediata de las fibras al introducirlas en el medio. Para ello, se prepararon discos de ~
300 mg de las fibras con 0,46% (p/p) CAPy 6% (p/v) PVP, de las fibras de solo polimero
al 6% (p/v) con un 0,46% (p/p) de CAP afadido. Con fines comparativos, también se
prepararon discos de la mezcla fisica CAP-PVP 50:50 en polvo y de la DS mediante
cosolvente 0,46% (p/p) CAP y 6% (p/v) PVP. Cada preparacion se introdujo en una
prensa hidraulica manual (Perkin Elmer) y se le aplic una presion de 5-10* N durante 1
minuto 0 5 minutos segun el ensayo, para evaluar la influencia de la compresién en la
liberacion de farmaco. Se obtuvieron discos de 2 mm de grosor, 1.3 cm de diametro y

area superficial constante (Fig. 4).

I

Fig. 4. Discos de fibras de 6 % (p/p) polivinilpirrolidona y 0,46% cloranfenicol producidas mediante
SBS y comprimidas durante 1 minuto.
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3.2.2.3 Estudio de las cinéticas de liberaciéon de CAP desde polvo y

discos

Se llevaron a cabo las liberaciones de farmaco a partir de las formulaciones en
polvo (CAP, DS 30:70, 50:50 y 70:30, y MF 50:50) y los discos de fibras comprimidos
durante 1 y 5 minutos (DF1 y DF5, respectivamente) y de MF comprimidos 1 minuto
(DMF1); los ensayos se hicieron por duplicado. Se introdujo la formulacion en agua
desionizada a temperatura ambiente con agitacion constante (100 rpm) y se tomo una
muestra a intervalos de tiempo fijados. El pH se midid al inicio y al final de la liberacion
mediante un pH-metro (senslON+ pH3 Hach). Al tomar cada muestra, se afadio el

volumen de agua equivalente para mantener el volumen de liberacion constante.

Para las liberaciones desde polvo, se echaron ~100 mg de formulacién en 500 mL
de agua desionizada, y se extrajeron manualmente 2 mL de muestra con la jeringuilla (BD
Emerald) con aguja (0.5 mm x16 mm, BD Microlance 3) cada 2 minutos al inicio, y

espaciando mas los tiempos de muestreo hasta alcanzar el equilibrio.

Para las liberaciones desde los discos, se introdujeron discos de ~300 mg en 50
mL de agua desionizada, tomando 1 mL de muestra con micropipeta. Se tomaron
muestras en intervalos mayores de tiempo, al inicio cada 5 minutos y al final cada 30

minutos.

La absorbancia de las muestras se midio en el espectrofotometro UV-Vis a Amax=
274 nmy la concentracion de CAP liberado se determind mediante la ecuacion
y = 3582.8x + 0.0127

siendo y la Absorbancia de la muestra a 274 nm y x la concentracion molar.

Al verter la formulacion al medio de liberacion, la salida del farmaco puede darse,
en general, segun dos mecanismos: la difusion (debida al gradiente de concentracion) y/o
la relajacion o hinchamiento de las cadenas del polimero (50). Ambos mecanismos
generan perfiles de liberacion en los que la concentracion de farmaco detectada aumenta

con el tiempo hasta llegar a una meseta, que indica el equilibrio del proceso de liberacion.

Con el fin de entender el mecanismo de liberacion que predomina en cada sistema
farmaco-polimero, los datos de las liberaciones fueron ajustados a los siguientes modelos
cinéticos (19,51,52) mediante el programa OriginPro 8.5.1 (OriginLab Corporation):
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1. Modelo de Korsmeyer-Peppas

Es una formula semiempirica que describe el mecanismo de liberacion del
farmaco. Este modelo esté disefiado para ajustar el 60 % de los datos de la liberacion del
farmaco, aunque puede ser valido para ajustar mas datos.

M¢/Mo, = kgp - t"

Donde M, es la cantidad de farmaco liberado en un instante determinado, M, es
la cantidad total de farmaco liberado, kg, €S una constante cinética, t es el tiempo de
liberacion (min) y n es el exponente de liberacion, empleado para caracterizar el
mecanismo de liberacion. Valores de n < 0.45 se atribuyen a la difusion de Fick (el perfil
de liberacion se ajusta al modelo de Higuchi). Se trata de transporte de caso I, el farmaco
difunde a través de la red. Cuando n se encuentra entre 0.45 y 0.89, implica la mezcla de
mecanismos de difusién y relajacion de las cadenas (difusién anémala, no Fickian). Por
ultimo, n = 0.89 implica la relajacion de las cadenas de polimero (orden cero, caso 1),

y n > 0.89 es un caso de transporte de super caso Il (52,53).

