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Generacion de un protocolo para la sintesis de nanoparticulas
de quitosano cargadas con florfenicol a través del método de
gelacidnionica

Generation of a protocol for the synthesis of chitosan nanoparticles loaded with
florfenicol through the ionic gelation method
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RESUMEN

La formacion de nanoparticulas de quitosano mediante el método de gelacion idnica
tiene un alto potencial para la carga, transporte y liberacién controlada de moléculas. Es
un método sencillo y las nanoparticulas presentan buena absorcion, estabilidad,
biocompatibilidad y baja toxicidad. El florfenicol es uno de los antibidticos mas utilizados
en la industria acuicola y es administrado mezclado con el alimento en altas concentracio-
nes, lo cual genera problemas de dosis efectivas y de residuos no deseados. De esta
manera, la sintesis de nanoparticulas de quitosano (Q) cargadas con florfenicol podria
otorgar ventajas a la hora de proteger, transportar y liberar de forma controlada el farmaco
en peces de interés economico. En el presente estudio se sintetizaron nanoparticulas de
quitosano Yy tripolifosfato de sodio (TPP) con y sin florfenicol para evaluar su carga
efectiva y liberacion. Los resultados obtenidos con espectrometria FTIR corroboran la
formacion de las nanoparticulas de Q-TPP con los cambios observados en los patrones
de espectros infrarojo entre el quitosano matriz y las nanoparticulas sintetizadas. Las
nanoparticulas de Q-TPP pueden cargar entre 48 y 50% de florfenicol en su interior. El
ensayo de liberacion in vitro del antibidtico mostrd una liberacion controlada y estable
en el tiempo en condiciones de pH acido y temperatura controlada de 15° C de hasta 10
dias. Finalmente, se muestra que las nanoparticulas de Q-TPP tienen potencial para
atrapar y liberar de forma controlada el firmaco evaluado.
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The formation of nanoparticles of chitosan by the ionic gelation method has a high
potential for loading, transport and controlled release of molecules. It is a simple method
and the nanoparticles have good absorption, stability, biocompatibility and low toxicity.
Florfenicol is one of the most used antibiotics in the aquaculture industry and is
administered mixed with the feed in high concentrations, which generates problems of
effective doses and unwanted residues. In this way, the synthesis of chitosan (Q)
nanoparticles loaded with florfenicol could provide advantages when it comes to
protecting, transporting and releasing the drug in fish of economic interest in a controlled
manner. In the present study, nanoparticles of chitosan and sodium tripolyphosphate
(TPP) with and without florfenicol were synthesized to evaluate their effective loading
and release. The results obtained with FTIR spectrometry corroborate the formation of
the Q-TPP nanoparticles with the changes observed in the infrared spectra patterns
between the matrix chitosan and the synthesized nanoparticles. Q-TPP nanoparticles can
carry between 48 and 50% of florfenicol inside. The in vitro release assay of the antibiotic
showed a controlled and stable release over time under conditions of acid pH and
controlled temperature of 15 °C for up to 10 days. Finally, it is shown that the Q-TPP
nanoparticles have the potential to trap and release the evaluated drug in a controlled

manner.
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INTRODUCCION

El quitosano (Q) es un polimero
biodegradable, biocompatible, semipermeable
y con propiedades antimicrobianas, lo cual lo
convierte en un material versatil para multi-
ples aplicaciones (Kumar et a/. 2000; Hamed
et al., 2016). Este polimero ha venido reci-
biendo mucha atencion debido a sus propie-
dades de adsorcion y encapsulamiento, lo que
permite empaquetar o cargar diferentes ti-
pos de moléculas. De esta manera, el
quitosano viene siendo sintetizado en diferen-
tes tipos de materiales avanzados, tales como
microesferas, hidrogeles, peliculas, micro y
nanoparticulas (Agnihotri et al., 2004; Sinha
et al., 2004; Cafaggi et al., 2007).

Las particulas basadas en quitosano han
sido extensivamente estudiadas para la libe-
racion de drogas anticancerigenas, hormonas,
genes, antigenos y antibidticos, entre otros
(Gan et al., 2005; Derakhshandeh et al.,

1196

2012; Mohammadpour et al., 2012;
Mukhopadhyay et al., 2013; Ibrahim et al.,
2015). Es importante mencionar que las
nanoparticulas de quitosano son particulas
solidas coloidales con un tamafio entre 1 y
1000 nm, con propiedades fisicoquimicas in-
teresantes en relacion a tamaifio, estabilidad,
adsorcion, alta reactividad y facilidad de al-
canzar los tejidos diana. Este tipo de
nanoparticulas es mas ventajoso a la hora de
cargar, transportar y liberar farmacos en com-
paracion a materiales de escala micrométrica.

