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RESUMEN

Rodolfo Gonzalez Guerrero Fecha de Graduacidon: Diciembre 2017
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: SINTESIS Y CARACTERIZACION DE BIOMATERIALES
MESOESTRUCTURADOS POR LA TECNICA SOL-GEL Y EVALUACION DE LA
LIBERACION DE GENTAMICINA

NUumero de paginas: 88 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con Orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

Propdsito y Método del Estudio: Los sistemas de liberacion modificada
representan una alternativa para tratar enfermedades que requieren mantener
una concentracion terapéutica en el sitio de interés, reduciendo la absorcién
sisttmica y los efectos adversos asociados, esto resulta especialmente
importante en el caso del tratamiento de enfermedades Oseas, como la
osteomielitis, que es una enfermedad 6sea causada por la infeccion bacteriana
de la cavidad medular, la cual puede ocurrir como una complicacién de la cirugia
ortopédica. El tratamiento de esta infeccion 6sea representa un reto, debido a la
poca penetracion local del antibiético. Considerando la problemética asociada al
tratamiento de la osteomielitis, el desarrollo de un sistema de liberacion
modificada conteniendo gentamicina, representa una opciéon para mejorar el
cumplimiento del régimen terapéutico, ademas de mantener las concentraciones
plasmaticas del farmaco en el sitio de accién y reducir asi sus efectos adversos
sistémicos y el riesgo de desarrollo de bacterias resistentes.

Contribuciones y Conclusiones: En el presente trabajo de investigacion se
evaluaron las caracteristicas de liberacion del Sulfato de gentamicina incorporada
en una matriz ceramica a base de SiO2 a condiciones fisiologicas in vitro. La
sintesis del biomaterial se realiz6 via sol-gel a diferentes condiciones de pH y
relacion precursor/agua (Tetraetil ortosilicato (TEOS)). El material ceramico
conteniendo la gentamicina fue caracterizado mediante técnicas térmicas,
espectrométricas y microscoépicas. Los resultados del analisis textural de los
biomateriales sintetizados con el tensioactivo no i6nico (Pluronic P-123)
presentaron una mayor area superficial entre 478.03 y 631.02 m?/g, el didmetro



de poro entre 4.97 y 7.62 nm y volumen del poro entre los 0.78 y 0.91 cc/g
logrando obtener un material mesoporoso. En relacion con el perfil de liberacién,
el biomaterial sintetizado con CTAB a la relacion de precursor/agua 1:8, fue el
que tuvo un mayor porcentaje de incorporacion en comparacion con los demas,
asi mismo, logro liberar un 71.7% del Sulfato de gentamicina incorporado. Este
resultado concuerda con las caracteristicas de volumen y diametro de poros
obtenidos para este biomaterial. De esta manera, el método de sol-gel permitio
desarrollar materiales utilizando como precursor SiO2 en forma de polvos capaz
de incorporar por impregnaciéon al Sulfato de gentamicina, con posibilidad de ser
empleado como soporte de farmacos.

Dra. Patricia Cristina Esquivel Ferrifio (Asesora)
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1. Biomateriales

Un biomaterial se define de acuerdo con el Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos, como “cualquier sustancia o combinacién de sustancias,
ademas de farmacos, de origen sintético o natural, que pueden ser usados por
un periodo de tiempo indefinido, y que mejora o remplaza (parcial o totalmente)
cualquier tejido, érgano o funcion del cuerpo humano, para poder mantener o

mejorar la calidad de vida de la persona”. (Williams., 1999)

Asi mismo, estos biomateriales pueden modificarse superficialmente, por
medio de funcionalizacion (adicion de grupos funcionales) o adicion de
tensioactivos para mejorar sus propiedades y extender asi sus aplicaciones. Al
adicionar tensioactivos, se obtienen materiales mesoestructurados, los cuales
fueron sintetizados por primera vez a principios de la década de los 90 por
investigadores de la compaifia Mobil Oil. Estos materiales se caracterizan
principalmente por tener una alta area superficial y poro uniforme en el rango de

2 a 50 nm (mesoporos). (Vadiay col., 2011)

En los ultimos afos, los materiales mesoestructurados han tomado gran
relevancia debido a sus propiedades fisicas y quimicas, las cuales les han
permitido nuevas aplicaciones en areas como la medicina y la farmacia, siendo

vehiculos para la liberacién de principios activos, facilitando su transporte hacia

1



el sitio de interés, logrando asi una liberacion modificada. Algunos de los
materiales mas utilizados para este fin, son el diéxido de titanio TiOz2, didxido de
zirconio ZrOz, dioxido de silicio SiO2 e hidroxidos dobles laminares. (Lariza y col.,

2013)

Por otro lado, la estructura superficial de estos materiales puede ser
modificada mediante funcionalizacion, que es un proceso posterior a la sintesis
de los materiales, donde se busca cambiar la superficie de los mismos, mediante
la adicion de grupos funcionales que permiten el anclaje de las moléculas de
interés segun sea el objetivo. Entre los mas estudiados para realizar este
proceso, se encuentra el 3-amino-propiltrietoxisilano (APTES), el cual favorece la

adicién de grupos amino en la superficie. (Llinas y col., 2013)

Los biomateriales tienen diversas aplicaciones, entre las que destaca la
elaboracion de implantes, por ejemplo, los 6seos, los cuales ademas de proveer
un sistema de liberacion local de farmacos, pueden llegar a regenerar este tejido.
El uso de estos sistemas tiene ventajas importantes, por ejemplo, en una
intervencion quirdrgica, se presenta dolor e inflamacion, ademas de un alto riesgo
de infeccion, por lo cual, mediante la incorporacion de farmacos en biomateriales
que pueden ser implantados, el efecto del principio activo se dard de manera
local sin afectar otras zonas del organismo, disminuyendo de manera importante

los efectos secundarios sistémicos. (Bonillay col., 2011)



1.2 Materiales ceramicos

Las nanoparticulas ceramicas poseen propiedades fisicoquimicas y
estructurales que las hacen ideales como agentes nanofarmacéuticos, tales
como: el tamafio de particula (menor a 50 nm), elevada superficie especifica,
ademas de una naturaleza porosa que no se afecta por cambios del pH, ni
presenta hinchamiento. Por lo tanto, dichas nanoparticulas, son capaces de
proteger selectivamente a los principios activos, evitando la degradacién inducida
por cambios de pH y temperatura, ademas de ser biocompatibles, es decir, que
el material tenga la habilidad de funcionar, causar una respuesta apropiada para

el portador del mismo y sin causar toxicidad. (Villiersy col., 2010)

La factibilidad de que este tipo de materiales ceramicos puedan utilizarse
como vehiculos para la liberacion de principios activos, por una parte, reside en
el fendbmeno de adsorcion y desorcion, lo que permite el alojamiento de los
farmacos en el interior de los poros del material hasta su liberacion bajo

condiciones adecuadas. (Lariza y col., 2013)

Aunado a las caracteristicas previamente mencionadas, el uso de
tensioactivos durante la sintesis de los biomateriales logra ser un complemento
para incrementar las propiedades texturales formando asi una silice

mesoestructurada, la cual favorece en gran medida el alojamiento del farmaco.

Los sistemas tensioactivos poseen un enorme interés industrial debido a
sus multiples aplicaciones tecnolégicas. Todos los sectores de la industria

quimica los utilizan en la produccion o en la aplicacion de sus productos.



Son fundamentales en la industria farmaceéutica, alimentaria, cosmética,
textil, de pigmentos, pinturas y lubricantes entre otras. Los tensioactivos,
llamados también surfactantes o agentes de superficie activa, son especies
quimicas con una naturaleza o estructura polar-no polar, con tendencia a
adsorberse en las interfases, haciendo disminuir la tension superficial. Segun el
caracter del extremo hidrofilo las moléculas tensioactivas se clasifican en

anidnicas, cationicas, no idnicas y anféteras (Figura 1). (Martini y col., 1997)
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Figura 1. Representacion esquematica de los tipos de tensioactivos

Estudios definidos para la silice han determinado una gran importancia
hacia la silice mesoestructurada por su alta area superficial, porosidad,
diversidad de topologia de poro (hexagonal, cubica, laminar, etc.) y su

distribucion de tamafio de poro relativamente uniforme. (Posada y col., 2011)



1.2.1 Sol-gel para la sintesis de materiales ceramicos

La técnica sol-gel se desarroll6 desde hace mas de 40 afios como una
alternativa tecnolégica para la preparacion de vidrios y ceramicos (Balu y col.,
2012). El término "sol-gel” se usa con el fin de describir la sintesis de una red
polimérica inorganica de 6xidos metalicos a través de las reacciones quimicas de
hidrolisis (o hidroxilacion) y condensacion de precursores moleculares sintéticos;
estas reacciones ocurren en solucion y a temperatura ambiente.(Carballo y col.,

2001)

La primera etapa del proceso es la hidrélisis del alcéxido, y puede ser
catalizada por medio de un acido o una base, en esta etapa se obtienen soles,
es decir una suspension de aspecto similar a una disolucién, que contiene
particulas de tamafio inferior a 100 nm y se forman grupos silanol (Si-OH) al
tiempo en que se libera el alcohol correspondiente (R-OH). Los grupos silanol
comienzan a polimerizar por medio de la condensacién, formando estructuras
tridimensionales unidas por enlaces siloxano (Si-O-Si) al irse eliminando
moléculas de agua y de alcohol. Al final de la condensacién se inicia la etapa de
gelificacion caracterizada por la formacién de una fase continua, compuesta por
una matriz porosa interconectada extendida a todo el volumen de la dispersion
coloidal, por lo cual retiene mecanicamente al solvente en su interior a través de
fuerzas capilares e interacciones atractivas con la superficie. El paso de la
estructura del gel hacia un material sélido poroso requiere la eliminacion del

solvente embebido en la matriz mediante el proceso de secado o por las técnicas



de extraccion supercritica, cada una de estas alternativas ofrece resultados

diferentes sobre las propiedades fisicas del sdlido.

En la Figura 2 se muestran las reacciones involucradas en las dos etapas
del proceso de sol-gel. En la Figura 3 se presenta un esquema del proceso de

sintesis de los biomateriales por medio de sol-gel. (Carballo y col., 2001)

Hidrélisis

M(OR)s + H,O > HO-M(OR); + ROH

Condensacion

(OR);M-OH + HO-M(OR); > (OR):M-O-M(OR); + H.0
(OR);M-OR + HO-M(OR); > (OR);M-O-M(OR); + R-OH

(OR)sM-OR + RO-M(OR); > (OR);M-O-M(OR); + R-O-R

Figura 2. Reacciones que intervienen durante el proceso sol-gel
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Figura 3. Esquema general del proceso sol-gel



La estructura obtenida finalmente, depende principalmente de las
condiciones de reaccidn, como son la temperatura, el tipo de catalizador, la
velocidad de las reacciones de hidrolisis y de condensacion, asi como el tiempo
de secado y el envejecimiento ya que en esta etapa existe una contraccion del
gel, pudiendo ocurrir una disolucién y precipitacion de particulas. (Palma y col.,
2010)

Una de las ventajas que ofrece el proceso sol-gel para la sintesis de
materiales es, la gran variedad de estructuras que determinan diferentes y
multiples aplicaciones. El control de las condiciones de sintesis permite
establecer la estructura y espesor de pared de poro; por lo que se pueden
predeterminar las aplicaciones a las que sometera el producto final, entre los que
se encuentran la preparacion de peliculas delgadas, recubrimientos o polvos

nanocristalinos y materiales épticos de alta calidad. (Aragon y col., 2010)

1.2.2 Sistema de liberacién modificada para farmacos a partir de materiales
ceramicos

Estos sistemas surgieron de la necesidad de una terapia local efectiva,
donde, actualmente estan adquiriendo cada vez mas importancia debido a las
diversas ventajas que presentan. El empleo de biomateriales como soporte de
farmacos de liberacion modificada, constituye una importante aplicacion, donde
los materiales ceramicos han tomado relevancia en las ultimas décadas. Como

consecuencia, se han estudiado estos materiales ceramicos para su empleo en



la cirugia reconstructiva (maxilofacial, ortopedia, ortodoncia). Las primeras
ceramicas utilizadas para aplicacion médica fueron la alimina y la zirconia, las
cuales se usaron en un principio como prototipos, debido a que eran inertes,

condicion fundamental para su utilizacién en implantes. (Vallet-Regi., 2006)

1.3 Liberacién modificada

El término liberacion modificada es empleado por las Farmacopea de los
Estados Unidos (United States Pharmacopeia, USP) y Europea (PhEur) para
referirse a cualquier forma de dosificacion en la cual las caracteristicas
temporales de la liberacion del principio activo y/o su ubicacién son manipuladas
para lograr determinados objetivos terapéuticos, de conveniencia o comodidad

para el paciente.