2. Modelo de Higuchi
El modelo cinético de Higuchi refleja una cantidad de liberacion proporcional a la
raiz cuadrada del tiempo de liberacion. Describe el mecanismo de liberacion del farmaco
desde matrices insolubles basandose en la difusion de Fick (53).
M /Mo = ky - t°°
Donde ky es la constante de difusion de Higuchi.

3. Modelo de orden cero
El sistema de administracion de fa&rmacos de orden cero propone la liberacion del
farmaco a un ritmo constante durante toda la vida atil del dispositivo, independiente de
la concentracion de la dosis (54).
My /My, = kg -t

Donde k, es la constante de orden cero.

4. Modelo de primer orden
Este modelo describe generalmente sistemas para los que el porcentaje de

liberacion depende de la concentracién de farmaco (52).
M,/My, =1 — e Fat

Donde k; es la constante de primer orden.
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5. Modelo de Peppas-Sahlin
Este modelo establece la liberacion Fickiana y no Fickiana.
M; /My = kp - t™ + kg - t2™

El término kpt™ hace referencia a la contribucion Fickiana, donde kp es la
constante difusional. EI término k,t2™ se refiere a la relajacién, donde kg representa la
constante de relajacion y m es el exponente de difusion Fickiano para un sistema de
liberacion de cualquier geometria (52,55). Si este da un valor de ~ 0.45, el mecanismo de
liberacion es la difusion de Fick para particulas esféricas. Si m se encuentra entre 0.45 y

0.89, la liberacién se da mediante transporte anémalo (55).

4 DISCUSION Y RESULTADOS

4.1 INTERACCIONES MOLECULARES EN DISOLUCION
4.1.1 Espectroscopia Ultravioleta Visible (UV-Vis)

En laFig. 5 se recogen los espectros UV-Vis de CAP 5-107° M puro y en presencia
de PVP al 6% (p/p) en etanol.

Se observa que el méximo a A=274 nm no se desplaza, sin embargo, la
Absorbancia aumenta en presencia de PVP. Este hecho podria implicar la existencia de
interacciones entre CAP y PVP en disolucion. Se obtuvieron también los espectros con
diferentes % de polimero, pero no se observo una tendencia clara al aumentar la cantidad
de PVP.

08 - "
——CAP5.10°M
——— CAP-PVP 6% (p/p)

0,6

E 274 nm

0,4
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0,2 4
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200 220 240 260 280 300
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Fig. 5. Espectro UV-Vis de cloranfenicol (CAP) 5-10~° M en etanol y CAP 5-10~° M en presencia de
polivinilpirrolidona (PVP) al 6% (p/p) en etanol.
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4.1.2 Espectroscopia de fluorescencia

En la Fig. 6 se muestran los espectros de excitacion y emision de CAP 5-10° M
soloy en presencia de 6 y 10% de PVP (p/p) en etanol. El espectro del CAP puro muestra
una longitud de onda méxima a 304 nm, mientras que la PVP al 6% (p/p) se da a 323 nm,

no hay solapamiento de espectros.

El espectro de excitacion de CAP con 6% (p/p) PVP afiadido no cambia respecto
al de CAP, pero si lo hace el espectro de emisidn, que muestra un aumento en la intensidad
y un claro desplazamiento hacia la derecha. Esta variacion podria indicar la existencia de
interacciones entre farmaco y polimero en disolucién. La posible formacién de enlaces
débiles como puentes de hidrogeno entre CAP y PVP “inmovilizaria” las moléculas. Este
aumento de rigidez podria ser el responsable del aumento de la intensidad de

fluorescencia. Sin embargo, la existencia de interaccion no puede asegurarse con firmeza.

En cuanto a las muestras de CAP con PVP en porcentajes crecientes (1-10% p/p),
no siguen ninguna tendencia. La disolucion de CAP con PVP al 2% (p/p), por ejemplo,
muestra un gran aumento de intensidad respecto a los demas porcentajes de polimero
afiadido. Ademas, existe poca reproducibilidad en los valores de A de emisién de las

distintas muestras, por lo que seria recomendable repetir los experimentos.

5x10° 7 —CAP5.10°M
——PVP 10% (p/p)
323 —— CAP-PVP 6 % (p/p)
4x10° 1
LA
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Fig. 6. Espectro de fluorescencia de cloranfenicol (CAP) 5-10~° M en etanol, CAP 5-10~° M en presencia
de polivinilpirrolidona (PVP) al 6% (p/p) en etanol y PVVP 10% (p/p) en etanol.
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4.2 INTERACCIONES MOLECULARES EN ESTADO SOLIDO
4.2.1 Dispersiones solidas

4.2.1.1 Espectroscopia infrarroja (FTIR)

El objetivo de la espectroscopia infrarroja es averiguar si se producen
interacciones en estado solido entre las distintas preparaciones del sistema CAP-PVP. En
el Anexo se recoge la tabla con la adjudicacion de los tipos de vibracion principales de
CAP y PVP asus nimeros de onda (Tabla Al). Los espectros FTIR de todas las muestras
se recogen en la Fig. 7. La banda de absorcion ancha alrededor de 3500 cm™ corresponde

a la tensién O-H de los grupos hidroxilo presentes en todas las muestras.

