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Resumen: La infeccion de una herida y la presencia de exudado contribuyen al retraso en la cicatrizacion. La
infeccion se produce por bacterias formadoras de biofilm, estrategia que les confiere resistencia a antibioticos,
desinfectantes y a la respuesta inmune. La ausencia de tratamientos especificos y accesibles en el sistema pi-
blico de salud lleva a la aplicacion de tratamientos paliativos, que impiden al paciente permanecer ambulante
disminuyendo su calidad de vida. Por tratarse de una enfermedad crénica recidivante, con alto requerimiento de
recursos, representa una problematica en salud publica. Como tratamiento alternativo el uso de sobrenadante de
Lactobacillus plantarum (LAPS) esta avalado por reportes cientificos publicados desde 2012; el mismo posee
metabolitos con actividad antipatogénica y procicatrizante que actuan de manera sinérgica, lo que convierte a
esta mezcla compleja en un tnico Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA). El desafio consistié en desarrollar un
medicamento de uso topico que vehiculice LAPS, conservando su actividad y permitiendo el manejo de elevado
volumen de exudado, para ofrecer un tratamiento personalizado al paciente, utilizando métodos de produccion
se realizados acorde a la normativa vigente, a escala laboratorio. Todos se disefiaron bajo principios de (P+L)y
Quimica Verde, para contribuir en el aporte de productos amigables con el ambiente.

Palabras Claves: LAPS, I[FA, medicamentos de uso topico, P+L, quimica verde.

Abstract: The infection of a wound and the presence of new exudate to the delay in the healing. The infection
is produced by biofilm-forming bacteria, a strategy that confers resistance to antibiotics, disinfectants and the
immune response. The absence of specific and accessible treatments in the public health system leads to the ap-
plication of palliative treatments, which prevent the patient from remaining ambulatory, reducing their quality
of life. Because it is a chronic relapsing disease, with a high requirement of resources, it represents a problem in
public health. As an alternative treatment with the use of Lactobacillus plantarum supernatant (LAPS) is available
by scientific reports published since 2012; it has metabolites with antipathogenic and procicatrizing activity that
act synergistically, which turns this complex mixture into a single Active Pharmaceutical Ingredient (API). The
challenge consisted in developing a drug for topical use that conveys LAPS, preserving its activity and allowing
the management of a high volume of exudate, to offer a personalized treatment to the patient, using production
methods that were carried out according to current regulations, at laboratory scale. All were designed under the
principles of (P + L) and Green Chemistry, to contribute to the contribution of environmentally friendly products.

Key Words: LAPS, IFA, topical drugs, P + L, green chemistry.

INTRODUCCION etal.,2017).

Las lesiones en la piel siguen siendo un gran pro-
blema de salud publica en términos de morbilidad
y discapacidad a largo plazo en todo el mundo.
La agresion a la piel, afecta su funcion de barrera
normal, permitiendo de este modo la colonizacion
microbiana, lo que constituye una fuente de infec-
cioén que afecta al sistema inmunolégico (Troche
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La prescripcion y consumo de antibioticos son
un factor importante en la curacion y control de
las infecciones. La incidencia de infecciones en
la piel es mayor en relacion a otras lesiones trau-
maticas, debido a la pérdida de la barrera cutanea
que constituye la primera defensa del organismo.
La incorrecta utilizacion de los antibidticos puede
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ocasionar la resistencia microbiana y disminucion
de la eficacia terapéutica. (Mediavilla et a/.,2014).

Los trabajos publicados previamente demostra-
ron que el sobrenadante de cultivo de Lactobacillus
plantarum (LAPS) inhibe in vitro la adhesion,
crecimiento, sefiales de quorum sensing, biofilm y
factores de virulencia de P. aeruginosa (Ramos et
al., 2010). También se comprobd que LAPS inhi-
be, crecimiento, formacion de biofilm y disrumpe
biofilm preformado de: S. aureus, S. epidermidis,
S. pyogenes, E. faecalis y S. marcesens. Estas ce-
pas estan presentes en el 80% de los aislamientos
clinicos de tlceras cronicas en la provincia de
Tucuman, Argentina (Lindon et al., 2016). Del
mismo modo en Paraguay, las infecciones bacte-
rianas mas frecuentes que fueron aisladas, son de
bacterias Gram (-) como Pseudomonas aeruginosa
multirresistentes y dentro de los gram positivos, S.
aureus (Balmelli et al., 2018).

A partir de un profundo analisis de las propie-
dades biologicas y quimicas de LAPS, se determino
su composicion completa de metabolitos y enzimas.
Basados en las propiedades ya demostradas para
estos componentes, se hipotetizdO un mecanismo
de accion en heridas cronicas. Los metabolitos
responsables de las propiedades antipatogénicas
y pro-cicatrizantes de LAPS, act@ian de manera
sinérgica, lo que posiciona a esta mezcla compleja,
como un Unico IFA de origen biologico (Ramos et
al., 2015).

Dadas las propiedades pro-cicatrizantes directas
e indirectas y la seguridad en el uso demostrada pre-
viamente, se disefiaron formas farmacéuticas para
facilitar la administracion en humanos (Cabrera et
al., 2016). Todo ello avala el uso de LAPS como
IFA en el disefio de medicamentos topicos dirigidos
al tratamiento de ulceras cronicas de elevado volu-
men de exudado. En este caso especificamente, el
interés radica en vehiculizar un principio activo de
origen bioldgico en un sistema de administracion
transdérmica de farmacos (STT) de liberacion
controlada y de esta forma obtener un producto
final, es decir un medicamento que retina las ca-
racteristicas fundamentales de seguridad, calidad
y eficacia. Y de este modo mejorar la calidad de

vida de los pacientes que padecen de ulceras, ya
que la presencia de elevados volimenes de exudado
contribuye al retraso en la cicatrizacion, los estadios
inflamatorios, asi como también un sitio favorable
para adquirir infecciones.

