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RESUMEN

Para que un farmaco ejerza un efecto clinico, debe actuar dentro de un margen
terapéutico. Existen muchos farmacos que, por sus caracteristicas quimicas, poseen
propiedades biofarmacéuticas inadecuadas, como baja solubilidad y permeabilidad.
Para mejorar estas caracteristicas y controlar que se mantengan dentro de los limites
terapéuticos pueden utilizarse nanotransportadores.

Los hidréxidos dobles laminares (HDL) son materiales prometedores para este
tipo de aplicaciones. Su estructura deriva de la sustitucién isomorfica de la brucita
(Mg(OH);), donde cierta cantidad de Mg es reemplazado por un metal trivalente,
generando una carga estructural positiva en la l[dmina del HDL. Para mantener la
neutralidad, estas cargas positivas son neutralizadas con aniones que se ubican entre

las Idminas de la estructura. Los HDL son representados por la siguiente férmula:

[M1,2* Mi3* (OH)2] Ayn™.mH20

donde M?* y M3* son los iones divalentes y trivalentes respectivamente y A™ es el
anioén interlaminar. Este, puede ser un farmaco, el cual es intercalado en la estructura
del HDL para neutralizar las cargas. Los HDL pueden sintetizarse por diferentes
métodos: coprecipitacidn, reconstruccion e intercambio idnico.

En este trabajo de tesis se sintetizaron complejos de diferentes fdrmacos como
vancomicina, ciprofloxacina y valproato de sodio con un HDL a través de diferentes
métodos.

Las muestras sintetizadas fueron caracterizadas por diferentes técnicas para
tener un abordaje integral, como difraccion de rayos X, espectroscopia IR, microscopia
electrénica de barrido y de transmision, movilidad electroforética, entre otras. Los
analisis demostraron la formacion de la estructura del HDL en todos los casos, pero
con algunas consideraciones en cuanto a la disposicién de cada farmaco en esa
estructura: la vancomicina y parte de la ciprofloxacina quedaron adsorbidas en la
superficie externa y la parte restante de ciprofloxacina y el valproato de sodio lograron

intercalarse dentro del HDL, ocupando las superficies internas de las particulas.



Para la vancomicina se observan diferentes comportamientos cinéticos segun el
método de sintesis, donde la liberacién del principio activo en la muestra obtenida por
coprecipitacién ocurre principalmente como consecuencia de la disoluciéon de la
estructura del HDL, fendbmeno que no se observa en la muestra obtenida por
reconstruccién. Para la muestra con ciprofloxacina se observa que a pH &acidos la
liberacion del farmaco se da por la disoluciéon del HDL mientras que a valores de pH
neutros-basicos depende del intercambio iénico o desorcidn de la droga del HDL. Y
para el caso del sélido con valproato, la liberacién del mismo depende exclusivamente
del intercambio que se produce con los aniones presentes en la solucién. Debido a la
sensibilidad de los HDL en medios acidos seria necesario algun tipo de recubrimiento
entérico que los proteja de esa degradacion.

Es importante destacar algunas consideraciones respecto a las caracteristicas
fisicoquimicas que deben poseer los farmacos a la hora de seleccionarlos para su
estudio con un HDL:

e Deben ionizarse negativamente a los valores de pH de sintesis;

e Deben ser estables y evitar su degradacién en las condiciones de sintesis;

e Mientras mayor sea la relacién carga/tamafio de la molécula se lograran

mejores resultados con respecto al intercalado del farmaco.



ABSTRACT

Drugs must act within a therapeutic framework in order to exert a clinical
effect. Many drugs possess inadequate biopharmaceutical properties, such as low
solubility and permeability, due to their chemical characteristics. Nanocarriers can be
employed to improve these characteristics and ensure that the drugs remain within
therapeutic limits.

Layered double hydroxides (LDHs) are promising materials for such
applications. Their structure derives from the isomorphic substitution of brucite
(Mg(OH)2), where a certain amount of Mg(ll) is replaced by a trivalent metal,
generating a positive structural charge in the LDH layer. To maintain neutrality, these
positive charges are neutralized with anions located between the layers of the

structure. LDHs can be represented by the following formula:

[M1x2* M\3* (OH)2] Ax/n™.mH20

where M?* and M3* are divalent and trivalent ions respectively and A™ is the interlayer
anion. The interlayer anion can be a drug, which is intercalated into the LDH structure
to neutralize the positive charges. LDHs can be synthesized through different methods:
coprecipitation, reconstruction, and ion exchange.

In this thesis, complexes of different drugs such as vancomycin, ciprofloxacin, and
sodium valproate were synthesized with an LDH using various methods. All synthesized
samples were characterized using different techniques to obtain a comprehensive
approach, including X-ray diffraction, IR spectroscopy, scanning electron microscopy,
transmission electron microscopy, and electrophoretic mobility, among others. The
analyses demonstrated the formation of the LDH structure in all cases, but with some
differences regarding the arrangement of each drug within that structure: vancomycin
and a portion of ciprofloxacin were adsorbed on the external surface, while the
remaining part of ciprofloxacin and sodium valproate were successfully intercalated

into the LDH, occupying the internal surfaces of the crystallites.



Different kinetic behaviors were observed for vancomycin depending on the
synthesis method, where the release of the active principle in the coprecipitation
sample occurred mainly due to the dissolution of the LDH structure, a phenomenon
not observed in the reconstruction sample. For the ciprofloxacin sample, drug release
at acid pH was due to LDH dissolution, while at neutral to basic pH values, it depended
on ion exchange or desorption of the drug from the LDH. In the case of the solid with
valproate, its release depended exclusively on the exchange with the anions present in
the solution. Due to the sensitivity of LDHs to acidic environments, some enteric
coating would be necessary to protect them from degradation.

It is important to highlight some considerations regarding the physicochemical
characteristics that drugs must possess when selecting them for study with LDHs:

* Drugs should ionize negatively at the pH values of synthesis.

* They should be stable and avoid degradation under synthesis conditions.

e Better results in terms of drug intercalation can be achieved with a higher

charge-to-size ratio of the molecule of interest.
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Capitulo I: Introduccidn

I.1. CONSIDERACIONES GENERALES

Un farmaco, o principio activo (PA), es definido por la Farmacopea Nacional Argentina
como toda sustancia quimica o mezcla de sustancias relacionadas, de origen natural o
sintético, que poseyendo un efecto farmacoldgico especifico, se emplea en medicina
humana (Farmacopea Argentina (Vol. 1), 2013).

La administracion de un farmaco por via oral somete al mismo a diferentes procesos
en el organismo: liberacion (L), absorcion (A), distribuciéon (D), metabolismo (M) y excrecién
(E). El conjunto de todos estos procesos se conoce como proceso LADME (por sus siglas), y
el comportamiento de cada fdrmaco en este proceso determinard su farmacocinética,
desde la administracién del mismo hasta su completa eliminacién. La liberacién del farmaco
es el primer paso, donde las moléculas del PA se “separan” del excipiente y son disueltas.
El siguiente paso, el de la absorcidn, describe el acceso del farmaco a la circulacién sistémica
a través de membranas bioldgicas donde, segln la caracteristica quimica de cada molécula,
serd por absorcion pasiva o activa. El proceso de distribucién implica el transporte del PA a
todo el organismo y también estara condicionado por las caracteristicas del mismo: peso
molecular, grado de ionizacidn, liposolubilidad, etc. Una vez que el farmaco se encuentra
en el sistema circulatorio comienza su metabolismo, conjunto de procesos enzimaticos
donde el PA sufre diferentes biotransformaciones que originan la formacién de metabolitos
de mayor solubilidad para favorecer la eliminacién del organismo. El ultimo paso, de
excrecion, describe la eliminacién del farmaco inalterado o sus metabolitos del organismo.
Estos ultimos dos son procesos continuos, y ocurren desde el inicio de la distribucidn hasta
su completa eliminacidon (Ruiz-Garcia et al., 2008; Somvanshi et al., 2021). Teniendo en
cuenta esto, la absorcidn sistémica de un farmaco vy, por lo tanto, su concentracién en el
organismo dependera principalmente de (Talevi et al., 2016):

e Las caracteristicas fisicoquimicas del PA;

e La naturaleza del medicamento en el que se encuentra incluido (excipientes,
matrices, etc.);

e Las caracteristicas anatdmicas y fisioldgicas del sitio de absorcidn.

2|Pagina



Capitulo I: Introduccidn

Para que las concentraciones de un PA ejerzan un efecto farmacoldgico, siempre es
necesario que la relacién entre concentraciones y efectos, terapéuticos o toéxicos, sea
conocida. Este margen terapéutico, o ventana terapéutica, es definido entonces por el
rango limitado entre la minima concentraciéon efectiva terapéutica y la maxima
concentracion tolerada de un farmaco (Gamundi Planas, 2002). Para garantizar que las
concentraciones de un PA se encuentren dentro de esos margenes y evitar los
comportamientos erraticos en la dosificacion, se buscan estrategias de disefio de farmacos
que alteren alguna de las etapas del proceso LADME. Las etapas de liberacién/absorcion del
farmaco son, quizds, donde mas desarrollo hay en el disefio de medicamentos, donde
coexisten diferentes excipientes y sistemas de liberacién modificada (SLM) (prolongada,
retardada, etc.) que cambian el comportamiento habitual del PA. Con respecto a la etapa
de distribucién, existe hoy en dia desarrollo de formulaciones que pueden ser “dirigidas”
hacia el sitio de interés de accidn, llevadas a cabo por particulas magnéticas (Satarkar & Hilt,
2008), o nanoparticulas con anticuerpos en su superficie que reconocen un tipo especifico
de células (por ejemplo, distintos tipos de células cancerosas) (Arslan et al., 2021; Saggar et
al., 2013). Hay diseiios de formulaciones donde utilizan el proceso metabdlico de una
sustancia para que su metabolito obtenido tenga actividad farmacolégica (Rautio et al.,
2008). Este tipo de moléculas se llaman profarmacos y existen numerosos ejemplos que se

utilizan en la actualidad: alfa metildopa, clopidogrel, etc.

Los SLM contemplan a las especialidades farmacéuticas disefiadas de manera tal que
se ha cambiado la velocidad con la que se libera el fdrmaco, el lugar de accién o ambas
cosas. Segun la bibliografia consultada hay diversas formas de clasificar a los SLM;
extendida, controlada, prolongada, sostenida, etc., pero para evitar confusiones
utilizaremos la clasificacién de la Farmacopea de Estados Unidos, USP por sus siglas en
inglés y de la Farmacopea Nacional Argentina (FNA). Segun la USP existen dos formas de

SLM (USP, 2020):

3|Pagina



Capitulo I: Introduccidn

e Liberacion retardada: son productos que estan modificados adrede con el objetivo
de retrasar la liberacién del farmaco por un periodo de tiempo luego de la administracién;

e Liberacion extendida: son formulaciones que fueron disefiadas de manera tal que el
farmaco esté disponible durante un periodo de tiempo prolongado tras su administracion
comparado con lo observado o previsto para una forma farmacéutica de liberacion
inmediata (evitar usar sindnimos como sostenida, controlada, repetida, etc.). Ver Figura 1.1.

Segln la FNA el término utilizado para este tipo de sistemas son: retardada y
prolongada, respectivamente (Farmacopea Nacional Argentina Vol 1V, 2013). Es por esto
que, a fines practicos, sélo nos referiremos como liberacidon extendida o prolongada vy
liberacion retardada. Entre las principales ventajas que se encuentran al utilizar este tipo
de sistemas encontramos:

e Reduccion de la frecuencia de administracion para mejorar el cumplimiento
terapéutico. Los SLM permiten que los PA con una duracidn de accién corta puedan ser
administrados con menor frecuencia, algo especialmente importante en la adherencia de
un tratamiento;

e Reduccion de las fluctuaciones en las concentraciones plasmaticas, ya que la
disminucion de picos plasmaticos elevados puede minimizar los efectos adversos,

especialmente en medicamentos de absorcién rapida. También contribuyen a evitar las

Liberacion
Inmediata

Liberacion Prolongada

MARGEN
TERAPEUTICO

Concentracion
Plasmatica

Tiempo >

Figura 1.1. Perfiles farmacocinéticos en un sistema de liberacién inmediata y
prolongada
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Capitulo I: Introduccidn

concentraciones subterapéuticas al final del intervalo posoldgico, con la consiguiente
pérdida de eficacia.

e Control del sitio de liberacién del fdrmaco en el tracto gastrointestinal; éste es el
caso de los fadrmacos con cubierta entérica, que liberan el PA directamente en el intestino
delgado. De esta forma se protege el farmaco de la degradacién por el 4cido del estémago
y también se protege, teéricamente, al estdmago de farmacos gastrolesivos.

Y entre las principales desventajas podemos nombrar:

e Posibles problemas de dosificacion, debido a la liberacidon inmediata de la dosis si se
trocea, mastica o existe un fallo en la formulacién, pues los SLM pueden contener una
mayor dosis de farmaco;

e Costo mds elevado por unidad, ya que estas formulaciones son mas complejas y
sofisticadas.

e Tamafio de la forma farmacéutica, ya que a veces el uso de mayor cantidad de
excipientes, o tipo de SLM usada aumenta el volumen de la dosis a administrar.

e Posible disminucién de la biodisponibilidad, debido a un incremento del
metabolismo por el primer paso hepatico, o a una reduccidn del tiempo de permanencia de

la forma de dosificacién del tracto gastrointestinal (Bhowmik et al., 2018; Seftel et al., 2008).

Existen muchos farmacos que, por sus caracteristicas quimicas, poseen propiedades
biofarmacéuticas inadecuadas, como baja solubilidad y permeabilidad. El Sistema de
Clasificacién Biofarmacéutica (SCB), propuesto por Amidon et al., clasifica un farmaco
considerando estos parametros que se encuentran estrechamente relacionados con el
proceso de absorcidn y plantea como objetivo la posibilidad de establecer correlaciones in
vitro-in vivo que permitan sustituir los ensayos realizados en humanos por ensayos de
disolucién in vitro. La Figura 1.2 muestra la division entre las diferentes clases del SCB
(Amidon & Lennernas, 1995).

Una estrategia para mejorar estas limitaciones es el uso de nanovehiculos o
nanotransportadores que mejoren los perfiles farmacocinéticos y biofarmacéuticos. Estos

nanosistemas son sistemas transportadores de farmacos en los que el vehiculo es un
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Capitulo I: Introduccidn

Clase | Clase Il
} Solubilidad fsolubilidad

f Permeabilidad = | Permeabilidad
Ej: diclofenac, Ej: diltiazem,
itraconazol captoprilo

Clase Il Clase IV
} Solubilidad tSolubilidad

JPermeabilidad = |Permeabilidad
Ej: ciclosporina, Ej: atenolal,
furosemida hidroclorotiazida

Figura 1.2. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

dispositivo de escala nanométrica. La nanotecnologia nos permite manipular, estudiar
y disefiar estructuras y dispositivos en escala nanométrica (materiales cuyo tamafio se
encuentra entre 1-1000 nm). La expectativa generada con respecto al transporte de PA
utilizando la nanotecnologia se correlaciona con el hecho de que una vez que el farmaco se
encuentra adherido o dentro del nanosistema, su biodistribucién y farmacocinética dejaran
de estar condicionadas solamente por sus propiedades fisicoquimicas, para ser en funcién
de la carga, composicién y estructura del nanocompuesto obtenido (Talevi et al., 2016).

El farmaco en un nanosistema puede encontrarse incorporado al mismo de
diferentes maneras: encapsulado, unido quimicamente a la superficie del vehiculo o
incluso, puede estar directamente integrado sdélo por PA, pero de forma nanoestructurada,
en cuyo caso se lo denomina nanocristales del fadrmaco. Desde el punto de vista de la forma
o estructura de los nanovehiculos, como se observa en la Figura 1.3 creada por Senapati et
al. (Senapati, 2018), encontramos materiales 2-D, mesoporosos, dendrimeros, liposomas,

nanoparticulas poliméricas, etc. Estos sistemas estan compuestos por diversos tipos de
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Capitulo I: Introduccidn

materiales como polimeros, materiales inorganicos o lipidicos (Adepu & Seeram, 2021;

7

Huang et al., 2021).

0-D Material 2-D Material

Mesoporous

Dendrimer Polymeric Hydrogel
nanoparticles

Figura 1.3. Distintos sistemas nanotransportadores de farmacos.

Los hidroxidos dobles laminares (HDL), también conocidos como hidréxidos “tipo”
hidrotalcitas o arcillas anidnicas pueden ser de origen natural o sintético, y poseen un
altisimo potencial para ser utilizados como vehiculos de PA. Su estructura es una de las mas
estudiadas y con mayor informacién disponible en la literatura (Baskaran et al., 2015). La
férmula quimica del mineral hidrotalcita es MgsAl2(OH)16(C03).4H;0, y se conoce desde
hace mas de 100 afios, pero no fue hasta la década del 60 que su estructura comenzo a
tener relevancia a través del estudio por difraccién de rayos X (DRX).

La estructura de la hidrotalcita y la de todos los HDL deriva de la estructura de la
brucita: Mg(OH)2, donde el Mg ocupa el lugar central y es rodeado por grupos hidroxilos

(OH’) formando un octaedro. Estas unidades octaédricas forman una |ldmina continua
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donde los iones hidroxilo ocupan un lugar perpendicular al plano de la ldmina y luego se
disponen |ldmina sobre lamina para formar una estructura tridimensional (Sierra-Fernandez
et al.,, 2014).

La estructura de los HDL deriva de la sustitucion isomdrfica de una cierta cantidad
de Mg por un metal trivalente, generando una carga estructural positiva en la [dmina del
HDL (una carga positiva por cada ion de Mg reemplazado). Para mantener la neutralidad,
estas cargas positivas son neutralizadas con aniones (que pueden ser de naturaleza
inorganica u organica) que se ubican entre las ldminas de la estructura. En el caso de la
hidrotalcita mencionada anteriormente MgeAl2(OH)16(C03).4H,0, 2 iones Mg fueron
reemplazados por 2 iones Al (catidn trivalente) y estas dos cargas positivas generadas son
neutralizadas por un ion carbonato. El agua descripta en la férmula refiere a las moléculas
de agua que quedan retenidas en la interldmina, junto al anién que neutraliza las cargas
positivas (Rives, 2001a; Sato et al., 1988).