1.3.1. Tipos de liberacion modificada

Las formas de liberacion modificada se clasifican en liberacion retardada
y controlada. En la primera, el principio activo es liberado en un momento distinto
al de la administracién, pero no se prolonga el efecto terapéutico. Por otro lado,
en las formas de liberacidn controlada, el principio activo se libera
escalonadamente en el tiempo (la velocidad de liberacién es limitante en el
proceso de absorcion), extendiéndose el efecto terapéutico. Estas a su vez se

subdividen en formas de liberacién sostenida y prolongada.



En la liberacion sostenida, el principio activo se libera a una velocidad
constante con el objetivo de conseguir una velocidad de absorcion también
constante y asi disminuir las fluctuaciones de los niveles plasmaticos del farmaco.
Algunos ejemplos de principios activos que se han utilizado para este tipo de
liberacion son: el nifedipino y la teofilina. Asi mismo, en la liberacion prolongada,
el principio activo se libera inicialmente en proporcion suficiente para producir su
efecto, y después se libera de forma lenta a una velocidad no necesariamente
constante, manteniendo la concentracidén efectiva durante mas tiempo que con
las formas de liberacion inmediata. Uno de los ejemplos mas comunes es el
Dabex XR®, el cual consiste en tabletas de liberacion prolongada que tienen
como principio activo metformina. En la Figura 4 se presenta la comparacion

entre un perfil de liberacion rapida contra uno de liberacion modificada.

Existen diferentes tipos de formulaciones con el fin de prolongar la
liberacién de principio, como lo son el empleo de matrices inertes lipidicas o
hidrofilicas, generalmente de naturaleza polimérica, que resisten la disgregacion
y regulan la liberacion del principio activo, principalmente por difusion. También
se han desarrollado microcapsulas, microgranulos o microesferas, las cuales se
obtienen por aplicacion de una fina cubierta de gelatina u otros materiales de
naturaleza polimérica sobre pequefias particulas que contienen uno o varios
principios activos. La permeabilidad de las cubiertas condiciona la velocidad de
liberacion y a su vez las microesferas formuladas y revestidas para modificar la
liberacién, pueden comprimirse o introducirse en una capsula de gelatina dura y

presentarse en esta forma farmacéutica. (Paraderoy col., 2007)



Entre las principales ventajas que presentan las formas de liberacion
modificada se encuentran, la disminucion de la frecuencia de administracion para
mejorar el cumplimiento terapéutico, disminucién de las fluctuaciones en las

concentraciones plasmaticas y control del sitio de liberacion del farmaco.

Un ejemplo de sistema de liberacion modificada es el caso de los
implantes, los cuales se utilizan principalmente para administracion parenteral.
Los implantes pueden ser biodegradables o no biodegradables, ademas de existir
bombas implantables que mediante estimulos externos son capaces de liberar el

principio activo de manera modificada.

Liberacion
inmediata

Liberacion 1

modificada

Rango
terapeutico

Concenfracién
e

Tiempo  weiie

Figura 4. Gréfica comparativa entre la concentracion plasmética del farmaco a
través del tiempo de una forma de liberacion inmediata contra una de liberacién

modificada
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1.4. Infecciones O6seas

Los huesos, como otras partes del cuerpo son susceptibles a infecciones,
ya que las bacterias u otros microorganismos pueden llegar al hueso desde la

piel cercana, musculos vecinos o a traves del torrente sanguineo.

Los factores de riesgo que propician la osteomielitis son variables, entre
ellos se encuentran el uso de las protesis articulares y los estabilizadores
utilizados en cirugia ortopédica. Otra causa frecuente de infeccion es el
traumatismo, principalmente cuando se presenta con una herida que favorece la
contaminacion del hueso o tejidos circundantes. Incluso en ausencia de una
herida abierta o fractura expuesta, el tejido lesionado y la sangre extravasada
reducen la circulacion, estableciendo un medio favorable para el crecimiento de
bacterias que llegan hasta la zona por una bacteriemia moderada desde la
circulacion venosa periférica. Asi mismo, la diabetes es otros de los factores que
contribuyen considerablemente a la osteomielitis debido a las complicaciones
generadas por la hiperglucemia, hipoestesia, vasculopatia e insuficiencia renal.

(Longo y col., 2012)

Una de las infecciones 6seas mas comunes es la osteomielitis, la cual es
causada principalmente por Sthapylococcus aureus (S. aureus), esta enfermedad
como en otras enfermedades infecciosas, el diagndstico temprano y el
tratamiento oportuno mejoran el prondstico y minimizan el riesgo de la evolucion
a la cronicidad y las complicaciones. Los antibiéticos mas usados para el

tratamiento de dicha enfermedad son el sulfato de gentamicina, cefalosporina,
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rifampicina y la penicilina, los cuales generalmente se administran a altas dosis

por via parenteral. (Longo y col., 2012)

Los estudios de la bacteriemia por S. aureus indican que la frecuencia de
osteomielitis metastasica es cercana al 28% en presencia de una protesis
articular. Esta se complica cuando participan cepas de S. aureus resistentes a la

meticilina (SARM).

En México, el 2.67% de los pacientes con osteopatias y condropatias,
padecen de osteomielitis. Ademas, en el 61% de los casos, el género masculino,
con edades superiores a los 40 afios, es el mas susceptible a esta enfermedad.

(Instituto Nacional de Rehabilitacion., 2011)

En Estados Unidos, la osteomielitis aguda tiene una frecuencia de 0.1 a
1.8% en la poblacién sana de adultos. Después de una herida punzante en un
pie, entre 30 y 40% de los adultos con diabetes padece osteomielitis. La
neuropatia diabética facilita el avance de esta enfermedad, puesto que el
paciente ignora la presencia de la infeccibn mientras ésta se disemina en el
hueso, terminando en una de las miles de amputaciones que se realizan cada

ano.

La inmunosupresion ocasionada por quimioterapia, tratamiento con
glucocorticoides e inhibidor del factor de necrosis tumoral (TNF, tumor necrosis
factor), inhibe los mecanismos normales de defensa y por lo tanto predispone a

infecciones mas graves y frecuentes. (Longo y col., 2012)
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Por lo anterior surge la necesidad de desarrollar alguna alternativa para el
tratamiento o la profilaxis de infecciones 0seas, ya que se necesitan formas
farmacéuticas que liberen la concentracion terapéutica del farmaco directamente
en el sitio de accion, reduciendo los efectos adversos y evitando el riesgo de
desarrollar cepas resistentes, al mantener concentraciones efectivas del

antibiético durante el curso del tratamiento.

1.5. Sulfato de Gentamicina

Los aminoglucosidos son utiles contra las infecciones que involucran,
bacterias gram-negativas y positivas, como Staphylococcus, Pseudomonas,
Acinetobacter y Enterobacter, asi como algunas micobacterias, incluyendo las
que causan la tuberculosis. Uno de los antibidticos del grupo de los
aminoglucésidos, es el sulfato de gentamicina, aislada a partir de
Micromonospora purpurea, la cual es utilizada para el tratamiento de infecciones
Oseas, tales como la osteomielitis, ocasionada por S. aureus. Se utiliza con
frecuencia en combinacién con una penicilina o una cefalosporina para la terapia
de diversas infecciones microbianas, entre las que se encuentran infecciones del
tracto urinario, bacteriemia, quemaduras infectadas, osteomielitis, neumonia,
peritonitis, y otitis. Algunas de las reacciones adversas mas comunes del sulfato
de gentamicina son la nefrotoxicidad, neurotoxicidad, depresion respiratoria,
letargo, disminucion del apetito, hipotension e hipertensién (PLM: Diccionario de

Especialidades Farmacéuticas., 2017)

13



1.5.1 Propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas

La gentamicina tiene una formula molecular C21H43NsO7 y un peso
molecular de 477.32 g/mol. Es un polvo incoloro a blanco, higroscopico y sin olor.
Su solubilidad en agua es de 50 mg/mL. En la Tabla 1, se presentan las

propiedades fisicoquimicas de la gentamicina. (DrugBank., 2017)

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la gentamicina

Categoria Aminoglucdésidos
2-[4,6-diamino-3- [3-amino-6-(1-metilaminoetil)
Nombre IUPAC tetrahidropiran-2-il] oxi-2-hidroxi-ciclohexoxi]-5metil-4-
metilamino-tetrahidropiran-3,5-diol
H,N
H
N\
Estructura quimica O O
HO
HO NH,
(@)
SN ®
H
OH NHo
LogP -3.1
Temperatura de 218-237 °C
fusion
pKa 10.18
Unién a proteinas Bajo (0-30%)

1.5.2 Mecanismo de accion
La gentamicina atraviesa por transporte activo la membrana celular de

las bacterias susceptibles uniéndose a la subunidad ribosémica 30S, interfiriendo

14



en el inicio de la sintesis de proteina. Por lo tanto, produce una lectura errénea
de &acido ribonucleico mensajero (ARNm), dando lugar a la produccion de
proteinas anormales o no funcionales. (Goodman & Gilman., 2014)
1.5.3 Farmacocinética

La gentamicina se absorbe rapida y completamente por via intramuscular.
Sus concentraciones plasmaticas son maximas (4 a 6 pug /mL) en 60 a 90 minutos
y son eficaces por un lapso de 4 horas. Las concentraciones plasmaticas son
similares después de aplicar el medicamento intravenosamente. Se distribuye
principalmente en el liquido extracelular y 30 minutos después de su aplicacion
se le encuentra en casi todos los tejidos, liquidos y cavidades organicas. La vida
media de eliminacion plasmatica de gentamicina es generalmente 2-3 horas en
adultos con funcién renal normal y se prolonga de 24 a 60 horas en adultos con

insuficiencia renal grave. (Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos., 2017)

1.5.4 Formas comerciales

Los aminoglucésidos se administran en forma de sal, por lo que el cation
es minimamente absorbido en el tubo digestivo. Menos del 1% de una dosis se
absorbe después de la administracién oral o rectal, por lo que, la administracion
oral de la gentamicina no es utilizada, sin embargo, existen otras formas

comerciales que se muestran en la Tabla 2. (Goodman & Gilman., 2014)

Tabla 2. Formas comerciales de gentamicina

Nombre Forma comercial Concentracién Via de administracion
Garamicina Ungiento 3 mg/g Oftalmica
Garamicina Solucion/gotas 3 mg/mL Oftalmica
Gentamicina | Solucion/Inyeccién 40 mg/mL Intravenosa/Intramuscular
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1 Proceso Sol-gel

Las propiedades fisicas de los coloides estuvieron bajo un intenso estudio
por investigadores tales como: Becquerel, Faraday, Tyndall, Graham y Schulze;
en 1846 Ebelmen prepard los primeros alcoxidos mediante la reaccion entre
tetracloruro de silicio y alcohol. En 1876, Troost y Hautefeuille hicieron derivados
hidrolizados de silicio y alcoxidos. En 1884 Grimaux hidrolizé tetrametoxisilano
para preparar soles de &cido silicico e hizo coloides de 6xido de hierro a partir de

alcoxidos de hierro. (Palmay col., 2010)

En el campo de la cirugia ortopédica, el desarrollo de sistemas de
liberacibn modificada de farmacos empleando cerdmicas sintetizadas por la
técnica sol-gel ha tomado gran importancia, ya que han mostrado poseer
excelentes propiedades respecto a su biocompatibilidad y bioactividad, es decir,
su capacidad de unirse al hueso sin interposicion de tejido fibroso, promoviendo
de este modo la regeneracién del mismo. Ademas, la adicion de un antibiético o
un desinflamatorio, para lograr un efecto terapéutico localizado, permite afrontar

un reto cientifico actual en la busqueda de nuevas formas farmacéuticas.

Es conocido que manipulando las condiciones de sintesis en las matrices
ceramicas, como puede ser pH, relacion precursor/agua y el empleo de plantillas

como los tensioactivos, es posible producir materiales mesoporosos con una
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estructura con alta area superficial y un tamafio de poro adecuado al farmaco a
incorpora, que permita la liberacion modificada durante un cierto periodo de

tiempo. (Vallet-Regi., 2006)

2.2 Incorporacion de farmacos en matrices poliméricas

En el 2007, Ambrogi y colaboradores, estudiaron nanoparticulas de
silice sintetizada con un tensioactivo de naturaleza catiénica para la liberacién de
piroxicam, un farmaco poco soluble en agua. En este caso utilizaron bromuro de
cetiltrimetilamonio (CTAB) utilizando un método de sintesis hidrotermal a 80°C.
Ellos obtuvieron silice de una alta area superficial y diametros de poro mayores
al tamafio de la molécula del piroxicam; al trabajar con un pH acido de 1.2, se
pudo liberar hasta 90% del piroxicam incorporado en la silice en
aproximadamente 5 minutos, en comparacion con la disolucion de su forma
cristalina (menos del 56% en 120 minutos). De esta manera concluyeron que la
tasa de disolucion aumenta para el caso de las nanoparticulas en un pH acido,

donde la solubilidad del piroxicam es baja. (Ambrogi y col., 2007)

En el 2009, Badiei y colaboradores, lograron sintetizar materiales
mesoporosos con el tensioactivo Pluronic P-123 con el fin de probar la liberacién
controlada del ibuprofeno. Ellos compararon la liberacion del farmaco, habiendo
utilizado dos métodos de incorporacion diferentes: durante la sintesis y después
por impregnacion. Encontraron que se logré incorporar un 30% y 100% del

farmaco respectivamente en cada uno de los métodos antes mencionados,
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ademas de que mostré una liberacion del 90% del ibuprofeno cargado en 96

horas. (Badiei y col., 2009)

En 2015, Hanafi-Bojd y colaboradores, incrementaron la eficacia de
Epirubicina (EPI) por medio de su encapsulacion en particulas mesosporosa de
silice (MSNSs), funcionalizandolas con polietilenglicol (PEG), fosfonato y
polietilinimina-polietilenglicol (PEI-PEG). A su vez también utilizaron Pluronic
F127 y bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) para elaborar un material
mesoestructurado; donde la liberacion del farmaco se dio de manera dependiente
del pH del medio, comprobando que las nanoparticulas MSN@PEI-PEG@EPI
tenian una mayor eficacia comparada con la epirubicina no encapsulada después
de 3 horas de la administracion del farmaco de manera intravenosa en ratones.