MATERIALES Y METODOS

Produccion del ingrediente activo farmacéutico
(IFA) e implementacion de metodologias de
produccion mas limpia (P+L)

Medios de cultivo

A fin de exacerbar la actividad inductora del Bio-
film fueron preparados cuatro medios de cultivo
diferentes (MRS, SCM1, MRST y MRSTC) para
la produccion de LAPS.

Medio MRS (Man, Rogosa y Sharpe) comer-
cial: medio de cultivo como base para el disefio y
posterior modificacion de composicion de SCM1,
MRST y MRSTC y como patréon de control. Este
medio se utilizé para obtener LAPSO0, cuya com-
posicion se detalla en la Tabla 1.

Medio SCM1: medio de cultivo en el cual fue
reemplazado totalmente el extracto de levadura
por CBR (células bacterianas residuales) secas
y lisadas. En el marco de la filosofia de P+L, se
reemplazaron las fuentes de proteinas. Este medio
se utilizé para obtener LAPSa, cuya composicion

Tabla 1. Composicion cuali-cuantitativa del Medio MRS.

Componentes Cantidad
Proteosa peptona N° 3 S5¢g
Extracto de Carne S5g
Extracto de Levadura 25¢g
Glucosa 10g
Sorbitan monoleato 0,5 mL
Fostato dipotasico lg
Acetato sddico 25¢g
Citrato de amonio lg
Sulfato de magnesio 0,1g
Sulfato de manganeso 0,025 g
Agua destilada 500 mL
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Tabla 2. Composicion cuali-cuantitativa del Medio SCM1.
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Componente Cantidad
Peptona de Carne 5g
Extracto de Carne S5g
CBR 1,25¢g
Glucosa anhidra 10g
Tween 80 0,5 mL
Fosfato di potasico lg
Acetato sddico anhidro 25¢g
Citrato de sodio lg
Sulfato de magnesio 0,lg
Sulfato de manganeso 0,025 g
Agua destilada 500 mL

se detalla en la Tabla 2.

Medio MRST: Al medio MRS comercial fue
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Tabla 4. Composicion cuali-cuantitativa del Medio MRSTC.

Componente Cantidad
Proteosa peptona N° 3 5¢g
Extracto de Carne S5¢g
Extracto de Levadura 25¢g
Glucosa 10 g
Sorbitan monoleato 0,5 mL
Fosfato dipotasico lg
Acetato sodico 25¢g
Citrato de amonio lg
Sulfato de magnesio 0,1¢g
Sulfato de manganeso 0,025 g
Cloruro de Magnesio lg
Cloruro de Calcio lg
Tween 80 1,5 mL
Agua destilada 500 mL

adicionado Tween 80, debido a que el mismo posee
elevado poder disruptor de biofilm. Este medio se
utilizé para obtener LAPSb, cuya composicion se
detalla en la Tabla 3.

Medio MRSTC: Se adiciono cationes calcio,
magnesio y Tween 80, al medio MRS. Con la

Tabla 3. Composicion cuali-cuantitativa del Medio MRST.

Componente Cantidad
Proteosa peptona N° 3 S5g
Extracto de Carne Sg
Extracto de Levadura 25¢g
Glucosa 10 g
Sorbitan monoleato 0,5 mL
Fosfato dipotéasico lg
Acetato sddico 25¢g
Citrato de amonio lg
Sulfato de magnesio 0,1g
Sulfato de manganeso 0,025 g
Tween 80 1,5 mL
Agua destilada 500 mL

adicion de los mismos se potencid la capacidad
disruptora de biofilm, debido a que los cationes
bivalentes rompen el biofilm. Este medio se utilizo
para obtener LAPSc, cuya composicion se detalla
en la Tabla 4.

Preparacion de medios de cultivo estarter

Para L. plantarum: Las cepas de L. plantarum
ATCC 10241 utilizadas, fueron conservadas en el
Laboratorio de Estudios Farmacéuticos y Biotec-
nologia Farmacéutica de la Universidad Nacional
de Tucuman desde el 07/12/2018, en medio LEL
compuesto por leche, extracto de levadura y glu-
cosa con glicerol al 30%, en viales almacenados
en freezer a -22 °C. Para obtener el cultivo estarter
del mismo se preparé6 medio MRS. Segtin Ficha
Técnica del medio BHI.

Para P. aeruginosa: Para obtener el cultivo
estarter del mismo se preparé medio Luria Bertani
(LB).

Para S. aureus: Para obtener el cultivo estarter
del mismo se preparé medio BHI. Segun Ficha
Técnica del medio BHI.

Desarrollo de un medicamento de origen biol6gico para el tratamiento de tlceras crénicas con elevado volumen de exudado
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Proceso de produccion del IFA

En este trabajo se utilizo el protocolo de elaboracion
del IFA estandarizado.

Parametros de calidad del IFA

Fueron establecidos los parametros de calidad para
el IFA biologico, segin Tabla 5.

Determinacion de la actividad antimicrobiana

Inhibicién del crecimiento: las cepas patdogenas
de P. aeruginosa 'y S. aureus se cultivaron en caldo
LB y BHI respectivamente, durante 12 horas a 37
°C. Se prepararon las suspensiones DO600 = 0,150
usando medio fresco de LB y BHI como diluyente
y blanco.

En microplacas de poliestireno de 96 pocillos,
fueron sembrados: 100 pL. de cada medio de
crecimiento (LB para P. aeruginosa y BHI para
S. aureus), 100 uL. de cada inhibidor: LAPSo,
LAPSa, LAPSb y LAPSc y 50 uL de suspension
bacteriana. Fueron utilizados como control de
actividad antimicrobiana original, 50 pL de gen-
tamicina (8 pg/mL) como control antimicrobiano
positivo y 50 uL. de los medios LB o BHI como
controles de crecimiento, 50 pL de la solucion
fisiologica como control antimicrobiano negativo.
Las microplacas se incubaron durante 12 horas a
37 °C. Las curvas de crecimiento se obtuvieron a
partir de la medicion de la DO600 cada una hora,
en lectora de microplacas (Multiskan Go - Thermo
Scientific). Cada curva se realiz6 por quintupli-
cado y cada punto se expresdé como la media +
desviacion estandar.