Los HDL son representados por la siguiente férmula:

[M]_-x2+ Mx3+ (OH)Z] Ax/nn_.mHZO

donde M?* y M3* son los iones divalentes y trivalentes respectivamente y A™ es el anién
interlaminar. Como iones divalentes pueden ser usados Mg?*, Mn?*, Fe?*, Cu?*, Ni?*, Co*'y
entre los iones trivalentes se pueden encontrar AI**, Cr3*, Mn3*, Fe3*, Co3*, La3*, Y3*. Segun
esta férmula, x podria tomar valores de 0 a 1 variando de esa manera la relacién M**/M?3*,
y si bien esto puede ocurrir, los limites mas fiables se basan en una evolucidn de los
parametros de red correspondiendo a 0,2 £ x<0,4 (Rives, 2001b). También se han descripto
en la literatura situaciones donde el HDL posee mas de dos cationes en su estructura, como

puede ser el caso de Mg/Al/Fe (Jia et al., 2018; Rives et al., 1998).
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La Figura 1.4, que es una modificacién de la creada por Li et al. ( Li et al., 2017),
detalla una estructura tipica de un HDL, formado por dos cationes con una determinada
relacion M?*/M3*y con aniones y agua que se alojan en el espacio interlaminar. Este espacio
interlaminar, sumado al espesor de una lamina del HDL representa el espacio basal (d), valor
que es obtenido experimentalmente por difraccién de rayos X (DRX). Asumiendo un
empaquetamiento romboédrico (politipo 3R) de las laminas, se pueden calcular los
parametros cristalograficos a y ¢, donde el primero permite obtener la distancia entre los
dos cationes metadlicos, a partir de a= 2d(110) y el segundo corresponde a 3 veces la distancia

de una ldmina a otra, y se obtiene de c= 3d(o03) (Evans & Slade, 2006; Rives, 2002).

— M2 M (OH) P

— [A,]".mH,0

Espacio basal (d)

-
Espacio Interlaminar

M2 w3t

Parametro c: 3 x dg03) |

&
-

4

A ] . o
¢H
a b Anion, A™  H30 Pparémetroa: 2 xdu,

Figura 1.4. Estructura de un HDL.

Una de las principales caracteristicas de estos materiales es que en la mayoria de los
casos los aniones que se alojan en la interlamina interactian a través de uniones
relativamente débiles con la estructura del HDL. Estos pueden ser ubicados en este espacio
durante el proceso de formacién o por intercambio idnico. Los aniones pueden ser de
naturaleza variada, y dentro de los de origen inorgdnico encontramos:

e Haldgenos: cloruro, fluoruro (Yue et al., 2017).
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Figura 1.5. Aplicaciones de los HDL.

e Oxoaniones: carbonato, nitrato, sulfato (Bukhtiyarova, 2019a).
e Oxoy polioxometalatos: cromato, dicromato, (Mo070,4) (Kaneko & Ogawa, 2013).
e Complejos anidnicos: ferrocianuro, (PdCls)2 (Unal, 2007).

e Aniones organicos: carboxilatos, fosfonatos, alquil sulfatos.

Ademas, los HDL poseen otras caracteristicas importantes como gran area superficial
(>1000 m?/g), excelentes propiedades reoldgicas, muy buena capacidad adsortiva (Del
Hoyo, 2007). Debido a esto, los HDL son utilizados en un amplio campo de aplicaciones
como es mostrado en la Figura 1.5. Entre sus potenciales usos podemos destacar:

e Industria ceramica: HDL compuestos por metales de transicidn son estudiados para

producir ceramicos coloreados (Pérez-Bernal et al., 2009);

e Remediacién ambiental: debido a su gran capacidad adsortiva pueden ser utilizados

para remover sustancias toxicas presentes en el agua. Varios autores publicaron

trabajos utilizando HDL como ad/absorbente de compuestos como arsénico, cromo,
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selenio y otros metales pesados (Kang et al., 2013; Peligro et al., 2016; Tran et al.,
2019);

Agroindustria: se estudian sus potenciales usos como adsorbentes de pesticidas
para su remediacion ambiental y también como liberadores de pesticidas, ya que
lograrian hacerlo lentamente evitando la contaminacién de los suelos y el agua
(Cardozo & Celiz, 2006);

Formulaciones antimicrobianas: se estudian a los HDL como soportes de
nanoparticulas de plata, las cuales tienen actividad antimicrobiana (Chen et al.,
2012);

Biosensores: se investigan compuestos nano hibridos de HDL aplicados al desarrollo
de biosensores de urea (Vial et al., 2006);

Catalisis: varios autores reportaron que los 6xidos mixtos obtenidos de la calcinacién
de los HDL pueden ser utilizados para diversos procesos cataliticos (Baskaran et al.,
2015; Bukhtiyarova, 2019a; Zhang et al., 2020);

Transportadores de biomoléculas: debido a su capacidad de intercambiar aniones,
inclusive de naturaleza organica, se estudia a los HDL como transportadores de
biomoléculas que van desde vitaminas (Gasser, 2009), enzimas (Romano et al.,
2023), farmacos (Del Arco et al., 2004; Li et al., 2014; Rives et al., 2014) hasta acidos
nucleicos (ADN o ARN) (Oh et al., 2006).

El uso de estos materiales como soporte y vehiculo de farmacos se encuentra en amplio

desarrollo, y en la literatura podemos encontrar estudios con diferentes clases de farmacos

como antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) (Rives et al., 2013; Rojas et al., 2012),

antibioticos (Khan et al., 2018; Latip et al., 2013; Wang & Zhang, 2012), antitumorales

(Andrade et al., 2019; Dai et al., 2015), etc. Varios autores investigaron la biocompatibilidad

de los HDL para poder ser utilizados en organismos humanos. Por ejemplo, Cunha et al.

estudiaron a través de ensayos in vivo la biocompatibilidad de estos materiales cuando son

administrados por via intramuscular (Cunha et al., 2016), Saifullah et al. investigaron el uso

de los HDL en algunas lineas celulares (Saifullah et al., 2014), Gu et al. estudiaron el
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comportamiento con células del torrente sanguineo como vasculares o endoteliales y

complementos de activacion (Gu et al., 2018), entre otros. Todos estos trabajos ratifican a

estos materiales como inocuos y bioseguros. La biocompatibilidad de los HDL va a depender

también de su composicidn estructural, ya que las dosis toleradas no son las mismas para

todos los cationes segun la Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria y la Organizacién

Mundial de la Salud (OMS) (Zhou & Chen, 2004).

Los HDL pueden ser sintetizados a través de diferentes métodos, entre los que se

destacan:

Coprecipitacion: este es uno de los métodos de sintesis mas comunes. Se basa en
adicionar lentamente una solucién conteniendo una mezcla de metales di y
trivalentes en adecuada proporcién dentro de un reactor conteniendo agua. Una
segunda solucién (solucién alcalina) es agregada para mantener el valor de pH
seleccionado dentro del reactor. De esta manera resulta la coprecipitacidon de las
dos sales metalicas y la formacién espontdnea del HDL. Los aniones que se intercalan
son normalmente los contraiones de las sales metalicas, pero si se trabaja a valores
de pH muy elevados, una buena proporcion de los aniones intercalados pueden ser
iones OH. También hay casos donde se intercala el ion carbonato proveniente de
la contaminacion atmosférica con CO;. Es por eso que se recomienda llevar a cabo
la reaccidon bajo una atmdsfera de nitréogeno si se quiere evitar el carbonato. En el
método de coprecipitacidn también es posible colocar en el reactor una solucién
con el aniéon de interés a intercalar al comienzo del experimento, a una
concentracion suficientemente elevada como para que compita con los contraiones
de las sales metalicas. Debido a que generalmente hay una competencia entre
aniones, el control de las condiciones experimentales es fundamental para
direccionar la intercalacion selectiva del anidén de interés. Entre los principales
parametros a controlar dentro de la sintesis se pueden destacar: temperatura, pH
de la reaccién, concentracion de las disoluciones de las sales metalicas,

concentracion de la solucion alcalina, velocidad de agregado de los reactivos,
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velocidad de agitacidn y tiempo de sintesis (envejecimiento) (Ang et al., 2019; Del
Arco et al., 2004).

Intercambio I6nico: la estructura laminar de los HDL, basada en el apilamiento de
[dminas positivas que atrapan especies anidnicas en el espacio interlaminar es
altamente favorable a la difusién de estos aniones en ese espacio, y es por esto que
estos materiales son una de las principales clases de intercambiadores de aniones.

La reaccidn de intercambio puede ser descrita como:

[M2+M3+_Xn-] +Y- = [M2+M3+_Yn-] + Xn-

Desde un punto de vista termodinamico, el intercambio en la estructura del HDL
depende principalmente de las interacciones electrostaticas de las ldminas cargadas
positivamente y los aniones intercambiables, y en menor medida, de la energia libre
involucrada en los cambios de hidratacién. Un aspecto importante a remarcar es
qgue la constante de equilibrio incrementa cuando el radio iénico del anién Y
disminuye, y es favorecido para aniones con alta densidad de carga. Comparando
algunos aniones inorganicos monovalentes, la afinidad es: OH > F > Cl" > Br > NOs"
> I". Acorde a estos resultados, un HDL con I, NOs o Cl serian los mejores
precursores para reacciones de intercambio. Desde el punto de vista experimental,
la sintesis presenta una simple implementacion: una suspension acuosa del HDL
precursor es agitado en presencia de una cantidad en exceso (10 a 20 veces) del
anién que se desea intercalar. Este método es Util de aplicar cuando el método de
coprecipitacidon es inaplicable, por ejemplo cuando los cationes o aniones son
inestables en el pH utilizado o la reaccién (Bukhtiyarova, 2019b; Del Arco et al., 2004;
Duan & Evans, 2006).

Reconstruccion: este método involucra primeramente una calcinacion de un HDL

precursor, teniendo generalmente carbonato como anién intercalado, seguido

posteriormente por la inmersion del sélido resultante en una solucion acuosa

conteniendo el anidén que se quiere intercalar. Durante el proceso de calcinacién
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de un HDL con carbonato como anidn intercalado primero se pierden las moléculas
de agua de la superficie, luego el agua interlaminar y, finalmente, entre los 200 —
350 °C se produce la deshidroxilacion de las laminas, conduciendo a un colapso de
la estructura. Los aniones carbonatos generalmente son removidos a temperaturas
de 300-450 °C, generando como producto una mezcla de oxidos mixtos. Esta
mezcla puede regenerar la estructura de un HDL al ser colocada en una soluciéon
acuosa con el anion de interés a intercalar. Esta capacidad que tiene el HDL para
“reconstruirse” o “regenerarse” es llamado “efecto memoria” y es una de las
caracteristicas mds importantes a resaltar de estos sélidos. Es importante destacar
que es necesario emplear una atmdsfera de nitrégeno para evitar la contaminacion

con aniones carbonato (He et al., 2006).

1.2. OBJETIVO DE LA TESIS

Considerando las caracteristicas descritas anteriormente que poseen los HDL y su
potencial aplicacion en biomedicina como vehiculos portadores de PA, el objetivo de esta
tesis es implementar estos materiales para su uso en liberacién prolongada de farmacos y
lograr modificar los perfiles farmacocinéticos de las drogas estudiadas.

Se investiga el desarrollo de diferentes nanocompuestos de HDL con 3 farmacos
diferentes, dos antibidticos (vancomicina y ciprofloxacina) y un antiepiléptico (valproato de
sodio). Se sintetizaron por los métodos de sintesis mencionados anteriormente y se
caracterizaron a través de diferentes técnicas como difraccion de rayos X (DRX),
espectroscopia infrarroja (IR), microscopia electrénica de barrido y de transmisidon (SEM y
TEM), analisis elemental, movilidad electroforética, cinéticas de liberacién del farmaco “in
vitro” y de disolucion de la estructura, etc.

Para una mejor lectura de esta tesis, se ha organizado la misma de la siguiente
manera: en el capitulo Il, se encuentran detallados todas las materias primas utilizadas, los
parametros fijados en cada técnica de caracterizacidn y el procedimiento de sintesis de los

nanocompuestos. En los capitulos Ill, IV y V se analizan los sdélidos obtenidos con

14|Padgina



Capitulo I: Introduccidn

vancomicina (HDL-VAN), ciprofloxacina (HDL-CIP) y valproato de sodio (HDL-VAL),

respectivamente. Por ultimo, el capitulo VI contiene las conclusiones finales de la tesis.
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1.1. REACTIVOS

Los reactivos quimicos utilizados para la sintesis, caracterizacion, ensayos de
disolucién y de liberacion se detallan a continuacion:
-Acetonitrilo (Carlo Erba, Reactivo HPLC, Ref: UN1648)
-Acido clorhidrico 37%, HCI (Fisher, Reactivo analitico, Ref: UN1789)
-Acido fosférico 85%, HsPO4 (Douglas, Reactivo analitico, Ref: 010323)
-Acido nitrico 65%, HNOs (Cicarelli, Reactivo analitico, Ref: 7697-37-2)
-Cloruro de aluminio hexahidrato, AICI3.6H20 (Anedra, Reactivo analitico, Ref.:
AN00621508)
-Buffer pH 4 (Anedra, Ref: AN0O0640925)
-Buffer pH 7 (Anedra, Ref: AN0O0641325)
-Buffer pH 10 (Anedra, Ref: AN0O0641625)
-Capsula de gelatina tamafio 0 (Parafarm)
-Carbonato de sodio, Na>COs (Anedra, Reactivo analitico, Ref: ANO0716509)
-Clorhidrato de ciprofloxacina, C17H19CIFN3O3 (Parafarm, Ref: 160513)
-Clorhidrato de vancomicina, CssH76CIsN9O24 (Klonal, Ref: K0619)
-Ciprofloxacina 500 mg, comprimidos (Savant)
-Cloruro de magnesio hexahidrato, MgCIl2.6H20 (Anedra, reactivo analitico, Ref:
ANO00687107)
-Cloruro de sodio, NaCl (Anedra, grado analitico, Ref: ANO0716909)
-Cloruro de potasio, KCl (Anedra, Reactivo analitico, Ref: AN00921909)
-Cloruro de estroncio hexahidrato, SrCl2.6H20 (Cicarelli, reactivo analitico, Ref
10049769)
-Fosfato de potasio fosfato, KH,PO4 (Cicarelli, Reactivo analitico, Ref:1057)
-Fosfato de sodio monobasico, NaH,PO4 (Anedra, Reactivo analitico, Ref: AN0O0718207)
-Fosfato de sodio dibasico, Na;HPO4 (Anedra, reactivo analitico, Ref: AN00718207)
-Hidréxido de sodio, NaOH (Anedra, reactivo analitico, Ref: AN0O0648209)
-Nitrato de aluminio nonahidrato, AINO3.9H20 (Biopack, Reactivo analitico, Ref.:
9996.06)
-Nitrato de magnesio hexahidrato, MgNO3.6H20 (Anedra, reactivo analitico, Ref:
ANO00687707)
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-Nitrato de plata, AgNOs
-Nitrégeno 5.0 (Pureza > 99.999%)
-Valproato de sodio, CsHisNaO; (Parafarm, Ref: V16046-1)

11.2. METODOS EXPERIMENTALES Y TECNICAS DE CARACTERIZACION

11.2.1. MEDICION DE PH

El pH se controld en todas las sintesis de compuestos y estudios cinéticos. Se
llevé a cabo utilizando un pHmetro multiparamétrico ADWA AD1030, con un electrodo
estandar ADWA AD1131 con cuerpo de vidrio. En todos los estudios el pH deseado fue

obtenido mediante la adicidn de soluciones diluidas de HCl y NaOH.

11.2.2. ESPECTROSCOPIA UV-VIS

Los farmacos fueron cuantificados por espectroscopia UV-VIS, utilizando un
espectrofotémetro Agilent 8453 UV-visible con arreglo de diodos y una cubeta de cuarzo
de 1 cm de paso dptico. En todos los casos se obtuvo el espectro de la muestra en el
intervalo de longitudes de onda de 190-1100 nm, y se utilizé la absorbancia en el
maximo de la banda de absorcion seleccionada para la cuantificacion. Las curvas de

calibrado fueron obtenidas con soluciones estandares de concentracion conocida.

11.2.3. ANALISIS ELEMENTAL

El andlisis elemental fue utilizado para la determinacién de la formula elemental
de los solidos sintetizados.

La cuantificaciéon de C, H y N se hizo a través de un analizador elemental Exeter
Analytical INC, modelo CE 440, a una temperatura de combustion de 980°C y un tiempo
de 20 segundos.

La cuantificacidon de Mg y Al se realizo previa digestién del sélido en acido nitrico
(para los hidréoxidos dobles laminares sintetizados a partir de sales con cloruro) o en

acido clorhidrico (para hidroxidos dobles laminares sintetizados a partir de sales con
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nitrato). El Mg se cuantifico mediante absorcidon atdomica en un equipo GBC avanta 932
y el Al por plasma acoplado inductivamente (ICP) en un equipo Shimadzu simultaneous
9000.

La cuantificacién de Cl (para las muestras sintetizadas a partir de sales de cloruro)

se realizé6 mediante turbidimetria con nitrato de plata en un equipo Hach 2100Q.

11.2.4. DIFRACCION DE RAYOS X (DRX)

La difraccidn de rayos X es una de las técnicas de caracterizacion mas importante
en el estudio de los hidréxidos dobles laminares. En un cristal sencillo los atomos estan
arreglados de manera regular y separados entre si por una distancia interplanar dnu,
donde h, k y | son los indices de Miller del plano cristalografico en cuestion. Un haz de
rayos X, de longitud de onda A (1,54 A) incide sobre el cristal con un angulo 8 con

respecto a la superficie. La interferencia constructiva se lleva a cabo cuando:

nA = 2dpy,senb (2.1)

siendo n un numero entero. La féormula 2.1 se la conoce como la ecuacién de Bragg
(Drenth, 2002). Cada compuesto tiene su propio set caracteristico de valores dnu e
intensidades las cuales pueden ser usadas para su identificacion. La identificacion de los
planos cristalograficos correspondientes a cada pico de difraccién de los HDL se realizd
comparando los mismos con los datos del JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction
Standards).
Para ello se hicieron las mediciones en:

-Un equipo Rigaku D-Max I-C con radiacién de Cu Ka (A = 1,54 A) y monocromador de
grafito, operado con un voltaje de 35 Kv y una corriente de 15 mA. Se utilizé un paso de
0,04 con un tiempo de conteo de 1 segundo. El barrido fue de 4° a 70° 26.

-Un equipo PANalytical Empyrean con radiacién Cu Ka (A = 1,54 A), filtro de Niy un
detector PIXcel3D. Operado con un voltaje de 45Kv y una corriente de 40mA.
Para las muestras a bajo angulo (0,7°-10° 20) se utilizé un paso de 0,0131303 y tiempo
de 480 segundos. Para las muestras a 10°-80° 20 se utilizé un paso de 0,0131303 y un

tiempo de conteo de 80 segundos.
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Ademas de la informacidn brindada sobre la posicion en 26 de los principales
planos de los HDL, también es posible estimar el tamafo de los cristales a través de la

ecuacion de Scherrer (Uvarov & Popov, 2007):

kA
D_Bcose (2.2)

Siendo D el tamafio del cristal en la direccion perpendicular al plano que estd
difractando, K es un factor de forma, A la longitud de onda utilizada en el experimento y

B es el ancho a media altura del pico (en inglés por sus siglas FWHM).