(Hanafi-bojd y col., 2015)

En 2011, Szegediy colaboradores trabajaron con el farmaco ibuprofeno,
incorporandolo a materiales de silice con morfologia esférica. Se compararon dos
materiales, MCM-41 (sintetizado con el tensioactivo bromuro de
cetiltrimetilamonio-CTAB) y SBA-15 (sintetizado con el tensioactivo Pluronic P-
123) que fueron modificados en su superficie con grupos amino. Ellos observaron
que el material SBA-15 sin adicion de grupos amino lograba adsorber una
cantidad mayor de farmaco (349 mg/g), en comparacion con el material MCM-41
(368 mg/g), concluyendo que la adicion de grupos amino a la superficie logra

incrementar la cantidad de farmaco incorporada. (Szegedi y col., 2011)
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En 2012, Shifeng Yan y colaboradores, trabajaron con 5-fluorouracilo, un
farmaco anticanceroso, lograron funcionalizar microcapsulas de silice con
poliacido lactico co-glicolico (PLGA) y quitosan obteniendo una gran capacidad
de carga del farmaco dentro de la matriz ceramica. Concluyeron que, mediante
una variacion del pH y concentraciéon de sal, la capacidad de carga puede
aumentar. El farmaco logro liberarse de manera controlada, especialmente en un
ambiente acido in vitro, llegando hasta una liberacion del 93% durante 53 horas

a pH fisiologico.(Yan y col., 2012)

En 2013, Ying Qu y colaboradores, realizaron la funcionalizacién de
particulas mesoporosas de silice (MSNs) con poli-p-vinileno (PPV), el cual se
caracteriza por ser un polimero fluorescente conjugado; dicha funcionalizacion la
hicieron por intercambio i6nico y polimerizacion de la ruta in situ (Ruta Stdber).
Este procedimiento se hizo sustentado en la técnica sol-gel e incorporando al
ibuprofeno, logrando de esta manera una liberacion sostenida en un fluido
corporal simulado. Concluyeron que las particulas mostraron una morfologia y
mesoestructura eficiente para lograr una liberacién sostenida, ademas de

excelente fluorescencia para monitoreo del farmaco. (Qu y col., 2013)

En 2013, Martin, A. y colaboradores incorporaron la prednisolona dentro
de soportes de silice funcionalizados con grupos amino, especificamente la
polietilinimina (PEI), encontraron que los soportes funcionalizados con PEI
presentaron una mayor capacidad de adsorcion del farmaco que los soportes de
silice puros. Concluyeron que la liberacion de prednisolona in vitro a partir de los

19



soportes de silice se produjo mas rapido que la disolucion del farmaco puro, como
consecuencia de la baja solubilidad de la prednisolona en una solucion de buffer

con pH 7.2. (Martin y col., 2013)

En 2015, Da Huang y colaboradores, experimentaron con isoniazida
conjugada con PLGA (poli-acido lactico co-glicélico) y funcionalizada con grupos
aldehido (4-carboxibenzaldehido). Los resultados demostraron que el sistema de
administracion de farmacos puede lograr simultaneamente la liberacion
controlada localizada de principios activos a largo plazo y la regeneracion ésea,
lo cual resulta prometedor para la mejora del tratamiento de la tuberculosis 6sea.

(Huang y col.,2015)

En 2014, Tatiana Adreani y colaboradores, demostraron que la adicién
de polietilenglicol (PEG) a la superficie de las nanoparticulas de silice permitié la
estabilizacion de las mismas en fluidos gastricos e intestinales, mejorando asi el
transporte del farmaco. El estudio fue realizado con insulina, teniendo como
resultado de la PEGilacién, una liberacién mas rapida en condiciones gastricas e
intestinales in vitro en comparacion con la silice sin recubrimiento, debido a la
escasa interaccion entre los grupos de la insulina y el silanol presente en la
superficie de la silice. Ademas, concluyeron que la presencia de PEG en la silice
no incremento la penetracion de la insulina a través de la mucosa del intestino

delgado. (Andreaniy col., 2014)

20



2.2.1 Incorporacion de Sulfato de gentamicina en biomateriales

La incorporacion de farmacos en matrices poliméricas, con el objetivo de
desarrollar nuevas formas farmacéuticas estables, seguras y eficaces, es una
necesidad actual. Entre los antecedentes de incorporacion de antibiéticos como
el Sulfato de gentamicina, se encuentra el realizado en el 2014, por Chi-Jen Shih
y colaboradores, quienes prepararon polvos mesoporosos de fosfato de calcio a
base de silice; uno empleando el tensioactivo no iénico comercialmente conocido
como Pluronic F-127 en comparacién a uno sin él. En este estudio se comparé
la capacidad de los dos materiales (polvos) para contener Sulfato de gentamicina,
evaluando la capacidad de carga y encapsulacion del Sulfato de gentamicina en
estos polvos. El resultado determiné que la capacidad de encapsulacién del
biomaterial con Pluronic F-127 fue de 29.4%, mientras que para el control fue de
5.4%, concluyendo asi que el biomaterial sintetizado con tensioactivo aumenta la
capacidad de carga del farmaco, debido a la obtenciéon de un area superficial
mayor y un volumen de poro mas grande, presentando maximo valor de
encapsulacién de Sulfato de gentamicina de 39.9 mg/g, partiendo de una

concentracion inicial de 50 mg/mL. (Shih y col., 2014)

En el 2014, Correa y colaboradores, realizaron la incorporacion de Sulfato
de gentamicina en matrices de silice sintetizadas por la técnica sol-gel. Se
estudiaron tres condiciones de sintesis: una consistio en la gelificacion catalizada
por medio acido (acido clorhidrico), gelificacion catalizada por medio basico
(hidréxido de amonio) y la tercera empled la precipitacion rapida en medio basico

(hidréxido de amonio). Al determinar, la actividad antibacteriana de los
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biomateriales sintetizados, el obtenido por la variante de precipitacion con
hidroxido de amonio demostré ser mas activo, ya que logré una mayor cantidad
de Sulfato de gentamicina encapsulada en comparacion con los otros dos

biomateriales.(Correay col.,2014)

2.3 Cuantificacion de Sulfato de gentamicina

En el 2000, Frutos y colaboradores, desarrollaron un método colorimétrico
para la cuantificacion de Sulfato de gentamicina basado en la reaccién con
ninhidrina. Este consiste en la reaccion de ninhidrina con las aminas primarias y
secundarias presentes en el Sulfato de gentamicina, dando como resultado el
purpura de Ruhemann. Los autores evaluaron diferentes factores como el pH,
concentracion de ninhidrina y tiempo de reaccion para lograr la optimizacion
meétodo. Lograron cuantificar el Sulfato de gentamicina por espectrofotometria a

400 nm, encontrando una linealidad en un rango de 30 a 120 pg/mL.

2.4 Justificacion

Todo lo anterior permite observar la relevancia del desarrollo de
biomateriales con el propésito de buscar matrices poliméricas que conlleven a
lograr una liberacién modificada de farmacos y minimizar los efectos adversos
causados por las formulaciones convencionales. En la revision bibliografica, se
reporta que se ha logrado incorporar en matrices ceramicas, farmacos de diversa
naturaleza y efecto terapéutico como: antineoplasicos, antiinflamatorios no
esteroideos (AINESs), corticosteroides, antibidticos, antifimicos, etc., lo cual
demuestra que el potencial de estos biomateriales no se limita a un solo tipo de
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farmacos, mostrando ademas es posible obtener un perfil de disolucién de una

formulacioén de liberacion modificada de farmacos.

Su estructura porosa ordenada y tamafo de poro homogéneo favorece la
reproducibilidad de los procesos de adsorcion y liberacion de biomoléculas.
Ademas, en la superficie de la silice existen grupos silanol susceptibles de
reaccionar quimicamente con moléculas organicas (funcionalizacién), lo que
permite controlar la interaccion biomolécula-matriz y asi modular los procesos de
adsorcion y liberacion. Conociendo que, si las matrices ceramicas poseen una
elevada superficie especifica y volumen de poro grande, favorecen su capacidad
de adsorcién, es por lo cual se da la busqueda de estructuras ordenadas y
homogéneas en los ultimos afios. Dichas estructuras, se han logrado por medio
de la incorporacién tensioactivos en la sintesis, tal y como lo demuestran Hanafi-
Bojd y Chi-Jen Shih, los cuales lograron un porcentaje de incorporacion mayor
de farmacos antineoplasicos y antibidticos por medio tensioactivos cationicos
como el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y no i6bnicos como el Pluronic F-

127.

En este contexto, nuestro grupo de investigacion estudio las condiciones
de sintesis de biomateriales a base de dioxido de silicio para contener un
antibiético que posteriormente se libere de manera gradual., en este proyecto se
plante6 determinar el tipo de tensioactivo, pH y la relacion de precursor/agua que
permita obtener biomateriales mesoestructurados, con potencial para ser

empleados como vehiculos de liberacion modificada de Sulfato de gentamicina.
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2.5 Aportacion cientifica

La sintesis de un biomaterial a base de SiO2 conteniendo Sulfato de
gentamicina obtenido mediante la sintesis sol-gel, podrd tener potencial
aplicacion en la elaboracion de implantes para la profilaxis y tratamiento

localizado de infecciones 6seas.

2.6 Hipotesis

Los biomateriales cerdmicos a base de SiO2 mesoestructurado con un
tensioactivo catidnico y no idnico, conteniendo Sulfato de gentamicina provee una
alternativa de liberacion prolongada por 120 horas, con potencial aplicacion en la

elaboracion de un implante con actividad antibacteriana.

2.7 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar materiales mesoestructurados utilizando dos
tensioactivos diferentes mediante la técnica sol-gel y evaluar las caracteristicas

de liberaciéon del Sulfato de gentamicina incorporado.

2.7.1 Objetivos especificos

e Sintetizar via sol-gel los biomateriales mesoestructurado de SiO:2
conteniendo Sulfato de gentamicina incorporada por impregnacion (20%)
empleando dos diferentes tensioactivos (Bromuro de cetiltrimetilamonio o

CTAB y Pluronic P-123) a diferentes relaciones TEOS/H20 y pH.
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Caracterizar el material sintetizado antes y después de la impregnacion
mediante técnicas térmicas, espectrométricas y microscopicas.

Evaluar in vitro la cinética de liberacion de Sulfato de gentamicina en
solucién a pH 7.1, el cual corresponde al pH del tejido muscular.
Determinar la liberacion del farmaco a partir del biomaterial

mesoestructurado en un cultivo de S. aureus.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

La parte experimental se desarrolld en las instalaciones de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL). La metodologia se dividié en las siguientes

etapas:

e Sintesis de los materiales. Laboratorio de Biofarmacia, Facultad de
Ciencias Quimicas (FCQ), UANL.

e Caracterizacion de los materiales. Se realizaron en los Laboratorios de
FCQ y en el Departamento de Ecomateriales y Energia, Facultad de
Ingenieria Civil (FIC), UANL.

e Pruebas de extracciony liberacion in vitro de los biomateriales. Laboratorio
de Biofarmacia, Facultad de Ciencias Quimicas, UANL.

e Pruebas microbiologicas de liberacion del farmaco. Laboratorio de

Biotecnologia, FCQ, UANL.
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3.1 Sintesis de los materiales.

La sintesis de los materiales se realiz6 por medio del proceso sol-gel,
empleando tensioactivos como “plantillas”, con la finalidad de mejorar el
ordenamiento en la estructura del material e incrementar el rea superficial y la
formacién de poros en ellos, en la busqueda de materiales que puedan ser Utiles
como soporte de farmacos. La técnica sol-gel, consiste en llevar a cabo la
hidrélisis y condensacion del precursor que en este caso fue el alcéxido metalico,
tetraetil ortosilicato (TEOS), y el empleo de dos tensioactivos, uno de naturaleza
catidnica: bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) y el otro de caracter no iénico
patentado como Pluronic P-123, que consiste en un copolimero tribloque
compuesto por poli (6xido de etileno) (PEO) y poli (6xido de propileno) (PPO),
gue funcionaron como moldes con el fin de lograr un material mesoporoso y

mesoestructurado.