Para el CAP, las tensiones N-H y C-H aparecen en torno a 3235 cm™ y 3074 cm
! respectivamente. El pico a 1683 cm™ se asocia al grupo C=0, y a 1620 cm™ a la
vibracion de tension de C=C. El grupo NO: y los enlaces C-Cl, caracteristicos del CAP,

muestran sus vibraciones de tension a 1550-1500 cm™ y 670 cm™, respectivamente.

Para la PVP, la vibracion de tension C-H de las cadenas de CH. y de C-H alifatico
aparecen un poco mas bajas que para el CAP, en torno a 2990 cm™. La v C=0 aparece

también a menor nimero de onda, 1660 cm™, ya que forma parte de una lactama.

PVP o

DS 50:50

l
! 1
! f
\ 1
! |
! 1
! 1
! )
! 1
! 1
! 1
. 1

MF 50:50
-—"\’\/—\N/———"“m\r

Transmitancia (%)

CAP

v(N-H)

v(O-H) v(C-H)

I L I L | L | y I L I U |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
a) Niamero de onda (cm™)
Fig. 7. Espectros FTIR de cloranfenicol (CAP), mezcla fisica (MF) 50:50, dispersiones sélidas (DS)
50:50, 70:30 y 30:70 y polivinilpirrolidona (PVP) a) de 4000 a 600 cm™*; b) ampliado de 1800 a 600 cm™.
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Fig. 8. Espectros FTIR de cloranfenicol (CAP), mezcla fisica (MF) 50:50, dispersiones s6lidas (DS)
50:50, 70:30 y 30:70 y polivinilpirrolidona (PVP) a) de 4000 a 600 cm™*; b) ampliado de 1800 a 600 cm™.

A la hora de comparar los espectros, el de MF guarda mayor similitud con CAP,
mientras que las dispersiones sélidas se asemejan mas a la PVP.

A 1682 cm™ aparece un pico en CAP, que se repite en la MF 50:50, pero no en las
DS. Sin embargo, en estas aparece en pico ancho de la PVP a 1648 cm™, que en el caso

de las dispersiones 50:50 y 70:30 podria estar tapado el pico a 1682 cm™ del CAP.

Algunos picos del cloranfenicol aparecen en todas las preparaciones: 1602 cm™,
1514 cm?, 1340 cm™ y 814 cm™, el de 1340 cm™ se desplaza a nimero de onda mayor
en todas las DS, y el de 814 cm™ se ensancha hacia nimeros de onda menores respecto al
CAP. Para la PVP, la banda a 1420 cm™ se repite en las DS y en la MF, y el pico a 269
cm aparece también en las DS, pero no en la MF 50:50.

Todas estas variaciones parecen indicar que existe interaccion entre el farmaco y
el polimero. El grupo carbonilo de la PVP es capaz de formar puentes de hidrogeno con

farmacos que poseen grupos hidroxilo (7), como el cloranfenicol (Fig. 8).
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Fig. 9. llustracion de las posibles interacciones entre el cloranfenicol (CAP) y la polivinilpirrolidona

(PVP). Dibujado mediante ACD/ChemSketch.

4.2.1.2 Difraccion de rayos X (DRX)

DRX se aplica para comparar la estructura cristalina de las muestras. Los

difractogramas obtenidos se muestran en la Fig. 9.

Fig.

DS 30:70

Intensidad (u.a.)

N
‘ AW VNI | VY SN MF 50:50

2 Theta (°)

10. Difractogramas de rayos X de cloranfenicol (CAP), mezcla fisica (MF) 50:50, dispersiones
solidas (DS) 70:30 y 30:70 y polivinilpirrolidona (PVP).

El difractograma del CAP muestra una gran cantidad de picos a lo largo de todo

el espectro, propio de un compuesto altamente cristalino. La PVP pura, por otro lado, es

de naturaleza amorfa y muestra dos picos anchos alrededor de 26 = 13°y 21° (47,57,58).
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Se puede observar que cuanto mayor es la proporcion de polimero, mas disminuye
la cristalinidad. Por un lado, en la DS 70:30, los picos caracteristicos de CAP tienen una
intensidad mucho maés baja, llegando incluso a desaparecer, como sucede a 15°, 22-23°,
28-29°, Los de CAP a 30.5°y 30.9°, que son mas intensos, también desaparecen en la DS
70:30, y de 31° en adelante, la cristalinidad continta disminuyendo. Por otro lado, la DS

30:70 es completamente amorfa ya que predomina la PVP.