Inhibicion de formacion de biofilm: para

Tabla 5. Parametros de calidad verificados en el IFA producido.

poder estudiarlo se descartd el contenido de los
pocillos de la microplaca del ensayo anterior, de
inhibicion de crecimiento. Los pocillos fueron
lavados 3 veces con suero fisiologico al 0,9%. La
biomasa remanente adherida se tifio durante 15
min con 250 pL de cristal violeta al 0,1% (m/V).
Se descartd el contenido y se lavo suavemente
suero fisiologico al 0,9%. Las células muertas y
adheridas se solubilizaron con 250 pL de etanol
y se midi6 la DO540 en lectora de microplacas
(Multiskan Go - Thermo Scientific). La medida de
la DO es directamente proporcional a la biomasa
formada. Los resultados se expresaron como la
media + desviacion estandar por quintuplicado.

Capacidad de disrupcion de biofilm: se
prepar6 la suspension de cada cepa patdgena
siguiendo el mismo protocolo que en el ensayo
para inhibicion del crecimiento. En microplacas
de poliestireno de 96 pocillos, se sembrd: 100
puL de cada medio de crecimiento y 50 uL de
las suspensiones bacterianas. Se incub6 a 37 °C
durante 6 horas. Luego, se agregaron 100 pL de
LAPSo, LAPSa, LAPSb y LAPSc como control de
actividad original, gentamicina (8 pg/mL) como
control antimicrobiano positivo, medio LB o BHI
como control de crecimiento, solucion fisiologica
como control antimicrobiano negativo. Se incubo
nuevamente a 37 °C durante 6 horas. Se descartod
el contenido de los pocillos y se lavo tres veces
con solucion fisiologica al 0,9%. El proceso de
tincion se realizod segun se indico en la

inhibicion de formacion de biofilm. Los resul-
tados se expresaron como la media + desviacion
estandar.

Controles de calidad Parametros Especificaciones
Aspecto Liquido homogéneo, sin turbidez.
Organolépticos Color Marrén translacido.
Olor Caracteristico.
Fisicoquimico pH 5,22 +0,43
Microbioloégico Esterilidad Ausencia de crecimiento en medio de cultivo MRS comercial.
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Desarrollo de un medicamento biologico de uso
topico para elevado volumen de exudado.

Estudios de pre formulacion. Evaluacion de las
propiedades tecnologicas de los STT disefiados

Se evaluaron las siguientes caracteristicas. Segun
lo descripto en Tabla 6.

Capacidad de hinchamiento.

Segun (Alagusundaram et al., 2011; Noguez et al.,
2014), se tomaron muestras de 1,5 cm x 1,5 cm de
cada STT disefiado y se pesaron en balanza analitica
(Radwag AS220R2). Se utilizé PBS de pH 7,2 re-
portado en literatura como el pH del tejido cutaneo
en heridas. Segun estudios previos, permitieron
identificar que este valor de pH de 7,2 se repite en
el mayor numero de pacientes con tlceras cronicas,
tomandose como el maximo valor de pH alcanzado
por una tlcera cronificada. Se coloc6 en una caja de
Petri una solucién de PBS en volumen de 10 mL y
se mantuvo durante 24 h con agitacion orbital. Las
lecturas de peso, se realizaron luego de agotar el
volumen remanente de agua. El aumento de peso
por absorcion de PBS se registrara alas 0, 4, 6 y 24
h. Con los valores registrados se calculara el indice
de hinchamiento como:

g B =PD
Pi

En donde, Pi es el peso registrado antes del hin-
chamiento y Pfeel peso registrado al final del ensayo.

Con los valores obtenidos del indice de hin-
chamiento se calculara la capacidad de absorcion
de agua por cm? de area del STT, el porcentaje de
retencion de agua del STT disefiado en comparacion
con un STT sin NCB que se utiliza como control.
También se evaluo la estabilidad de las formulacio-
nes en medio acuoso.

Porcentaje de absorcion de humedad.

Segun (Kusum et al., 2003; Noguez et al., 2014).
Se cortaron muestras de STT de 1,5 x 1,5 cm. Se
pesaron en balanza analitica (Radwag AS220R2).
Se ubicaron las muestras en un recipiente hermético
con 100 mL de solucién saturada de KCI (mantiene
la humedad relativa en 84%) a 25 °C. Luego de 3

Tabla 6. Caracteristicas fisicas evaluadas de los STT dise-
fiados.

Caracteristicas Especificaciones

Apariencia Discriminar.ldo entre mate y
brillante.

Flexibilidad Si/ No.
Burbujas Presencia y Ausencia.
Color Coloreado o Traslucido.
Integridad de Superficie Si/No.
Resistencia al quiebre Si /No.

dias los STT fueron retirados y se pesaron. El por-
centaje de absorcion de humedad se calculd con la
siguiente formula:

H :MHOO @)
1

En donde, Pi es el peso registrado antes de la
absorcion y Pfel peso registrado al final del ensayo.

Uniformidad de peso

Segun (Noguez et al., 2014). Se pesé el STT com-
pleto en balanza analitica (Radwag AS220R2). Se
seco a 60 °C. Se registro el peso hasta las 4 h, 8 h
o hasta peso constante. Se trabajo por triplicado.
El promedio de los pesos y desviacion estandar se
calcul¢ a partir de los pesos individuales.

pH superficial

Segun (Alagusundaram et al., 2011). Se cortaron
muestras de STT de 1,5 cm x 1,5 cm. Se dejaron
hinchar en 2 mL de agua durante 15 min. El pH de
la superficie se midi6 usando una tira universal de
pH (Biopack) en contacto con el STT hinchado.