Los reactivos utilizados para la sintesis de los materiales fueron: Tetraetil
ortosilicato, TEOS (98%, Aldrich ®), alcohol etilico (96.6%, DEQ®) y agua
nanopura (18.0 MQ cm-1). Se llevaron a cabo bajo cuatro diferentes condiciones
de sintesis (Tabla 3), donde las variantes fueron: la relacion de TEOS/Agua (1:6
y 1:8) y el pH (3 y 9), asi como los tensioactivos CTAB (Sigma-Aldrich ®) y
Pluronic P-123 (Sigma-Aldrich ®). Finalmente, a cada uno de los materiales
sintetizados, secados y calcinados, se les incorpor6 por impregnacion el

antibiotico Sulfato de gentamicina (99%, Sigma-Aldrich ®) al 20% p/p.
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Tabla 3. Condiciones empleadas para la sintesis de los materiales por la via

sol-gel
Pluronic P-123 1:6 3
1:8 70 °C 550 °C por 6 horas
CTAB 1:6 9 (rampa 10 °C/min)

1:8

3.1.1 Sintesis de los materiales con el uso de tensioactivos

La metodologia empleada para la sintesis del material donde se empled
el tensioactivo Pluronic P-123 fue la siguiente: se disolvieron 17.4 g de Pluronic
P-123 en 25 mL de etanol (EtOH) con agitacién de 100 revoluciones por minuto
(rpm) por espacio de 1 hora hasta lograr la disolucién completa del tensioactivo.
A la solucion del tensioactivo se agregaron segun el caso, 17.89 mL (relacion 1:6)
0 23.86 mL (relacion 1:8) de agua destilada con 25 mL EtOH (dar al final 50 %
de EtOH). El pH se ajust6 a 3 con una solucién 2 M de HCI, para después agregar

gota a gota 37 mL de TEOS con agitacion magnética por 2 horas.

Para lograr la sinéresis de los materiales sintetizados con este
tensioactivo, los materiales se reposaron a temperatura ambiente,
visualizandolos diariamente para observar la formacion del gel. Lograda la
gelificacion, el material se sec6 a 70 °C durante 12 horas para la remocion de los

solventes y con el fin de eliminar el tensioactivo, los materiales se calcinaron a
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550 °C por 6 horas con una rampa de calentamiento de 10°C/min. Finalmente,

los materiales fueron almacenados en un desecador para su proximo uso.

Para la sintesis del material con el CTAB, se disolvieron 7.6 g del
tensioactivo en 25 mL de EtOH con agitacién a 100 rpm por 1 hora para lograr su
disolucién completa. Después se agregaron a la solucién segun el caso, 17.89
mL (para la relacion 1:6) o 23.86 mL (para la relacion 1:8) de agua destilada con
25 mL EtOH. El pH se ajustd a 9 con una solucién 2 M de NH4OH, para después
agregar gota a gota 37 mL de TEOS con agitacion por 2 horas. Todos los

materiales fueron sintetizados a temperatura ambiente.

Los materiales obtenidos se dejaron en reposo a temperatura ambiente,
con el fin de permitir la maduracion del gel antes de su secado. Concluido el
tiempo este proceso, el material se secé a 70 °C durante 12 horas para eliminar
los solventes, para finalmente realizar una calcinacién a 550 °C por 6 horas con

una rampa de calentamiento de 10°C/min, para remover el tensioactivo y lograr

obtener el material. Este material se guardé en desecador para su préoximo
empleo. La metodologia general para la sintesis de los materiales se muestra en

la Figura 5.
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3.1.2 Sintesis de los materiales de referencia

Una metodologia similar fue empleada para la sintesis de materiales cuya
variable fue la ausencia de tensioactivo, y emplearse como patron de
comparacion y lograr determinar las diferencias estructurales en los materiales

segun las varias empleadas. (Figura 5).

l

Gelacién

GEL

Envejecimiento

Calcinacién 550 °C
(Eliminacién
tensioactivo)

Rampa 10°C/min

e

Incorporaciénde Secado

gentamicina al
20% por

impregnacion ' SILICE MESOESTRUCTURADA |
l ANALISIS TERMICO
7 pmpagegnill)|FERENCIAL/TERMO
CARACTERIZACION CARACTERIZACION PEISISIN  GRAVIMERICO

Figura 5. Diagrama de proceso de la sintesis del material

3.1.3 Impregnacién del farmaco Sulfato de Gentamicina

La incorporacion del Sulfato de gentamicina en cada uno de los materiales
se realiz6 por medio de la técnica de impregnacion, donde se disolvieron 40 mg
de farmaco en 3 mL buffer de fosfatos (PBS) preparado de acuerdo a la solucién
amortiguadora (SA) de Fosfatos pH 7.0 establecida en la Farmacopea de los

Estados Unidos Mexicanos (FEUM). Una vez preparada la solucién de Sulfato de
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gentamicina, se procedio a sumergir 200 mg de material, agitando por 24 horas
para después dejarlo reposar por otras 24 horas. Finalmente, los materiales

fueron secados a 60 °C.

3.2 Caracterizaciéon de los materiales

Los materiales sintetizados fueron caracterizados por medio de las
técnicas siguientes: andlisis termogravimétrico y térmico diferencial (ATG-ATD),
difraccién de rayos-X (DRX), espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR), microscopia electronica de barrido (MEB) con sonda de
dispersién de energia de rayos-X (EDX), ademas con los datos obtenidos a partir
de las isotermas de adsorcion de nitrdgeno, se determinaron el area superficial
con la ecuacion de Brunauer-Emmett-Teller (BET) y por el método de Barrett-

Joyner (BJH) la porosidad de los materiales sintetizados.

3.2.1 Analisis termogravimétrico y térmico diferencial (ATG-ATD)

El analisis térmico gravimétrico (ATG) permite evaluar la descomposicion
y estabilidad térmica del material mientras que el analisis (ATD), indica la
temperatura a la que sucede un cambio energético en el material y si su proceso
es de tipo exotérmico o endotérmico. Los materiales obtenidos fueron evaluados
en el analizador térmico diferencial/termogravimétrico TA Instruments SDT 2960,
realizandose las mediciones en un rango de 25-800 °C, con atmdsfera de aire y

una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.
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3.2.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Los estudios se realizaron en el espectrofotometro infrarrojo Spectrum
One Perkin Elmer. El barrido espectral se realizé en un intervalo de 4000 a 650
cm?. Por medio de esta técnica se buscéd la presencia de las bandas
caracteristicas de los enlaces presentes tanto en la silice como en el farmaco
(Sulfato de gentamicina) presente en la matriz ceramica sintetizada como un

medio de asegurarse el éxito de la sintesis.

3.2.3 Difraccion de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccion de rayos X, para el Sulfato de gentamicina y los
materiales producto de la sintesis se realizaron con el difractometro de rayos X
Siemens D-500. La intensidad de difraccion se midio en un intervalo 2 6 de 5° a

90°, con un tamafo de paso de 0.02°.

3.2.4 Microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia de
dispersion de energia de rayos-X (EDX)

Para conocer la morfologia de los materiales, se realizaron analisis de
microscopia electronica de barrido (MEB), con el microscopio electronico de
barrido JSM-6701F acoplado con una sonda para EDX. Es una técnica donde el
barrido de una muestra con un haz de electrones permite obtener imagenes en
blanco y negro de alta resolucion por encima de 100,000 aumentos, que

posibilitad estudiar detalles de su morfologia. Ademas, esta técnica permite
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conocer también el tamafio de particula promedio de cada material en estudio.
Para el caso de la silice mesoporosa, se debe hacer una preparacion de la
muestra ya que no es un material conductor, por lo cual se utilizé un recubrimiento
de oro-paladio y una cinta de cobre para fijarlos. Asi mismo se empleo la sonda

el EDX para conocer la composicion de cada material.

3.2.5 Andlisis textural: BET (Brunauer-Emmett-Teller)-BJH (Barrett-Joyner-
Halenda)

Las isotermas de adsorcion y desorcion de Nitrogeno se obtuvieron
usando el equipo Quantachrome Autosorb-1 AS-1C2. EI area superficial se
calculo por el método BET y el volumen de poro se determiné por el método BJH
a partir de las isotermas de adsorcion. Las muestras sin el farmaco, pero con
tensioactivo y sin tensioactivo se desgasificaron al vacio a 300 °C y a 90 °C

cuando se encontraban impregnadas con el Sulfato de gentamicina (farmaco).

3.3 Cuantificacion de Sulfato de Gentamicina por UV-VIS

La cuantificacion del Sulfato de gentamicina se hizo por medio de una
reaccion colorimétrica con ninhidrina, la cual al ser un oxidante fuerte es capaz
de provocar la descarboxilacion oxidativa y desaminacion de la estructura del
Sulfato de gentamicina. El método se basa en la reaccién de la ninhidrina (hidrato
de tricetohidrindeno) con las aminas primarias y secundarias a temperaturas
elevadas, formandose amoniaco y anhidrido carbénico por reduccién de la

ninhidrina a hidrindantina. Al darse la reaccion, se genera un compuesto de
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coloraciéon azul-purpura, denominado purpura de Ruthermann. El croméforo para
el caso del Sulfato de gentamicina puede ser detectado a 400 nm y 550 nm

aproximadamente. (Frutos y col., 2000)

Para conocer la longitud de onda de maxima absorcién del Sulfato de
gentamicina, se llevdo a cabo el espectro de absorcion UV-Vis en un
espectrofotometro (Perkin Elmer), realizando un barrido en el rango 600- 400 nm,
encontrando que tiene un maximo de absorcion a la longitud de onda de 400 nm.
En la Figura 6 se muestra la reacciéon de la ninhidrina con el Sulfato de
gentamicina. Asi mismo en la Figura 7 se muestra la metodologia a seguir para

dicha reaccion.

Ay " ( ( H

Ninhidrina Gentamicing PUrpura de Ruhemann

Figura 6. Mecanismo de la Reaccién colorimétrica entre la ninhidrina y el Sulfato

de gentamicina

* 1 mL (Ninhidrina 1.25%) A @
* 1.5 mL (Buffer Fosfato pH 7.4) ‘ —)
¢ 2.5 mL muestra gentamicina
95°C por 15 min
Bano de hielo por 10 min Lectura a 400 nm

Figura 7. Metodologia de la reaccién colorimétrica
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3.3.1 Curva de calibracién y validacién del método analitico

Después de establecer la longitud de méxima absorcion del compuesto
coloreado formado, asi como los parametros de temperatura y tiempo para la
formacién del compuesto purpura de Ruthermann. Se procedié a la elaboracion
de la curva de calibracion. Se prepararon 9 estdndares (Tabla 4) partiendo de
una solucién stock de 300 mg/L de Sulfato de gentamicina, haciéndose las
diluciones necesarias en matraces de aforacién de 10 mL. Asi mismo, se realizo
la validacion del método analitico por triplicado de acuerdo a lo planteado en la

seccion 7.4 de la NOM-177-SSA1-2013.

Tabla 4. Estandares para la curva de calibracion

10
30
60
90
120
150
200
260
300
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Figura 8. Espectro de absorcion de Sulfato de gentamicina (100 mg/L)

La preparacién de cada uno de los estdndares se hizo por triplicado y se
midieron a una longitud de onda de 400 nm. En la Figura 8 se muestra el espectro
de absorcion de un estandar de 100 mg/L de Sulfato de gentamicina, el cual se

uso para confirmar la longitud de méaxima absorbancia.

3.4 Pruebas de Extraccidén

Para determinar el porcentaje de Sulfato de gentamicina incorporada en
cada uno de los cuatro biomateriales sintetizados via sol-gel, se llevaron a cabo
pruebas de extraccion, en la cuales las muestras se sometieron a agitacion
mecénica en el equipo Incubator shaker LAB-LINE®. Se depositaron 50 mg de
biomaterial en 50 mL de medio de disolucion preparado de acuerdo a la solucién
amortiguadora (SA) de Fosfatos pH 7.1 establecida en la Farmacopea de los
Estados Unidos Mexicanos (FEUM., 2017). Las condiciones de trabajo se

observan en la Tabla 5. El tiempo de extraccion fue de 24 horas, concluido este
36



tiempo, se tomo una alicuota de 2.5 mL de la disolucién del material en turno y
se filtr6 con Milipore Millex -HN Nylon 0.45 p. Posteriormente se cuantifico la

cantidad de Sulfato de gentamicina por el método colorimétrico con ninhidrina.