Para la preparacion de nanoparticulas
de quitosano existen metodologias tales como
coprecipitacion, reticulacion quimica,
termodescomposicién, coacervacion,
emulsificacion y gelacion ionica. Este ultimo
método es mayormente usado para la prepa-
racion de nanoparticulas de polisacaridos
(Raveendran et al., 2015). La técnica esta
basada en las interacciones ionicas entre los
grupos aminos cargados positivamente del
quitosano y los grupos cargados negativamen-
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te de un polianion, como por ejemplo el
tripolifosfato de sodio (TPP), el cual es el
agente ionico reticulador mas ampliamente
usado, debido a que no es toxico y tiene la
capacidad de gelificar rapidamente (Calvo et
al., 1997; De Moura et al., 2009). De esta
manera, las nanoparticulas Q-TPP son de
gran atractivo, ya que son promisorios trans-
portadores para la entrega de macromoléculas
(Nagpal et al., 2010).

Entre los agentes antimicrobianos de uso
veterinario mas utilizados en la industria
acuicola se encuentra el florfenicol (Burridge
et al., 2010). Su mecanismo de accién es la
inhibicion de la sintesis de proteinas, a través
de launidn a la subunidad 50S del ribosoma
bacteriano, previniendo la transferencia de los
aminoacidos desde el tRNA hacia la cadena
peptidica en crecimiento, inhibiendo asi la
actividad peptidil transferasa (Schwarz et al.,
2004). Este antibiotico es principalmente uti-
lizado en mezcla con el alimento para infec-
ciones ocasionados por Piscirickettsiosis y
Renibacteriosis (Hayes, 2005). Sin embargo,
gran parte del antibiotico administrado se pier-
de en el proceso de alimentacion de los pe-
ces, lo cual genera pérdidas del farmaco pre-
vias a su consumo y la liberacion de residuos
en el medio ambiente acuatico. De esta ma-
nera, nuevos métodos de encapsulacion es-
tables que protejan y liberen el antibidtico de
forma controlada en peces de interés econ6-
mico son necesarios a la hora de resolver este
tipo de problematicas para la industria
acuicola.

Los objetivos del presente trabajo fue-
ron: 1) sintetizar nanoparticulas de Q-TPP a
través del método de gelacion ionica con TPP,
2) evaluar la capacidad y efectividad de car-
ga o encapsulado del antibittico florfenicol
en nanoparticulas de Q-TPP y, 3) evaluar la
liberacion in vitro del farmaco en condicio-
nes fisioldgicas similares a peces modelo de
la industria acuicola.
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos

El polimero quitosano (Q) de bajo peso
molecular con grado desacetilacion de 75-
85% y el tripolifosfato de sodio (TPP) fueron
adquiridos de Sigma-Aldrich (EEUU), el
florfenicol (50%) (FF) de Centrovet (Chile)
y el acido acético glaciar 100% de Merck
(Alemania).

Nanoparticulas

Las nanoparticulas de quitosano se pre-
pararon mediante el método de gelacion idnica
de acuerdo con las metodologias propuestas
por Calvo et al. (1997) con algunas modifi-
caciones. El quitosano de bajo peso molecular
fue disuelto en tres soluciones acuosas de
acido acético glacial (0.5, 1.0 y 1.5% v/v)
para formar una solucién de concentracion
final de 1.25 mg/ml. Esta solucién se mantu-
vo en agitacion por 24 h a temperatura am-
biente utilizando un agitador magnético. El pH
inicial resultante fue de 3.5, pero fue ajusta-
do a 4.7 usando una solucion de NaOH IN. La
solucion fue filtrada a través de una jeringa
con un tamafo de poro de 0.45 um para remo-
ver residuos de particulas insolubles. E1 TPP
fue preparado y disuelto en agua ultrapura a
una concentracion final de 0.56 mg/ml con
ayuda de agitacion magnética.