La MF 50:50 presenta los picos caracteristicos del difractograma del CAP, que
son menos intensos, pero no estan desplazados. También puede apreciarse como la linea

base se curva alrededor de 13°y de 21°, debido a la influencia del polimero.

En futuros experimentos seria interesante comparar la mezcla fisica 50:50 con la
dispersion solida 50:50, para analizar como cambian las interacciones farmaco-polimero

al aplicar el método del cosolvente.

4.2.1.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
En la Fig. 10 se muestran los termogramas del analisis térmico por caloria
diferencial de barrido de las muestras preparadas. En los Anexos (Fig. Al y Fig. A2) se
muestran los de las DS 50:50 y 70:30.

PVP
’\\/J
MF 50:50
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= ~— ~
=
3
2]
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o
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23
CAP
g i —
I L] 1 4 I ) I J 1 ¥, 1
80 100 120 140 160 180

Temperatura (°C)

Fig. 11. Termogramas de cloranfenicol (CAP), mezcla fisica (MF) 50:50, dispersion sélida (DS) 30:70 y
polivinilpirrolidona (PVP).
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El termograma de CAP muestra un pico endotérmico caracteristico a 152 °C, que
corresponde a su punto de fusion (149-152 °C) (25). La curva de la PVP muestra un pico
endotérmico ancho a 125 °C. Dependiendo del peso molecular medio (M,,) del polimero,
la temperatura de transicion vitrea (Tg) de la PVP puede ir desde 100 °C (M,, = 2.5-10°
g/mol) a 175 °C (M,,~10° g/mol) (59).

La MF 50:50 deberia mostrar una combinacion de los termogramas de CAP y de
PVP, es decir, el pico a 152 °C y el pico ancho en torno a 125 °C, respectivamente. Sin

embargo, el pico que corresponderia al CAP aparece desplazado a 170 °C.

La Tg es un parametro que afecta la estabilidad fisica. Las mezclas farmaco-
polimero con mayor Tg suelen ser mas estables (10,14), que en las dispersiones solidas
se debe a que se reduce la movilidad de las moléculas (60). Lo ideal seria que las DS
aumentasen su Tg al formarse puentes de hidrogeno entre el CAP y los grupos carboxilo
de la PVP aceptores de protones (14), algo que podria estar ocurriendo en la DS 30:70 y
la MF 50:50 (Fig. 8).

4.2.2 Fibras poliméricas

4.2.2.1 Anélisis morfoldgico
La Fig. 11 muestra varias imagenes de las fibras obtenidas a partir de la disolucién
de 6 % (p/v) PVP en etanol con 0,46% (p/p) CAP y de la disolucion de 6 % (p/v) PVP,
obtenidas mediante SBS a 40 cm del colector. Estas fueron tomadas con microscopio
electrénico a 10 y 20 aumentos. Asimismo, la Fig. 12 muestra el histograma
correspondiente a 250 medidas de los didametros de las fibras.

En alguna imagen pueden observarse gotas de disolvente no volatilizado, por lo
que habria que aumentar ligeramente la distancia de hilado, emplear disolventes mas

volatiles o variar la concentracion de polimero (45).

La presencia de farmaco no altera la morfologia de las fibras poliméricas, por lo
que se eligen las que contienen CAP para realizar las medidas del didmetro. Este abarca
un intervalo de 442 a 5251 nm, con un didmetro medio de 1612 nm. Predomina el
intervalo de fibras con 1000-1500 nm de didmetro, que cuenta con 104 de las 250 medidas

totales. Las fibras no muestran rupturas.
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Fig. 12. Im&genes de las fibras de PVP obtenidas mediante SBS a) con 0.46 % de cloranfenicol a 20x b)
sin cloranfenicol a 10x (izg.) y 20x (dcha.). Estas imagenes han sido tomadas con microscopio éptico.
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Fig. 13. Distribucion del diametro medio de las fibras de polivinilpirrolidona 6 % (p/p) con 0.46 % de
cloranfenicol producidas mediante SBS.
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4.2.3 Estudio cinético de liberacion

4.2.3.1 Liberacion de cloranfenicol desde polvo
En la Fig. 13 se muestran los perfiles cinéticos de la liberacion de CAP desde las
diferentes muestras preparadas. Tras comprobar que se alcanz6 el equilibrio, y respetando
estos valores, en el caso de los perfiles correspondientes a CAP, DS 50:50, DS 70:30 y

MF 50:50 se han afiadido puntos en los tramos finales para unificar las gréficas.