Tabla 5. Condiciones empleadas para la extraccion del Sulfato de gentamicina
incorporada en biomateriales

Buffer de fosfatos pH 100 rpm 37 °C 24 horas
7.1

3.5 Pruebas de liberacion in vitro

Para evaluar los perfiles de liberacion del farmaco se llevaron a cabo
pruebas in vitro. Se utilizaron vasos de precipitado de 250 mL, donde se
colocaron 200 mg del biomaterial en un volumen de 150 mL del buffer de fosfatos
a un pH 7.1 previamente desgasificado por medio de un bafio de ultrasonido
(modelo Branson 2510) por 20 minutos. Empleando como criterio de seleccion
del pH del buffer empleado, utilizado la semejanza al del tejido muscular, por la
posibilidad de una aplicacion futura como implante. La prueba de liberacion se

realiz6 a una temperatura ambiente de 25 °C.

La cinética de la liberacion del farmaco a partir del biomaterial se siguio
tomando alicuotas a diferentes intervalos de tiempo. Los tiempos fueron de 1 h,
12 h, 24 h, 48 h, 96 h, 120 h y 144 h. Se tomaron del medio de disolucion,
alicuotas de 2.5 mL con jeringa y posteriormente se filtraron con Milipore Millex -

HN Nylon 0.45 p. Se determind la cantidad de Sulfato de gentamicina por medio
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de espectroscopia Vis, empleando la reaccién colorimétrica con ninhidrina (6.3).

La disolucion se realizo por triplicado.

3.6 Determinacion de la liberacion del Sulfato de gentamicina de los

biomateriales a través de la actividad antibacteriana

Se utilizé la cepa Stahylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923)
proporcionada por el laboratorio de Biotecnologia de la Facultad de Ciencias
Quimicas de la UANL. El experimento se llevo a cabo empleando las medidas de
seguridad en una campana de Bioseguridad No.1, todo el material, reactivos y
medios de cultivos empleado fueron esterilizados en autoclave (All American
75X) a 15 psiy 120 °C por 15 minutos. El ensayo microbioldgico se hizo en placas
de 96 pocillos de acrilico estériles con fondo redondo. La determinacion del perfil
de liberacion por el efecto antimicrobiano se inici6 a partir de un inoculo
correspondiente a 1.5 x 108 bacterias/mL, ajustada por medio del tubo de Mc
Farland 0.5. Se preparé caldo nutritivo, disolviendo 1.89 g de caldo Mueller Hinton
en 90 mL de agua destilada. Primeramente, en la placa de 96 pocillos, cada

pocillo se llen6 con 100 pL de caldo nutritivo, posteriormente se agregaron 50 pL
del inéculo de S. aureus y 50 uL de la muestra o estandar a estudiar. Para el caso
del control positivo, se reemplazaron los 50 uL de la muestra con caldo nutritivo;
para el caso del control negativo, se agregaron 100 uL de caldo nutritivo, dando

200 pL finales en cada pocillo. En la Figura 9, se muestra la metodologia
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realizada. Finalmente se midi6 la absorbancia por medio de un lector de placas.

La duracién del experimento fue de 48 horas.

Se agregan 50 ulde

Llenado de placas con inéculo atodoslos
100 ul de caldo nutritivo pocillos, excepto a
los correspondientes

al control negativo

Preparacién de inéculo
Staphylococcus aureus (1.5 x 108
UFC/ml)

Se agregan 50 ul de la muestra o
Lectura de placas

Incubacién de las estadndar a probar. Para el caso
a 630 nm el trol H
placas a 37 °C por el control negativo se agrego
12 horas caldo nutritivo

Figura 9. Metodologia empleada en el ensayo microbioldgico.

3.7 Sintesis alternativa de nanoparticulas de silice y su funcionalizacion

por el método de Arriagada y col.

3.7.1 Sintesis y funcionalizacién de nanoparticulas de silice mesoporosa

Se sintetizaron cuatro tipos de nanoparticulas de silice: compactas (sin
tensioactivo), porosas (con tensioactivo), y cada una de ellas funcionalizada con

3-aminopropiltrietoxisilano (APTES).
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La metodologia seguida para la sintesis de cada de una de las

nanoparticulas, se describe a continuacion:

Sintesis de nanoparticulas compactas: en un matraz bola de 100 mL se
mezclaron 44 mL de EtOH y 2.98 mL de H20 con agitacion magnética
durante 5 minutos, donde se agregaron 1.28 mL de NH4OH manteniendo
la agitacién, para posteriormente afiadir 1.73 mL de TEOS gota a gota con
agitacion durante 3 horas. Una vez terminada la sintesis se procedio a
realizar el lavado de las nanoparticulas, distribuyendo el volumen
procedente de la sintesis en 2 tubos falcon de 25 mL para centrifugar a
10000 rpm por 25 minutos cada uno. Después, se desechd el
sobrenadante y las nanopatrticulas obtenidas se resuspendieron en 25 mL
de agua milig (se repitio el lavado 3 veces para cada tubo). Por ultimo, se
realizaron dos lavados con 25 mL de EtOH y, las nanoparticulas obtenidas
se dejaron suspendidas en 50 mL de etanol grado HPLC.

Sintesis de nanoparticulas porosas: Se pesaron 3 mg del tensioactivo
(CTAB), se colocaron en un matraz bola de 100 mL, y se siguié con la
metodologia antes mencionada para el caso de la sintesis de
nanoparticulas compactas, solo que antes del lavado con EtOH, las
nanoparticulas obtenidas en liqguido sobrenadante (agua miliq) se
resuspendieron en un matraz conteniendo 3 mL de HCI, dejandolo en
reflujo por toda la noche. Concluido el tiempo, se deseché el sobrenadante

y las nanoparticulas se lavaron con agua y etanol de la misma manera que
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la sintesis de las nanoparticulas compactas. Por ultimo, se aforaron a un
volumen de 50 mL con etanol grado HPLC.

e Sintesis de nanoparticulas funcionalizadas compactas: el procedimiento
de sintesis fue el mismo que para las nanoparticulas compactas sin
funcionalizar, sin embargo, después del lavado con etanol se procedio a
lavar a 10000 rpm por 25 minutos con acetona grado reactivo (dos veces)
y con acetona grado HPLC (una vez). Posteriormente las nanoparticulas
suspendidas en 5 mL de acetona grado HPLC fueron transferidas a un
matraz bola, donde se agregaron 50 mL de tolueno. La solucion se coloco
en reflujo en bafio de agua y se agregdé gota a gota 800 pL de 3-
aminopropiltrietoxisilano (APTES) con agitacién por 3 horas. Una vez
pasado el tiempo, las nanoparticulas se resuspendieron y se centrifugaron
a 10000 rpm por 25 minutos. Posteriormente se lavaron en este orden con
series de: Tolueno, posteriormente otra vez con Tolueno, después dos
veces con Tolueno/Acetona, continuando después con Acetona, y luego
Acetona/Etanol y finalmente con Etanol. Por ultimo, se almacenaron en
etanol grado HPLC.

e Sintesis de nanoparticulas funcionalizadas porosas: el procedimiento fue
el mismo que para el caso de las funcionalizadas compactas, a excepcion

que desde al inicio se agregaron 3 mg de tensioactivo durante la sintesis.

Por ultimo, se tomé una alicuota de 2 mL de cada tipo de nanoparticula en

suspension, para secarlas y obtener el peso de las mismas.
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3.7.2 Medicion del tamafio de particula y potencial zeta

Se utilizo la técnica de dispersion de luz dindmica (DLS) para medir el tamafio
promedio de las nanoparticulas, asi como el potencial zeta y el indice de
polidispersion de las mismas, utilizando el equipo Malvern Zetasizer Nano ZS90.
El tamafio promedio fue obtenido para los cuatro tipos de nanoparticulas sin
sulfato de gentamicina. El potencial zeta fue medido (con y sin sulfato de
gentamicina impregnado) para el tipo de nanopatrticulas que logré incorporar una
mayor cantidad de farmaco en base al andlisis cuantitativo por HPLC, para

determinar su comportamiento en agua, pH 3, pH 7.4y pH 8.

3.7.3 Impregnacién de las nanoparticulas con sulfato de gentamicina

Se tomaron 20 mL de la suspension de cada tipo de nanoparticulas
previamente sintetizadas; se impregnaron con una soluciébn de Sulfato de
gentamicina (20 mg en 5 mL de agua milliq). La mezcla resultante se agit6 a 100

rpm por 48 horas, dejandolas en reposo por 24 horas.

3.7.4 Curva de calibracion y validacién del método analitico

Se prepard una solucion stock de 2000 mg/L de Sulfato de gentamicina en
agua millig. En base a esta, se prepararon cinco estandares por triplicado: 50,
100, 400, 800 y 1000 mg/L, para realizar la curva de calibracion correspondiente
al método de cuantificacion por HPLC. Asi mismo, se realiz6 la validacion del
meétodo analitico por triplicado de acuerdo con lo planteado en la seccion 7.4 de

la NOM-177-SSA1-2013.

42



3.7.5 Cuantificacion de Sulfato de gentamicinaincorporado en las
nanoparticulas por HPLC-UV

Después de la incorporacion del farmaco en las nanoparticulas, se
distribuyé cada volumen de las nanoparticulas en suspensién en 3 tubos tipo
falcon (una tercera parte se guardé como referencia) y los 2 tubos restantes se
centrifugaron a 10000 rpm por 35 minutos para obtener alicuotas del
sobrenadante de cada tipo de nanoparticula impregnada y determinar asi la
concentracion del farmaco residual mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC); la diferencia con la cantidad de Sulfato de gentamicina
afladido en un inicio, corresponde a la cantidad de antibiético adsorbido por las

nanoparticulas de silice.

La cuantificacion del Sulfato de gentamicina se realizé por medio de HPLC
con deteccién UV (HPLC Shimadzu 20A System). El método de cuantificacion
seguido fue el establecido en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos,
se realizé por HPLC en fase reversa con una columna C18 (150 x 4.6 mm). La
fase movil fue la mezcla compuesta por 70:25:5 (metanol:agua:acido acético
glacial) y 5 g de 1-heptano sulfonato sddico, previamente filtrada y desgasificada.
El volumen de inyeccion fue de 10 uL, a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. El
sistema se calibrd en un rango de presion entre 50-60 BAR. Los datos obtenidos

se analizaron a través del software Excel.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Sintesis de los materiales

Se obtuvieron ochos materiales sintetizados por la técnica sol-gel, de
acuerdo a las condiciones establecidas en el capitulo 3 (3.1.2 y 3.1.3): Cuatro
materiales fueron sintetizados con los tensioactivos Pluronic P-123 y CTAB y los

restantes sin ellos.

Los materiales que fueron sintetizados con Pluronic P-123, se
denominaron P1.6 y P1.8, mientras que los obtenidos con CTAB se refirieron
como C1.6 y C1.8. Ademas, a los materiales sintetizados sin tensioactivo, se
denominaron P3 1.6 y P3 1.8 para el caso del medio acido a pH 3, mientras que
para el medio basico a pH 9 se denominaron P9 1.6 y P9 1.8. Para todos los
materiales se utilizo la clave 1.6 y 1.8, refiriéndose a la relacidon de precursor/agua

que se utilizé durante la sintesis.

Para el caso de los materiales P1.6 y P1.8, el tiempo de gelificacion fue
de 8 y 6 dias respectivamente. Los resultados muestran que a pH 3 el tiempo de
gelificacion es mas corto, comparado con el requerido en condiciones basicas,
asi mismo se observa que los tensioactivos reducen el tiempo de gelificacion, lo
cual es mas notorio en el caso del Pluronic, que ocasiona una reduccién
aproximada del 50%, mientras que el efecto del CTAB es menor, resultando en
una disminucion promedio de 13%. Lo anterior puede explicarse, en relacion al

pH, ya que en medio &cido la reaccion de hidrolisis se lleva a cabo mas rapido
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que la reaccion de condensacion, lo cual da como resultado que el tiempo de
relacion sea menor y por lo tanto las particulas se forman mas rapido y con menor

tamano.

Esta condicion resulté en un tiempo de gelificacion corto, en comparacion
con los materiales sintetizados a pH basico C1.6 y C1.8, los cuales gelificaron en
35 y 30 dias respectivamente, proponiendo que se favorecio principalmente la
etapa de hidrolisis frente a la de condensacion, resultando en tiempos de
gelificacion mayores, donde a pH basico los precursores se hidrolizan, por el
ataque nucleofilico del anion hidroxilo (OH) sobre el silice (Si). (Buckley y col.,
1994). Por ultimo, los materiales P3 1.6 y P3 1.8 gelificaron en 15 y 12 dias
respectivamente, mientras que los P9 1.6 y P9 1.8 lo hicieron en 40 y 35 dias;
mostrando asi que la adicion de un tensioactivo afecta directamente el tiempo de

gelificacion de la red formada.

Con respecto a los tensioactivos, la diferencia puede deberse a la accién
de los mismos sobre las moléculas de alcohol producido, ya que pueden
interactuar mediante fuerzas de Van der Waals en ambos casos y a través de
puentes de hidrogeno y atraccion ion dipolo para el Pluronic y CTAB
respectivamente, ocasionando menor disponibilidad del etanol como nucledfilo,
favoreciendo asi la formacion de grupos silanol y consecuentemente la reaccion

entre ellos en la condensacion.