11.2.5. ESPECTROSCOPIA INFRAROJA (IR)

La espectroscopia infrarroja se basa en la absorcion de radiacion infrarroja por la
muestra. Esta permite analizar todas las longitudes de onda del espectro infrarrojo
simultaneamente, siendo las que pertenecen a la regién media la de mayor utilidad
practica, cuya extension se encuentra entre un rango de 4000 y 650 cm?, ofreciendo un
método rapido y confiable para el analisis de compuestos organicos e inorganicos
(Theophanides, 2012).

Los espectros de absorcidn en el infrarrojo de las muestras fueron obtenidos con
un equipo Thermo Fisher Nicolet is50, acoplado a una PC y ejecutado con el programa
Omnic.

Las muestras fueron preparadas en forma de pastillas con bromuro de potasio
(KBr). EL contenido de muestra por pastilla fue del 1%.

Para los espectros IR que se presentan en los posteriores capitulos, las muestras
fueron analizadas con un accesorio de reflexién total atenuada (ATR), con el mismo
equipo Nicolet is50. Este accesorio consta de un cristal de diamante donde se coloca
directamente la muestra a medir, por lo que no es necesario la elaboracidon de pastillas

en KBr para su analisis.

27| Pagina



Capitulo Il: Materiales y Métodos

11.2.6. MOVILIDAD ELECTROFORETICA (POTENCIAL ZETA)

La movilidad electroforética de las muestras estudiadas se obtuvo utilizando un
equipo Malvern Zetasizer Nano ZS90. Para ello 0,05 g de muestra se dispersaron con un
sonicador en 50 ml de una solucién de NaCl 0,01 M. La dispersion se llevé a un pH de 12
con NaOH y luego se descendié poco a poco hasta un valor de pH 3 con HCl y en cada
punto de la escala de pH se midid la movilidad electroforética. Estos valores se utilizaron

para obtener el potencial zeta () usando la ecuacién de Smoluchowski (Sze et al., 2003).

11.2.7. ESTRUCTURA Y GEOMETRIA MOLECULAR

Las geometrias moleculares de los farmacos se optimizaron utilizando la Teoria
Funcional de la Densidad (DFT). Se llevé a cabo con el software Gaussian 09, empleando
el conjunto de bases de datos 6-31G** para todos los dtomos. Primero se optimizo la
geometria en fase gaseosa y luego se tuvo en cuenta la solvatacion de la superficie para
calcular las estructuras optimizadas. El modelo continuo polarizable (PCM) se utilizé

para evaluar el efecto del disolvente.

11.2.8. CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC) Y TERMOGRAVIMETRIA (TG)

Bajo la denominacion de Analisis Térmico se engloban un conjunto de técnicas
analiticas que estudian el comportamiento térmico de los materiales. Cuando un
material se calienta o se enfria, su estructura cristalina y su composicion quimica pueden
sufrir cambios mas o menos importantes. La mayor parte de estos cambios se pueden
estudiar midiendo la variacion de distintas propiedades de la materia en funcién de la
temperatura (Le Parlouér, 1987).

La Termogravimetria (TG) esta basada en la medida de la variacién de la masa de
una muestra cuando se la somete a un cambio de temperatura en una atmésfera
controlada. Esta variacion puede ser una pérdida o una ganancia de masa.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es una técnica experimental dindmica
gue permite determinar la cantidad de calor que absorbe o libera una sustancia, cuando

es mantenida a temperatura constante, durante un tiempo determinado, o cuando es
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calentada o enfriada a velocidad constante, en un determinado intervalo de
temperaturas. Es uno de los andlisis térmicos mas usados en la industria farmacéutica,
ya que permite obtener informacion sobre las propiedades fisicas y energéticas de una
sustancia (Clas et al., 1999).

Los analisis térmicos de DSC y TG se realizaron con un equipo DSC-SDT TA Q600,
a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min en aire desde temperatura ambiente

hasta 1000°C.

11.2.9. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE BARRIDO (SEM-EDS)

Esta técnica fue llevada a cabo en un equipo LEO EVO 40XVP que posee acoplado
un analizador de energia de rayos X, pudiendo analizar de manera semicuantitativa la
composicion de las muestras estudiadas. Las mismas fueron colocadas sobre una cinta
doble faz de carbono y, posteriormente, metalizada con oro por plasma de argon.

La observacién se hizo con una corriente de 20 Kv y a distintas magnificaciones.

11.2.10. MICROSCOPIA ELECTRONICA DE TRANSMISION (TEM)

Para la microscopia electrdnica de transmision se utilizé un equipo JEOL 100 CX.
Las muestras estudiadas fueron preparadas suspendiendo el material en etanol y luego
colocadas 5 minutos en ultrasonido. Unas gotas de esta suspensidn se colocaron en
grillas de cobre de 200 mesh provistas de film Formvar. Se utilizé una corriente de 100

kv.

11.2.11. CROMATOGRAFIA LiQUIDA DE ALTA EFICACIA CON DETECTOR ULTRAVIOLETA
(HPLC-UV)

El contenido de valproato de sodio fue determinado usando un equipo HPLC
Termofisher Ultimate 3000, empleando un volumen de inyeccién de 20 pl, usando un
método isocratico con fase reversa y un flujo de 2 mL/min. La fase movil estaba
compuesta en un 63 % (p/v) por una solucién de sodio fosfato monobdsico 25 mM y un

37 % (p/v) de acetonitrilo. El pH de la fase movil fue ajustado a un valor de 2,3 usando
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acido fosforico. La forma ionizada del farmaco es convertida a su forma acida con este
valor de pH durante el analisis HPLC. El 4cido valproico obtenido fue separado usando
una columna Zorbax SB-Aq de 4.6 x 250 mm. La absorbancia del detector UV fue

configurada a un valor de 210 nm.

11.3. CINETICAS DE LIBERACION Y DE DISOLUCION

11.3.1. ENSAYOS DE LIBERACION Y DISOLUCION EN EQUIPO TIPO BATCH

Para estudiar el comportamiento cinético de la disolucién de la estructura de los
HDL vy la liberacion de los farmacos en un rango de pH de 3 a 9, se utilizd un equipo
termostatizado modelo Ballus (Fabrica Aparatos Cientificos) con un reactor de doble
camisa cilindrico tipo Batch de 100 mly un agitador magnético Dragon Lab Ms-Pa (Figura
2.1). El procedimiento se realizé bajo burbujeo de nitréogeno para evitar la presencia de
iones CO3% (Aguilera et al., 2019) a una velocidad de agitacion de 400 rpm y a una
temperatura de 25,0+ 0,2 °Cen una solucién de NaCl 0,9 % (0,15 M), simulando la fuerza
idnica del plasma (Bychkova et al., 2022). Se realizé una cinética por cada punto de pH
especificado anteriormente.

Una vez establecidos y controlados los parametros antes mencionados se
pesaron 0,01 g de la muestra a analizar y se colocaron en el reactor, considerandose
este como el tiempo cero (t=0) de la reaccion. Las variaciones de pH fueron corregidas
con soluciones diluidas de NaOH y HCl, con el objeto de mantener su valor constante
durante todo el experimento.

Se extrajeron alicuotas de 4 ml en los tiempos 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150,
180, 210, 240, 300, 360, 420 y 480 min y se centrifugaron durante 15 min a 3000 rpm en
una centrifuga Roto Silenta lll. El sobrenadante de estos puntos fue retirado y guardado
para posterior andlisis. En el caso de farmacos fotosensibles los tubos con los que se

trabajo y el reactor se cubrieron con papel aluminio para evitar |la fotodegradacion.
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A los sobrenadantes se les cuantific6 Mg por absorcion atémica y el farmaco
estudiado por espectroscopia UV/Vis (en el caso de vancomicinay ciprofloxacina) o HPLC
—UV (en el caso del valproato de sodio). Los datos de Mg permitieron construir un perfil
cinético de la disolucidon de la estructura de los HDL; los datos de concentracion de

farmaco fueron utilizados para construir curvas de cinética de liberacién del mismo.

Figura 2.1. Termostato Ballus con agitador Dragon Lab y pHimetro ADWA
AD1030

El mismo equipamiento fue utilizado para estudiar el comportamiento cinético
de las muestras en condiciones “in vitro”, que serdn detalladas en la préxima seccién.
Las condiciones de muestreo fueron iguales a las utilizadas en los estudios en NaCl 0,9

% y los ensayos fueron realizados por triplicado.

11.3.2. ENSAYOS DE LIBERACION Y DISOLUCION IN VITRO

Para estudiar el comportamiento en condiciones mds parecidas a las situaciones
“in vivo” de las muestras preparadas como formulaciones farmacéuticas orales, se han
realizado estudios de disolucion “in vitro” de acuerdo con las monografias de la USP
(Farmacopea de los Estados Unidos). En este caso la temperatura de trabajo fue de 37,0
+ 0,5 °C, y los valores de pH seleccionados fueron 1,2, 4,5, 6,8 y 7,4. En la tabla 2.1 se

detallan las composiciones de cada medio buffer, realizado segun USP30-NF25.
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Reactivos pH ‘
Cloruro de potasio, KCI/ Acido clorhidrico, HCI 1,2
Fosfato de potasio monobasico, KH,PO4 4,5
Fosfato de sodio monobdsico, NaH2PO4 6,8

Fosfato de sodio dibasico, NaHPO4
Fosfato de sodio monobasico, NaH2PO4 7,4

Fosfato de sodio dibasico, Na;HPO4
Tabla 2.1. Reactivos utilizados en la preparacion de soluciones buffer para los estudios “in vitro”
Se utilizd un equipo de disolucion marca Erweka DT60 fabricado seguln

reglamentacion de la USP (Figura 2.2). En estos casos se empled el aparato 1 (Aparato

con canastilla. Figura 2.3) que consta de:

Figura 2.2. Disolutor empleado en ensayos de liberacion.
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-Un vaso de vidrio u otro material inerte con fondo semiesférico de 1000 ml;
-Tapa del mismo material para evitar la evaporacion del liquido;

-Motor;

-Eje propulsor metdlico;

-Canastilla cilindrica;

En esta técnica de estudio se establecié una temperatura de trabajo de 37,0+ 0,5
°C, una velocidad de agitacion de 50 rpm que simula el peristaltismo intestinal y 900 ml
de soluciones buffers cuyos valores de pH son: 1,2, 4,5 y 6,8. Las mismas fueron

elaboradas como se detalla en la Tabla 1.

Figura 2.3. Aparato N2 1. USP

Para efectuar el ensayo de disolucién se colocaron 0,1 gr de muestra en una
capsula de gelatina de tamafo 0. Posteriormente se introdujeron en la canastilla y con
los parametros anteriormente mencionados ya fijados se comenzd el estudio. La
inmersion de la canastilla se consideré como tiempo cero (t=0) de la reaccién y se
extrajeron alicuotas de 4 ml en los tiempos 5, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 120, 150, 180, 210,
240, 300, 360, 420 y 480 min. Estas alicuotas fueron filtradas con filtro de 0,45 um marca
Microclar y el volumen extraido fue repuesto con la solucidn buffer correspondiente.

Bajo las mismas condiciones se estudid el perfil de disolucidon de comprimidos de

ciprofloxacina para comparar el comportamiento cinético con las muestras sintetizadas.

33| Pagina



Capitulo Il: Materiales y Métodos

11.4. METODOS DE SINTESIS

Las muestras sintetizadas fueron obtenidas a través de los métodos tradicionales
de sintesis de los HDL (Rives, 2001): coprecipitacidn o sintesis directa, intercambio idnico

y reconstruccion. A continuacidn, se detalla para cada caso las técnicas utilizadas.

11.4.1. SINTESIS HDL-VANCOMICINA (HDL-VAN)

Las sintesis de estas muestras fueron llevadas a cabo mediante dos de los

métodos especificados anteriormente: coprecipitacion y reconstruccion.

11.4.1.1. COPRECIPITACION

Este método, como fue detallado anteriormente, consiste en el agregado de una
solucién con una mezcla de metales di y trivalentes, en una determinada relacién, al
reactor de reaccion conteniendo una solucién del anidn de interés que se quiere
intercalar. Paralelamente, una segunda solucion de una base es agregada
simultdaneamente para mantener constante el pH de sintesis.

En este caso, se prepararon dos muestras de HDL-VAN, variando la concentracién
del fairmaco en la sintesis. Las mismas fueron 2,15 x 102 M y 4,31 x 102 M y
corresponden al 32 % y 64 % de la solubilidad de la droga en agua respectivamente (P.
Faustino, 2008). Teniendo en cuenta la magnitud de la carga estructural y la masa de
HDL que se pretendid sintetizar, las concentraciones de farmaco empleadas excedieron
con creces las cargas estructurales a neutralizar por los mismos en la fase sélida a
preparar.

Para la sintesis de las muestras, 10 ml de una solucion de MgCl; y AICl; con una
relacion [Mg?*]/[AI**] = R = 2 y concentraciones 1 M para cada sal fueron agregados a
una velocidad de 3 ml/min con una bomba peristéltica Gilson minipulse 3, en un frasco
de teflén conteniendo 10 ml de la solucién de vancomicina. Paralelamente, se adiciond
una solucién de NaOH 2 M, cuya velocidad de goteo fue regulada de manera de

mantener el pH de sintesis en un valor de 9. Una vez que se agregaron todos los
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reactivos, la mezcla siguio bajo agitacion, control de pH y burbujeo de nitrégeno durante
2 horas. El sélido obtenido fue separado por centrifugacién, lavado con agua bidestilada
hervida 4 veces y secado en estufa a 30 °C en aire.

Las muestras se llaman HDL-VAN-C1 y HDL-VAN-C2, siendo la primera obtenida
con la solucién de vancomicina de concentracién 4,31 x102 M vy la segunda con la

concentracién 2,15 x102 M.

11.4.1.2. RECONSTRUCCION

El método de sintesis por reconstruccién consiste en una calcinacién de un HDL
sintetizado previamente, con el objetivo de remover el agua interlaminar, los aniones
intercalados y los grupos hidroxilos, resultando en un éxido mixto. La reconstruccién de
la estructura del HDL se produce por reinmersion de ese éxido mixto en una nueva
solucion acuosa, conteniendo ahora el anidn de interés que se quiere intercalar (Zhi &
Guo, 2005). En esa reinmersién el éxido mixto regenera el HDL, pero conteniendo el
nuevo anion.

Para la sintesis por el método de reconstruccién, primeramente se sintetizé un
HDL por el método de coprecipitacién como fue descripto anteriormente, pero sin el
farmaco a intercalar. La soluciéon con [Mg?*]/[AI**] = R = 2 y concentraciones 1 M de
MgCl, y AlCls fueron agregados a una solucién 1 M de NaCl, al pH y en las condiciones
ya descriptas. El sélido obtenido fue un HDL con cloruros como aniones intercalados.
Este sdlido fue lavado, secado y calcinado a 550 °C.

Luego, 1 g del HDL calcinado fue agregado en un frasco de teflén conteniendo 50
ml de la solucién del farmaco y se mantuvo bajo agitacién, burbujeo de nitrégeno y un
pH de 7. El tiempo total de sintesis fue de 24 horas. La muestra obtenida fue lavada con
agua bidestilada hervida 4 veces y luego secada en estufa a 30 °C en aire.

Esta técnica fue llevada a cabo utilizando las mismas concentraciones del
farmaco que en el método de coprecipitacion: 4,31 x102 y 2,15 x102 M y fueron

denominadas HDL-VAN-R; y HDL-VAN-R;, respectivamente.
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11.4.2. SINTESIS HDL-CIPROFLOXACINA (HDL-CIP)

Para la sintesis de muestras conteniendo ciprofloxacina como farmaco a
intercalar se probaron 3 métodos de sintesis. A continuacidn, se detallardn las

condiciones de cada caso.

11.4.2.1. COPRECIPITACION

20 ml de una solucién acuosa conteniendo MgCl, y AlCl; con [Mg?*]/[AIP*]=R =2
y concentraciones 1 M de cada sal fueron agregadas a una velocidad de 0,75 ml/min
dentro de un frasco de teflén conteniendo 1000 ml de una soluciéon de ciprofloxacina 3
mM. Esta concentracién es la maxima solubilidad del farmaco al pH de sintesis (Webb
et al., 1998). Paralelamente al agregado de la mezcla de sales, se agregd una solucién de
NaOH 2 M para mantener el pH en un valor de 9,5. Una vez finalizado el agregado de los
reactivos, el producto de la reaccién siguid bajo agitacion, control de pH y burbujeo de
nitrogeno durante 1 hora. Luego, la muestra fue colocada en estufa para envejecimiento
a 40 °C durante 70 horas.

El sélido obtenido fue separado por centrifugacién, lavado 4 veces con agua
bidestilada hervida y finalmente secado mediante liofilizacién. La muestra obtenida por

este método fue denominada HDL-CIP-C.

11.4.2.2. RECONSTRUCCION

Un HDL de Mg-Al intercalado con el ion carbonato (HDL-CO3s) fue preparado por
el método de coprecipitacidn. La eleccion del este anidon interlaminar se basa en que es
facilmente eliminado por el proceso de calcinacién (Millange et al., 2000). Para ello, una
solucién con [Mg?*]/[AI?*] = R = 2 y concentraciones de MgCl, y AIClz 1 M fue agregada
a un frasco de teflén conteniendo una solucién de Na,CO3 2 M. La sintesis fue llevada a
cabo con agitacién y burbujeo de nitrégeno. El pH de sintesis se mantuvo en un valor de
10 con el agregado de una solucién de NaOH 2 M. Posteriormente, a la muestra se le

realizé un tratamiento hidrotermal a 70 °C durante 20 horas (Ang et al., 2019). El sélido
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obtenido fue centrifugado, lavado con agua bidestilada hervida, secado en estufa a 60
°Cy luego calcinado a 550 °C (Rocha et al., 1999).

Se pesaron 0,86 g de la muestra calcinada y se introdujeron en un recipiente de
teflén conteniendo 2000 ml de una solucién de ciprofloxacina 3,3 mM. La sintesis fue
llevada a cabo a pH 10 con el objetivo de reconstruir la estructura del HDL y lograr la
intercalacién del farmaco. El pH fue mantenido, como siempre, con el agregado de una
solucién de NaOH 2 M. Todo el procedimiento fue llevado a cabo con agitacion, burbujeo
de nitrégeno y control de pH durante 1 hora. Posteriormente fue colocado en estufa a
40 °C durante 70 horas.

El sélido obtenido fue separado por centrifugacion, lavado 4 veces con agua
bidestilada hervida y finalmente secado por liofilizacidn. Esta muestra se llamard HDL-

CIP-R.

