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RESUMEN

Uno de los principales problemas derivados del libre pastoreo y de la elaboracion de piensos
autoctonos en Latinoamérica es la posible intoxicacion con HCN con mortales consecuencias derivada del
consumo de multitud de plantas. Actualmente se encuentra muy extendida la aplicacién intravenosa de
tiosulfato sédico en los pocos casos de intoxicacion cianhidrica que consiguen detectarse a tiempo, y esta
comprobada la eficacia de su accién blogueante. En este trabajo se propone el empleo de matrices
poliméricas entrecruzadas de polimero como soporte de liberacion lenta y controlada de tiosulfato sodico
para ser aplicadas en el ganado latinoamericano como medida preventiva a la intoxicacién por HCN. Se
llevo a cabo la sintesis de hidrogeles acrilicos cargados de tiosulfato sodico y se realizaron ensayos de
difusion transdermal “in vitro” para el estudio de las cinéticas de liberacion del principio activo y del
efecto del entrecruzamiento y composicion de las redes sintetizadas. Se comprobo el potencial de estas
matrices poliméricas para la citada aplicacién ya que se consiguen niveles de tiosulfato cercanos a las
concentraciones Optimas en sangre de forma sostenida en el tiempo.

Palabras claves: Hidrogel, parche transdérmico, HCN, tiosulfato sdico.

ABSTRACT

The accidental HCN intoxication resulting from the consumption of many plants is one of the
main problems derived from free grazing and the native elaboration of feed in Latin America. The
application of intravenous sodium thiosulfate is an effective and widespread treatment in the hydrocyanic
intoxication. This paper proposes the use of crosslinked polymer matrix as a carrier for slow and
controlled release of sodium thiosulfate to be applied in Latin American cattle as a preventive treatment
in HCN poisoning. Acrylic hydrogels were synthesized and loaded with sodium thiosulfate. In vitro
transdermal diffusion was tested in order to study the kinetics release of the drug. The effect of
crosslinking and composition of synthesized networks was studied. The thiosulfate levels achieved in the
diffusion measurements resulted near the optimal concentrations in the blood steadily over time. This fact
demonstrated the potential of the polymer matrices for the application.

Key words: Hydrogel, Transdermal System, HCN, Sodium thiosulfate.

1. INTRODUCCION

Existe en el reino vegetal un elevado nimero de sustancias potencialmente venenosas para
los animales que pueden causar intoxicacion. En la actualidad se han identificado los principios
activos causantes de esta toxicidad en numerosas plantas y se han agrupado en las diferentes
categorias que se muestran en la Tabla 1 [1].

Hay que destacar que las plantas venenosas causan importantes pérdidas econdmicas a las
empresas pecuarias. La muerte de animales representa la pérdida mas impactante y relativamente
facil de estimar econdmicamente, sin embargo las intoxicaciones no mortales que a menudo no son

consideradas dentro del ambito toxicoldgico acarrean serias pérdidas como reduccién en la
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produccion de leche, disminucion en la tasa de crecimiento, abortos esporadicos, baja fertilidad en
la masa o nacimiento de crias débiles [2]. Por otra parte cabe recordar que muchas plantas
venenosas son malezas, cuya erradicacion o control lleva implicito un incremento en los costos de

explotacion de las empresas ganaderas.

Tabla 1. Resumen de las diferentes sustancias toxicas presentes en plantas.

Alcaloides Saponinas Alcoholes
Protoalcaloides Fitotoxinas Antivitaminas
Glucdsidos Fitoestrégenos Resinas
Glucosinatos Taninos Sustancias
fotodinamicas
Sustancias
miscelaneas

La problemaética de la produccidn agropecuaria en Latinoamérica presenta en la actualidad
caracteristicas muy particulares que guardan relacién con la situacion econémica actual. En general
se tiende a disminuir sustancialmente el uso de los; alimentos concentrados en los ultimos afios,
debido al incremento sostenido en el costo de los mismos, lo cual constituye un factor limitante en
el desarrollo de la ganaderia. Tal situacién exige brindarle mayor atencién a los recursos forrajeros,
dada la importancia que tienen en los sistemas de produccion animal. De hecho, el aprovechamiento
eficiente de los recursos forrajeros disponibles, junto a las estrategias trazadas para su manejo,
conforman la base de una explotacion ganadera rentable, en la cual los forrajes representan, no el

unico, pero si el mas importante de los ingredientes de la dieta que reciben los animales [3].