La diferencia entre las relaciones molares, donde la mayor relacion

TEOS/H20 favorece la gelificacion, puede explicarse por la competencia en la
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condensacion entre los nucledfilos silanol y etanol generados en la reaccion de

hidrolisis, donde el etanol retrasa la reaccion y el silanol la acelera.

4.2 Caracterizacion de los materiales antes y después de la impregnacion

4.2.1 Analisis termogravimétrico y térmico diferencial (ATG-ATD)

El andlisis Termogravimétrico (ATG) estd basado en la medida de la
variacion de la masa de una muestra cuando se le somete a un cambio de
temperatura en una atmaosfera controlada. Esta variacién puede ser una pérdida
0 una ganancia de masa, mientras que el Analisis térmico diferencial (ATD) es
una técnica cualitativa que permite detectar si se dan procesos endotérmicos o
exotérmicos en la muestra, indicando la temperatura a la cual se dan estos

cambios energéticos.

Los andlisis anteriormente descritos, se realizaron a los materiales
sintetizados con tensioactivos, aun sin calcinar (fresco), como también al farmaco

(Sulfato de gentamicina) empleado en este estudio.

En la curva termogravimétrica (Figura 10), del material sintetizado con
Pluronic P-123, se visualiza un pico endotérmico (disminucion en la temperatura)
de la curva del ATD, que sucede aproximadamente a los 90°C, y corresponde a
una pérdida del 3y 7 % del peso en la curva ATG para los materiales P1.6 y P1.8,
lo cual se debe a la eliminacién del agua fisisorbida y solventes residuales, siendo
mayor para la relacion 1:8, que contiene una mayor cantidad de agua. (Zhao y

col., 1998). Posteriormente, se observa un pico exotérmico a 200 °C en la curva
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de ATD, el cual evidencia cambios de energia debido a la combustion de
especies organicas, en este caso los tensioactivos utilizados, correspondiendo a

una pérdida de peso de 45y 50% para cada uno de los materiales.

100 == 3% . B) 100 -}

A)

Peso (%)
Peso (%)

{Bwyo,) eanjeladwa] ap elaualajq

Buwyo,) einjeladwa | ap eloualaliq

ATD
[ ‘:‘: :;: E-;: 1;: f;: 600 700 800 200 0 100 200 300 400 500 €00

Temperatura (°C) Temperaturs (°C)

Figura 10. Termogramas de los materiales sintetizados con Pluronic P-123.
A)P1.6 B)P1.8

Los resultados de los termogramas de los materiales ceramicos
sintetizados con el tensioactivo CTAB (Figura 11), muestran una primera pérdida
de peso del 7% en la curva del ATG aproximadamente a los 100 °C, donde a su
vez la curva de ATD a esos rangos de temperatura muestra una serie de picos
endo-exotérmicos terminando con un pico endotérmico. La siguiente pérdida de
peso de aproximadamente el 35% (ATG), se da a partir de los 300 °C, donde se
observa un pico endotérmico seguido de uno exotérmico en la curva ATD,
correspondiente a la combustion del tensioactivo y a la eliminacion de agua
proveniente de la reaccion de condensacién de los grupos silanol. Zhao y col.
han reportado que estos termogramas son tipicos de los sistemas mesoporosos
de silice en los cuales la primera pérdida de peso corresponde a la evaporacién

del agua y gases fisicamente adsorbidos, la segunda pérdida es debida a la
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descomposicion y combustion de especies organicas remanentes (tensioactivo)
y por ultimo se da la eliminacion de agua por condensacion de grupos silanol para

formar enlaces de siloxano.

A) | 1 AT/ B) .. Fs% ATD
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ATG ———

T T T T T T T T
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Temperatura (*C)

Figura 11. Termogramas de los materiales sintetizados con CTAB
A)Cl1l.6 B)Cl.8

Como parte de la caracterizacion del farmaco (Sulfato de gentamicina), el
estudio ATG-ATD, se presenta en la Figura 12, donde se pueden observar dos
picos endotérmicos en la curva de ATD a aproximadamente 100°C y 240°C. El
primero corresponde a la evaporacion de agua del farmaco, ya que, esta
sustancia es muy higroscopica, coincidiendo asi con una pérdida del 18% en la
curva de ATG. El segundo pico endotérmico corresponde a la temperatura de
fusién del farmaco (237 °C), ocasionando una pérdida de peso del 20%. El pico
exotérmico que se presenta entre los 300-350°C en la curva de ATD,
corresponde a la descomposicion total del farmaco, con una pérdida del 100%

del peso (ATG) a los 600 °C.
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Figura 12. Termograma del Sulfato de gentamicina

4.2.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

Los grupos funcionales de los materiales cerdmicos sintetizados fueron
analizados por espectroscopia de infrarrojo. Las bandas observadas permitieron
la caracterizacion de los mismos. Los espectros FTIR registrados para los
materiales sintetizados con Pluronic P-123 y CTAB, se muestran en las Figuras
13 y 14 respectivamente. Para el primer caso (Figura 13), en los espectros se
observan las bandas caracteristicas de los enlaces del SiO2: O-Si-O (1064 y 793
cm?) y Si-OH (939 cm). También en el espectro del material fresco se puede
observar una banda ancha a 3500-3000 cm y otra a 1650 cm%, las cuales estan
relacionadas con los grupos hidroxilo del agua adsorbida y con los grupos silanol;
Zhang y col. publicaron en el afio 2009 resultados similares, atribuyendo las
bandas alrededor de 3400 cm*y 1630 cm™ a los grupos silanol y al agua
adsorbida. El espectro correspondiente al material calcinado a 550 °C en
comparacion con el del tensioactivo, muestra que desaparecen las bandas C-H

de estiramiento (2900-2800 cm?) y C-H de flexion (2900-2800 cm),
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caracteristicas del mismo, asegurando la remocion total del Pluronic P-123, por
el tratamiento térmico que se le realiz6 a la muestra. Espectros similares

presentan las dos relaciones de sintesis.

OH (3500-3000 crm1) SEOH - OH (3500-3000 o} o
A 2404 SIO, / ¥123 fresco (760 cm) B) (960 o)
) e o,
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w04 SiO,/P123 calcinado 793 cm) z 1 “b;y —
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Figura 13. Espectros de FTIR de materiales sintetizados con Pluronic P-123.
A)P1.6 B)P1.8

La Figura 14 muestra los espectros obtenidos de los materiales
sintetizados con el tensioactivo CTAB, bajo las dos relaciones de precursor/agua.
En dichos espectros se muestran las bandas caracteristicas de los enlaces del
SiO2 previamente comentadas propias de la silice. En la comparacion del material
sintetizado calcinado con el espectro del CTAB puro, se puede observar como
desparecieron las bandas del tensioactivo, concluyendo que la calcinacién a
550°C fue efectiva, al eliminar totalmente al CTAB. Como comentario adicional,
en el espectro del CTAB, aparecen bandas principales como son: C-H de
estiramiento (3000-2800 cm™) y C-H de flexién (1500-1400 cm™t), ademas de la
presentada por la vibracion del enlace C-N (3000-2900 cm) correspondiente a

la cabeza de la estructura del tensioactivo cationico. (Viana y col., 2012)
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Figura 14. Espectros de FTIR de materiales sintetizados con CTAB.

A)C1.6 B)C1.8

En la Figura 15, se muestra el espectro de los materiales sintetizados con
Pluronic P-123, calcinados e impregnados con Sulfato de gentamicina, ademas
del espectro del antibiético puro. Se puede observar que los materiales
sintetizados conservan sus bandas caracteristicas de los enlaces del SiO2: O-Si-
O (1064 y 793 cm™) y Si-OH (939 cm), ademas muestran una banda de S-O de
estiramiento (1037 cm™) caracteristica del farmaco (Sulfato de gentamicina)
correspondiente al azufre que se traslapa con las bandas de O-Si-O de la silice.
Ademas, también se observan las bandas correspondientes a los enlaces N-H de
las aminas (1523 cm™ y 1621 cm™) presentes en el espectro del Sulfato de
gentamicina puro reportadas previamente por Mcmanamony col., en el afio 2016.
En los materiales sintetizados con la relacion precursor/agua 1:8, dichas bandas

se observan con mayor claridad.

Los espectros de los biomateriales sintetizados con el tensioactivo CTAB

y el del Sulfato de gentamicina puro, se visualizan en la Figura 16, los cuales
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presentan una similitud con los espectros de los sintetizados con el Pluronic P-
123, lo cual se esperaba obtener, ya que ambos tensioactivos se deben eliminar
durante la calcinacion. La similitud incluye también ser mas notoria la banda del

Sulfato de gentamicina en el biomaterial de la relacion 1:8 de precursor/agua.
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Figura 15. Espectros de FTIR de los biomateriales (farmaco impregnado) P1.6,
P1.8 y del Sulfato de gentamicina puro.
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Figura 16. Espectros de FTIR de los biomateriales (farmaco impregnado) C1.6,
C1.8 y del Sulfato de gentamicina puro.

52



4.2.3 Difraccién de rayos X (DRX)

Los patrones de difraccion de rayos X para los materiales sintetizados con
Pluronic P-123, muestran la reflexion mas intensa en el angulo 2 6 de 23°, que
corresponde a la silice (SiO2) amorfa, lo cual coincide con lo reportado por
Garnica-Romo en el afio 2007. Con respecto a los difractogramas analizados, se
observa que el pico de difraccidén del soporte sin calcinar es menos intenso que
el calcinado, lo que puede ser interpretado como un bajo ordenamiento de los
canales mesoporosos, prediciendo un aumento en el arreglo de los mesoporos

durante la calcinacion.

Ademas, Marin Astorga publicé en el 2004, que cuando en los espectros
de Difraccidon de Rayos X, se observa un solo pico ancho a bajos angulos de 2 6,
tal como se observa en las Figuras 17 A y B, las isotermas de adsorcion y
desorcion de N2, revelan una isoterma de tipo IV, caracteristica de los solidos
adsorbentes mesoporosos segun la clasificacion BDDT (Brunauer, S., Deming,
L. S., Deming, W.S., y Teller, E., también referenciada como clasificacion
Brunauer). Este punto se profundizara en el estudio de adsorcion y desorcion de

Na.
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Figura 17. Patron DRX para los materiales sintetizados con Pluronic P-123.
A)P1.6 B)P1.8

Para el caso de los materiales sintetizados con CTAB (Figura 18 Ay B),
los patrones de difraccion de Rayos X muestran diferencias entre el material
calcinado en comparacion con el fresco, ya que en este ultimo se observan las
reflexiones caracteristicas del CTAB, principalmente a 17°, 22° y 25° del angulo
2 8, reportadas por Ding y col. en el afio 2017. En ambos difractogramas se

visualizan los picos caracteristicos de la silice a los 23° del angulo 2 6.
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Figura 18. Patron DRX para los materiales sintetizados con CTAB.
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La Figura 19 muestra los difractogramas de los biomateriales ceramicos
sintetizados con diferente tensioactivo, relacion precursor/agua, e impregnados
con Sulfato de gentamicina. Como se observa en cada difractograma, las
reflexiones intensas y definidas en el angulo 2 8 de 23° correspondientes a la
silice (SiO2), se encuentran presentes, pero ademas se resaltan nuevas
reflexiones en aproximadamente el angulo 2 6 de 45° correspondientes, a los
picos mas intensos del farmaco (comparacion con el difractograma de Sulfato de

gentamicina), lo cual indica la presencia de este farmaco en los biomateriales.

Intensidad (U.A)

206

Figura 19. Patrones de DRX para los biomateriales (farmaco impregnado) P1.6,
P1.8, C1.6, C1.8 y del Sulfato de gentamicina puro.

4.2.4 Microscopia electrénica de barrido (MEB) y espectroscopia de
dispersion de energia de rayos-X (EDX)

En la Figura 20 se presentan las micrografias para los materiales
sintetizados usando Pluronic P-123, en las cuales se pueden observar particulas
esféricas, presentando un rango de 240 a 480 nm en el tamafio de particula para

la relacion 1:6 y de 130 a 197 nm para la 1:8. El estudio de espectroscopia de
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dispersion de energia de rayos-X (EDX), determiné que la composicion del

material era diéxido de silicio.

Los materiales sintetizados empleando el surfactante catidnico, CTAB,
presentan dominios esféricos mucho mas predominantes en comparacion con los
sintetizados a partir de Pluronic P-123 (Figura 21). La micrografia permitio
determinar que el tamafo de particula se encontraba en el rango de 460 a 840
nm, para la relacion 1:6, mientras que para la 1:8 el rango fue de 640 a 920 nm.
Estos resultados indican que el uso de Pluronic P-123 favorece la formaciéon de
materiales mas homogéneos con menores tamafos de particula en comparacion
con el efecto presentando por el CTAB; para ambos tensioactivos el menor

tamafo de particula se obtuvo en los materiales sintetizados a la relacion 1:8.