11.4.2.2. INTERCAMBIO IONICO

Este método se basa, como fue detallado anteriormente, en la sintesis de un HDL
con un determinado anién interlaminar (Cl', NOs’, I') que luego es intercambiado por el
anion de interés.

En este caso, se sintetizd un HDL por el método de coprecipitacidon con soluciones
de MgCl, y AlCls de concentracion 1 My con [Mg2*]/[Al**] =R = 2. Estas fueron agregadas
a un frasco de tefléon conteniendo una solucién 1 M de NaCl. Se mantuvo un pH de
sintesis de 9 con el agregado en paralelo de una solucién de NaOH 2 M, agitacién y
burbujeo con nitrégeno. El sélido obtenido fue lavado y secado en aire. La muestra se
llamara HDL-CI, y fue utilizada como precursor de la sintesis de la muestra con el
farmaco.

Para obtener la nueva muestra con ciprofloxacina, 1,78 g de HDL-Cl fueron
colocados en un recipiente de teflon con 750 ml de una solucién 6,6 mM de
ciprofloxacina y un valor de pH de 10,5 para inducir el intercambio idnico. El
procedimiento fue llevado a cabo bajo agitacion, burbujeo de nitrégeno y control de pH
durante 2 horas. La mezcla resultante fue mantenida como suspensién durante 24 horas

y luego el sélido fue separado por centrifugacién, lavado con agua bidestilada hervida 4
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veces y finalmente secada por liofilizacidon. Esta muestra obtenida por intercambio

ionico es llamada HDL-CIP-II.

1.4.3. SINTESIS HDL-VALPROATO (HDL-VAL)

En este caso sintetizamos una muestra de un HDL con el fdrmaco valproato

intercalado en su estructura. Se utilizé el método de intercambio idnico.

1.4.3.1. INTERCAMBIO IONICO

En este caso como precursor se sintetizd un HDL con el ion nitrato como anién
interlaminar. Para ello, se utilizé una solucién de Mg(NOs), y Al(NOs)3 con una relacién

[Mg?*]/[AI**] =R = 2. 25,6 g de Mg(NOs),y 18 g de Al(NOs)s fueron disueltos en 50 ml de

Figura 2.4. Equipo de sintesis utilizado en
HDL-VAL
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agua bidestilada hervida y fueron agregados en conjunto al frasco de reaccidon con una
solucién de NaOH/NaNOs 2 M. De esta manera se mantuvo el pH de sintesis en un valor
de 9,5. Todo el procedimiento fue llevado a cabo bajo atmdsfera de nitrégeno, agitacion
y calentamiento con un equipo IKA RH digital KT/C a una temperatura de 50 °C. Una vez
finalizado el procedimiento, se dejé bajo atmosfera de nitrogeno y a una temperatura
de 70 °C durante 24 horas. Posteriormente, el sdlido resultante se lavd con agua
bidestilada hervida y se mantuvo en suspension en un recipiente cerrado
herméticamente bajo atmdsfera de nitrégeno.

Para obtener la muestra con el fdrmaco intercalado, 100 ml de la suspensién de
HDL-NOs (correspondiendo a 4,96 g de sélido) se colocaron en el recipiente de sintesis.
Se colocé en la ampolla de decantacidon 50 ml de una solucién de valproato de sodio 0,4
M, y se sellé bajo atmdsfera de nitrégeno. Cuando termind el agregado del fdrmaco, se
retird la ampolla de decantacién y se agregé el globo al equipo de sintesis. La presencia
del globo inflado nos indica que el ambiente bajo atmosfera de nitrégeno se encuentra
sellado y sin posibilidad de contaminacién con carbonato. El pH de sintesis se mantuvo
en un valor de 9,5 y se mantuvo bajo agitacién a temperatura ambiente durante 120
horas. Una vez finalizado el procedimiento, la dispersién resultante se centrifugd, se lavo

con agua bidestilada hervida y se sec6 mediante liofilizacién.

En estas sintesis, se utilizd un equipamiento diferente a los procedimientos
anteriores (Fig. 2.4), compuesto por: frasco reactor, ampolla de decantacién de presién
compensada y tubo refrigerante. De esta manera es posible mantener un ambiente
hermético disminuyendo la potencial contaminacion con el anién carbonato y

brindando la posibilidad de trabajar a diferentes temperaturas.

11.5. MODELOS CINETICOS

Los datos obtenidos de las cinéticas de liberacién de los farmacos y disolucién de
la estructura del HDL en el capitulo V expresan la cantidad de principio activo y Mg
liberado en funcién del tiempo. Para ello, diferentes modelos cinéticos se utilizaron con

el fin de determinar cual es la ecuacién de velocidad que mejor se ajuste a estos
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resultados experimentales (Abdul Amir et al., 2016; Sandoval et al., 2008). Los modelos
utilizados fueron:
e Cinética de orden cero: donde la velocidad de liberacion no depende de la
concentracion del farmaco. Se encuentra expresada por la siguiente férmula:

Q:kt (23)

donde Q es la cantidad de farmaco liberado, k es la constante de velocidad y t es el
tiempo.
e Cinética Higuchi: fue uno de los primeros modelos matematicos con el objetivo de

describir la liberacion de un farmaco desde una matriz. Se describe como:
1
Q =kt/2 (2.4)

donde Q es la cantidad de farmaco liberado al tiempo t, y k es la constante de Higuchi
(Higuchi, 1961).
e Cinética de pseudo primer orden: este modelo es definido por la siguiente

ecuacion:

Q=0Q.(1—e™*) (2.5)

donde Q es la cantidad de farmaco al tiempo t, Qe es la cantidad de farmaco liberado
en el equilibrio y k es la constante de velocidad.
e Cinética de pseudo segundo orden: esta ecuacidn se encuentra representada por

la formula:

1 t
—=—+— 2.6
Q  Qek Qe (26

donde Q es la cantidad de farmaco liberado al tiempo t y Qe es la cantidad de farmaco

en el equilibrio y k es la constante de velocidad (Kumar et al., 2010).
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Capitulo Ill: Hidroxidos Dobles Laminares-
Vancomicina (HDL-VAN)

La resistencia antimicrobiana es reconocida como uno de los principales
problemas de la salud publica, ya que impacta en todas las dreas de la salud y afecta a
toda la sociedad (Frieri et al., 2017; World Health Organization, 2015). Este problema es
atribuido al sobreuso y mal uso de los antibiéticos y a la falta de desarrollo de nuevos
farmacos por la industria farmacéutica (MacGowan & Macnaughton, 2017; Ventola,
2015). Para evitar la resistencia antimicrobiana es necesario enfocarse en un uso
racional y efectivo de los farmacos ya disponibles. Una terapia racional requiere
optimizar regimenes de dosaje (dosis, intervalos, duracion del tratamiento, ruta y
condiciones de administracién), no solo para garantizar la eficacia clinica, sino también
para minimizar la propagacion y seleccion de patdégenos resistentes (Li et al., 2012;
Toutain et al., 2002).

Los regimenes de dosificacion pueden ser optimizados con un sistema de
liberacion controlada, el cual ofrece numerosos avances en comparacion con la forma
convencional, mejorando la eficacia, reduciendo la toxicidad, incrementando la
actividad terapéutica y reduciendo el numero de administraciones durante el
tratamiento (Huh & Kwon, 2011; Uhrich et al., 1999).

El objetivo de este trabajo es sintetizar compuestos de HDL a través de los
métodos de coprecipitacion y reconstrucciéon en presencia de vancomicina como el
anién a intercalar. Este antibidtico, ampliamente usado en infecciones severas
hospitalarias, es un glucopéptido triciclico producido por Streptococcus orientalis. La
administracion oral del mismo usualmente requiere de 4 dosis por dia, el cual puede ser
reemplazado por una toma diaria con el correcto material desarrollado para su
liberacién controlada. La absorcidon/adsorcidon de vancomicina y su posterior liberacion
desde los compuestos sintetizados son estudiados en este capitulo. La cantidad de
vancomicina liberada en funcién del tiempo (cinética) es usada para comprender el

estado (adsorbido, intercalado o agregado) del farmaco en la estructura del HDL.
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I11.1. VANCOMICINA

La estructura optimizada de la molécula vancomicina obtenida por calculos DFT
es mostrada en la Figura 3.1. Esta puede ser imaginada como una molécula triangular y
plana, siendo sus medidas 23,17 A, 22,95 A, 23,04 Ay un espesor de 4,28 A. No existen
reportes en la literatura de estos calculos de estructura y geometria. Estos resultados
obtenidos por calculos DFT seran de ayuda para interpretar si la molécula se intercala

en el HDL o si es adsorbida en la superficie de la estructura.

2295 A

Figura 3.1. Molécula de vancomicina neutra optimizada. Figura izquierda: vista desde
arriba. Figura derecha: vista desde un costado. Esferas rojas: oxigeno; esferas grises:
carbono; esferas blancas: hidrégeno; esferas verdes: cloro y esferas azules: nitrégeno.

La molécula de vancomicina contiene varios grupos funcionales en su estructura,
capaces de unirse al HDL o de liberar protones dependiendo del pH de la solucidon. Posee
un grupo carboxilato, dos aminas y tres fenoles. Las reacciones de protonacion-
desprotonacion de esos grupos generan cargas positivas y negativas en la molécula,
resultando en una carga neta que varia con el pH. Los valores de pKa reportados por Jia
et al. fueron: 2,2,7,8, 8,9, 9,6, 10,4 y 12 para los grupos descriptos anteriormente (Jia et
al., 2013). La Figura 3.2 muestra la distribucidon de especies en base a estos valores, y
podemos observar que predomina su forma anidnica en los valores de pH de sintesis

asegurandonos la interaccion con la estructura del HDL.
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Figura 3.2. Distribucion de especies de vancomicina

11.2. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS HDL-VAN

La composicidn quimica y las férmulas quimicas tedricas de las 4 muestras de
HDL-VAN estudiadas y de la muestra HDL-Cl estan detalladas en la Tabla 3.1. El
contenido de agua molecular que se informa fue obtenido a partir de los datos de
termogravimetria. Las 4 muestras con vancomicina muestran una composicion similar,
con una relacion Mg/Al cerca de 3, el cual es un valor mayor a la relacion utilizada en la
sintesis. Obtener una relacion Mg/Al de 3 partiendo de una relacion Mg/Al de 2 es algo
a resaltar. En la mayoria de las publicaciones, la relacion M(Il)/M(lll) obtenida
experimentalmente es cercana a la relacion M(Il)/M(Ill) utilizada en las soluciones
iniciales de sintesis, especialmente cuando son intercalados aniones inorganicos como
nitratos, cloruros o carbonatos. De hecho, para el HDL sintetizado inicialmente con una
relacion Mg/Al de 2, en ausencia de vancomicina, experimentalmente dio como

resultado una relacién de 1,8 (Tabla 3.1).
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Muestra %Mg %Al %C %N %Cl %H0O %VAN Férmula Quimica

HDL 23,98 1525 1,25 - 1,56 13,90 - [Mgo,64Al0.36(OH)2]Clo,03(CO3)o,01.
(OH)0,31.0,50H20

HDL- 12,32 4,97 19,73 294 1,05 18,52 34 [Mgo,73Al0,27(OH)2]Clo,04(CO3)o,16

VAN-C; VANOo,03.1.48H,0

HDL- 17,51 6,53 13,13 1,89 0,83 17,51 22 [Mgo,75Al0,25(OH)2]Clo,02(CO3)o,11

VAN-C2 VANOo,02.H20

HDL- 9,70 3,55 37,97 587 0,38 13,89 69 [Mgo,75Al0,25(OH)2]Clo,02(CO3)o,18

VAN-R1 VANo,00.1,45H.0

HDL- 9,41 3,13 37,53 589 0,52 16,71 69 [Mgo,77Al0,23(OH)2]Clo,03(CO3)o,10

VAN-R2 VANo,09.1,84H.0

Tabla 3.1. Composicidon elemental, contenido de agua interlaminar y Férmula tedrica de

las muestras estudiadas.

Hay, sin embargo, algunos reportes en la literatura donde la relacién M(Il)/M(ll1)
cambia significativamente al trabajar con aniones orgdnicos. Vucelic et al., por ejemplo,
comenzo la sintesis con una relacién Mg/Al de 2 en la mezcla de reactivos y obtuvo una
relacion igual a 3 usando como aniones benzoato y tereftalato (Vucelic et al., 1995).
Rojas et al., por otra parte, comenzé la sintesis con una relacion Mg/Al de 3, y obtuvo
relaciones cercanas a 2,4-2,5 usando ketoprofeno e ibuprofeno como aniones,
respectivamente (Rojas et al., 2014).

No hay una clara explicacién en la literatura con respecto a este
comportamiento. Acorde a lo publicado por Vucelic et al., este cambio en la relacién
Mg/Al se da cuando la muestra es sometida a un tratamiento hidrotermal ya que una
relacion Mg/Al de 3 es mas estable termodindmicamente. Sin embargo, ninguna de las
4 muestras que sintetizamos fueron sometidas a un tratamiento hidrotermal, por lo que
es necesario otra explicacion. Una posibilidad es que los aniones organicos que poseen
grupos funcionales como carboxilatos en la vancomicina, benzoato, etc. se unan
selectivamente a especies de AI** en solucidn. Esta unién preferencial por el Al sobre el
Mg impediria que una fraccion de los iones Al** estén disponibles para la sintesis del HDL
y, por lo tanto, aumente la relacion Mg/Al en la fase sdlida formada. Esta es una

interesante hipdtesis que debera ser explorada en posteriores estudios.
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La informacién sobre la composicién de las muestras confirma la presencia de
vancomicina, donde aquellas obtenidas por el método de reconstruccion presentan un
mayor contenido del farmaco que las obtenidas por coprecipitacion. El porcentaje en
peso se encuentra entre el 22 % y 69 %, indicando una gran cantidad del antibiético en
las muestras. Seria interesante comparar esos contenidos con las cantidades de
vancomicina usadas en las soluciones de las sintesis. Pero esa comparacidn se torna
dificultosa ya que no es facil calcular el contenido del farmaco esperado debido a que
no todo el Al y Mg participa en la reaccidn. A pesar de esto, se pueden realizar algunos
simples calculos para tener una idea aproximada de la cantidad de vancomicina
esperada. Por ejemplo, para la muestra HDL-VAN-C1, asumiendo que todo el Al, Mg y
vancomicina usados en la sintesis terminan formando parte de la muestra, el porcentaje
del antibidtico se encontraria en un 46 %. El hecho de que en la muestra HDL-VAN-C1 el
34 % corresponda al farmaco indica que una fraccién inicial de éste permanecié en la
solucion o fue facilmente removido durante el procedimiento de lavado. Esta cantidad
podria ser la responsable de capturar los iones Al** que luego no formaron parte de la
estructura del HDL, como fue descrito en el parrafo anterior. Las mismas conclusiones
se alcanzan analizando la composicién de las otras muestras obtenidas. Aunque en todas
las muestras las cantidades del farmaco fueron menores que las esperadas, siguen
siendo importantes desde un punto de vista clinico, por lo que son materiales
prometedores cuya capacidad de liberar el antibiético debe ser estudiada.

La Tabla 3.1 muestra que todas las muestras contienen CO3%, que proviene
originalmente del CO; atmosférico. Esta contaminaciéon con carbonato es bastante
comun en las sintesis de los HDL (Johnston et al., 2021). En todos los casos, la carga
negativa total que aportan los iones CO3%y Cl- es suficiente para compensar la carga
positiva de las laminas, sugiriendo que el farmaco no influye en la compensacién de
estas cargas. El estado de la vancomicina en estas muestras estudiadas sera discutido
posteriormente.

La Figura 3.3 y la Tabla 3.2 muestran los difractogramas, la informacién con
respecto a la posicion de los picos caracteristicos de los HDL y los parametros

cristalograficos (a y c) de las muestras estudiadas.
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Muestras Posicion  doo3) ( A) a(A) c(A)
pico (26/°)

HDL 11,4 7,72 3,04 23,16

HDL-VAN-C, 11,0 8,03 3,04 24,09

HDL-VAN-C; 10,8 8,15 3,04 24,45

HDL-VAN-R; 11,2 7,91 3,05 23,73

HDL-VAN-R; 11,3 7,83 3,05 23,49

Tabla 3.2. Posicién del pico del plano (003), espaciado interplanar del
plano (003) (doos) y parametros cristalograficos (a y c) de las muestras
estudiadas.

El valor del pardmetro a se obtiene de a=2d(110)y corresponde a la distancia entre
los 2 cationes metdlicos y su valor indica el radio de los mismos. También se ha indicado
que con este valor podemos inferir la relacion entre los metales M(I1)/M(lll), y que el
valor de a= 3.04 A corresponde a una relacién M(I1)/M(Il1)=2 (Rives, 2001). Esto se
corresponde con los valores del HDL basal, pero no para las otras muestras con el
farmaco. Evans et al. explica que como este valor se obtiene del plano (110), que suele
ser una sefal débil y hasta puede estar solapada por el plano (113), los valores de a
obtenidos por este método pueden ser imprecisos (Evans & Slade, 2006).

El parametro c, se obtiene de c=3d(003) y corresponde a 3 veces la distancia de
una lamina a otra. Por lo tanto dependera del espesor de la [dmina y de la altura del
espaciado interlaminar, definida por el espacio entre dos ldminas consecutivas ( Li et al.,
2005).

Los difractogramas de la Figura 3.3 muestran que en todas las muestras
sintetizadas aparecen los planos tipicos de una hidrotalcita, confirmando la formacion
de la estructura del HDL (Rocha et al., 1999). La presencia de vancomicina en las
muestras no cambid las posiciones del plano (003) en comparacién con el HDL sin
farmaco, sugiriendo que el mismo no fue intercalado en la estructura del HDL. Se ve
claramente que las muestras que contienen vancomicina exhiben reflexiones mas
amplias que el HDL puro. Esto puede ser observado, por ejemplo, para el plano (003) (11
° 20) donde el ancho del pico a la mitad de altura (en inglés FWHM) es 0,66 ° 26 para el
HDL puro y entre 0,86 ° y 0,96 ° 20 para las muestras con el farmaco. Estos resultados
revelan menos cristalinidad en las muestras HDL-VAN sugiriendo que la presencia de la

Ill

vancomicina resulta en una mayor desorganizacién del “apilado” de las laminas. Este
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desorden en el apilamiento se puede categorizar en: HDL puro < HDL-VAN-C < HDL-VAN-
R.