Figura 1. Novillos consumiendo maleza y raices de yuca.

El cianuro, concretamente, es un toxico potente y de rapido efecto que se encuentra en el
reino vegetal formando parte de numerosos glucosidos capaces de liberar acido cianhidrico (HCN)
al reaccionar con las enzimas hidroliticas apropiadas [4-5]. Se ha descrito capacidad cianogénica en

aproximadamente dos mil especies vegetales [6-8].
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El &cido cianhidrico bloquea la respiracion celular al combinarse el ion cianuro (CN") con
una enzima indispensable para tal proceso. En los tejidos de las plantas cianoféricas el glucosido y
la enzima se hallan fisicamente separados, encontrandose el primero en la epidermis foliar y la
segunda en el mesofilo, lo que restringe su contacto y hace que normalmente no exista HCN
preformado en estos vegetales. Sin embargo el contacto glucosido-enzima siempre ocurre cuando
los tejidos del vegetal son triturados por la masticacion e, igualmente, al ser atacados por la
microbiota ruminal. Por tanto el glucésido intacto no es toxico, pero se vuelve tal después de que el
compuesto se ha hidrolizado y se libera el HCN. Segun la susceptibilidad de los rumiantes se
explica pues los microorganismos del rumen hidrolizan rapidamente este glucosido [9].

La yuca o mandioca (Manihot esculenta Cranz) por ejemplo, es una planta tropical que
cuando se les suministra a animales sus variedades amargas sin ser procesadas o altos niveles de
yuca fresca de variedades dulces puede producir intoxicacion cianhidrica. Esta planta originaria de
la Amazonia Americana es cultivada extensamente por los aborigenes y fue difundida como
alimento por los conquistadores. Es una tuberosa de la familia de las amilaceas cuya raiz aporta
gran cantidad de almidones alcanzando un consumo de 54 millones de toneladas al afio en la
alimentacion animal. Es un cultivo con altisima tolerancia al estrés bi6tico (plagas, enfermedades,
etc.) que no genera sobrecostos en conservacion por lo que esta enormemente extendido en
Latinoamérica [10].

Existen varios métodos para eliminar el HCN que esta contenido dentro de las células de la
planta de yuca que encarecen el producto pero permiten emplearlo como forraje suministrado [11].

Por otra parte, el diagndstico de las intoxicaciones por vegetales puede resultar muy dificil
ya que la ingestién de plantas venenosas puede producir tanto sintomas en el animal vivo como
lesiones en el cadaver inespecificas, posibles de confundir con los producidos por muchas otras
enfermedades. Este hecho junto con la dificultad de control de los diferentes tipos de maleza y la
intoxicacion por variedades frescas ponen de manifiesto la necesidad de encontrar una solucion
preventiva al problema [8].

El cianuro absorbido normalmente es eliminado por via pulmonar y el resto es destoxicado
mediante su transformacion a tiocianato (SCN), el cual es excretado por via renal. La formacion de
tiocianato es catalizada por una S-transferasa (rodanasa) de amplia distribucion organica, segun la
siguiente reaccion:

S,0 + CN™ = SOZ + SCN~

273
La intoxicacion ocurre cuando es sobrepasada la capacidad del organismo para destoxicar el

cianuro. El cianuro forma un complejo estable con la enzima citocromo oxidasa, manteniendo asi en
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estado oxidado al hierro enzimético (Fe**) lo que paraliza la cadena respiratoria y origina una
hipoxia histotoxica. Dado que las mayores concentraciones de citocromo oxidasa se encuentran en
6rganos de elevado metabolismo oxidativo, la falla respiratoria celular ocurre prontamente en el
corazon y el cerebro; lo que explica la rapida presentacion del cuadro clinico (15 minutos a 2 horas)
y su veloz desenlace mortal (30 minutos a 4 horas). La intoxicacion es por tanto siempre de tipo
agudo [12].

El tratamiento clasico postintoxicacion persigue dos objetivos: a) restablecer la respiracion
celular, y b) destoxicar el cianuro. Para cumplir el primer objetivo se inyecta por via endovenosa
nitrito de sodio 1% (22 mg/kg), formandose una cantidad controlada de metahemoglobina cuyo Fe®*
desplaza al cianuro de su complejo con la citocromo oxidasa. Se forma entonces
cianometahemoglobina. EI segundo objetivo se cumple al inyectar tiosulfato de sodio 3% (66
mg/kg) por via endovenosa formandose tiocianato que se excreta por via renal. A base de
evidencias experimentales, se recomienda utilizar solamente tiosulfato de sodio, aunque en dosis
mucho mayor (660 mg/kg) que la previamente mencionada. La terapia puede realizarse también por
via oral, no obstante este tratamiento si bien es practico, no tiene la eficacia de la infusion
endovenosa de las sustancias indicadas. En cualquier caso, la terapia debe repetirse cada 6-8 horas
[13].