En general, las cinéticas de las liberaciones mostradas en la Fig. 13a son muy
rapidas. Al liberarse el farmaco desde polvo, la superficie de liberacion es muy grande,
lo que favorece la salida del principio activo. Destaca la DS 70:30, con un efecto burst
mas pronunciado: a los 3 minutos se libera el 94 % de CAP. Al contrario de lo esperado,
la liberacion desde la DS 70:30 transcurre a mayor velocidad que la del CAP solo. La
heterogeneidad del tamafio de particula podria explicar este resultado anémalo, ya que
este no fue controlado en ninguna de las liberaciones en polvo. Ademas, al preparar
dispersiones solidas es posible que el tamafio de particula se reduzca respecto al del
farmaco solo (7), aumentando su superficie de liberacion. A pesar de la rapida liberacion,
la cantidad de farmaco liberado es del 21 % respecto al afiadido inicialmente, lo que

podria deberse a su interaccién con el polimero.

El perfil del CAP y el de la DS 50:50 se asemejan, especialmente hasta el min 8,
en el que se ha liberado en torno a 80 % de farmaco respecto al maximo liberado (Fig.
13%). ElI maximo de liberacion de la DS 50:50 se alcanza a los 16 minutos, mientras que
el del CAP, que se libera conforme a su solubilidad, a los 20 minutos. Ademas, la DS
50:50 libera el 64 % de CAP respecto a la cantidad total afadida, mientras que, en
ausencia de polimero, solo se ha disuelto el 36% de farmaco. (Fig. 13b). Como en la DS
70:30, la preparacion de la dispersion solida no parece contribuir a la regulacién de la
liberacion del principio activo (39), lo que podria explicarse por la heterogeneidad y/o

disminucion del tamafio de particula.

En cuanto a MF 50:50, el maximo de liberacion es a los 23 minutos, ligeramente
superior al del CAP solo, y una liberacion del 21 % respecto a la cantidad introducida
inicialmente. La presencia de polimero en la MF 50:50 influye por tanto la liberacion del
farmaco, lo que podria deberse a las interacciones entre CAP y PVP en disolucién

discutidas en el apartado 4.1.
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Por Gltimo, la DS 30:70 registra su maximo de liberacion a los 33 minutos, y libera
el 27 % de farmaco respecto a la cantidad inicial. Este caso es un ejemplo de la efectividad

del polimero en producir liberaciones de farmaco sostenidas en el tiempo (39).

El pH apenas varia entre el inicio y el final de las liberaciones, por lo que el CAP

no acidifica o basifica el medio significativamente, tal y como se esperaba teniendo en

cuenta su estructura (Fig. 1).
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Fig. 14. Perfiles de liberacion de cloranfenicol (CAP, 0.46%) desde CAP, DS 30:70, DS 50:50, DS 70:30
y MF 50:50 en polvo en agua a temperatura ambiente a) en %; b) en mg de farmaco liberado.

En la Tabla 1 se muestran los pardmetros cinéticos obtenidos al ajustar los datos
de las liberaciones a los modelos matematicos definidos en la seccion 3.2.2.2. Se han
ajustado los datos correspondientes al 100% de CAP liberado respecto a la cantidad
maxima liberada. Se indican en negrita los valores de R? que muestran mejores ajustes.
La DS 70:30 no ha sido ajustada a los modelos matematicos ya que se dio el efecto burst

y no se disponia de datos suficientes.

Los datos no se ajustan a orden cero en ninguna de las liberaciones desde polvo.
Para la DS 50:50, el modelo general de Korsmeyer-Peppas (KP) da un exponente de
liberacion de 0.55 y una constante de 0.23. Comparandolo con el modelo de Higuchi, que
fija n en 0.50, la constante es 0.26. Se puede deducir por tanto que, en este caso, el

mecanismo de liberacion predominante es la difusion de tipo Fickiano.

Por su parte, el modelo de Peppas Sahlin (PS) contempla dos procesos, por un

lado, la difusién del farmaco y, por otro, el comportamiento de las cadenas de polimero
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que se relajan y facilitan la salida del principio activo desde la matriz. En la Tabla 1 se
muestran los valores de kp determinados para cada muestra estudiada. En los casos
estudiados los valores de kr son negativos, de modo que la difusién es el fendmeno
principal observado. A pesar de ello, para la DS 50:50 el ajuste al primer orden es bueno,
lo que sugiere un mecanismo donde predomina un comportamiento anémalo de difusion
simple (52). Asimismo, el valor de m es 0.83, lo que indica que las particulas no son
esféricas y confirma que son heterogéneas (55), que ademas difiere del valor de n de
Korsmeyer-Peppas. Por lo tanto, aunque la difusion sea el mecanismo predominante, la
DS 50:50 puede presentar cierto transporte anomalo debido a la heterogeneidad del

tamafio de particula, tal y como se ha mencionado en la discusion de la Fig. 13.