En relacion con el tamafio de particula obtenido en los materiales
sintetizados con CTAB, el resultado concuerda con el estudio realizado por
Véazquez y col., quienes sintetizaron particulas de silice con CTAB, determinando
que el tamafio de las particulas se encontraba en un rango entre los 600 y 800
nm, teniendo una morfologia esférica, al igual que las obtenidas en el presente
trabajo. Ademas, Vazquez y col., concluyeron que a una concentracion baja del
tensioactivo cationico CTAB, se obtienen particulas esféricas con tamafios de
particula poco homogéneos, siendo esta un area de oportunidad para las

siguientes investigaciones.
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Figura 20. MEB-EDX de materiales sintetizados con Pluronic P-123.
A)P1.6 B)P1.8.

%2,000,.:-10pm "L UANL IIC 10kV  X5,000 5pm UANL lIC
Element | Weight% = Atomic% = Compd% Element | Weight% = Atomic% = Compd%
Si 46.74 33.33 100.00 Si 46.74 33.33 100.00
o 53.26 66.67 o 53.26 66.67
Totals 100.00 Totals 100.00

Figura 21. MEB-EDX de materiales sintetizados con CTAB.
A)Cl1.6 B)Cl1.8

El analisis de MEB-EDX, de los biomateriales (material ceramico poroso
conteniendo al antibiético), mostré que el tamafio de particula promedio no sufrid

cambios después de la impregnacion tanto para los biomateriales sintetizados
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con Pluronic P-123 (Figura 22) como los obtenidos con CTAB (Figura 23), sin
embargo, en la tabla del analisis quimico se indica la presencia de carbono y
azufre en el EDX, correspondientes al Sulfato de gentamicina, lo que confirma la

presencia del farmaco en los materiales.

—_—
Spm UANLIIC

20kV "~ X20,000 1pm UANL IIC
Element | Weight% | Atomic%  Compd% Element | Weight% | Atomic% | Compd%
€ 1478 2057 5415 c 15.68 2161 5745
Si 20.65 12.29 44,18 Si 18.65 | 10.99 39.91
s 0.67 035 167 s 1.06 0.5 264
[ 63.90 66.78 o 64.61 66.85
Totals | 100.00 Totals | 100.00

Figura 22. MEB-EDX de biomateriales (farmaco impregnado) sintetizados con
Pluronic P-123. A) P1.6 B)P1.8

o,

20kV X2,000 10pm UANL IIC " 10kv » X10,000 - UANL Hne.« i
Element | Weight%  Atomic% | Compd% Element | Weight% | Atomic% _ Compd%
CK 1091 15.88 30.98 c 932 13.81 34.13
si 27.10 16.86 57.98 si 2048 18.69 63.07
s 082 0.44 204 s 112 0.62 2.80
o 61.17 66.81 o 60.08 66.87
Totals | 100.00 Totals | 100.00

Figura 23. MEB-EDX de biomateriales (farmaco impregnado) sintetizados con
CTAB. A)C1.6 B)C1.8
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4.2.5 Andlisis textural: BET-BJH

Para clasificar los tipos de isotermas, estas son agrupadas en seis clases
segun la Intenational Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC). Los primeros
cinco tipos de la clasificacion (I a V), fueron propuestos originalmente por
Brunauer S., Deming, L.S. Deming, W. S., y Teller, E. y esta clasificacion es
conocida como BDDT (Figura 24), también referenciada como clasificacion de
Brunauer. La isoterma del tipo VI se conoce como isoterma escalonada, y es una

clase poco comun. (Brunauer y col., 1940)

Figura 24. Los seis tipos de isotermas de adsorcién (fisisorcion) segun la
clasificacion de la IUPAC

En las Figuras 25 A y B, se observan las isotermas de adsorcién y
desorcion de N2 de los materiales sintetizados con el tensioactivo no ionico
(Pluronic P-123) empleando la relacion 1:6 y 1:8, donde se revelan en ambas
figuras, las caracteristicas de las isotermas del tipo IV (Figura 24), indicando la
formacion de un sélido mesoporoso, en el que aparece un ciclo de histéresis H1

gue se debe a que el proceso de llenado de los mesoporos esta gobernado por
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fendmenos de condensacion capilar y por las propiedades percolativas del solido.

(Martin., 1990)

En las Figuras 26 A y B, se muestran las isotermas de los materiales
sintetizados con el tensioactivo CTAB, dichos materiales presentaron isotermas
de adsorcion-desorcion de N2, que corresponden a las caracteristicas del tipo Ill
segun la clasificacion BDDT, que se caracteriza por ser convexa respecto al eje
de la presion relativa (p/po) en todo el rango de presion y por presentar

interacciones débiles entre el adsorbato y el adsorbente. (Martin., 1990)

sa{ A) 800 s B) g g
DES/ s
500 DE.E-.:‘—-—-_H_\_—E-]] 500 4 3500
: /
| | L
:g" 400 .// 400 ‘? 400 / 400
o o
: S : A
2 2 ADS
E 300 L300 E 300 A L
S s /
o [=]
= > Vs -
-
200 I-200 200 - #,/,lf |-200
- r‘-."...‘-/ L
100 - 100 100 100
T T T T T T T T T T T T T T T T T

T
00 0.1 02 03 04 0s 06 0.7 08 0% 10 00 0.1 0.2 0.3 04 0s 06 0.7 0.8 09 1.0

Presion relstiva (P/P ) Presion relativa (P/F )

Figura 25. Isotermas de adsorcidén-desorcion de N2 de biomateriales
sintetizados con Pluronic P-123. A) P1.6 B) P1.8
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Figura 26. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de biomateriales
sintetizados con CTAB. A) C1.6 B) C1.8

Las isotermas adsorcion-desorcion de N2 de los materiales sintetizados en
ausencia de tensioactivo (Figura 27), muestran un comportamiento variable tipo
'y Il a pH 3 para las proporciones 1:6 y 1:8 respectivamente. Para los materiales
obtenidos a pH 9 (Figura 28), el tipo de isoterma, en ambas proporciones de

precursor/agua, corresponde al tipo 1.

Lo anterior indica que el Pluronic P-123, ocasiona un aumento en la
homogeneidad del material conduciendo a isotermas tipo IV, caracteristicas de
solidos mesoporosos. Este efecto no se observa con el uso del CTAB, ya que el
tipo de isoterma se conserva en presencia o ausencia del tensioactivo,

atribuyendo las caracteristicas del biomaterial al pH de la sintesis.
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Figura 27. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de biomateriales con
Pluronic P-123. A)P31.6 B)P31.8
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Figura 28. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de biomateriales
sintetizados con CTAB. A)C91.6 B)C91.8

En la Figura 29 se pueden observar las isotermas de adsorcion-desorcion
para el caso de los biomateriales P1.6 y P1.8 conteniendo el farmaco (después
de la impregnacién), conservando la forma del tipo IV. Para los materiales

sintetizados con CTAB, impregnados con Sulfato de gentamicina (Figura 30),
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presentaron una isoterma de tipo Il al igual que el que se presenta en los

biomateriales antes de la incorporacién del farmaco.

i ™

o
100 | Soempes-atel o= 100 |

Figura 29. Isotermas de adsorcion-desorcion de N2 de biomateriales con Sulfato
de gentamicina sintetizados con Pluronic P-123. A) P1.6 B) P1.8

900

A) B)

Figura 30. Isotermas de adsorcion-desorcidbnde N2 de biomateriales con Sulfato
de gentamicina sintetizados con CTAB. A) C1.6 B) C1.8.

A partir de los datos obtenidos de las isotermas se calcularon los valores

de area superficial especifica, empleando el método BET (Brunauer-Emmet-
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Teller), asi mismo, se calcul6 la porosidad por el método BJH (Barret-Joyner-

Halenda). (Curia, 2010).

Los valores del area superficial, volumen de poro y diametro promedio de
poro se presentan en la Tabla 6; donde puede observarse en general que los
materiales sintetizados en presencia de tensioactivo presentan mayores
parametros. Comparando el efecto de los tensioactivos el Pluronic P-123 aporta
mayor area superficial mientras que el CTAB proporciona mayor volumen y
diametro promedio de poro. La relacién 1:6 presenta mayor area superficial
cuando la sintesis se realiza a pH &cido, por el contrario, es la relacién 1:8 la que
presenta mayor area superficial cuando la sintesis se llevé a cabo a pH basico.
Lo anterior coincide con lo reportado por Faustova y col. en el afio 2016, donde
a pH acido se forman polimeros de SiO:2 lineales con una alta area superficial y
tamafos de poro pequefios, mientras que en pH basico la tasa de la reaccion de
policondensacion puede exceder a las reacciones de hidroélisis, dando lugar a
particulas de mayor tamafio y una baja area superficial. Ademas, Doadrio y col.,
obtuvieron volimenes de poro cercanos a 1 cc/g para materiales sintetizados con

Pluronic P-123, los cuales coinciden con los resultados obtenidos.
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Tabla 6. Caracteristicas texturales obtenidas a partir de las isotermas de
adsorcién-desorcion de los materiales.

Pluronic P1.6 631.02 0.78 4.97
P-123 P1.8 478.03 0.91 7.62
Cl.6 193.77 1 20.02
CTAB C1.8 425.19 2.14 20.661
P31.6 239.49 0.001 1.03
Sin P31.8 120.288 0.008 1.2
tensioactivo P9 1.6 171.699 1.18 11.15
P9 1.8 218.835 1.20 10.83

El andlisis BET y el BJH permiti6 obtener los resultados del area
superficial, volumen total de poro y diametro del poro de los materiales
conteniendo el farmaco (Tabla 7), mostrando una disminucion del volumen total
de poro debido a la ocupacién de los espacios del material por el Sulfato de

gentamicina.

Tabla 7. Caracteristicas texturales obtenidas a partir de las isotermas de
adsorcion-desorcion de los biomateriales conteniendo Sulfato de gentamicina.

P1.6 456.51 0.64 5.56
P1.8 364.48 0.83 9.10
Cl.6 53.16 0.06 4.56
Cl1.8 24.01 0.01 2.19
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4.3 Determinacion de Sulfato de gentamicina mediante la reaccion

colorimétrica con ninhidrina por espectrofotometria UV-Vis.

4.3.1 Curva de Calibracion y validacion del método analitico

La curva de calibracion para la cuantificacion del Sulfato de gentamicina
se realiz6 con nueve estandares de acuerdo a la seccion de la metodologia 3.3.1.
La Tabla 8 muestra los resultados de la lectura de absorbancia de los estandares
utilizados. En la Figura 32, se muestra la curva de calibracion. Los resultados de

la validacion del método se presentan en la Tabla 9.

El color que se obtiene de la reaccién entre el Sulfato de gentamicina y la
ninhidrina, al formarse el complejo conocido como purpura de Ruthermann se

muestra en la Figura 31.

Tabla 8. Concentraciones y valores de absorbancia de la cuantificacion de
gentamicina por UV-Vis

10 0.0305
30 0.0721
60 0.143
90 0.2082
120 0.2592
150 0.3238
200 0.4979
260 0.5841
300 0.6743
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Figura 31. Parpura de Ruthermann obtenido después de la reaccion
colorimétrica entre la ninhdrina y el Sulfato de gentamicina (estandar de 100

pg/mL).

0.8
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Figura 32. Curva de calibracion obtenida a partir de la cuantificacion del Sulfato
de gentamicina con ninhidrina por UV-Vis a una longitud de onda de 400 nm.

Se determind la linealidad del método analitico, donde se obtuvo un
coeficiente de correlacion lineal de 0.996 y presentd una linealidad en un rango
de trabajo de 16.9 — 300 mg/L; el limite de cuantificacion encontrado fue 16.9

mg/L, mientras que el limite de deteccién fue de 8.9 mg/L.
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Tabla 9. Pardmetros generales de la validacion del método colorimétrico con

ninhidrina
]
Rango de linealidad 16.9 — 300 mg/L
Ecuacion de larecta Y=0.002x + 0.004
Coeficiente de correlacion 0.996
Porcentaje de Error 3.5%
Limite de deteccion 8.9 mg/L
Limite de cuantificacion 16.9 mg/L

4.4 Pruebas de Extraccion

Los resultados de las pruebas de extraccion del Sulfato de gentamicina a
partir de los cuatro biomateriales sintetizados con su respectivo tensioactivo y
diferente relacion TEOS/agua se muestran en la Tabla 10. Y Figura 33. La
metodologia seguida fue la presentada en la seccion 3.4. Los datos de la
extraccion se expresan en funcion del % liberado de Sulfato de gentamicina en
el buffer de fosfatos, donde el 100% corresponde a una concentracidbn maxima
de 200 mg/L que proviene de los 10 mg de Sulfato de gentamicina impregnados
(al 20%) en los 50 mg de cada biomaterial colocado en matraces conteniendo un

volumen de 50 mL del medio.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el biomaterial que mas farmaco
libera, es aquel sintetizado con el tensioactivo CTAB en una relacién de
precursor/agua 1:8. Lo anterior se puede sustentar en el hecho de que este
biomaterial resulté poseer el didmetro y volumen de poro mas grandes, lo cual
favorece la extraccion de una mayor proporcion del farmaco en comparacién con
los otros materiales, que al tener un menor diametro de poro, mantienen retenido

el farmaco en la red polimérica por mas tiempo. Los biomateriales muestran que
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son capaces de liberar entre el 21 y 23.5 % del farmaco en un periodo de 24

horas.