2. OBJETIVO

Se presenta un tratamiento generalizado preventivo de la intoxicacion cianhidrica para
ganado basado en la administracion generalizada y continuada de tiosulfato sodico. Se propone
mantener una concentracion en sangre de esta sustancia inocua, hasta ahora utilizada en el
tratamiento de postintoxicacion, constante y suficiente para poder destoxicar cualquier ingesta
accidental de cianuro.

La via de administracion epicutanea provee una alternativa de administracion muy
importante para principios activos para terapias prolongadas y terapias de reemplazo ya que permite
obtener niveles constantes de farmaco en la sangre y evita asi las reacciones adversas asociadas a
fluctuaciones en las concentraciones sanguineas. Dentro de las diferentes formas de administrar
farmacos a travées de la piel destacan los sistemas de administracion transdermal (parches). Estos
sistemas proporcionan un régimen terapéutico simple y practico que puede ser facilmente suprimido
con la simple eliminacion del dispositivo transdermal.

Se distinguen diferentes dispositivos de liberacion transdérmica entre los que destacan los
sistemas matriciales. Estos sistemas estan constituidos por un disco/film de hidrogel polimérico, de

grosor y area definida, en el cual estd uniformemente dispersado el farmaco cuya liberacion
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controla el entramado del polimero.

Los hidrogeles son materiales poliméricos entrecruzados de origen natural o sintético que son
capaces de hincharse en contacto con el agua y retenerla en su estructura molecular sin disolverse
[14]. Desde que los hidrogeles se introdujeron en el campo de la biomedicina ha quedado
demostrado que gracias a su biocompatibilidad poseen un gran potencial como biomateriales,
destacando en el area de la liberacion controlada de principios activos [15,16].

Existen diferentes mecanismos de liberacion de controlada de farmacos a partir de
hidrogeles poliméricos. El tipo de mecanismo de liberacion via fisica mas extendido es el
controlado por hinchamiento. Estos sistemas inicialmente estan secos y al ponerse en contacto con
los fluidos bioldgicos, absorben el agua u otros fluidos, hinchandose, aumentando tanto el volumen
acuoso dentro del hidrogel como su tamafio tridimensional hasta alcanzar el equilibrio de
hinchamiento sin disolverse. La liberacion de agentes bioactivos por mecanismos de hinchamiento
controlado de un polimero, esta relacionada con la difusién de un soluto (farmaco) desde y a través
de dicho polimero bajo difusion a contracorriente de agua o fluido biolégico hacia el interior del
polimero [17].

Existen fundamentalmente dos factores internos que determinan el hinchamiento de los
hidrogeles: grado de entrecruzamiento y estructura molecular. El entrecruzamiento supone una
dificultad en la movilidad de las cadenas de polimero, disminuyendo asi el hinchamiento. De esta
forma, un hidrogel muy entrecruzado posee una estructura muy compacta y se hincha menos
comparado con el mismo hidrogel con un menor entrecruzamiento. Ademas, la estructura molecular
del hidrogel, afecta también a su hinchamiento. Hidrogeles con grupos hidr6fobos en su estructura
se hinchan en un menor grado que hidrogeles con grupos hidréfilos. Estos dos factores internos
pueden ser variados para controlar y optimizar la cinética de liberacion del principio activo cargado
en el gel.

En base a esto, se propone sintetizar una red polimeérica entrecruzada macroscépica de
poliacido acrilico para servir de soporte de almacenaje y dosificacion controlada de tiosulfato
sodico y evaluar la liberacion del mismo a través de métodos “in vitro” en el estudio de penetracion
transepitelial del mismo. Asi mismo se estudiara la dependencia del grado de entrecruzamiento y la
composicion de las redes sintetizadas en la capacidad de liberacion de tiosulfato sodico.