Por otra parte, la DS 30:70 y la MF 50:50 también se ajustan satisfactoriamente a
los modelos de Peppas Sahlin, siendo predominante el mecanismo de difusion. EI valor
de mde laDS 30:70 y la MF 50:50 se ajusta al esperado para particulas esféricas liberadas
a través de difusion de Fick (55). No obstante, las constantes cinéticas de Higuchi y KP
no se asemejan tanto como en el caso anterior, y el ajuste a primer orden es bueno, por lo
que el mecanismo esta influido por la difusion anémala (52). DS 30:70 y MF 50:50
poseen valores mayores de la constante cinética de KP y PS, lo que denota la mayor
velocidad de liberacién del CAP, que se corresponde con la discusion de la Fig. 13a, en

la que estas formulaciones presentan las mayores pendientes.

Tabla 1. Pardmetros cinéticos de liberacién de CAP a partir de dispersiones s6lidas CAP-PVP 30:70 y
50:50, CAP y MF CAP-PVP 50:50. *(-) Indica valores negativos.

Korsmeyer-Peppas Higuchi Primer orden Orden cero Peppas Sahlin

kxp (Min™) n R? kn (min05) R? ki (min) Rz ko(min™) R? ko kr m R?
0SI0T0  ohs won 0% wor 07 wer 090 o oo 00 09
sz G5 O% o LS w45 o O om LB 5% ows
CAPpes  wos O%9 oo 0L gg 09% g 048 i - gl 0999
MESOSO o o;r 0% opy 048 g 00 Lo o g C osp 099

En resumen, la PVP puede modular la liberacion del farmaco en disolucion

mediante la mezcla fisica 0 mediante las dispersiones solidas, siendo la DS 30:70 la que

mayor tiempo tarda en alcanzar el maximo de liberacién, y la DS 50:50 la que mejor
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modula la cantidad liberada del farmaco, con la constante cinética de KP y PS menor.
Existen diferencias significativas en la cantidad de CAP liberado, aunque estas no
muestran una tendencia clara. Esto puede deberse a la falta de control sobre el tamafio de

particula de las preparaciones.

4.2.3.2 Liberacién de cloranfenicol desde discos de fibras

Como se ha indicado anteriormente, con el propdsito de mantener la superficie de
liberacion constante durante los ensayos, una vez preparadas las fibras poliméricas
cargadas con CAP, se obtuvieron discos de diametro 1.3 cm por compresion de 300 mg
de muestra (a 1 y 5 minutos de compresion, muestras DF1 y DF5, respectivamente).
También se prepararon discos con la mezcla fisica comprimiendo durante 1 minuto
(muestra DMF1). En el caso de las DS obtenidas por el método del cosolvente, no se pudo
realizar la liberacion debido a que, tras introducir la disolucion con PVP al 6 % en el
rotavapor, esta quedd como un pléstico duro. Por lo tanto, la PVP al 6 % puede ser
empleada para la obtencion de fibras, pero no es valida para el método del cosolvente. En

la Fig. 14 se recopilan los perfiles de liberacidn obtenidos para cada muestra.
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Fig. 15. Perfiles de liberacidn de cloranfenicol (CAP, 0.46%) desde discos de mezcla fisica (DMF1) y
fibras de PVP 6 % compactadas durante 1 y 5 minutos (DF1 y DF5, respectivamente) en agua a

temperatura ambiente a) en %; b) en mg de farmaco liberado.
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En el caso de los discos de fibras y MF, hasta los 20-30 minutos el CAP se libera

a la misma velocidad desde las tres formulaciones, liberandose aproximadamente el 40

% de farmaco respecto al maximo liberado (Fig. 14a). A partir de la media hora, los
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perfiles de DF1y DMFL1 son practicamente paralelos. La velocidad de liberacion del CAP
viene determinada por la pendiente de los perfiles, por lo que es muy parecida para DF1
y DMFL. La liberacién desde las fibras es ligeramente mas répida, se alcanza el 100 %
de CAP liberado a los 80 minutos, mientras que para la mezcla fisica se alcanza a los 105
minutos. En ambos casos los discos no se disgregaron, sino que se fueron erosionando

POCO a poco.

Sin embargo, el perfil de los discos compactos (DF5) muestra una liberacion méas
sostenida en el tiempo, cuyo maximo se alcanza a los 225 minutos. Este hecho demuestra
gue un mayor tiempo de compresion de los discos facilita la modulacion de la liberacién

del farmaco.

En la Fig. 14b se observa que DF1 y DMF1 ascienden en paralelo, por lo que al
final de la liberacidn se libera practicamente la misma cantidad de CAP respecto a la masa
inicial (13.8 mg): el 27 % y el 25 %, respectivamente. En el caso de DF5, a los 225

minutos se libera el 17 % de la masa inicial.