Liberacion del ingrediente farmacéutico activo
desde la matriz portadora.

Para evaluar la liberacion del IFA, se modifico el
ensayo de liberacion in vitro reportado en Sesto et
al., 2015. La modificacion se debe a que el porta-
dor es un solido en forma de parche y el equipo y
método, se adaptaron para la medicion de difusion
desde una matriz semisolida.

Desarrollo de un medicamento de origen biol6gico para el tratamiento de tlceras crénicas con elevado volumen de exudado
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Tabla 7. Composicion cuali-cuantitativa de STT 1 — Blanco,.

Componente Cantidad
Neocel 1,800 g
Agua A 15 mL
Carbopol 0,230 g
Agua B 15 mL
E-NM30D SmL
Trietanolamina 0,125 mL

Este ensayo se llevd a cabo utilizando celdas ver-
ticales de difusion tipo Franz. (Sesto et al., 2014).
Cada celda cuenta con un compartimento receptor
de 10 mL de capacidad y un compartimento do-
nador, donde se coloca la muestra. Ambas celdas
estan separadas por la membrana del STT estudia-
do de 1,8 cm?, productos cuyo objetivo es aplicar
topicamente. Las celdas receptoras se cargan con
solucion fisiologica. En total, el sistema consiste en
16 celdas que se agitan a 100 rpm (FBR Shaker)
y mantienen a 32 £+ 0,5 °C (temperatura de la piel
sana). La determinaciéon del compuesto de interés
se realiza en el fluido receptor. (Sesto ef al., 2015).
Se cortd 1 cm? de STT para cada recipiente, se
pesaron en balanza analitica (Radwag AS220R?2)
y los mg registrados se utilizaron para los calculos
de concentracion de LAPS liberado al medio.

-Se registraron los valores de absorbancia a tiempo
0, 30, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360 minutos.

* Con los datos obtenidos se grafico una curva
de concentracion por cm? de area del STT
liberado en el tiempo.

* Con la solucion remanente se hizo un segui-
miento de pH en cada lectura de absorbancia.

e La concentracion del analito liberado se
identifico por barrido UV-visible en espectro-
fotometro. Se identificé un pico de maxima
absorbancia a 230 nm, coincidente con lo
discutido en Sesto et al., 2015.

Formulacion de STT de liberacién prolongada
para elevado volumen de exudado

Fue seleccionado el sistema EC5 como se indica en

la Tabla 7 como Blanco1 por tener las caracteristicas
apropiadas para las formulaciones en desarrollo.
A continuacion, para elaborar un STT de 112,5 cm?
se detallan las formulas cuali-cuantitativa de cada
uno, de las Tablas 7 a 13.

Tablas 8-10. Composicion cuali-cuantitativa de STT. Ta-
bla 8 [arriba]) Composicion cuali-cuantitativa de STT 2
— Blanco,. Tabla 9 [centro]) Composicion cuali-cuantitativa
de STT 3 — LAPS . Tabla 10 [abajo]). Composicion cuali-
cuantitativa de STT 4 — LAPS .

Componente Cantidad
Neocel 1,800 g
Agua A 15 mL
Carbopol 0,180 g
Nanocelulosa 0,050 g
Agua B 15 mL
E-NM30D 5 mL
Trietanolamina 0,100 mL

Componente Cantidad
Neocel 1,800 g
LAPS, 15 mL
Carbopol 0,180 g
Nanocelulosa 0,050 g
LAPS, 15mL
E-NM30D 5SmL
Trietanolamina 0,100 mL

Componente Cantidad
Neocel 1,800 g
LAPS, 15 mL
Carbopol 0,180 g
Nanocelulosa 0,050 g
LAPS, 15 mL
E-NM30D SmL
Trietanolamina 0,100 mL
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Tablas 11-13. Composicion cuali-cuantitativa de STT. Ta-
bla 11 [arriba]) Composicion cuali-cuantitativa de STT 5
—LAPS,. Tabla 12 [centro]). Composicion cuali-cuantitativa
de STT 6 — LAPS_. Tabla 13[abajo]). Composicion cuali-
cuantitativa de STT 7 - Gentamicina.

Componente Cantidad
Neocel 1,800 g
LAPS, 15 mL
Carbopol 0,180 g
Nanocelulosa 0,050 g
LAPS, 15mL
E-NM30D 5 mL
Trietanolamina 0,100 mL

Componente Cantidad
Neocel 1,800 g
LAPS_ 15 mL
Carbopol 0,180 g
Nanocelulosa 0,050 g
LAPS,_ 15mL
E-NM30D 5mL
Trietanolamina 0,100 mL

Componente Cantidad
Neocel 0,6 g
Gentamicina A SmL
Carbopol 0,06 g
Nanocelulosa 0,02 g
Gentamicina B 5SmL
E-NM30D 2mL
Trietanolamina csp.

RESULTADOS Y DISCUSION

Produccion del ingrediente activo farmacéutico
(IFA) e implementacion de metodologias de
produccién mas limpia (P+L)

Medios de cultivo.

El medio comercial seleccionado fue el de Man

Rogosa Sharpe (MRS). A partir de la misma, se
disefiaron tres medios de cultivo alternativos al
medio comercial de crecimiento para Lactobacillus
plantarum ATCC 10241. Los medios obtenidos
fueron: SCM1, MRST y MRSTC.

Medio de cultivo estarter.