Los métodos “in vitro” aplicados al estudio de la penetracion de drogas representan las
técnicas mas difundidas. En estos métodos se utilizan tanto piel animal o humana como membranas
artificiales (piel artificial) y celdas de difusion de Franz. La celda de difusion de Franz representa,
desde su desarrollo en 1975, el principal método utilizado para evaluar la penetracion transepitelial

de farmacos [18-20]. La celda de difusidn es un sistema compuesto por dos cdmaras, una donante y
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otra aceptora, separadas por piel o0 membrana artificial. EIl estrato cdrneo es orientado hacia la
camara donante a través de la cual se aplican las drogas a estudiar. Con sus desventajas este modelo
“in vitro” es un buen indicador cualitativo de la penetracién cutanea de farmacos [21,22] y es

considerado un sistema confiable para evaluar la bioequivalencia/biodisponibilidad [23].

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Materiales. Acido acrilico (AA) (Merck), agua bidestilada, 2,2’-azobis(2-
amidinopropano) dihidrocloruro) (V-50), (Wako), N,N"-metilenbiscacrilamida (NMBA) (Merck),
tiosulfato sodico (Panreac), hidrégeno fosfato sodico (Panreac), dihidrogeno fosfato de sodio
(Panreac), N,N"-Dimetacrilamida (DMA) (Merck), orejas de conejo.

3.2. Sintesis. Se sintetizaron hidrogeles de é&cido acrilico y copolimeros de 4&cido
acrilico/N,N -dimetacrilamida empleando N-metilenbisacrilamida como entrecruzante y V-50 como
iniciador. Para ello se empleo el dispositivo que se muestra en la Figura 2. La relacion empleada
monomero/agua fue 20/80 y el contenido en entrecruzante e iniciador fue del 2-10 y 0,5% en peso
respectivamente. Se introdujo el principio activo, tiosulfato sodico, en la propia sintesis siendo la
concentracion de tiosulfato cargada del 25% en peso del monémero total en todos los casos. Se
empled esta concentracion por resultar la mayor concentracion posible de tiosulfato a disolver en la
mezcla de polimerizacion y cuya liberacion total lleva a las concentraciones de dosis recomendadas
para animales de peso medio de 500 kg sabiendo que el volumen medio de sangre para animales de

estos pesos es de 35 litros (10 mg/mL).
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Figura 2. Dispositivo empleado para la sintesis de hidrogeles laminados.

Una vez obtenida la mezcla de reaccion fue burbujeada con gas nitrogeno durante 20
minutos e incorporada a moldes laminares de reaccién de vidrio que fueron previamente sometidos

a tratamiento antiadherente (diclorometilsiloxano, tolueno al 2% (v/v) y secado a 50°C). La
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polimerizacion se llevo a cabo a 50°C durante 24 horas. Como resultado se obtienen hidrogeles
transparentes en forma laminar cargados con tiosulfato sddico.

3.3. Liberacion transdérmica de tiosulfato sddico. Se llevo a cabo la liberacion del
tiosulfato sddico cargado en muestras de hidrogeles de 12 mm de didmetro en el estado obtenido
tras la sintesis empleando una celda de difusion de Franz y manteniendo el volumen de buffer
constante en la misma. Se utilizo piel de la parte interna de la oreja de conejos como membrana
intermedia entre el hidrogel y la disolucion tampon. En la Figura 3 se muestra un esquema del

dispositivo empleado en los estudios de liberacion transdérmica a temperatura ambiente.

\1/ Vidrio sujeccion
Pinzas

hidroge

Piel |

Nivel cte

Agitacion

Figura 3. Esquema del sistema empleado para la liberacidn.

El tiosulfato sddico liberado sera cuantificada a partir de la determinacion de la absorbancia
a 214 nm mediante espectroscopia ultravioleta-visible en una disolucion de tampén fosfato a pH 7,4

simuladora del medio fisiol6gico. La Figura 4 muestra la recta de calibrado obtenida:

1.6

y =0,02427 + 0,016529x R= 0,999

1,4

1,2

1

0,8

Absorbancia

0,6

0 20 40 60 80 100
ppm

Figura 4. Calibrado de tiosulfato sddico en tampén fosfatos a pH = 7,4 a 214 nm.
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RESULTADOS