La ecuacién de Scherrer es normalmente usada en los sélidos cristalinos para
estimar el tamafo promedio de los cristales que difractan en los rayos X ( Li et al., 2005;
Zhao et al., 2002). Esta ecuacidn fue detallada en la seccién 11.2.4. y la aplicacién de esta
féormula a la reflexién correspondiente al plano (003) del HDL puro da un espesor de 118
A, indicando un apilamiento de 16 ldminas en promedio del cristal. Para las muestras
HDL-VAN-C1 y HDL-VAN-C2 el espesor del cristal fue de 81 A (10 laminas) y 91 A (11
[dminas), respectivamente. Para las muestras HDL-VAN-R1 y HDL-VAN-R2 la ecuacién de
Scherrer no pudo ser aplicada debido a la poca cristalinidad de las muestras y por lo

tanto los resultados no son confiables.
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Figura 3.3. Difractogramas de las muestras estudiadas y su referencia con el patrén del Joint
Committee on Powder Diffraction Standards (JCPDS), mostrando los angulos tipicos de

difraccidon de una hidrotalcita.
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Los espectros FTIR de las muestras son mostrados en la Figura 3.4. El espectro de
la vancomicina muestra las bandas tipicas a 2700-3500 cm™, 1655 cm™, 1505 cm™, 1230
cmt y 1065 cm’, correspondiendo al estiramiento del grupo hidroxilo (OH),
estiramiento del grupo carbonilo (C=0), estiramiento de la unién doble del enlace C-C
(C=C), flexion del enlace O-H del grupo fenol y el estiramiento C-N de una amina,
respectivamente (Yang et al., 2015; Zarif et al., 2012). El HDL puro muestra una banda
en el rango 2700-3500 cm™ que corresponde al estiramiento del grupo OH, una banda
a 1356 cm™ debido al estiramiento asimétrico del grupo carbonato (COs?%) y varias
bandas en el rango de 450-650 cm™ correspondientes a las vibraciones de la unién Mg-
O (Aramendia M., 1999; Obadiah et al., 2012) . A partir de los resultados mostrados en
la Figura 3.4, se puede observar que las muestras HDL-VAN poseen las bandas
caracteristicas tanto del HDL como del farmaco, confirmando la presencia de ambos.
Los graficos de los analisis termogravimétricos y de calorimetria diferencial de
barrido de todas los sélidos son mostrados en el Figura 3.5. La muestra del HDL puro

muestra 4 pérdidas de peso, estando las dos primeras (que suman una pérdida de 16,4
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Figura 3.4. FTIR de vancomicina, HDL puro y las muestras HDL-VAN

52| Pagina



Capitulo Ill: Hidroxidos Dobles Laminares-

Vancomicina (HDL-VAN)

%) comprendidas entre la temperatura ambiente y 220 °C, y que corresponden
principalmente a la pérdida de agua libre y agua superficial. Las otras dos transiciones
(que suman 27,9 %) ocurren entre 220 °Cy 700 °C correspondiendo a la pérdida de agua
interlaminar y deshidroxilacion. La pérdida total de masa a 1000 °C fue de 47,3 %. Estos
datos coinciden con lo descrito en la literatura (Prinetto et al., 2000). El perfil de la
vancomicina muestra un pico endotérmico con una pérdida de masa del 9 % en un rango
que va desde la temperatura ambiente hasta 196 °C, atribuido a un proceso de
deshidratacion y fusion del fadrmaco. La principal transicién corresponde a la
degradacion del mismo, vista como dos picos exotérmicos a 341 °C y 473 °C y una
degradacion completa a temperaturas superiores a 626 °C. Los analisis TG y DSC de las
muestras HDL-VAN muestran pérdidas de peso asociadas a procesos endotérmicos a
baja temperatura, pero aquellos que corresponden a la evaporaciéon del agua
interlaminar se encuentran solapados con los procesos exotérmicos de degradacion del
farmaco. El peso total perdido para HDL-VAN-C1, HDL-VAN-C2, HDL-VAN-R1 y HDL-VAN-
R2 fueron respectivamente 69,69 %, 61,97 %, 83,30 % y 89,98 %. Las menores pérdidas
de masa en las muestras obtenidas por el método de coprecipitaciéon se deben a su
menor contenido del farmaco. Es importante remarcar que en las muestras obtenidas
por coprecipitacion el pico exotérmico a 341 °C no se detectd, mientras que el pico
exotérmico a 473 °C se desplazd a temperaturas mads altas (493 °Cy 524 °C) en la
muestra HDL-VAN-C1 y a temperaturas aun mayores (508 °C y 542 °C) para la muestra
HDL-VAN-C2. Esto apunta a una accién protectora del HDL, que hace que la degradacién
ocurra a temperaturas mayores que cuando el fdrmaco esta puro. Este efecto no es tan
evidente para las muestras obtenidas por el método de reconstruccion, donde las
transiciones a 341 °Cy 473 °C se siguen observando. Tales resultados evidencian que la
la disposicion del farmaco en la estructura de los HDL obtenidos por reconstruccién y

por coprecipitacion es diferente . Esto serda discutido posteriormente.
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Figura 3.5. Graficos de los analisis TG y DSC de: a) HDL puro, b) VAN, c) HDL-VAN-
C1, d) HDL-VAN-C2, e) HDL-VAN-R1, f) HDL-VAN-R2
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Las imagenes SEM de las muestras obtenidas por coprecipitacién vy

reconstruccién se muestran en la Figura 3.6, con distintas magnificaciones.

Figura 3.6. Imagenes SEM a distintas magnificaciones de: a-b) HDL-VAN-C1; c-d)
HDL-VAN-C2; e-f) HDL-VAN-R1; g-h) HDL-VAN-R2.
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Las magnificaciones elegidas en la Figura 3.6 fueron seleccionadas porque
muestran claramente las caracteristicas de los HDL obtenidas por ambos métodos. Se
observan particulas de distinta forma y tamafio en todas las muestras, teniendo las
obtenidas por el método de coprecipitacion un tamafio de 10-200 um y las obtenidas

por el método de reconstruccién entre 10-50 um.

C 46,5
0 30,7
Al 6
Mg 9,5
G 483
0 289
Al 6
Mg 9,7

C 77,3
(6] 18.3
Al 0
Mg 0
@ 0
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Al 313
Mg 26,6

Figura 3.7. SEM y EDS de las muestras: a) HDL-VAN-C1; b) HDL-VAN-R2. Las

lineas indican el lugar donde se hacen los analisis EDS, con sus respectivos

valores al lado. ¢) Mapeo elemental de la muestra HDL-VAN-R1.

La Figura 3.7 muestra las imagenes SEM de las muestras HDL-VAN-C1 y HDL-VAN-
R1 con una composicién elemental aproximada estimada por EDS. Ambas imagenes son
representativas de las muestras obtenidas por coprecipitaciéon y reconstruccién. Los
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analisis EDS, si bien son cualitativos, muestran una composicién similar y homogénea en
las muestras obtenidas por coprecipitacién, pero no en el caso de las muestras
obtenidas por reconstruccion. Por ejemplo, la Figura 3.7-b) muestra un cristal poliédrico
de aproximadamente 20 um de tamafio con un agregado de particulas unidas. El cristal
estd compuesto principalmente por Al, Mg y O, lo cual es caracteristico de la
composicion de los HDL, y el agregado de particulas estd compuesto principalmente por
Cy Oy que corresponderia a agregados de vancomicina. Si bien puede que el farmaco
se encuentre en parte adsorbido a la estructura del HDL, las imagenes SEM y el andlisis
EDS muestran dos fases sdlidas bien diferenciadas; una correspondiente a la estructura
del HDL y la otra correspondiente a la vancomicina. Por el contrario, los datos de
composicion por EDS no presentaron variaciones importantes en los diferentes puntos

analizados. Un ejemplo de ello se presenta con la Figura 3.7-a).

200 nm
|

d)

200 nm
|

Figura 3.8. Imagenes TEM a) HDL-VAN-C1; b) HDL-VAN-C2; c) HDL-VAN-R1; d) HDL-
VAN-R2
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La Figura 3.8 muestra las imagenes TEM de las muestras estudiadas. En las
muestras obtenidas por coprecipitacidn los tamanos de las ldminas van desde 10 nm a
300 nm, y se encuentran formando agregados. En las muestras por reconstruccion el
tamafio de las laminas se ubica entre los 100 nm y 400 nm, y las |laminas se presentan
con formas irregulares.

La Figura 3.9 muestra el potencial zeta () de las muestras estudiadas en funcién
del pH. EI HDL puro muestra un { positivo en todo el rango de pH estudiado, con un valor
casi constante de entre 33 y 39 mV hasta un pH de 11, que luego decrece
significativamente, sin llegar a hacerse negativo. El punto isoeléctrico (PIE) se ubicaria
por encima de un valor de 12,5, lo cual es normal para este tipo de muestras (Rojas
Delgado et al., 2008). La presencia de la vancomicina disminuye el potencial en todo el
rango de pH, y los cambios son acordes a la concentracion del farmaco. Las muestras
obtenidas por coprecipitacién, con un contenido de 0,02-0,03 moles por unidad formula
tienen un PIE alrededor de 10, mientras que las muestras obtenidas por reconstruccion,

con una concentracién de 0,09 moles por unidad férmula tienen un PIE cerca de 6. El
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comportamiento del HDL puro en todo el rango de pH es tipico de los HDL teniendo
cloruros o hidroxilos como aniones interlaminares (Xu et al., 2008). Estos no llegan a
neutralizar completamente la carga positiva de las [dminas, y es por eso que se observa
un { positivo en todo el rango de pH. A altos valores de pH, la desprotonacién de los
grupos OH ubicados en los bordes de la estructura disminuyen el valor del potencial. En
el caso de los HDL con vancomicina, ademas de los procesos antes mencionados para el
HDL puro, la adsorcion del farmaco y la ionizacién del mismo a altos pH contribuyen
también a neutralizar las cargas positivas de las laminas, desplazando el PIE a valores

cada vez menores.

111.3. CINETICAS DE LIBERACION Y DE DISOLUCION

La liberacidon del Mg desde la fase sdlida hacia la solucion acuosa en funcién del
tiempo refleja la cinética de disolucidon de la estructura del HDL de las muestras
estudiadas. La informacion obtenida es mostrada en la Figura 3.10, donde la linea
punteada indica la disolucion completa calculada a partir del contenido de Mg de las
muestras.

En ningln caso ocurrié una disolucién completa del sdélido. En las muestras
obtenidas por coprecipitacién la disolucidon aumentd hasta llegar a un valor constante a
los 150 min. En las muestras por reconstruccion la disolucién fue mas lenta y no alcanzé
una disolucidn constante incluso hasta los 400 min. En ambos tipos de muestras, las
cinéticas fueron mas lentas en el rango de pH 5-9, en comparacién con el rango de pH
3-4.

Con el objetivo de determinar la velocidad inicial de disolucién, las cinéticas

fueron ajustadas con una ecuacién cinética de primer orden:

A=A,(1—e7) (3.1)

Donde A representa el Mg liberado al tiempo t, A1 es el Mg liberado a tiempos
mayores y k es la constante de pseudo-primer orden del proceso de disolucién.

Entonces, ajustando la informacién con la ecuacién 3.1, el valor de A; y k puede ser
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estimado para cada cinética realizada. En todos los casos se obtuvieron buenos ajustes
(ver Figura 3.10). La velocidad de disolucién del proceso, R, puede ser conocida

diferenciando la ecuacidn 3.1 con respecto al tiempo:

R =kAje "t (3.2)

De esta ecuacidn, la velocidad inicial de disolucidon Ro, puede ser estimada
evaluando la ecuacién 2 a t=0, resultando ser el producto de las dos constantes que se

obtienen al ajustar la ecuacion 3.1 a los datos experimentales.

Esta ecuacidn permite calcular la velocidad inicial de disolucién ajustando toda

la curva de disolucién, utilizando todos los datos del experimento, superando asi los
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Figura 3.10. Cinéticas de disolucion de Mg de: a) HDL-VAN-C1; b) HDL-VAN-C2; c)
HDL-VAN-R1; d) HDL-VAN R2 y tasa de disolucién inicial vs pH de: e) HDL-VAN-C;
f) DHL-VAN-R. Las lineas corresponden a las predicciones de la Ecuacién 1, con los
parametros que se presentan en la Tabla 3.
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inconvenientes de estimar la pendiente inicial de la curva solo con los primeros datos
experimentales. Los valores de Rode las muestras en todos los valores de pH estudiados
se muestran en la Tabla 3.3 y en la Figura 3.10 se muestran graficos de Rovs. pH. La
velocidad de disolucion fue bastante similar a valores de pH mayores o iguales a 5, e
incrementd
rapidamente a valores menores a éste. Las muestras obtenidas por coprecipitacion se
disolvieron 10 veces mas rapido que las obtenidas por reconstruccién. La liberacién de
vancomicina en funcidn del tiempo es graficada y mostrada en la Figura 3.11. Antes de
discutir esta informacién, debe ser destacado que la vancomicina es un antibiético
altamente soluble en agua, y se disuelve rapidamente. Experimentos en nuestro
laboratorio (no mostrados aqui) indicaron que el 100% del farmaco puro se disuelve en

menos de 2 seg, en coincidencia con lo reportado por Lépez et al. (Lopez-Iglesias et al.,

2019).
HDL-VAN-C; HDL-VAN-C;
pH Al Ro k Al Ro k
(mmol.g?) (mmol.g'min?) (min?) | (mmol.g?) (mmol.gmin?) (min?)
3 3,25 0,2468 0,07594 5,26 0,1171 0,02227
4 3,52 0,0723 0,02073 5,4 0,0617 0,01142
5 2,28 0,0528 0,02314 2 0,0244 0,01219
6 2,74 0,0441 0,0161 4,62 0,0270 0,00585
7 2,92 0,0571 0,01957 2,4 0,0106 0,00044
8 1,26 0,0185 0,01467 1,9 0,0249 0,01313
9 2,12 0,0317 0,01497 3,29 0,0341 0,01037
HDL-VAN-R; HDL-VAN-R;
pH Al Ro k Al Ro k
(mmol.g?) (mmol.g'min?!) (min?) | (mmol.g?) (mmol.g'min?) (min?)
2,48 0,0122016 0,00492 2,2 0,015576 0,00708
4 1,49 0,0043061 0,00289 3,86 0,0057514 0,00149
5 0,95 0,004104 0,00432 4,35 0,001392 0,00032
6 0,69 0,0023322 0,00338 3,55 0,001846 0,00052
1,51 0,0012342 0,00102 2,17 0,0042098 0,00194
8 0,55 0,002805 0,0051 0,6 0,002262 0,00377
0,25 0,00225 0,009 0,38 0,0037544 0,00988

Tabla 3.3. Cantidad de Mg liberado, velocidad inicial de disolucion,
constante de velocidad vs pH de las muestras estudiadas.
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La Figura 3.11a-b muestra que la liberacién de vancomicina de las muestras HDL-
VAN-C, como ocurre con el Mg, aumenta sostenidamente con el tiempo hasta hacerse
constante por encima de los 150 min. Las lineas punteadas corresponden al 100 % del
farmaco presente en las muestras. Por el contrario, en las muestras HDL-VAN-R, se
observa una liberacidon muy rapida. Esta liberacién es tan rdpida que la gran mayoria del
farmaco que se disuelve a un cierto pH, lo hace ya antes del primer punto extraido a los
5 min de la reaccidn, por lo que las curvas de liberacion se presentan en muchos casos
como lineas practicamente planas, casi paralelas al eje x.
El porcentaje de droga que fue liberada varié con el pH y el tipo de muestra. Casi

todo el fdrmaco fue liberado a valores de pH 3 para todas las muestras debido a la rdpida
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Figura 3.11. Cinética de liberacion de vancomicina de: a) HDL-VAN-C1; b)
HDL-VAN-C2; c) HDL-VAN-R1; d) HDL-VAN-R2
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disolucién de la estructura del HDL. Para las muestras obtenidas por coprecipitacién, a

los 400 min de la reaccidn, la liberacidon de vancomicina estuvo entre el 80 % y 100 %,

excepto a pH 8 donde fue menor. Para las muestras obtenidas por reconstruccion, la

liberacion del farmaco estuvo entre 90 y 100 % en HDL-VAN-R1. Para el caso de HDL-

VAN-R2, no hubo una tendencia especifica en la liberacién, con porcentajes que variaron

entre 40 y 100% sugiriendo una alta heterogeneidad en la muestra.

La Figura 3.12 compara la liberacidn del farmaco con la disolucién del Mg. En las

muestras obtenidas por coprecipitacién la liberacidn de vancomicina fue congruente

con la disolucién del Mg de la estructura del HDL. Estos resultados indican que el

farmaco y la estructura del HDL estdn distribuidos homogéneamente, ya que tanto Mg

como el fdrmaco van pasando de manera simultanea hacia la solucidn acuosa. Por el
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Figura 3.12. Cinética de liberacion de vancomicina vs disolucidon de Mg: a) HDL-VAN-C1; b)
HDL-VAN-C2; c) HDL-VAN-R1; d) HDL-VAN-R2
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contrario, en las muestras obtenidas por reconstruccion no hay una relacién

congruente, ya que el farmaco se libera rdpidamente a comparacién de lo que ocurre

con la disoluciéon del Mg de la estructura del HDL. Estos resultados estdn en

concordancia con las imagenes SEM, y puede ser explicado por la presencia de dos fases

separadas en los solidos obtenidos por reconstruccién: la fase cristalina del HDL y la fase

de la vancomicina, donde cada una se comporta independientemente cuando entra en
contacto con el agua.

Toda la informacidn brindada anteriormente necesita ser analizada/entendida
desde un punto de vista de disposicién/arreglos estructural/estructurales de las
muestras HDL-VAN que explique los resultados obtenidos. Estas disposiciones, tanto
para las muestras por coprecipitacion o reconstruccién son mostradas
esquemadticamente en la Figura 3.13. La Figura 3.13a muestra un agregado de una
muestra obtenida por coprecipitaciéon, donde se observa el apilamiento de laminas de
HDL con moléculas de vancomicina adsorbidas y distribuidas homogéneamente sobre la
superficie externa. Entre las laminas, en el espacio interlaminar, se ubican los iones
cloruro y carbonato que neutralizan la mayor parte de la carga de las mismas. La Figura
3.13b representa un agregado de una muestra obtenida por reconstruccién. El
apilamiento de las laminas es menor y mas desorganizado que en el caso anterior, pero
con los mismos iones interlaminares neutralizando la carga estructural del HDL. La
principal diferencia con la muestra anterior es que el farmaco se encuentra distribuido
de una manera mas heterogénea, donde una gran cantidad de moléculas de
vancomicina forman una fase sélida por separado y otras se encuentran adsorbidas en
la superficie del HDL.

Ambas disposiciones estan en concordancia con la informacidn proporcionada
por los difractogramas, donde se observa una estructura mas organizada en las
muestras obtenidas por coprecipitacion y sin intercalacién del farmaco en ambos
solidos. Hay casos reportados en la literatura donde se intercalan aniones en la
estructura del HDL, pero sin desplazamiento de los picos de difraccion en el
difractograma. Esto puede ser posible para moléculas o iones que son pequenos y

planos (Dong et al., 2010; Liu et al., 2008; Wang et al., 2005), pero el ancho calculado de
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la molécula de vancomicina sigue siendo demasiado grande como para no generar
desplazamiento de la reflexion correspondiente al plano d(oo3).