En resumen, los discos comprimidos durante 1 minuto liberan una mayor cantidad
de farmaco en menos tiempo. Esto podria ser de gran utilidad para su aplicacion en un
tratamiento de infeccion aguda. Sin embargo, los discos de fibras comprimidos durante 5
minutos muestran una liberacion mas controlada en el tiempo, lo que reduciria la
necesidad de cambiar los apositos y es mas acorde a los objetivos que persigue este

trabajo.

En la Tabla 2 se muestran los pardmetros cinéticos obtenidos al ajustar los datos
de las liberaciones a los modelos matematicos definidos en la seccion 3.2.2.2. Se han
ajustado los datos correspondientes al 100% de CAP liberado respecto a la cantidad

maxima liberada. En la tabla se indican en negrita los valores de R? de los mejores ajustes.

Las liberaciones desde los discos muestran un mejor ajuste al modelo de Peppas
Sahlin. En los tres predomina el mecanismo de difusion Fickiano, ya que la contribucion
de ko es mayor que la de kr. A pesar de ello, la relajacion de las cadenas de PVP debe ser
tenida en cuenta para obtener un ajuste adecuado. Para el DF5, n es < 0.45, que se ajusta
también al modelo de Higuchi, lo que confirma que el mecanismo predominante es la
difusion Fickiana. El valor de m de DF5 es adecuado para el sistema, ya que se asemeja

al valor esperado para particulas esféricas que se liberan segun la difusion Fickiana, y al
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valor de n de KP (55). El valor de la constante cinética de KP es superior al resto, ya que
hasta los 13 minutos aproximadamente, la liberacion desde el DF5 es mas rapida que para
los otros discos (Fig. 14a).

El valor de n de KP para DMF1 y DF1 se encuentra entre 0.45 y 0.89, lo que
implica la mezcla de mecanismos de difusion y relajacion de las cadenas (difusion
anomala) (52). Ademas, presentan valores de m altos y diferentes de sus correspondientes
exponentes de liberacion (n) de KP, lo que confirma la existencia de un mecanismo

distinto a la difusion de Fick y la presencia de particulas no esféricas (55).

Tabla 2. Pardmetros cinéticos de liberacion de CAP a partir de discos de ~ 300 mg de fibras 6% PVP y

0.46% CAP y de mezcla fisica de polimeros. *(-) Indica valores negativos.

Korsmeyer-Peppas Higuchi Primer orden Orden cero Peppas Sahlin

kkp (min™) n R kn(min®%) RZ2  k(min?) R? ko(min?) R? ko kr m R?
OFS  poos s001 %2 wooor O9° ooor 0% oo 00 g - o 09
OFL  Toor soos 0% oo 0% oo 097 Lonoy O%8 g - oo 099
OMFL Yool 00 09 wpor 0% oo 091 Lo 0% oo g 09%

5 CONCLUSIONES

1. El estudio de los sistemas de cloranfenicol y polivinilpirrolidona mediante UV-Vis y
espectroscopia de fluorescencia indican la posible presencia de interacciones

farmaco-polimero en disolucion.

2. El método del cosolvente es una forma eficaz de preparar dispersiones sélidas de

cloranfenicol y polivinilpirrolidona.

3. Los analisis mediante FTIR, DRX y DSC muestran cambios en las dispersiones
solidas y la mezcla fisica respecto al CAP y la PVP puros. Estos podrian indicar la
existencia de interacciones farmaco-polimero también en estado sélido, como, por
ejemplo, puentes de hidrégeno entre el grupo carboxilo de la PVP y los grupos
hidroxilo del CAP.

4. La produccion de fibras poliméricas mediante hilado por soplado (SBS) es

relativamente sencilla empleando polivinilpirrolidona y cloranfenicol, y podria ser
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empleada para la fabricacion de apositos dérmicos de liberacion sostenida tras

convenir las proporciones adecuadas de farmaco y polimero.

Mediante SBS y empleando como disolvente etanol, ha sido posible obtener fibras de

un didmetro medio de 1612 nm, bastante homogéneas y sin rupturas.

El didametro de las fibras de PVP al 6 % (p/v) obtenidas mediante SBS no se ve
afectado por la introduccién de 0.46 % de CAP en la disolucion.

Las liberaciones de CAP a partir de polvo son muy répidas, produciéndose en alguna
de ellas el efecto burst. A pesar de ello, la influencia del polimero logra modular la
liberacion, debido probablemente a su interaccion con el farmaco en disolucion. La
mayor modulacion de la salida del farmaco se produce en la dispersion sélida 50:50,
y la liberacion més sostenida en el tiempo se da para la DS 30:70. Existen diferencias
significativas en la cantidad de CAP liberado para las diferentes formulaciones,

aunque estas no muestran una tendencia clara.