El TPP fue agregado gota a gota con
una jeringa 2 ml en la solucion de 5 ml de
quitosano para la elaboracion de las
nanoparticulas de Q-TPP. La mezcla se man-
tuvo en constante agitacion durante 30 min a
temperatura ambiente (Figura 1a). Luego, la
suspension resultante con las nanoparticulas
(Figura 1b) se centrifugo a 3200 rpm por 20
min. Los pellets obtenidos fueron aislados del
sobrenadante (Figura 1¢), congelados a -20 °C
y secados por 24 h usando un equipo liofilizador
Virtis Bench Top K (Figura 1d).
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Para determinar la formacion de
nanoparticulas de Q-TPP se realizé un anali-
sis de espectro infrarrojo de las muestras
obtenidas mediante el método de gelacion
ionica. El analisis FTIR se llevo a cabo utili-
zando un espectrometro FTIR PerkinElmer
(FTIR System Spectrum BX). Las muestras
se prepararon usando la técnica de pastillas
con bromuro de potasio (KBr) y se analiza-
ron para comprobar la presencia de
nanoparticulas sintetizadas en comparacion
a la muestra matriz de quitosano puro. Los
espectros FTIR se recogieron en una reso-
lucién espacial de 4 cm™ en el modo de
transmitancia, entre 4000-450 cm !, respec-
tivamente.

Se agrego gota a gota una solucion de 2
ml de TPP a 5 ml de quitosano conteniendo 2
mg/ml de florfenicol. La solucion se mantu-
vo en agitacion magnética durante 30 min.
Las nanoparticulas resultantes en la suspen-
sion se centrifugaron a 900 g durante 20 min.
Todos los pellets obtenidos se conservaron
por 24 h a -20 °C para posteriormente ser
liofilizados por 48 h.

Eficiciencia de Carga

La eficiencia de encapsulacion y la ca-
pacidad de carga de las nanoparticulas de Q
fue determinada por la separacion de las
nanoparticulas formadas desde el medio
acuoso por centrifugacion a 900 g durante
30 min. La cantidad libre de florfenicol en el
sobrenadante  fue medido  por
espectrofotometria UV-Vis usando un
espectrofotometro Shimadzu UV-mini 1240,
a 265 nm (Elimam et al., 2017). El
florefenicol cargado en las nanoparticulas de
Q-TPP fue calculado segun la siguiente for-
mula (Saha et al., 2010): Porcentaje de car-
ga (%) = (Ta-Tal)*(100/Ta), donde Ta co-
rresponde al florfenicol total usado para pre-
parar las nanoparticulas y Tal es el florfenicol
libre en el sobrenadante.
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Liberacion de Florfenicol

Las nanoparticulas cargadas con el an-
tibiotico florfenicol previamente liofilizadas (1
mg) fueron dispersadas en 10 ml de solucion
salina de fosfato PBS (Life Technology
Corporation, EEUU) a pH 3 y pH 7.4. Las
supensiones fueron mantenidas en agitacion
contintia a 15 °C con un agitador magnético.
El espectro UV-Vis del florfenicol libre en el
medio fue monitoreado a 265 nm en interva-
los predeterminados de tiempo (30, 60 , 90
min, y luego 12, 24, 72, hasta 264 h).

RESULTADOS Y DISCUSION

Preparacion de Nanoparticulas Q-TPP

Diferentes protocolos de dilucion del
quitosano con acido acético (0.5%-1.5% v/v),
concentraciones de quitosano (0.5-1.5 mg/ml),

Figura 1. Preparacion de nanoparticulas de
quitosano a través del método gelacion idnica.
a) adicion de TPP a una solucion de quitosano,
b) formacion espontanea de nanoparticulas
de Q-TPP (solucion de color opalescente),
¢) centrifugacion de nanoparticulas en sus-
pension y formacion de pellets conteniendo
nanoparticulas (boton de color opalescente),
d) liofilizacion de nanoparticulas
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concentraciones de TPP (0.3-1.0 mg/ml) y
cony sin la aplicacion de ultrasonido fueron
probadas previamente para formar
nanoparticulas de Q-TPP (resultados no mos-
trados). Los mejores resultados fueron obte-
nidos con una dilucion del quitosano en acido
acético entre 1.0 y 1.5% v/v, el uso de una
concentracion de 1.25 mg/ml de quitosano,
TPP a una concentracion de 0.56 mg/ml y
sin la aplicacion de ultrasonido. Lo anterior,
fue evidenciado por la formacion homogé-
nea de nanoparticulas de color opalescente y
sin aglomerados en la solucion final (Figura
1b) y los analisis de espectros infrarrojo de
las muestras.