Las estructuras y disposiciones propuestas estan en concordancia también con
los resultados obtenidos por SEM y EDS, donde se observa homogeneidad en Ia
composicidon quimica de las muestras obtenidas por coprecipitacion y heterogeneidad
en la composicion de las muestras obtenidas por reconstruccién. Esto también explica

el comportamiento de cada muestra en las cinéticas de liberacién y disolucidn del sélido.

Figura 3.13. Dibujo esquematico de: a) Muestras obtenidas por coprecipitacion; b)
Muestras obtenidas por reconstruccion.

111.4. CONCLUSIONES

Cuatro complejos biocompatibles HDL-VAN fueron sintetizados, caracterizados y
testeados para la liberacion controlada del farmaco bajo diferentes condiciones. Una
combinacion de cinéticas de disolucidn, cinéticas de liberacién, SEM, EDS, TG, DSC, FTIR
y movilidad electroforética permitieron establecer que las muestras sintetizadas por
coprecipitacion presentan una distribucién homogénea de vancomicina y Mg, llevando
a una disolucion congruente. Por el contrario, las muestras sintetizadas por
reconstruccién no fueron homogéneas, presentando dos fases diferentes y una
disolucién incongruente. Los complejos obtenidos por coprecipitacion son compuestos
prometedores para ser usados en sistemas in vitro para su estudio de liberacién

controlada.
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Capitulo IV: Hidréxidos Dobles Laminares-
Ciprofloxacina (HDL-CIP)

La ciprofloxacina es un agente antimicrobiano que pertenece al grupo de las
fluoroquinolonas, con un amplio espectro de accidn frente a bacterias gram positivas y
gram negativas, incluyendo pseudomonas y especies estafilocdcicas (Mcghan et al,,
1990) y ademas se ha demostrado que esta molécula decrece la proliferacion e induce
la apoptosis de células de carcinoma de colon (Herold et al., 2002). Este antibidtico
funciona inhibiendo la ADN girasa, y las enzimas topoisomerasa Il y IV, necesarias para
la replicaciéon bacteriana (Sanders, 1988).

Como se describié en el capitulo anterior, es necesario un uso racional de la
antibioticoterapia para evitar efectos subterapéuticos y secundarios, y esto se logra
alcanzando concentraciones plasmaticas del fdrmaco entre los limites subterapéuticos
y de toxicidad. Estos niveles pueden alcanzarse con una liberacién controlada del
farmaco, evitando los picos y valles en el perfil farmacocinético (Toutain et al., 2002).
Los hidréxidos dobles laminares, como se mencioné anteriormente, pueden ser usados
como excipientes que modifiquen el perfil de liberacidn/disolucién del farmaco (de
Sousa et al., 2021).

En este trabajo, se sintetizaron complejos de HDL intercalados con
Ciprofloxacina, con Mg (Il) y Al (Ill) como cationes metdlicos en su estructura. El objetivo
es comparar las muestras obtenidas a través de los distintos métodos de sintesis:
coprecipitacion, reconstruccién e intercambio idnico. Segun la bibliografia disponible no
todos los métodos conducen a un mismo resultado, dependiendo del anién a intercalar
un método puede ser eficiente mientras que otro puede conducir a resultados
indeseados. Muy pocos estudios se pueden encontrar en la literatura en la cual se
compare el rendimiento de estos tres métodos de sintesis con un farmaco a intercalar.
Gordijo et al., por ejemplo, realizé este tipo de comparacién con un HDL intercalado con
ibuprofeno. Encontraron que las muestras obtenidas por coprecipitacidn e intercambio
idnico podian ser buenos transportadores del farmaco, pero sus propiedades antiacidas
disminuyeron respecto de la muestra obtenida por reconstruccién. Por el contrario, con
la muestra obtenida por el método de reconstruccién, el HDL funcioné como buen
transportador de la droga manteniendo sus propiedades antiacidas (Gordijo et al.,
2005). Del Arco et al. sintetizd por estos métodos muestras de HDL intercalados con

acido mefenamico y meclofendmico. Aunque, en general, se obtuvieron resultados
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similares en los tres casos, en el método de reconstruccion se obtuvo una mezcla de HDL

intercalado con el fdrmaco y iones carbonato. En un experimento similar, estos autores

no encontraron diferencias significativas en las muestras obtenidas por estos métodos

de un HDL intercalado con fenbufeno (del Arco et al., 2007; Del Arco et al., 2010). Para

el caso de un HDL intercalado con ciprofloxacina no se han encontrado estudios que
comparen estos métodos de sintesis.

Las muestras de ciprofloxacina intercaladas en HDL obtenidas por los métodos
de coprecipitacion (HDL-CIP-C), reconstruccién (HDL-CIP-R) e intercambio iénico (HDL-
CIP-1l) en este trabajo fueron caracterizadas por DRX, FTIR, SEM, TEM, TG/DSC,
movilidad electroforética y estudios cinéticos de disolucidén de la estructura del HDL y
liberacion del farmaco entre valores de pH de 3-9 y bajo condiciones fisioldgicas: pH 1,2,
4,5, 6,8 (para una potencial administracién via oral) y pH 7,4 (para una potencial

administracion intravenosa).

IV.1. CIPROFLOXACINA (CIP)

La CIP (Ci7H1sFN303) es una quinolina que contiene grupos ciclopropilo,

carboxilo, fluoro y piperacinilo en las posiciones 1, 3, 6 y 7 respectivamente. Tiene dos

grupos ionizables: carboxilo y amina, y sus respectivos valores de pKa son 5,9y 8,9. Por

lo tanto, la distribucién de especies a diferentes valores de pH indica que a pH<5,9

COOr

3 . J"
Jé‘;%»?“ 3.96 A J“£ J/‘ ‘/. J:
9 J 9 j‘

125A

COO-

Figura 4.1. Molécula de ciprofloxacina optimizada. Figura izquierda: vista desde el
costado. Figura derecha: vista desde arriba. Esferas rojas: oxigeno; esferas grises:
carbono; esferas blancas: hidrégeno; esferas celestes: fldor y esferas azules: nitrégeno.
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prevalece una especie monocatiénica, con ambos grupos protonados; a pH>8,9
prevalece una especie monoanidnica, con ambos grupos desprotonados; y entre valores
de pH de 5,9 y 8,9 mas del 50 % del farmaco prevalece en su forma zwitteriénica (Roca

Jalil et al., 2015), con el carboxilo desprotonado y la amina protonada (ver Figura 4.2).

1,0 4
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T T T — T
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pH
Figura 4.2. Distribucion de especies de CIP
La Figura 4.1 muestra la estructura de la CIP optimizada por DFT. El tamafio de la
molécula es de 12,5 Ay 7,82 A, y el ancho de la misma es de 3,96 A. Estas dimensiones
deben ser consideradas a la hora de analizar el intercalado del antibidtico en la

estructura del HDL.

IV.2. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS HDL-CIP

Las imagenes TEM de las muestras sintetizadas son mostradas en la Figura 4.3.
HDL-CIP-C estad formada principalmente por particulas laminares de tamafios y formas

irregulares con tamafios que varian desde los 50 nm a los 500 nm. Algunas particulas

%5.1‘ 3 X, =

Figura 4.3. Imagenes TEM de: a) HDL-CIP-C; b) HDL-CIP-R; c) HDL-CIP-II
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con forma de agujas son observadas también en las microfotografias. De manera similar,
HDL-CIP-R estd formada principalmente por particulas laminares de diferentes tamafios,
con un importante contenido también de particulas en forma de agujas. HDL-CIP-II, por
el contrario, estd formada principalmente por ldminas con didmetros entre 50 y 200 nm.
La forma de esas |ldminas es hexagonal, como puede ser observado con mayores
magnificaciones en la Figura 4.4. Las ldminas hexagonales son la morfologia
caracteristica de los hidréxidos dobles laminares (Galvao et al., 2016). Ademas, parece
gue solo esta ultima muestra presenta esa homogeneidad de forma en todas sus
particulas, mientras que las de HDL-CIP-C y HDL-CIP-R contienen estructuras adicionales.
De acuerdo con la literatura, las particulas con forma de agujas son cristales formados
por complejos de ciprofloxacina y metales (Liu et al., 2005; Sarwade et al., 2015), y por
lo tanto, es probable que la formacién de estos complejos se dé entre el antibidtico y
los iones de Mg?*o AlI?* disueltos durante la sintesis (Urbaniak et al., 2007). Las imagenes
TEM mostradas en la Figura 4.3, segun lo descrito anteriormente, sugieren que las
muestras HDL-CIP-C y HDL-CIP-R podrian contener una proporcion significativa de estos

complejos.

Figura 4.4. Imagenes TEM a diferentes magnificaciones de HDL-CIP-II
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La Figura 4.5 muestra los difractogramas de Rayos X de las muestras de HDL
sintetizadas y del antibidtico puro. La posicidén e intensidad de las reflexiones de la
muestra HDL-CI (plano (003) a 11,4 © 26, plano (006) a 23 ° 26 y planos (110) y (113) a
60,7 ° 20y 62 ° 26, respectivamente) estan en concordancia con lo reportado por otros
autores en la literatura (Constantino & Pinnavaia, 1995; del Arco et al., 2007), y la
cristalinidad en la muestra es alta debido a que la misma fue expuesta a un tratamiento
hidrotermal (Del Arco et al., 2004; Gu et al., 2014). Todas las muestras que contienen
ciprofloxacina, por el contrario, mostraron una cristalinidad menor, sugiriendo un
apilamiento menos ordenado de las ldminas con respecto a HDL-CI.

La muestra HDL-CIP-Il muestra un pico a muy bajo angulo (3,3 © 20). Este
corresponde al plano (003), indicando que el espacio basal (doo3) se incrementd desde
7,7 Aa 26,5 A. Este desplazamiento revela que la molécula de ciprofloxacina se intercalé
en la estructura del HDL por intercambio iénico, desplazando a los iones cloruro. Se
observa, ademas, en el difractograma de HDL-CIP-Il que también aparecen los picos

caracteristicos de HDL-CI. Este comportamiento es bastante comun en los HDL (Li et al.,
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Figura 4.5. Difractogramas de las muestras estudiadas.
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2016) e indica que el sélido formado es una mezcla de dos estructuras, una
correspondiente a HDL-CIP y otra correspondiente a HDL-CI.

La muestra HDL-CIP-R muestra una débil reflexion a 6° 26, resultando en un
espacio basal (doos)= 14,5 A, el cual es diferente al obtenido en la muestra HDL-CIP-Il e
indica un modo de intercalacién diferente. Ademas, puede observarse que una gran
cantidad de HDL-Cl permanece en el sélido. Las anchas reflexiones ubicadas entre 20 °
20 y 30 ° 26 puede sugerir que la reconstruccion no fue completa en la muestra, con
algunos residuos solidos amorfos.

El caso de la muestra HDL-CIP-C es similar a la anterior, aunque la reflexioén a los
6 © 20 es mas intensa, indicando una intercalacion mas efectiva. Sin embargo, otras
reflexiones aparecen en la muestra, lo que indica que el sélido es una mezcla de HDL
intercalado con el antibiético, HDL intercalado con clorurosy otros sélidos. Estos pueden
ser diferentes tipos de complejos de ciprofloxacina con iones Mg?*y AI**, como sugieren

lasimagenes TEM. Con respecto a los resultados mostrados anteriormente, queda claro
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Figura 4.6. Dibujo esquematico de la disposicion de
ciprofloxacina en la estructura del HDL segun Mishra et al.
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gue en ningun método de sintesis se obtiene un HDL en el cual la Unica especie
intercalada sea el antibiético. Las muestras HDL-CIP-C y HDL-CIP-R resultaron en una
mezcla de diferentes clases de HDL y otros sélidos amorfos no identificados. En un
estudio cinético de liberacién del farmaco y disolucién de la estructura del HDL, estas
muestras de heterogeneidad no muy bien definida no nos permitirian obtener una
interpretacion sencilla de los datos. Los mejores resultados se encontraron para la
muestra HDL-CIP-II, ya que estd formada solo por dos fases de HDL bien definidas, con
cloruros o ciprofloxacina. Es por esto que esta muestra es la seleccionada para realizar
estudios de caracterizacion y liberacidn de antibidtico de aqui en adelante.
Teniendo en cuenta que el espaciado del plano (003) (doos) en la muestra HDL-
CIP-1l fue de 26,5 A, y sabiendo que el ancho de una capa inorganica del HDL es de 4,8 A
(Aisawa et al., 2003), se puede obtener el espaciado interlaminar, siendo en este caso
de 21,7 A. Esto esta en concordancia con los resultados obtenidos por Mishra et al.
(Mishra et al., 2017), que realizd un estudio detallado de ciprofloxacina intercalada en
distintas muestras de HDL obtenidas a diferentes temperaturas. El mismo concluye que
las moléculas del antibidtico estan ubicadas en el espacio interlaminar como una bicapa,
donde los grupos carboxilatos interactian hacia arriba y hacia abajo con las l[dminas
inorganicas del HDL, y donde los grupos bencenos de cada molécula interactian entre
ellos. Esta disposicion de las moléculas, que es mostrada en la Figura 4.6, estd
respaldada por la informacién brindada en el difractograma, el tamafno calculado del
antibidtico por DFT y es coincidente con datos reportados por otros autores (Latip et al.,
2013).
La ecuacién de Scherrer permite estimar el tamaiio promedio de las particulas
(Li et al., 2005; Zhao et al., 2002). La aplicacion de esta ecuacién al plano (003) da como
resultado un ancho de 194 A (un apilamiento aproximado de 25 laminas) para HDL-CI, y
124 A (un apilamiento de 4 ldminas) para la muestra HDL-CIP-II, evidenciando un
apilamiento menor o menos organizado en el caso del sélido intercalado con el

antibidtico en el espacio interlaminar.
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La Tabla 4.1 muestra la composicidon quimica y la formula quimica teérica de
HDL-CIP-II. Para poder comparar, se presenta también la misma informacién para la
muestra HDL-CI. HDL-CIP-II tiene una relacion Mg/Al de 3,1, en comparacidn con la del

HDL-CI que es de 2, siendo esta ultima la precursora de la primera. Esto parece ser

Muestra %»Mg %Al %Cl %HO %CIP % C % N Férmula quimica
HDL-CI 19,0 10,1 13,6 12,0 - - - [Mgo,67Al0,33(OH)2]Clo,33.0,56H20
HDL-CIP-11 10,5 3,8 0,7 19,6 51,4 32,8 6,5 [Mgo,76Al0,24(OH)2]Clo,03CIPo,27.1,9H20

Tabla 4.1. Composicidon elemental, contenido de agua interlaminar y férmula tedrica de las
muestras estudiadas

bastante normal en las muestras de HDL, tal como ha sido reportado por otros autores.
Rojas et al. obtuvo una relacién Mg/Al de 2,4, partiendo de reactivos en una relacion de
2 (Rojas et al., 2014). En el capitulo Il de esta tesis se detalla que las muestras HDL-VAN
obtenidas por los métodos de coprecipitacion y reconstruccién resultaron en una

relacion de Mg/Al de 3, partiendo también de reactivos con una relacién de 2 (Lopez et

Figura 4.7. Imagenes SEM de la muestra HDL-CIP-1l a diferentes magnificaciones.
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al., 2019). Vucelic et al., por otra parte, demostraron un cambio en esta relacion de 2 a
3 luego de someter a la muestra a un tratamiento hidrotermal (Vucelic et al., 1995).
Estos autores argumentaron que la relacion Mg/Al=3 es la mas estable durante las
condiciones estudiadas. Similarmente, Tronto et al. obtuvieron un HDL con una relacién
Mg/Al mayor a la de sus reactivos y atribuyd estos resultados a la solubilizacion del Al
(1) desde la estructura del HDL (Tronto et al., 2004). La informacion de la Tabla 4.1
confirma la presencia del antibidtico en la muestra HDL-CIP-Il, con algunos iones
cloruros presentes también. Es interesante destacar que la suma de estos dos aniones
(CI+CIP=0,30) excede la carga total superficial positiva de la estructura (0,24). Esto
sugiere que la ciprofloxacina estd presente principalmente como anidon monovalente y
también, en menor medida, como molécula neutra (zwitterion).
La Figura 4.7 muestra las imagenes SEM a diferentes magnificaciones de la

muestra HDL-CIP-Il. Como se observa en la misma, los agregados son de diferentes

Figura 4.8. Imagen SEM de HDL-CIP-Il con analisis EDS.
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tamafios, variando de 1 a 15 um. La Figura 4.8, por otra parte, muestra el analisis EDS
realizado a diferentes agregados. La composicidon quimica obtenida por EDS esta en
concordancia con la composicion elemental de la muestra presentada en la Tabla 4.1,
mostrando la presencia de Mg, Al, O, C, Ny F, todos elementos presentes en las [dminas
de los HDL y/o la ciprofloxacina.

Los espectros FTIR de las muestras HDL-CIP-Il y HDL-Cl son mostrados en la Figura
4.9. Ambos son comparados con el espectro del antibidtico puro y una mezcla fisica (en
concentraciones similares) de HDL-Cl y ciprofloxacina. HDL-Cl presenta las bandas tipicas
de una hidrotalcita: estiramiento del enlace O-H entre 2700-3500 cm™, vibraciones
correspondientes a la flexion H-O-H del agua interlaminar a 1630 cm™ y vibraciones de
red de M-O y M-O-M (M= Mg o Al) a 400-800 cm™ (Jaymand, 2011; Zhang et al., 2011).
El antibidtico puro muestra también sus bandas caracteristicas: estiramiento O-H a 3500
cm!, estiramiento N-H del grupo piperacinilo a 3320 cm™, estiramiento C-H del anillo

aromatico a 2930 cm™, vibraciones C=0 del grupo carboxilo a 1707 cm™, estiramiento
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Figura 4.9. Espectros IR de las muestras estudiadas
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de las uniones C-N del anillo de quinolona a 1430-1480 cm™%, y vibraciones C-O del grupo
carboxilo a 1270 cm™ (Al-Omar, 2004; Sultana et al., 2019). El espectro de la muestra
HDL-CIP-II contiene todas las bandas mencionadas anteriormente, excepto la banda de
1707 cmsugiriendo que hay interaccion del grupo COO" con la estructura del HDL. Esta
conclusion es argumentada también analizando el espectro de la mezcla fisica del HDL-
Cl+CIP, donde esta banda si se encuentra presente ya que no existe interaccion entre la
estructura del HDL y el grupo carboxilo (Rojas et al., 2012; Sultana et al., 2019). Estos
resultados concuerdan con la representacion mostrada en la Figura 4.6.