Las liberaciones a partir de discos son mas sostenidas en el tiempo que las
formulaciones en polvo. Ademas, un mayor tiempo de compresion de las fibras
ralentiza en mayor medida la liberacién del farmaco, siendo las fibras comprimidas
durante 5 minutos las de liberacion mas controlada (se libera el 17 % de la masa inicial
a los 225 minutos). Este hecho permitiria reducir la frecuencia de cambio de los

apositos terapéuticos.

6 PERSPECTIVAS DE FUTURO

En cuanto a los estudios de liberacién, en el futuro seria conveniente controlar el

tamafo de particula de las dispersiones solidas o mezclas fisicas preparadas mediante

tamizado, ya que la superficie de liberacién influye en la velocidad de liberacion del

farmaco. A menor tamafio de particula, mayor superficie de liberacién del farmaco.

Ademaés, seria adecuado realizar dichas liberaciones en un medio que simule la

temperatura de la piel, calentando el medio a 35 °C mediante el SOTAX. Ademas, podria

estudiarse la liberacion de CAP a diferentes pH, entre ellos el de las heridas, que tiende a

ser basico (en general en torno a pH 8) (61,62).
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Seria interesante estudiar la liberacién de CAP a partir de discos de mezcla fisica
comprimidos durante 5 minutos, para evaluar qué pardmetro tiene mayor influencia en la
modulacion, la compresion o la preparacion de disoluciones sélidas y la interaccion

farmaco-polimero.

Dado que las liberaciones a partir de polvo han sido rapidas y en ocasiones se ha
dado el efecto burst, podria tratar de combinarse la polivinilpirrolidona con otros
polimeros que ofrezcan mayor hidrofobicidad, como el &cido polilactico (PLA), para
modular la liberacién del cloranfenicol (18). Esta combinacion de polimeros podria ser
beneficiosa ademas para reforzar las propiedades mecanicas de las formulaciones,
especialmente de las fibras poliméricas para la formacion de parches dérmicos. Seria
interesante estudiar las caracteristicas fisicas de las fibras, como su resistencia a traccion

0 médulo de Young (13).

Asimismo, podria estudiarse las interacciones moleculares y las cinéticas de
liberacion de las formulaciones de otros farmacos empleados para hacer frente a

infecciones cutaneas con la PVP, como son la amoxicilina o la clorhexidina (16,63).

Las dispersiones sélidas en este trabajo han sido realizadas exclusivamente
mediante el método del cosolvente. Cabria la posibilidad de comparar el efecto del
método de preparacion en las interacciones moleculares entre fArmaco y polimero, por

ejemplo, con el método de fusion (10,11).

En cuanto a la produccion de fibras, para la técnica SBS pueden optimizarse los
pardmetros referidos a la disolucion (concentracion de polimero, disolvente...) y al
equipo (distancia de hilado, presion del gas...), ademas de la temperatura y humedad.
Ademas, las fibras podrian depositarse sobre un soporte fijo, un aposito de superficie de
liberacion controlada, y con el fin de modular la liberacion del farmaco para minimizar

el cambio de apdsito.

Por ultimo, podrian realizarse ensayos bioldgicos para comprobar la liberacion del
cloranfenicol y su efectividad sobre bacterias tanto Grampositivas (Staphylococcus
aureus) como Gramnegativas (Escherichia coli), causantes comunes de infecciones

cuténeas (16).
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8 ANEXO

Tabla Al. Adjudicacidn tedrica de los grupos funcionales a las bandas de FTIR del cloranfenicol (CAP)

y la polivinilpirrolidona (PVP).

Tipo de vibracion

NUmero de onda (cm™)

CAP (19,56) PVP (57,58,64,65)
Tension O-H Banda ancha ~ 3500 Banda ancha centrada en ~ 3500
Tension N-H 3235 -
2945 (de CHy)
Tension C-H 3074 (de C-H aromatico) Banda ancha a ~ 2800 (de C-H
alifatico)

Tension C=0 1683 Banda ancha a 1660
Tension C=C 1620 -
Tension NO- 1550-1500, 1350 -

Flexion C-H de CH:

y flexion O-H ] 1400

Tension C-N 'y
flexion C-H ' 1280

Tension C-O-H 1105, 1065 -

Tension C-Cl ~ 670 -
Flexion C-N - 650
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Fig. Al. Curvas DSC de cloranfenicol (CAP), mezcla fisica (MF) 50:50, dispersion sélida (DS) 30:70,

Flujo de calor (W/g)

50:50y 70:30, y polivinilpirrolidona (PVP).
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Fig. A2. Curvas DSC de cloranfenicol (CAP), mezcla fisica (MF) 50:50 y polivinilpirrolidona (PVP).

47