El cultivo de L. plantarum ATCC 10241 en medio
MRS, fue crecido durante 12 horas a 37 °C. Como
resultado del metabolismo normal del L. plantarum
en el medio MRS, se obtuvo por mecanismos fisicos
de separacion, un Ingrediente Farmacéutico Activo
(IFA) de origen biologico denominado LAPS ori-
ginal. Este IFA original se utilizd posteriormente
para la produccion de formas farmacéuticas de
uso topico en forma de sistema de administracion
trasdérmica (STT) para el tratamiento de ulceras
cronicas, por su probada actividad pro-cicatrizante
y anti patogénica.

Proceso de produccion del IFA.

La Figura 1 muestra el proceso de obtencion de
LAPS original, por medio de la cual se determin6
el numero de etapas del proceso de produccion, la
recuperacion y reutilizacion de las células bacteria-
nas residuales (CBR). Ademas, se identificaron las
etapas criticas del proceso de produccion que son:
la incubacion de Lactobacillus plantarum ATCC
10241 y la filtracion en vacio; que sirvieron para
establecer los controles de calidad durante el proce-
so de produccion a fin de verificar el cumplimiento
de las condiciones requeridas para dar continuidad
al proceso y mecanismos de disposicion final de
residuos.

Parametros de calidad del IFA

Los resultados de los controles de calidad realizados
atodos los LAPS durante el proceso de produccion
se verifican en la Tabla 14, se indican con cada
parametro de calidad que las especificaciones han
sido aceptables.

Determinacion de la actividad antimicrobiana
Inhibicion del crecimiento

La Figura 2 muestra la inhibicién de crecimiento
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Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de obtencion de los sobrenadantes (LAPS), el procedimiento de recuperacion y reuti-
lizacion de residuos de biomasa involucrado hasta la produccion de la forma farmacéutica final.

Se utilizé6 como control positivo de crecimiento
al medio de cultivo Luria Bertani y como control
negativo de crecimiento al antibidtico Gentamicina

de P. aeruginosa ATCC 27853. Para el ensayo se
utilizé la bacteria patdogena con crecimiento en
medio de cultivo LB durante 12 horas a 37 °C.

Tabla 14. Resultados de los controles de calidad realizados a todos los LAPS durante el proceso de produccion. Se indica con
cada parametro de calidad las especificaciones aceptables.

Controles de Calidad LAPS
Controles Parametros de calidad Especificaciones LAPSo LAPSa LAPSb LAPSc
Liquido homogéneo, sin

Aspecto turbides. Aceptable | Aceptable | Aceptable | Aceptable
Organolépticos Color Marron traslucido Aceptable | Aceptable | Aceptable | Aceptable
Olor Caracteristico Aceptable | Aceptable | Aceptable | Aceptable

Fisicoquimicos pH 5,22 +0,43 5,32 4,86 5,34 4,81

. L . Ausencia de crecimiento en
Microbiologicos Esterilidad MRS Agar (A/C) A/C A/C A/C A/C
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Figura 2. Inhibicién de crecimiento de Pseudomonas aeru-
ginosa ATCC 27853 frente a los ingredientes farmacéuticos
activos.

de concentracion (8pug/mL). En todos los casos
LAPS, LAPS , LAPS, y LAPS_mostraron inhibi-
cion total del crecimiento de P. aeruginosa cuando
se compararon las DO, , con respecto al control
positivo de crecimiento. Cuando los valores de las
DO, obtenidas se contrastaron con los valores
obtenidos con Gentamicina (Genta=0,031+0,005),
en concentracion inhibitoria minima (CIM), todos
los IFAs fueron significativamente diferentes para:
(LAPS=0,001 £ 0,002), (LAPSa= 0,000 + 0,002),
(LAPSb= 0,002+0,03), (LAPSc=0,001=0,001).
La Figura 3 muestra la inhibicidon de crecimiento
de S. aureus ATCC 25933. Para el ensayo se utilizd
la bacteria patdégena con crecimiento en medio de
cultivo BHI durante 12 horas a 37°C. Se utilizo
como control positivo de crecimiento al medio Bra-
in Heart Infussion y como control negativo de creci-
miento al antibidtico Gentamicina en concentracion
(8ug/mL). En todos los casos LAPS, LAPS , LAPS,
y LAPS_ mostraron inhibicion del crecimiento de

0,600
0,500
0,400
0,200
0,100 ‘[ ‘
0,000
BHI

LAPSo  LAPSa  LAPSb  LAPSc
Figura 3. Inhibicion de crecimiento de Staphylococcus au-
reus ATCC 25933 frente a los ingredientes farmacéuticos
activos.

Inhibicion de crecimineto de S. aureus/
DO600nm
o
g

Genta

Inhibidores y controles

S. aureus cuando se compararon las DO con
respecto al control positivo de crecimiento. Cuando
los valores de DO, obtenidas se contrastaron con
los valores obtenidos con Gentamicina (Genta=
0,015 +0,005), en concentracion inhibitoria minima
(CIM), todos los IFAs fueron significativamente
diferentes y mostraron inhibicioén del crecimiento
de S. aureus: (LAPS= 0,010 + 0,008), (LAPSa =
0,010£0,009), (LAPSb=0,249+0,015) y (LAPSc

=0,068 = 0,014).

Inhibicion de formacion de biofilm

Se testeo la inhibicion de formacion de biofilm de
bacterias patogenas aisladas en mayor porcentaje
en heridas cronicas infectadas. Para cuantificar el
biofilm formado en presencia del medio de creci-

B 20
0.0 £ 2 s SRS

LB Genta LAPSo LAPSa LAPSH LAPSc

Inhibicion de formacion de biofilm de
P.aeruginosa/ DO540nm

Inhibidores y Controles

Figura 4. Inhibicion deformacion de biofilm de Pseudomo-
nas aeruginosa ATCC 27853 frente a los ingredientes farma-
céuticos activos.

miento normal y en presencia de los inhibidores de
formacion, se descartaron los cultivos contenidos en
las placas de 96 pocillos y se colocaron 250 pL de
cristal violeta. Luego de descartar el cristal violeta
se retomo la tincion adherida al biofilm remanente
con alcohol de 96°. Los valores de concentracion de
cristal violeta leidos a una DO, , son una medida
indirecta de la concentracion de biofilm presente
en cada uno de los pocillos.