Los analisis termogravimétricos y de calorimetria diferencial de barrido de las
muestras son mostrados en la Figura 4.10. La ciprofloxacina muestra dos picos
endotérmicos: uno a 150 °C con una pérdida de peso del 6,8 % y otro a 325 °C con una
pérdida de 93,2 %, correspondiendo a la descomposicidon del farmaco en un 100% (Liu

et al., 2005). En la muestra HDL-CI se observan dos picos endotérmicos a temperaturas
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menores a 220 °C con una pérdida de peso del 13 %, debidos a la deshidratacién del
agua superficial e interlaminar del HDL. Otros dos picos endotérmicos son detectados a
350 °C y 430 °C finalizando en 500 °C, con una pérdida de peso del 26,5 %. Esto ocurre
debido al proceso de deshidroxilacidn de la estructura. A temperaturas superiores a 500
OC la estructura del HDL colapsa, formandose una mezcla de éxidos de Mgy Al (Seftel et
al., 2008) con una pérdida de masa de 7,5 %. A 1100 °C la pérdida de masa total de la
muestra fue de 47 %. En el caso de la muestra HDL-CIP-Il se observan varios procesos de
deshidratacién hasta los 250 °C, con una pérdida de peso del 20 %. Excepto por un
pequefio pico endotérmico a 310 °C, la pérdida de masa por encima de los 300 °C fue
continua y gradual, con un comportamiento muy diferente a los observados en el
farmaco y la muestra HDL-CI. Esto es normalmente atribuido a una degradacidon mas
“lenta” de la droga como consecuencia de su interaccién con la estructura del HDL
(Tammaro et al., 2007). A 1100 °C, la pérdida de masa total fue de 73 % (51 % debido al
farmaco y 22 % debido a la estructura del HDL, acorde a los datos observados en el

analisis elemental).
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Figura 4.11. Potencia zeta de las muestras estudiadas en funcidn del pH.
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La Figura 4.11 muestra el potencial zeta ({) de las muestras analizadas en funcién

del pH. Para HDL-CI, se observa un valor constante de 38 mV en un rango de pHde 3 a
7. Luego, hay un decrecimiento constante hasta un pH de 12, donde se encuentra su
punto isoeléctrico (PIE), valor que es normal para este tipo de muestras (Rojas Delgado
et al., 2008). Para la muestra HDL-CIP-II, la forma de la curva es similar a la muestra sin
el antibidtico, pero desplazada hacia valores menores de {, comenzando con un valor de
30 mV entre valores de pH de 3 y 7 y decayendo de manera constante hasta su punto
isoeléctrico, en un valor de pH de 10. Hay dos factores principales que conducen a este
desplazamiento hacia valores de { menores: la diferencia en la relacién Mg/Al, la cual es
menor en la muestra HDL-CIP-Il y por lo tanto disminuye la carga estructural (Rojas
Delgado et al., 2008) y la presencia de ciprofloxacina en su forma anidnica adsorbida en
la superficie. Ambos factores influyen en el decrecimiento (o crecimiento) de la carga

positiva (o negativa) de las particulas.

IV.3. CINETICAS DE LIBERACION Y DE DISOLUCION

Las cinéticas de liberacién del fdrmaco y de disolucion del HDL llevadas a cabo en
NaCl 0,9 %y soluciones buffer para la muestra HDL-CIP-Il se presentan en la Figura 4.12.
Hay una rapida liberacion de la droga en NaCl a valores de pH entre 3 y 6, con mas del
80 % liberado en los primeros minutos (Figura 4.12a). A pH 7 la liberacién del farmaco
fue un poco menos rapida que a pH mas acidos, con un 60 % liberado al principio del
proceso y alcanzando valores del 90% después de los 30 min. A pH 8, el 38 % de la droga
se liberd rapidamente y luego lo hizo de manera constante en el tiempo hasta alcanzar
un valor del 70 %. A pH 9, hubo una répida liberacidn del 20 % pero sin una posterior
liberacion continua. Este comportamiento general, presentando una rapida liberacién
inicial (también llamado efecto “burst”) es bien conocido en estudios de

liberacién/disolucién de farmacos, y como se puede observar ocurre a todos los valores
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Figura 4.12. Cinéticas de liberacidn del farmaco de HDL-CIP-II en: a) Buffer;
b) NaCl 0,9 % y disolucidon de Mg en: c) Buffer; d) NaCl 0,9 %

de pH (Huang & Brazel, 2001; Tronto et al., 2004). Por otra parte, la liberacién de Mg,
que refleja la disolucidn de la estructura del HDL, siguié un comportamiento tipico para
los HDL; siendo rapida para pH acidos y tornandose mas lenta a medida que se aumenté
el valor de pH (Figura 4.12c). A pH 3 y 4 la disolucién fue rapida hasta alcanzar el 100 %
luego de 130 min y 240 min de reaccién, respectivamente. Por el contrario, a pH 9 la
disolucién fue muy poco significativa.

En los experimentos llevados a cabo bajo condiciones fisioldgicas, la liberacion
del farmaco fue bastante rapida a todos los pH, con una liberacion inmediata del 85 % o
mas, seguida de una liberacion continua. La tendencia de disolucion de Mg, por el

contrario, fue diferente a la liberacidn de la droga. La disolucion fue rdpida a pH 1,2, mas

83| Pagina



Capitulo IV: Hidréxidos Dobles Laminares-
Ciprofloxacina (HDL-CIP)

lenta y continua (desde el 35 al 65 % de disolucién) a pH 4,5, mientras que a pH 6,8y 7,4
tuvo lugar una disolucién inicial del 28 % pero sin cambios posteriores.

La liberacion del farmaco y la disoluciéon de Mg necesitan ser analizadas en base
a tres procesos principales: desorcién del farmaco, intercambio idnico y disolucién de la
estructura del HDL (Parello et al., 2010). La desorcién desde la superficie externa de la
particula del HDL y el intercambio idnico son analizados en conjunto ya que ambos
involucran la liberaciéon del farmaco, pero no del Mg. Por el contrario, el proceso de
disolucioén involucra la liberacion de ciprofloxacina conjuntamente con el pasaje de Mg
a la solucién acuosa. Los tres procesos podrian ser afectados por el tipo y concentracion
de aniones en el medio acuoso. Por ejemplo, los aniones que tienen buena afinidad por
la estructura del HDL pueden producir un rapido y efectivo intercambio y/o desorcion.
Ademas, los aniones con buena capacidad de formar complejos con Mg y Al pueden
conducir a una rapida disolucién de la estructura. Teniendo estos factores en cuenta,
los resultados de liberacion de Mg y ciprofloxacina en NaCl 0,9 % y bajo condiciones
fisiolégicas pueden ser facilmente entendidos en términos de intercambio idnico (en

conjunto con la desorcién del fdrmaco desde la superficie del HDL) y de disolucion, tal

100
80
Q ] Intercamt'"o lonico CIP liberada en NaCl 0.9%
S \ y desorcidn Mg liberado en NaCl 0.9%
o 4 CIP liberada en buffer
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o \
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\
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Figura 4.13. Esquema de CIP (cuadrados, linea sélida) y Mg (circulos, linea punteada)
liberados en funcion del pH a los 60 min.
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como se representa en la Figura 4.13. A modo ilustrativo, esta figura muestra
conjuntamente la liberacién de CIP y Mg en funcién del pH a los 60 min de reaccion. Los
circulos y lineas punteadas muestran la liberacion de Mg (que representa la disolucion
de la estructura del HDL) mientras que los cuadrados y linea sdlida muestran la CIP
liberada (que representa la suma de desorcidn, intercambio y disolucidn). Aunque los
experimentos fueron llevados a cabo a diferentes temperaturas y en presencia de
distintos iones en las soluciones, los resultados son similares para los experimentos
obtenidos en NaCl y en soluciones buffer. La figura claramente muestra que a valores
de pH bajos (2-3) la liberacion de la droga fue debida principalmente a la disolucion de
la estructura del HDL (80-90 %), a valores de pH intermedios (4-7) la liberacion de
ciprofloxacina estuvo controlada principalmente por los procesos de desorcion e
intercambio iénico, y a valores de pH altos (8-9) como la disolucion de la estructura del
HDL fue muy baja, la liberacion del farmaco se produjo principalmente por intercambio
idnico y desorcidn, aunque no se alcanzé el 100 % de liberacidn. Las similitudes en el
comportamiento entre las soluciones buffer y NaCl 0,9 % indican que la variable que mas
afecta los procesos es el pH, ya que no se han visto cambios significativos con respecto

a la temperatura (25 0 37 °C) o el tipo y concentracion de iones.
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Figura 4.14. a) Cinética de liberacion de CIP; b) cinética de liberacién de Mg.
En las muestras HDL-CIP-C y HDL-CIP-R

Aunque las muestras sintetizadas por los métodos de coprecipitacion vy
reconstruccién (HDL-CIP-C y HDL-CIP-R) fueron menos cristalinas y con fases poco

definidas, se estudid el comportamiento cinético de liberacién del farmaco y disolucién
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del HDL bajo condiciones fisioldgicas (ver Figura 4.14). La liberacion de ciprofloxacina en
estos dos compuestos fue mas rapida que en la muestra HDL-CIP-II, y para las cinéticas
de disolucion a pH 1,2 la liberacion del Mg alcanzé rapidamente el 100 %, como en la
muestra HDL-CIP-IIl. A pH 4,5 y 6,8, la liberacidn de Mg no alcanzé el 100 %, pero en
todos los casos fue mayor que en la muestra HDL-CIP-II. Estos resultados indican que en
estas dos muestras la disolucién de la estructura del HDL Yy la liberacion de ciprofloxacina
es mas rapida que en HDL-CIP-II, debido posiblemente a su baja cristalinidad.

La liberacién de ciprofloxacina de la muestra HDL-CIP-Il es comparada con la
disoluciéon de un comprimido comercial y graficada en la Figura 4.15. A pH 1,2 el
comportamiento fue bastante similar en los dos casos, con una rdpida liberacién del
farmaco alcanzando el 100 % a los 50 min. También fue muy rdpida la disolucién de
ciprofloxacina del comprimido a pH 4,5, mientras que en el caso de la muestra HDL-CIP-
Il se observd una liberacidon mas lenta, alcanzando recién el 90 % de liberacién pasados

los 120 min. A pH 6,8 hubo una rapida disolucién del comprimido en un 24 % seguido de
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Figura 4.15. Cinéticas de liberacién de CIP in vitro de la muestra HDL-CIP-Il y
comprimido comercial
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un proceso lineal hasta alcanzar el 60 % a los 240 min, y en el caso de la muestra HDL-
CIP-Il se observé un comportamiento diferente donde se atenud la liberacion inicial del
farmaco, pero llegd a un valor del 60 % a los 240 min. Hay que tener en cuenta para
realizar un analisis completo que la muestra HDL-CIP-Il se encuentra presente como un
polvo fino y, por lo tanto, no presenta el paso de desintegracién como ocurre en el caso

de comprimido para la liberacion/disolucion del farmaco.

1V.4. CONCLUSIONES

Tres métodos diferentes fueron utilizados para sintetizar un HDL intercalado con
ciprofloxacina. Los analisis quimicos, la difraccidon de rayos X, la espectroscopia IR y otras
técnicas de caracterizacion demostraron que este farmaco puede ser intercalado en la
estructura del HDL. En los métodos de coprecipitacidn y reconstruccién se obtuvieron
impurezas no deseadas y en el método de intercambio iénico se observé el mejor
resultado, en lo que respecta a cantidad intercalada y baja heterogeineidad en las fases
cristalinas obtenidas.

Un estudio combinado de liberacién del farmaco y disoluciéon de la estructura del
HDL permite concluir que a pH bajos (menor a 3) la liberacién de ciprofloxacina fue
debida al proceso de disolucién, mientras que a valores de pH intermedios y altos
predominaron los procesos de desorcién e intercambio iénico. Paralelamente, se
observé también que los cambios de temperatura (25 o 37 2C) o tipos y concentraciones
de iones no afectaron el comportamiento cinético. En comparacion con la formulacién
comercial, HDL-CIP-Il presenta un perfil de liberacion mas lento. Debido a la répida
disolucién de la estructura del HDL (y por lo tanto liberacion del farmaco) a valores de
pH acidos, es necesario desarrollar algun tipo de recubrimiento para esta clase de
materiales que eviten esta degradacién. A pesar de esto, la muestra obtenida presenta
una buena relacién farmaco/HDL, lo cual es necesario para un correcto tratamiento

médico.
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Capitulo V: Hidréxidos Dobles Laminares-
Valproato (HDL-VAL)

El valproato de sodio (VAL) es la sal del acido valproico, y es un farmaco de amplio
espectro usado por mas de 40 afios para tratamientos como epilepsia, desérdenes
bipolares, migrafas y con potencial uso para enfermedades neurodegenerativas. Su uso
durante todo este tiempo ha demostrado un buen perfil de seguridad, por lo que es muy
utilizado en poblaciones pedidtricas (Nalivaeva et al., 2009).

En este capitulo de la tesis el objetivo es intercalar este farmaco dentro de la
estructura de los HDL para su posterior estudio en la liberacidon del mismo en diversas
condiciones de pH. Esta necesidad radica en que es un farmaco que sigue siendo vigente
y ampliamente utilizado en la clinica, y los trabajos encontrados en la literatura de esta
molécula combinados con HDL no detallan estos procesos farmacocinéticos (Nagaraj et
al., 2015; Nakayama & Hayashi, 2014).

Para esto, se sintetizé un compuesto HDL-VAL por el método de intercambio
idnico a partir de un HDL con Mg (Il) y Al (Ill) como cationes metalicos en su estructura
y aniones nitrato en su interldmina. Como fue explicado en la introduccién de esta tesis,
el método de intercambio idnico es uno de los mas utilizados en la sintesis de
compuestos HDL-farmacos, ya que facilmente pueden intercambiar el anién inorganico
gue se encuentra en la estructura original por el fdrmaco de interés (Del Arco et al.,
2010; Rojas et al., 2012). A diferencia de los capitulos anteriores, en este caso se utilizd
anioén nitrato, el cual posee una menor afinidad por la estructura del HDL Yy, por lo tanto,
es mas facil de intercambiar que otros aniones (cloruros, carbonatos, etc.) (Chao et al.,
2008).

Vale destacar también que el suplemento de Mg(Il) ha demostrado beneficios en
el tratamiento de la epilepsia y trastornos bipolares, por lo que el aporte conjunto de
Mg(ll) y VAL del HDL-VAL sintetizado podria potenciar el tratamiento de VAL en estas
patologias (Eby & Eby, 2006; Osborn et al., 2016).

La muestra HDL-VAL obtenida por el método de intercambio i6nico (HDL-VAL-II)
en este trabajo fue caracterizada por DRX, FTIR, SEM, TEM, TG/DSC, movilidad
electroforética y estudios cinéticos de disolucion de la estructura del HDL y liberacién
del fdrmaco entre valores de pH de 3-9 y bajo condiciones fisioldgicas: pH 1,2, 4,5, 6,8

(para una potencial administracidn via oral).
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V.1. VALPROATO (VAL)

La formula quimica de VAL (también llamado 2-propilvalerato) es CgHis02, con
un peso molecular de 143,2 g/mol. Posee un grupo carboxilo ionizable, con un pKa de
4,8, por lo que a valores superiores del mismo la molécula se encontrara principalmente
en su forma anidnica, con el grupo carboxilo desprotonado (Alsarra et al., 2005).

La Figura 5.1 muestra la molécula de valproato optimizada por DFT. El tamafio
de la molécula es de 7,71 A por 5,75 A y un espesor de 2,4 A. Los resultados obtenidos
estan en concordancia con lo mostrado por Nagaraj et al. (Nagaraj et al., 2015), y serdn

considerados para analizar el intercalado de este farmaco en la estructura del HDL.

1 coo “’
9 5\

CoO

5,75 A

2,4 A

Figura 5.1. Molécula de valproato ionizada optimizada. Figura izquierda: vista desde el
costado. Figura derecha: vista desde frente. Esferas rojas: oxigeno; esferas grises:
carbono; esferas blancas: hidrégeno.

V.2. CARACTERIZACION DE LAS MUESTRAS HDL-VAL

La Figura 5.2 muestra los difractogramas de los HDL sintetizados y del farmaco
puro. La posicion e intensidad de las reflexiones tipicas del HDL-NO3 coinciden con lo
reportado por otros autores en la literatura (Olanrewaju et al., 2000; Xu & Zeng, 2001)
y estan de acuerdo con el difractograma referencia del Joint Committee on Powder
Diffraction Standars (JCPDS), que corresponde a la hidrotalcita, con aniones carbonatos

en la interlamina, por lo que los valores de los angulos de difraccion se encuentran
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Figura 5.2. Difractogramas de las muestras HDL-VAL-II, VAL, HDL-NOs y el
estandar de referencia de éste ultimo.

levemente desplazados. Los valores de las reflexiones de HDL-NOs son: 10,18 © 26 para
el plano (003), 19,9 ° 26 para el plano (006), 60,8 © 26 para el plano (110) y 62,1 ° 26 para
el plano (113). Teniendo en cuenta estos datos, el espacio basal del plano (003) resulté
ser de 8,8 A. El ion nitrato, por su geometria planar, puede ubicarse de dos maneras en
la interlamina del HDL; en forma horizontal (o “acostada”) o en forma vertical (o
“parada”) y esto determina dos espacios interlaminares diferentes, 7,9 A y 8,8 A,
respectivamente. Es importante obtener siempre un resultado de 8,8 A, ya que luego
esto permite una mayor difusidn del ion por la interldmina mejorando el intercambio
idnico (Rives et al., 2014).

El difractograma del valproato de sodio fue realizado para corroborar que no
existe presencia del farmaco libre en la muestra HDL-VAL-Il. Para esta muestra, se
observa un desplazamiento de los planos caracteristicos del HDL-NOs a valores de 26
menores, siendo los angulos de difraccién de los planos (003) y (006) de 4,8 °26y 9,7 °

20, respectivamente. Esto da como resultado un aumento del espacio basal, con un
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Figura 5.3. Dibujo esquematico de la disposicion de la
molécula de valproato en la estructura del HDL

(doos) de 18,3 A, en coincidencia con los datos informados por Nakayama et al. con un
(doo3) de 18,5 A y por Nagaraj et al. con un (doo3) de 18,7 A (Nagaraj et al., 2015;
Nakayama & Hayashi, 2014). Teniendo en cuenta que la capa del HDL posee un tamafio
de 4,8 A (Aisawa et al., 2003) el espacio interlaminar neto es 13,5 A. Considerando este
espacio interlaminar, y las dimensiones moleculares del valproato , la Figura 5.3
muestra la posible distribucidon de la molécula en la estructura del HDL, formando una
doble capa con los grupos carboxilatos orientados hacia las laminas del HDL (arriba y
abajo) y con el resto de la molécula orientada hacia el interior del espacio interlaminar.
Esta disposicidn se encuentra acorde a lo publicado en la literatura (Nagaraj et al., 2015),
y tiene en cuenta que la carga negativa del grupo carboxilato se encuentra cercana a las
cargas positivas de las ldminas, y que la regién mas hidrofébica de la molécula interactua
con la correspondiente regién hidrofébica de la otra molécula en el centro del espacio
interlaminar.