Se sintetizaron hidrogeles de acido acrilico y poli(acido acrilico-co-N,N -dimetacrilamida)
incluyendo el principio activo tiosulfato sddico en la formulacion inicial de polimerizacion. Se llevo
a cabo el estudio de la liberacion transdermal del tiosulfato sodico cargado en los hidrogeles
sintetizados para muestras con diferente porcentaje de agente entrecruzante y diferente contenido en
N,N -dimetacrilamida. La Figura 5 muestra la cinética de liberacién obtenida para hidrogeles de
acido acrilico puro entrecruzados al 2, 5y 10% en peso con NMBA. Se observa el perfil tipico de la
curva de hinchamiento, en el que tiene lugar un aumento acelerado inicial de la concentracion de sal
al que le sigue una disminucion de la velocidad hasta alcanzar la concentracion constante en el
tiempo. Tal y como muestra la figura 5, no sélo la velocidad inicial de liberacion disminuye con el
entrecruzamiento de las redes sino que también lo hace de forma muy notoria el contenido total de
tiosulfato liberado. En redes de elevada densidad de nudos parte del tiosulfato sédico inicialmente
cargado queda atrapado en el entramado polimérico, al contrario que ocurre para hidrogeles del 2%

de NMBA en los que la liberacion es total y por tanto el rendimiento de la operacién es del 100%.

120

(%) Tisulfato liberado

20
0 2000 4000 6000 8000 110

Tiempo (s)

Figura 5. Porcentaje de tiosulfato sodico liberado por hidrogeles de acido
acrilico entrecruzados: o) 2, A) 5 y J) 10% de NMBA en peso respecto al
monomero total.

Asi mismo se estudio la liberacion de tiosulfato sodico a partir de matrices copolimeras de
acido acrilico y N,N’-dimetacrilamida de diferente composicion. Los resultados obtenidos se
muestran en la figura 6 donde se observa una clara desaceleracion de la liberacién y una fuerte
disminucién en la fraccién total liberada de tiosulfato a medida que el acido acrilico es sustituido
por la dimetacrilamida. Este hecho es consecuencia del menor hinchamiento de los copolimeros al

disminuir las repulsiones electrostaticas entre los carboxilatos en la red.
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Figura 6. Porcentaje de tiosulfato sddico liberado por
hidrogeles copolimeros de &cido acrilico y N,N -dimetacrilamida de
diferente composicién: o) 100/0, 00) 40/60, A) 4/96 y todos ellos con
un grado de entrecruzamiento de NMBA del 2% en peso respecto al
monomero total.

De las soluciones matematicas de la segunda ecuacién de Fick para los procesos de difusion,
bajo condiciones limite simples, empleadas generalmente en los experimentos de liberacion de
fluidos bioldgicos, y para matrices con formas geométricas sencillas como esferas, cilindros,

laminas [24], se obtiene la siguiente ecuacién para tiempos cortos [25,26]:

skt (1)

dénde el cociente Mi/M., es la fraccion de principio activo liberada en el tiempo t, k es una
constante caracteristica del sistema y n es un exponente caracteristico del modo de transporte del
soluto. En la Tabla 2 se muestran los valores del exponente n obtenidos para las cinéticas de

liberacion de tiosulfato sodico realizadas.

Tabla 2. Valores del exponente de difusion n y los indices de correlacion (R?) obtenidos para
las diferentes cinéticas de liberacion de tiosulfato sédico.

AA (%) DMA (%) NMBA (%) n R?
100 0 2 0,50 0,99325
100 0 5 0,22 0,98846
100 0 10 0,13 0,99231
40 60 2 0,26 0,99532
4 96 2 0,15 0,99882
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Los valores obtenidos de n han presentado un maximo de 0,50 para la liberacion a partir de
los hidrogeles puros de éacido acrilico de menor entrecruzamiento. Este valor corresponde a un
mecanismo de difusion tipo | o fickiano en el cuél la velocidad de difusién es mucho menor que la
relajacion siendo la difusion la que gobierna la liberacion del principio activo. En el resto de los
casos en los que el porcentaje de retencion de tiosulfato sddico es importante, los valores del
exponente n obtenidos resultan alejarse del comportamiento fickiano a medida que aumenta la

retencion del farmaco y disminuye el hinchamiento.

CONCLUSIONES
Se ha comprobado mediante ensayos “in vitro” que hidrogeles laminares de poliacido
acrilico pueden resultan Optimos soportes para la liberacion controlada de tiosulfato sodico en
concentraciones adecuadas para desarrollar su accién terapeutica bloqueante de HCN para grados
de entrecruzamientos inferiores al 5%. Del mismo modo se ha observado cémo la disminucion del
grado de entrecruzamiento y la copolimerizacion con N,N -dimetacrilamida limitan la liberacién del

principio activo.
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