La Figura 4 muestra la inhibicion de formacion
de biofilm cuando se coloco el inhibidor (IFA) en
contacto directo con el crecimiento de P. aeruginosa
ATCC 27853 en medio de cultivo Luria Bertani a
37 °C durante 12 horas. En todos los casos LAPS,
LAPSa, LAPSb y LAPSc mostraron una inhibicion
significativa respecto a los controles negativos de
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Figura 5. Inhibicion de formacion de biofilm de Staphylo-
coccus aureus ATCC 25933 frente a los ingredientes farma-
céuticos activos.

inhibicion de formacion de biofilm (LB) y de inhibi-
cion de crecimiento (Gentamicina).Cuando los va-
lores de las DO, obtenidas se contrastaron con los
valores obtenidos con Gentamicina (Genta=1,912
+ 0,1270), en concentracion inhibitoria minima
(CIM), todos los IFAs fueron significativamente
diferentes para: (LAPS= 0,128 + 0,0497), (LAP-
Sa= 0,106 £ 0,0214), (LAPSb= 0,090 £ 0,0149),
(LAPSc= 0,085 + 0,0125).

La Figura 5 muestra la inhibicion de formacion
de biofilm cuando se colocé el inhibidor (IFA) en
contacto directo con el crecimiento de S. aureus
ATCC 25933 en medio de cultivo Brain Heart
Infussion a 37 °C durante 12 horas. En todos los
casos LAPS, LAPSa, LAPSb y LAPSc mostraron
una inhibicion significativa respecto a los con-
troles tanto negativo de inhibicion de formacion
de biofilm (BHI) y de inhibicion de crecimiento
(Gentamicina).Cuando los valores de las DO,
obtenidas se contrastaron con los valores obtenidos
con Gentamicina (Genta=0,360+0,039), en concen-
tracion inhibitoria minima (CIM), todos los IFAs
fueron significativamente diferentes para: (LAPS=
0,075 +0,008), (LAPSa= 0,094 £ 0,008), (LAPSb=
0,080 + 0,007), (LAPSc= 0,080 £ 0,004).

Capacidad de disrupcién de biofilm

Se tested la capacidad de disrupcion de biofilm
preformado de bacterias patogenas aisladas en ma-
yor porcentaje en heridas cronicas infectadas. Para
cuantificar el biofilm pre formado, en ausencia de
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Figura 6. Disrupcion de biofilm de Pseudomonas aerugimsa
ATCC 27853 frente a los ingredientes farmacéuticos activos.

los disruptores se dejo crecer a las cepas patogenas
en sus medios de crecimiento normales y luego de
6 horas se agregaron los disruptores LAPS, LAPSa,
LAPSb y LAPSc.

La Figura 6 muestra que en todos los casos los
IFAS mostraron disrupcion del biofilm de P. aerugi-
nosa cuando se compararon las DO, con respecto
al control positivo. Cuando los valores de las DO,
obtenidas se contrastaron con los valores obtenidos
con Gentamicina (Genta=3,409+1,511), todos los
IFAs fueron significativamente diferentes para:
(LAPS= 0,929+ 0,510), (LAPSa= 0,608 + 0,030),
(LAPSb= 1,475+0,099), (LAPSc=1,228+0,061).

La Figura 7 muestra la disrupcion del biofilm
de S. aureus cuando se compararon las DO,
con respecto al control positivo. Cuando los va-
lores de las DO, obtenidas se contrastaron con
los valores obtenidos con Gentamicina (Gen-
ta=0,401£0,019), todos los IFAs fueron significa-
tivamente diferentes para: (LAPS= 0,662+ 0,013),
(LAPSa= 0,439 + 0,030), (LAPSb= 0,365+0,012),
(LAPSc=0,356+0,012).
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Figura 7. Disrupcion de biofilm de Staphylococcus aureus
ATCC 25933 frente a los ingredientes farmacéuticos activos.

Cynthia Adriana Zacarias Chamorro, Maria Eugenia Sesto Cabral & Sonia Lorena Fretes de Aquino



Reportes cientificos de la FACEN, julio - diciembre 2020, 11(2):33-47 43

Tabla 15. Resultados de las caracteristicas organolépticas de los STT disefiados.

Formulacién de STT Apariencia | Flexibilidad | Burbujas Color In:::f)l::l;: (:ede Resistencia al
M/B Si/No P/A o/T Si/No quiebre

STT1-Bceol M Si A (0] Si Si
STT2-Bco2 M Si A (¢} Si Si
STT3-LAPS, M Si A T Si Si
STT4-LAPS, M Si A T Si Si
STTS-LAPS, M Si A T Si Si
STT6-LAPS, M Si A T Si Si
STT7-G M Si A o Si Si

Desarrollo de un medicamento biolégico de uso
topico para elevado volumen de exudado

Estudios de pre formulacién. Evaluacion de las
propiedades tecnologicas de los STT disefiados

La Tabla 15 muestra las caracteristicas organolépti-
cas registradas por observacion directa de los STT
obtenidos. Todas las formulaciones disenadas y sus
controles, fueron testeados organolépticamente en
el tiempo t = 0 y t = 30 dias, en todos los casos,
los STT mostraron las caracteristicas tecnologicas
esperadas para este tipo de forma farmacéutica.

Capacidad de Hinchamiento

Cuando los STT se colocaron en el medio de
hinchamiento, se verificé que los mismos perma-
necieran integros y no se desintegraran durante la
manipulacion experimental. Con el valor del indice
de hinchamiento promedio dentro de las 24 horas
de ensayo, se calculo el volumen de agua absorbido
por un cm?* de STT en 24 horas.