La ecuacion de Scherrer (explicada en la seccidon 11.2.4) permite estimar el tamafio
promedio de las particulas (Li et al., 2005; Zhao et al., 2002). La aplicacién de esta
ecuacion al plano (003) da como resultado un espesor de 192 A (un apilamiento

aproximado de 22 laminas) para HDL-NOs, y 279 A (un apilamiento de 15 ldminas) para

97 |Pagina



Capitulo V: Hidréxidos Dobles Laminares-
Valproato (HDL-VAL)

la muestra HDL-VAL-II, evidenciando un apilamiento organizado como en el material

original. Esto puede observarse en la cristalinidad del difractograma obtenido.

| Moestta | %M | XAl | KHO [ XVAL| XC %N | Frmeumia

BT 167 24 114 - 0,46 3,82  [MgyssAloaa(OH):] (N3 )o27(CO5 Joga.0,56H;0
8,1 5,1 16,5 25 20 0,4 [MEa sefla 13 OH)IVALy 25(NO5)g 05.1,58H:0

Tabla 5.1. Composicidon elemental, contenido de agua interlaminary
férmula tedrica de las muestras estudiadas

La Tabla 5.1 muestra la composicidon quimica y férmula tedrica para la muestra
HDL-NOs y para la obtenida luego del intercambio idnico. La relacion obtenida de Mg/Al
es de 2 para la muestra HDL-NOs (igual a la relacion seleccionada en la sintesis de la
muestra. Ver seccion 11.4.3) y se mantiene constante luego de la sintesis de la muestra
HDL-VAL-II, ya que esa proporciéon no varia. También se observa un aumento en el
porcentaje de Cy una disminucién del porcentaje de N en la muestra HDL-VAL-II, debido
principalmente al intercambio de los iones NOs™ por moléculas de VAL. Para la muestra
de HDL- NOs, se observa un pequeiio porcentaje de C, debido seguramente a la
contaminacidén con iones carbonato en la sintesis de la muestra. Para la muestra HDL-
VAL-Il se observa que existe una pequena cantidad de iones NOs que no han sido
desplazados en su totalidad por el farmaco. Para ambos casos, la carga estructural
positiva del HDL generada por los cationes trivalentes se encuentra balanceada en su

totalidad con la presencia de estos aniones.
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Los espectros FTIR son mostrados en la Figura 5.4. Son analizadas las muestras
HDL-NOs, HDL-VAL-ll, VAL y una mezcla fisica de HDL-NOs3 y VAL en las mismas
proporciones que HDL-VAL-Il para ser comparadas. Para la molécula de VAL, se observan
las vibraciones simétricas y asimétricas del grupo carboxilato a 1450 cm™ y 1550-1569
cml, respectivamente y un grupo de bandas a 2870-2950 cm™ correspondiente al
estiramiento C-H (Alsarra et al., 2005; Chang, 1979). Para la muestra HDL-NOs se
encuentran bandas a 660-770 cm™ correspondientes a las vibraciones M-O y M-O-M
(M= Mg o Al), a 1351 cm* debido al estiramiento asimétrico de NOs y una banda amplia
a 2700-3500 cm™ correspondiente al estiramiento O-H del agua interlaminar del HDL

(Goebbert et al., 2009; Olanrewaiju et al., 2000). En la muestra HDL-VAL-II se manifiestan

1410-1450
1350

3500-2700

1550-1570

800-600
2870-2930

1]

S

s ——VAL

-g — HDL-VAL-II
3 - ——HDL-NO,
<

‘/\ —— HDL-NO, +VAL

| ! I ' |
3000 2000 1000
Numero de onda (cm"

Figura 5.4. Espectros IR de las muestras estudiadas

todas las bandas descritas anteriormente, confirmando la presencia del farmaco en la
misma. Como ya fue mencionado, sigue existiendo una pequefia cantidad de iones NO3"
en esta muestra y se corrobora con lo mostrado en la Figura 5.4, que muestra la banda
a 1350 cm™* aunque con mucho menos intensidad. En el capitulo anterior (seccidn 1V.2)
se comparo la muestra sintetizada (HDL-CIP-11) con una mezcla fisica y se observd un

cambio en la banda a 1700 cm™! debido a la ionizacién del grupo acido (COOH) vy, por lo
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tanto, se corrobord su interaccién con la estructura del HDL. En este caso, no es posible
detectar esa variacién debido a que el COOH de la molécula de VAL ya se encuentra

ionizado y por lo tanto la banda a 1700 cm™ correspondiente al carbonilo (C=0) no se

observa (Bellamy L., 1975).

Figura 5.5. Imagenes SEM de la muestra HDL-NOs a diferentes
magnificaciones

Figura 5.6. Imagenes SEM de la muestra HDL-CIP-II a diferentes
magnificaciones.

100 | Pagina



Capitulo V: Hidréxidos Dobles Laminares-
Valproato (HDL-VAL)

Las imagenes SEM de la muestra HDL-NOs y la muestra HDL-VAL-Il se presentan
en diferentes magnificaciones en la Figura 5.5 y 5.6 respectivamente. Para una misma
muestra, los agregados varian en forma y tamafio, que van desde 2 a 80 um, sin
encontrarse diferencias significativas en forma y tamafio entre ambas muestras.

En la Figura 5.7 se muestra una de las imagenes de HDL-NOs3 y una de las
imagenes de HDL-VAL-Il, con los correspondientes analisis EDS. En los mismos se
corrobora, aunque de manera cualitativa, la composicién quimica de la muestra
detallada en la Tabla 5.1. HDL-NO3s presenta predominancia de los elementos Mg, Al y
O, que corresponden a la estructura del HDL, y menor proporcion de N y C que
corresponden a los iones nitrato y carbonato. Y con respecto a HDL-VAL-Il se observa
también una abundante presencia de Mg, Al y O, con el C que corresponde

principalmente a la molécula de VAL.

Figura 5.7. Imagen SEM con analisis EDS de: a) HDL-NQOs; b) HDL-VAL-II

La Figura 5.8 muestra las imagenes TEM a dos diferentes magnificaciones tanto
de HDL-NOs; como de HDL-VAL-ll. Se observa claramente la forma de plaquetas

hexagonales con bordes redondeados, caracteristica de los HDL. La principal diferencia
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gue se observa entre ambas muestras es en el tamafio de las mismas, siendo de 20-50
nm para HDL-NOs y de 50-200 nm para HDL-VAL-Il. Esto es seguramente debido a las
distintas condiciones de sintesis de ambos sdlidos (ver seccion 11.4.3), ya que el
tratamiento hidrotermal y el envejecimiento dan como resultado una mayor

cristalinidad y tamafio (Kovanda et al., 2005; Saiah et al., 2009; Tao et al., 2006).

- g

Figura 5.8. Imagen TEM de: ay b) HDL-NOs; cy d) HDL-VAL-
1.

En la Figura 5.9 se presentan los analisis termogravimétricos y de calorimetria
diferencial de barrido de HDL-NOs;, VAL y HDL-VAL-Il. Para la muestra HDL-NOs se
observan dos picos endotérmicos: uno a 220 °C, con una pérdida de masa del 10,2 %, y
otroa 430 °C, con una pérdida de masa del 36,2 %. El primer proceso se debe a la pérdida
de agua superficial e interlaminar. El segundo proceso, con una mayor disminucion de
masa, se debe a la deshidroxilacion del sélido conjuntamente con la descomposicion de
los iones nitrato, resultando en un colapso de la estructura del HDL y en la formacion de
los 6xidos mixtos de Mg y Al. En esta muestra la pérdida total de masa fue del 49,7 %,
en concordancia con lo aportado por la literatura (Benicio et al., 2017; Prinetto et al.,
2000; Zuo et al., 2019). Para la molécula de VAL, observamos un pico exotérmico entre

los 400-500 °C, debiéndose principalmente a la descomposicion del farmaco, con una
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Figura 5.9. DSCy TG de: a) HDL-NOs; b) VAL; y ¢) HDL-VAL-II

pérdida de masa total del 84,2 % (Teixeira et al., 2006). Para HDL-VAL-Il se detallan dos
pérdidas de masa importantes: una que llega hasta los 230 °C con una merma del 16,2
%y otra en el rango de 300-500 °C con una pérdida del 41,6 %. La pérdida total de masa
de esta muestra es del 61,3 %. De este porcentaje, y considerando los datos analizados
anteriormente en las muestras por separado, se deduce que el 33 % corresponde a la
degradacion del farmaco y el 67 % corresponde a la degradacién de la estructura del
HDL. Esto estd en concordancia con los datos de composicidon elemental detallado en la
Tabla 5.1.

La Figura 5.10 detalla el potencial zeta () de HDL-NOs y HDL-VAL-II. Para todo el
rango de pH estudiado, los sélidos poseen potenciales positivos con valores que van
desde los 30 mV hasta los 10 mV. Esto es acorde a lo informado en la literatura (Luengo
et al., 2017) ya que los HDL poseen una carga neta positiva. No se observan diferencias
importantes entre el comportamiento de las dos muestras en todo el rango de pH
estudiado, lo que se corrobora con la informacion brindada en la Tabla 5.1, que indica

que la cantidad de farmaco incorporado en HDL-VAL-Il es similar a la cantidad de iones
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nitrato en HDL-NOs. Esto se debe principalmente a que la relacién Mg/Al es la misma

para ambas muestras.
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Figura 5.10. Potencial zeta () de las muestras estudiadas
en funcion del pH

V.3. CINETICAS DE LIBERACION Y DE DISOLUCION

La Figura 5.11 muestra las cinéticas de liberacion del farmaco y de disoluciéon de
la estructura del HDL en NaCl 0,9 % en un rango de estudio de pH 3 a 9. El fdrmaco es
liberado en un 50% en los primeros 5 min, alcanzando el 100 % a los 120 min,
aproximadamente. La disolucién de la estructura del HDL, cuantificada a través de la
aparicion de Mg en solucion, presenta un comportamiento tipico con respecto al pH;
una mayor y mas rapida disoluciéon a pH acido y una mayor estabilidad a pH neutros-
basicos (Mishra et al., 2018). La estructura alcanza una disolucién del 80 % a pH 3, un 40
%apH4,un20%apHb5ysoloun 10 % a valores de pH entre 6-9, en el tiempo estudiado.
La liberacion de VAL puede explicarse por dos procesos: por disolucién del mismo HDL
o por intercambio idnico con los aniones cloruros presentes en la solucién (Rojas et al.,
2012). La Figura 5.12 permite visualizar los datos cinéticos de distinta manera al graficar

liberacion de VAL vs Mg liberado en funcion del pH estudiado. Como se observa en la
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Figura 5.11. Cinéticas de liberacién del fdrmaco y de
disolucion del HDL en NaCl 0,9 %
misma, cuando la liberacidn del farmaco alcanza el 90 %, la disolucidn llegd solamente
aun 15 %. Esto indica que la estructura es estable en ese punto, y por lo tanto el proceso
gue gobernaria la liberacion de VAL seria el intercambio idnico y no la disolucién del
HDL.

Las cinéticas de liberacidon del fdrmaco fueron ajustadas con diferentes modelos
matemadticos con el fin de establecer la evolucién de la concentracién con respecto al
tiempo. Se aplicaron ecuaciones de orden cero, pseudo primer orden, pseudo segundo
orden e Higuchi (el desarrollo matematico de cada ecuacion fue detallado en la seccién
[1.5). La Tabla 2 muestra los valores de las constantes (k) y su coeficiente de correlacién
para cada modelo (r?). Observando estos parametros, el modelo que mejor ajusta a los

datos experimentales obtenidos es la formula de pseudo segundo orden, y que los

AP Pseudo primer Pseudo segundo
orden orden

k (mgmin?) r2 k(mgmin??) r? k (min) 2 k(mgimin?l) r2

1,25 0,87 10,5 0,76 0,16 0,89 0,01 0,999
1,38 0,65 8,9 0,94 0,2 0,92 0,01 0,998
3544 0,71 8,2 0,94 0,06 0,93 0,0093 0,996
1,23 0,83 9,87 0,93 0,16 0,95 0,01 0,999
1,05 0,87 11,24 0,91 0,18 0,97 0,0099 0,999
0,8 0,78 10,3 0,82 0,17 0,94 0,0093 0,999
0,87 0,82 13,2 1 0,2 0,99 0,0098 0,999

Tabla 5.2. Parametros cinéticos correspondientes a cada valor de pH.
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valores de las constantes no varian mds de 5 % entre si, por lo que se podria concluir

que la variacion de pH no afecta la liberacion de VAL.
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Figura 5.12. Cinéticas de liberacién VAL vs Mg.

La liberacion del farmaco y la disolucién de la estructura del HDL también fueron
estudiadas en condiciones “in vitro”, y los resultados se muestran en la Figura 5.12. La
liberacion de VAL alcanza el 100% en todos los casos, y este valor es alcanzado a los 15
minapH 1,2y 150 min a pH 4,5y 6,8. La disolucidn de la estructura del HDL a los 360
min es completa para pH 1,2, un 49 % para pH 4,5y sélo un 19 % para pH 6,8.
Considerando estos valores se observa un comportamiento similar a lo analizado
anteriormente, donde no hay una correlacion entre la disolucidn de la estructura del
HDLy la liberacion del farmaco; a pH 1,2 se libera el 100 % de VAL cuando la disolucién
del HDL alcanza el 10 %, a pH 4,5 el 100 % del farmaco se alcanza cuando se disuelve
solo el 20% de la estructuray a pH 6,8 el 100 % de VAL liberado se corresponde con un

14 % del HDL disuelto. Analizando estos datos se podria suponer también que en
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Figura 5.13. Liberacion de VAL y Mg a valores de pH fisiolégicos.

condiciones “in vitro” el proceso que determina la liberacidn del farmaco es el

intercambio iénico y no la disolucién del HDL.

V.4. CONCLUSIONES

Se sintetizd un HDL con el farmaco VAL intercalado en su estructura por el
método de intercambio idnico partiendo de un HDL con iones nitrato como su anidn
interlaminar original. Los analisis de caracterizaciéon de la muestra demostraron que el
farmaco efectivamente se intercala en la estructura del HDL, ampliando su espaciado
interlaminar de manera considerable. A través de un andlisis elemental completo se
pudo determinar la férmula del nuevo complejo sintetizado donde se observa una casi
completa remocidn de los iones nitrato.

Los estudios cinéticos de liberacién del farmaco y de disolucién de la estructura
tanto en NaCl 0,9 % como en buffers fisioldgicos en un amplio rango de pH demostraron
que el proceso que predomina en la liberacién del VAL es el intercambio iénico y no la
disolucién del HDL, ya que la misma permanece casi intacta (con pérdidas solo de hasta

el 20 %) cuando la liberacién del farmaco es total.
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Capitulo VI: Conclusiones Finales

Si bien cada capitulo de esta tesis posee sus propias conclusiones, es posible
entablar algunas conclusiones generales con respecto al uso de los HDL como
transportadores de farmacos.

Se han utilizado todos los métodos de sintesis descritos en el capitulo Il
coprecipitacioén, intercambio idnico y reconstruccion. Los resultados obtenidos muestran
siempre la formacion de la estructura tipica de una hidrotalcita, con variaciones con
respecto a su cristalinidad y relacién de Mg/Al. Estos pardmetros se encuentran
principalmente condicionados por el pH, temperatura y tiempo de sintesis utilizado en la
preparacidn de cada sdlido, pero es claro que el producto espontaneo de la sintesis es el
HDL, lo que lo hace muy simple de preparar, propiedad muy deseable si se busca una
aplicacion. Es necesario también considerar el uso de sales con nitrato como contraion ya
que su afinidad por la estructura del HDL es menor que la de los iones cloruro, facilitando
el intercambio idnico en el homdnimo método de sintesis.

La caracterizacion por DRX de todas las muestras nos permitieron analizar si los
principios activos se intercalan en el HDL o siguen siendo los contraiones originales de las
sales los que ocupan ese lugar. No en todos los casos se logré intercalar el farmaco ya que,
por ejemplo, en el caso de la vancomicina la misma quedd adsorbida sobre el HDL en los
productos obtenidos por ambos métodos de sintesis, siendo el cloruro el anién
interlaminar. Con respecto a la molécula de ciprofloxacina, una parte se intercala y el resto
de la droga se encuentra adsorbida, y en este caso se ven dos tipos de estructuras de HDL
con distintos aniones interlaminares: el farmaco y los cloruros. Para la muestra obtenida
con valproato se encuentra un intercambio completo donde el Unico anion interlaminar es
el farmaco de interés. El analisis DRX en complemento con otras técnicas de caracterizacion
como FTIR, SEM (acoplado con EDS), TEM, movilidad electroforética y un analisis elemental
completo nos permitieron hacer una evaluacién integral con respecto a las muestras
sintetizadas, pudiendo saber cudl es la relacion Mg/Al, cantidad de farmaco presente,
tamafio de los cristales y carga superficial.

Las cinéticas de liberacion de los farmacos y de disolucion de la estructura

permitieron observar los comportamientos cinéticos de las muestras analizadas bajo
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diversas condiciones experimentales. Para el caso de vancomicina se ven diferentes
comportamientos segln el método de sintesis, donde la liberacién del principio activo en Ia
muestra obtenida por coprecipitaciéon depende principalmente de la disolucién de la
estructura del HDL, mientras que, en la muestra obtenida por reconstruccién, no. Para la
muestra con ciprofloxacina se observa que a pH acidos la liberacion del farmaco se da por
la disoluciéon del HDL mientras que a valores de pH neutros-basicos depende del
intercambio idnico o desorcién de la droga del HDL. Y para el caso del sélido con valproato,
la liberacion del mismo depende exclusivamente del intercambio que se produce con los
aniones presentes en la solucion. Debido a la sensibilidad de los HDL en medios acidos seria
necesario algun tipo de recubrimiento entérico que los proteja de esa degradacion.

Para finalizar y englobar lo discutido anteriormente, se concluye que los HDL
pueden ser efectivos transportadores de farmacos, pero no para todos. A continuacion,
detallaremos algunas consideraciones con respecto a las caracteristicas fisicoquimicas que
deben poseer los principios activos a la hora de seleccionarlos para su estudio con un HDL:

e Los farmacos deben ionizarse negativamente a los valores de pH de sintesis;
e Deben ser estables y evitar su degradacién en las condiciones de sintesis;
e Mientras mayor sea la relacidon carga/tamafio de la molécula de interés se lograran

mejores resultados con respecto al intercalado del farmaco.
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