El analisis de los espectros FTIR de las
particulas liofilizadas de Q-TPP confirmé la
sintesis de nanoparticulas de Q-TPP. En el
espectro FTIR del quitosano (Figura 2b) se
observaron los picos caracteristicos de la
molécula. A los 3450 cm! son correspondien-
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tes a la vibraciones de los grupos funcionales
OH (Haider et al,. 2017). Alos 1652 cm' y a
los 1590 cm! aparecen los picos con alta in-
tensidad de transmitancia caracteristicos del
quitosano, los cuales corresponden a las vi-
braciones de las bandas amida [ y amida II,
respectivamente (Papadimitriou et al., 2008).
A los 1383 cm™! se observo el tramo de los
enlaces C-N, y a los 1081 cm! se observo el
pico correspondiente al tramo C-O.

En la Figura 2 se muestra el espectro
FTIR de nanoparticulas de Q-TPP con el
método de gelacion idnica. Los espectros de
estas particulas con o sin antibidtico se mues-
tran diferentes a la de quitosano matriz puro.
El ensanchamiento de la banda correspon-
diente a los grupos OH (3450 cm!) indica
probablemente la formacion de enlaces hi-
drégeno entre los oxigenos del tripolifosfato
y los hidrogenos de los grupos amino del
quitosano. Por otro lado, la transmitancia de
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los grupos amino se desplazana 1654 y 1542
cm, lo que indica que estos grupos funcio-
nales interactuaron con el TPP creando en-
laces i6nicos. Estas interacciones reducen la
solubilidad quitosano y son responsables de
la separacion del quitosano desde la solucion
en forma de nanoparticulas y la cual puede
visualizarse con un cambio de color transpa-
rente hacia un color opalescente caracteris-
tico (Papadimitriou ef al., 2008). Finalmente,
un desplazamiento de las bandas 1381 cm' y
1081 cm! respecto al quitosano matriz fue
observado para las nanoparticulas, lo que in-
dica interacciones de los iones de TPP con
grupos C-N y C-0O, respectivamente.
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Nanoparticulas de Q-TPP con Florfenicol

La capacidad y eficiencia de carga de
las nanoparticulas sintetizadas fue levemen-
te mayor para las nanoparticulas preparadas
usando 1.5% de acido acético en compara-
cion a las preparadas con un 1% (50.1 y
48.0%, respectivamente) (Figura 3). Esto se
debe a que una concentracion mayor de aci-
do acético mejoraria la solubilidad de los
polimeros de quitosano y aumentaria, a su vez,
el grado de protonacion del quitosano, favo-
reciendo la capacidad potencial de formar
entrecruzamientos con el anion TPP, promo-
viendo un mayor encapsulamiento del farma-
co (Fan et al., 2012).

Liberacion in vitro del Florfenicol

Los datos obtenidos de la liberacion in
vitro del antibiotico florfenicol de las
nanoparticulas de Q-TPP en medio salino
PBS a dos pH (neutro 7.4 y acido 3.0) y a
una temperatura de 15° C se muestran en la
Figura 4. Esta situacion simula las condicio-
nes fisiologicas de un pez modelo. La libera-
cion comienza recién a las 24 h de incubacion
en el medio acido, mientras que la liberacion
del 50% del antibidtico comienza pasadas las
216 h (9 dias), culminando a las 264 h (11
dias). Los resultados muestran una liberacion
controlada y prolongada del farmaco bajo
estas condiciones experimentales. Estos re-
sultados difieren notablemente a los docu-
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mentados por otros autores que muestran una
liberacion restringida de diferentes tipos de
antibioticos entre 24 y 72 h (Saha et al., 2010;
Zhao et al.,2013; Huang et al., 2014); sin em-
bargo, dichos estudios fueron realizados con un
rango de temperaturas mas altas (25-37 °C)
que la usada en el presente estudio, demos-
trando que la temperatura es un factor rele-
vante en el proceso de liberacion de drogas.

En el ensayo con pH neutro no se ob-
servo liberacion del antibiotico durante el pe-
riodo total de la prueba (11 dias). Lo anterior
podria ser debido a la buena estabilidad de
las nanoparticulas sintetizadas de Q-TPP bajo
la metodologia descrita en este trabajo.

CONCLUSIONES

e La técnica de gelacion idnica es una
metodologia 1util para sintetizar
nanoparticulas de quitosano y
tripolifosfato de sodio (TPP).

e La concentracion del quitosano, acido
acético y TPP son factores de impor-
tancia para formar nanoparticulas car-
gadas con el antibiodtico florfenicol.

e Lasnanoparticulas fabricadas mostraron
una buena estabilidad, capacidad de car-
ga y una liberacion controlada del
florfenicol, demostrando que las
nanoparticulas de Q-TPP tienen poten-
cial para atrapar y liberar de forma con-
trolada este tipo de antibiotico.
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