La diferencia de absorcion entre ambas formu-
laciones se calculdé como el valor de S promedio
en 24 horas de medicion calculado por centimetro
cuadrado de area del STT. Obteniéndose valores de
0,8773 S/cm?para el STT con la formulacion origi-
nal y un valor promedio de 1,4219 S/cm?. Ademas,
se comprob6 que la formulacion disefiada con el
afladido de NCB, es capaz de retener la humedad,
al menos por 24 horas luego del estudio, mientras
que el STT con la formulacion original se deshidrata
completamente en el mismo periodo de tiempo. Esta

es una caracteristica tecnoldgicamente deseable ya
que, al momento de retirar el STT del area injuriada,
la humedad del STT facilita el desprendimiento
sin dolor. Cuando se calcul6 el % de retencion de
PBS del STT disenado con NCB, su capacidad de
retencion fue superior en un 62% a la capacidad de
absorcion del STT original. Se encuentra reportado
en literatura que la celulosa a escala nano, producida
por bacterias, es capaz de retener hasta 200 veces
su peso en agua (Karki ez al., 2016).

Porcentaje de absorcion de humedad

Cuando se testeo el porcentaje de absorcion
de humedad segtn Tabla 16, se registr6 aumento
en peso de los sistemas de 2,25 cm? como sigue y
con estos datos se calculd también la humedad por
centimetro cuadrado de area del STT.

No se observaron diferencias significativas en
los valores de porcentajes de absorcion de humedad.
El incremento en peso dentro de las 72h del ensayo
experimentado fue superior a los controles en todos
los casos. Los valores de porcentaje de humedad
obtenidos por cm? de superficie del STT de H/cm?
mostraron que el sistema control con nanocelulosa
adicionada, mejora la absorcion de humedad por
unidad de superficie. Los valores ligeramente su-
periores podrian deberse al cambio en los valores
de pH entre un IFA y otro en particular, se destaca
el STT7-G conteniendo Gentamicina, el mismo
se disefid con el propdsito de realizar ensayos de
actividad de la matriz farmacéutica disefiada.
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Tabla 16. Absorcion de humedad por centimetro cuadrado de area del parche (H/cm?) para STT: en 72h de ensayo.

Formulaciéon Pi(g)t0h Pf(g)t72 h H% H/cm?
STT1-Beol 0,1720+1.1073 0,1792+3.10°3 4,18% 1,86
STT2-Bco2 0,1698+1.1073 0,1779+2.103 4,77% 2,12

STT3-LAPS, 0,1752+2.10°3 0,1854+2.103 5,82% 2,58

STT4-LAPS, 0,169+1,2.10° 0,1785+3.103 5,62% 2,49

STTS-LAPS, 0,1762+0,2.103 0,1872+1,3.10°3 6,24% 2,77
STT6-LAPS, 0,1701£1,2.10°3 0,1791+0,8.103 5,29% 2,35

STT7-G 0,1725+0,2.10° 0,1801+1,2.10° 4,41% 1,96

Los valores obtenidos en todos los casos, son
aceptables y se encuentran dentro de los rangos
optimos. Sin embargo, un porcentaje de humedad
inferior asegura la conservacion en estante del STT.
Se recomienda, tener en cuenta los valores obte-
nidos a la hora del disefio del empaque primario.

La Tabla 17 muestra los valores de porcentajes
de absorcion de cuando se testearon los STT alma-
cenados en estante por 30 dias. Los valores obte-
nidos a los 30 dias de ensayo, son consistentes con
los obtenidos previamente. Al someter a los STT
disefiados a un ambiente de temperatura y humedad
controladas se demostroé la estabilidad del STT y su
adecuado empaquetamiento durante el periodo de
estante. Los estudios de estabilidad, son importantes
a la hora de establecer la fecha de vencimiento del
medicamento, una vez formulado. Un bajo indice
de humedad durante el proceso de pre formulacioén
y disefio, asegura que el contenido [FA se mantenga
inalterado (Karki et al, 2016).

Uniformidad de peso

Se tested la uniformidad en peso de todos los proto-
tipos disefiados Tabla 18 (STT1-Bcol, STT2-Bco2,
STT3-LAPSO0, STT4-LAPSa, STT5-LAPSb, STT6-
LAPSc, STT7-G). El peso constante promedio de
al menos 5 STT de 2,5cm?de area, se alcanzo a las
24 h de secado. Los valores de peso se registraron
hasta peso constante a tiempo 0, 4, 6, 8, 24 y 25h.

El valor de volatiles desprendidos en 24 h de
secado, se calculd como la diferencia entre el peso
final del STT y el peso inicial del STT a tiempo O.
La masa de los films secos de STT3-LAPSO fue de:
(1498 £4).10* g y la pérdida de elementos volatiles
fue de (14,4 £ 1,5).10° g. En el caso de STT4-
LAPSa, se registraron valores de (1480 +2).10%g
para el film seco y una pérdida de elementos vola-
tiles de (7,9.+ 5,0).103 g. Cuando se calcularon los
valores para STT5-LAPSb, se registraron valores
de (1502 £ 3).10* g para el film seco y una pérdida

Tabla 17. Absorcion de humedad por centimetro cuadrado de area del parche (H/cm?) para STT: en 30 dias de ensayo.

Formulacion Pi(g)tOh Pf(g)t72h H% H/cm?
STT1-Beol 0,175142.10° 0,1815+1.10° 3,66% 1,63
STT2-Bceo2 0,1655+1.10° 0,1740£2.1073 5,14% 2,28
STT3-LAPS, 0,1744+1.10° 0,1832+1.1073 5,06% 2,24
STT4-LAPS, 0,1679+1,2.10° 0,1781+1.103 6,07% 2,7
STTS-LAPS, 0,1741+0,2.10°3 0,1844+3.10° 5,92% 2,63
STT6-LAPS, 0,1731£1.103 0,1817+2.103 4,96% 2,21
STT7-G 0,174442.10° 0,1839+1.10° 5,44% 2,42

Cynthia Adriana Zacarias Chamorro, Maria Eugenia Sesto Cabral & Sonia Lorena Fretes de Aquino



Tabla 18. Uniformidad en peso de todos los prototipos dise-

Reportes cientificos de la FACEN, julio - diciembre 2020, 11(2):33-47 45

nados.
Formulacién Masa de STT | Pérdida de elementos
secos (g) volatiles (g)

STT1-Beol | (1469+4).10* (9,8.+3,0).10°
STT2-Bco2 | (1502+3).10% 9,2+ 5,0).10°

STT3-LAPS, | (1498 +4).10* (14,4 +1,5).10°

STT4-LAPS_ | (1480 +2).10* (7,9.£ 5,0).10°

STT5-LAPS, | (1502 +3).10* (11.£3,0).10°

STT6-LAPS_ | (1487 +1).10* 9,1+ 5,0).10°

de elementos volatiles de (11.+3,0).107 g.

Los valores medidos para STT6-LAPSc, fueron
de (1487 £ 1).10* g para el film seco y una pérdida
de elementos volatiles de (9,14 5,0).10 g.Para los
controles el peso seco se registro en: (1469+4).10*
gy la perdida de los volatiles fue de (9,8.£ 3,0).10°
3g para STT1-Bcol y (1502+3).10* y la perdida de
volatiles se registr6 en (9,2.£ 5,0).107g.

pH superficial

Se cortaron muestras de film de 1,5 cm x 1,5 cm.
Se dejaron hinchar en 2 mL de agua durante 15
min. El pH de la superficie se midi6é con una tira
universal de pH (Biopack) que se coloca sobre el
film hinchado.

Los valores de pH obtenidos fueron consisten-
tes con el valor de pH del agua destilada utilizada
para los ensayos. Las mediciones se realizaron
en tres semanas consecutivas y con tres ciclos de
destilacion consecutivos. Cuando el valor de pH
del agua fue de 6.4, el valor de pH superficial de
STT3-LAPSO, STT4-LAPSa, STT5-LAPSb, STT6-
LAPSc, STT7-G y sus respectivos controles fue de

Tabla 19. pH superficial de STT promedio en tres semanas
consecutivas y con tres ciclos de destilacion de agua conse-
cutivas.

pH del agua pH superficial promedio de STT
6,4 6
5,9 6
6,5 6

6. Cuando el valor de pH del agua fue de 5.9, el
valor de pH superficial medido fue de 6. Cuando el
valor de pH del agua 6.5 el valor de pH superficial
se mantuvo en 6. Tabla 19

Estos valores son consistentes con los valores
de pH reportados para STT-control, este compor-
tamiento nos permite inferir que el pH del STT
aplicado sobre una ulcera no modificaria el valor de
pH de la herida. Asi mismo, resuelve un problema
tecnologico surgido durante el disefio de formas
farmacéuticas semisoélidas, como cremas y geles,
donde los valores de pH fueron de 5,2 a 5,4. Esto
podria indicar que la combinacion de los Ingredien-
tes farmacéuticos no activos seleccionados para el
disefio de STT es mas adecuada para el tipo de IFA
que se desea vectorizar. Los valores reportados se
mantuvieron en el rango de los pH medidos a los
30 dias de ensayo, este comportamiento es coinci-
dente con el comportamiento de las otras formas
farmacéuticas mencionadas. (Sesto ef al., 2015).

Liberacion del ingrediente farmacéutico activo
desde la matriz portadora

La concentracion acumulada en mg/cm? (CA) en
el seno de la solucion aceptora, se registro en fun-
cion del area de STT para el ensayo 1,80 cm?, cada
STT se cortd con un sacabocado para mantener la
superficie constante.

La CA calculada para todos los sistemas dise-
flados se muestra en la Figura 8. No se encontraron
diferencias significativas en la liberacion del IFA
LAPSO, LAPSa, LAPSb, LAPSc en los sistemas:
STT3,STT4, STT5, STT6. Pero cuando se contras-
taron con los valores de CA en mg/cm? obtenidos
y publicados en Sesto et al., 2015, encontramos un
aumento significativo en la CA al alcanzar su estado
estacionario. Son necesarios mas estudios, pero, los
datos obtenidos indican que la forma farmacéutica
solida STT, mejora significativamente la disponibi-
lidad de LAPS en la superficie de la herida.

El estado estacionario del sistema, se alcanzé a
las 8 h desde el inicio del experimento. El estado
estacionario indica el tiempo maximo de liberacion
del sistema, por lo que se recomienda, cambiar al
STT cada 8 h (Figura 8).
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Figura 8. Concentracién acumulada (CA) del IFA liberado (ug/cm?) desde la matriz portadora en funcion al tiempo (min).

CONCLUSION

Se obtuvo un Ingrediente Farmacéutico Activo con
caracteristicas homogéneas, la escala alcanzada
en condiciones de esterilidad, fue apropiada para
obtener la cantidad suficiente de medicamento para
realizar los estudios de pre formulacion in vitro.

La metodologia de P+L implementada facilitd
el proceso de produccion, al identificar los puntos
criticos de control del proceso. Se demostro in vi-
tro que los LAPS obtenidos a partir de los medios
modificados podrian utilizarse en el tratamiento de
heridas cronicas, ya que conservan las propiedades
antimicrobianas, antipatogénicas y fisicas previa-
mente reportadas para LAPS original.

Los estudios de preformulacion y control de
calidad, brindaron la informacion suficiente para
el disefio exitoso de un STT con nanocelulosa bac-
teriana para su utilizacion en pacientes con ulceras
cronicas con elevado volumen de exudado.
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