Tabla 10. Porcentaje de Sulfato de gentamicina extraido partir de la extraccion a
100 rpm

P1.6 21
P1.8 22
C1.6 22.5
C1.8 23.5

24

23.5

N
w

N
N
(6]

N
N

21.5

% Farmaco extraido

N
[

20.5

20

19.5 BP16 mP18 mCl6 c1.8

Figura 33. Pruebas de extraccion de Sulfato de gentamicina a las 24 horas

4.5 Pruebas de liberacién in vitro en un sistema estéatico, utilizando como
medio una solucién de buffer de fosfatos a pH 7.1

Las pruebas de liberacion in vitro fueron realizadas en un sistema estatico,
utilizando como medio una solucién de buffer de fosfatos a pH 7.1, adaptando el

modelo de perfil de disolucion y considerando la posible aplicacion de los
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biomateriales en el desarrollo de implantes. De esta prueba se obtuvieron los
resultados que se muestran en la Tabla 11, la relacion de su comportamiento se
presenta en la Figura 35. Los experimentos se realizaron por triplicado, tal y como

se muestra en la Figura 34.

Los resultados muestran como el biomaterial que liber6 una mayor
cantidad de farmaco, fue el sintetizado con CTAB con una relacion de
precursor/agua 1:8, liberando 71.7% en un periodo de 24 horas, lo cual coincide
con las pruebas de extraccion y los tamafios y volimenes de poro. Los materiales
sintetizados con Pluronic P-123, también mantienen la concentracion del farmaco
constante en el medio de disolucién a partir de las 24 horas, donde la cantidad
maxima liberada es de 27.5%. Lo anterior coincide con la prueba de adsorcion y
desorcion de N2, donde presenta una isoterma de tipo IV, lo cual es caracteristico
de un material con estructuras porosas, ademas de canales cilindricos ordenados
y definidos, por lo cual permite que el farmaco alojado en los poros pueda

liberarse del material ceramico.

Si bien los materiales C1.6 y C1.8 impregnados con el Sulfato de
gentamicina fueron los que lograron liberar una mayor cantidad de farmaco en el

medio (66.9 y 71.7%), no mostraron un comportamiento de liberacion prolongada.

Vallet-Regi y col. indicaron que las matrices cerdmicas pueden ser
ordenadas o desordenadas; si la distribucién de poros de la matriz ceramica es
ordenada, la adsorcion y liberacion del farmaco sera mayormente homogénea.
En este estudio se observo que los biomateriales donde se emple6 el tensioactivo
CTAB, correspondieron a un arreglo que no favorecia la liberacion constante del
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farmaco; estudios realizados por Marin Astorga en el 2004, proponen que para
alcanzar matrices ceramicas ordenadas y porosas empleando tensioactivos
cationicos, ya sea con arreglo hexagonal o cubico, es indispensable obtener
primeramente la concentracion critica de micelacion y finalmente acortar los
tiempos de envejecimiento, demostrando que estos factores son determinantes

en las propiedades texturales de los biomateriales.

Tabla 11. Porcentaje de farmaco liberado en las pruebas de liberacion in vitro
en un sistema estatico

1h 12 h 24 h 48 h 72 h 96 h 120 h 144 h
P1.6 7.8 17.6 26.3 27.3 27.6 27.3 27.3 27.5
P1.8 11.5 16.5 22.0 27.4 26.8 26.9 26.3 26.5
Cl.6 213 538 60.8 66.9 65.8 65.5 64.3 63.43
C1.8 214 423 71.7 67.5 66.5 63.4 62.1 61.2

Figura 34. Estudios de liberacion in vitro en un sistema estatico realizado por
triplicado
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Figura 35. Grafica de la cinética de liberacion in vitro del Sulfato de gentamicina

4.6 Determinacién de la liberacién del Sulfato de gentamicina de los

biomateriales a través de la prueba de actividad antibacteriana

Con el fin de determinar la actividad del Sulfato de gentamicina liberado y
por consiguiente su estabilidad durante la sintesis de los biomateriales, se realizé
una prueba microbioldgica en placa de 96 pocillos donde se colocé una alicuota
de los diferentes tiempos de muestreo de las pruebas de liberacién en un indculo
de S. aureus. Los resultados obtenidos a partir del ensayo microbiolégico
empleando placas estériles de 96 pocillos se muestran a en la Tabla 12 y la
representacion grafica de la liberacidén del antibiético por la técnica microbiolégica

se observa en la Figura 36.

Los resultados microbiolégicos muestran una similitud en el
comportamiento de las pruebas de liberacién in vitro empleando el método
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estatico. En la gréafica del efecto antibacteriano sobre las cepas de S. aureus
(Figura 36), se observa el material P1.6, logro llegar al rango de inhibicion del
crecimiento del S. aureus (del 26 al 28%) en un menor tiempo que el P1.8, lo cual
demuestra que el Sulfato de gentamicina sigue activo después de la

impregnacion en los materiales.

Al igual que lo demostrado en las pruebas de liberacidon in vitro, los
materiales que lograron liberar un mayor porcentaje de farmaco fueron aquellos
sintetizados con CTAB, sin embargo, la concentracién del farmaco no se
conserva constante, debido al efecto de dilucién por muestreo. La unién de todos
los resultados obtenidos en este estudio permite establecer que el material
sintetizados con el tensioactivo no idnico es capaz de formar una matriz con poros
mas homogéneos y a escala de mesoporos. En la Figura 37 se muestran

ejemplos de las placas utilizadas durante el ensayo microbioldgico.

Tabla 12. Porcentaje de inhibicion de la cepa S. aureus por parte de los
biomateriales sintetizados

Biomaterial % Farmaco disuelto
1h 12 h 24 h 48 h
P1.6 7.5 15.0 26.3 26.3
P1.8 11.3 15.0 18.8 27.1
C1.6 18.8 37.6 45.1 451
C1.8 22.6 30.1 52.6 45.1
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Figura 36. Cinética de liberacion obtenida a partir del ensayo microbiolégico

Figura 37. Fotografias de las placas de 96 pocillos conteniendo el caldo
nutritivo, la muestra o estandar y el inéculo de S. aureus.
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4.6 Sintesis alternativa de nanoparticulas de silice y modificacion de sus

propiedades por funcionalizacién

4.6.1 Sintesis y funcionalizacion de nanoparticulas de silice mesoporosa
por el método de Arriagada y col.

Se obtuvieron cuatro tipos de nanoparticulas: compactas (sin
tensioactivo), porosas (con tensioactivo), y las correspondientes funcionalizadas
con 3-aminopropiltrietoxisilano (APTES). Los resultados de la cantidad de

nanoparticulas obtenidas para cada tipo se muestran en la Tabla 13.

Tabla 13. Cantidad de nanoparticulas obtenidas

Tipo de nanoparticula Cantidad (mg)
Compactas 280
Porosas 250
Funcionalizadas compactas 400
Funcionalizadas porosas 320

4.6.2 Medicién del tamafio y potencial zeta de las nanoparticulas

Se utilizé la técnica de dispersién de luz dinamica (DLS) para medir el
tamafio promedio y potencial zeta de las nanoparticulas. En la Tabla 14 se
muestran los tamafios promedios de particula para los cuatro tipos de
nanoparticulas, ademas de la determinacion del indice de polidispersion (PDI).
Asi mismo, en la Tabla 15, se muestran los resultados de potencial zeta en
diferentes medios para el caso de las nanoparticulas que lograron incorporar una

mayor cantidad de farmaco.

75



Tabla 14. Tamarfos de particula promedio obtenidos para los 4 tipos de
nanoparticulas

Tipo de Tamafio (nm) PDI
nanoparticula
Compactas 88.21 + 30.55 0.188 +£0.017
Porosas 129.3 +44.62 0.143 £ 0.001
Funcionalizadas 455.2 £+ 67.04 0.551 +£0.211
compactas
Funcionalizadas 485.6 +£ 99.55 0.380 £0.112
porosas

Tabla 15. Potencial zeta obtenido para nanoparticulas porosas (sin y con
Sulfato de gentamicina)

Tipo de Agua pH 3 pH 7.4 pH 8
nanoparticula
Porosas 24.6 £0.850 56.7+1.17 -15.6 £2.72 -20.8 + 0.451

Porosas con

Sulfato de 29.8 £+ 0.513 59 +1.07 -12.4 + 1.207 -17.3+1.14
Gentamicina

En base a los resultados obtenidos del tamafio de particula promedio, se
muestra que los tamafos de las nanoparticulas funcionalizadas es mayor en
comparacion con aquellas que no lo estan, lo cual se debe a la presencia del
agente funcionalizante en la superficie de las nanoparticulas. Los indices de
polidispersidad (PDI) indican que para todos los casos a excepcion de las
nanoparticulas funcionalizadas compactas, se presenta una distribucion

polidispersa del tamafio de particula promedio obtenido.

Por otro lado, se determind el potencial zeta para las nanoparticulas
porosas con y sin tensioactivo, ya que estas fueron las que incorporaron mas

cantidad de farmaco, lo cual se profundizard mas adelante en la seccién 4.6.4.
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En este caso, la carga del potencial zeta que presentan las nanoparticulas,
depende del balance entre los grupos ionizados presentes en la superficie, donde
las nanoparticulas porosas presentan un valor positivo de potencial zeta en agua
y a pH 3, mientras que a pH 7.4 y 8 muestran valores negativos. Vazquez y cols
en el 2017, publicaron que las suspensiones que exhiben valores de potencial
zeta fuera del rango de +30 o -30 mV se consideran como suspensiones
electrostaticamente estables, bajo este criterio, las nanoparticulas sintetizadas a
pH 3, serian las méas estables en comparacion a las otras nanoparticulas

sintetizadas.

El valor de potencial zeta obtenido se puede deber a que dichas
nanoparticulas exhiben grupos hidroxilo en la superficie, los cuales no estan
ionizados a valores de pH casi neutro, mientras que, por su caracter acido, estos
se desprotonan a pH 7.4 Y 8, dando como resultado un valor de potencial zeta
negativo. Asi mismo, para el caso de las nanoparticulas con Sulfato de
gentamicina, los grupos amino del farmaco se protonan a pH &cido, por lo cual la
incorporacion del farmaco reduce el numero de cargas negativas. (Perni y col.,

2017)

4.6.3 Cuantificacion de Sulfato de gentamicina incorporado en las
nanoparticulas por HPLC-UV

Se encontrd que la longitud de onda de maxima absorcion era 330 nm,
corroborando asi lo establecido en el método para Valoracion MGA 0241 de
Sulfato de gentamicina establecido en la FEUM. En la Figura 38 se muestra el

cromatograma para un estandar de 1000 mg/L, donde se observan los cuatro
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picos caracteristicos del Sulfato de gentamicina, correspondientes a la mezcla de
sus componentes (C1, Cla, C2a y C2) obtenidos a partir de la solucion stock

preparada. Los tiempos de retencidén obtenidos se muestran en la Tabla 16.

mAU

PDA Multi 6 330nm,4nm

5,703

250

150

7,304
— 8,498

100

7879

50

0,0 25 5,0 7.5 10,0 12,5
min

Figura 38. Cromatograma de Sulfato de gentamicina (estandar 1000 mg/L)

Tabla 16. Tiempos de retencion obtenidos para los componentes del Sulfato de

Gentamicina
Tiempo de
retencion (min)
Gentamicina C1 5.79
Gentamicina Cla 7.30
Gentamicina C2a 7.87
Gentamicina C2 8.49

La curva de calibracion que se obtuvo a partir de los estandares
preparados por triplicado se muestra en la Figura 39. Asi mismo a partir de estos
datos, se realiz6 la validacion del método, obteniendo de esta manera el analisis
estadistico mostrado en la Tabla 17. En la validacion del método analitico, se

obtuvo una linealidad en un rango de trabajo de 98.4 — 1000 mg/L; el limite de
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cuantificacion encontrado fue 50.9 mg/L, mientras que el limite de deteccion fue

de 98.4 mg/L.
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Figura 39. Curva de calibracion obtenida a partir de la cuantificacion del Sulfato
de gentamicina por medio de HPLC.

Tabla 17. Datos estadisticos de la validacion del método para la cuantificacion
de Sulfato de gentamicina por HPLC.

Rango de linealidad 98.4 — 1000 mg/L
Ecuacion de larecta Y=5830x -77048
Coeficiente de correlacion 0.9993
Porcentaje de Error 3.3%
Limite de deteccidn 50.9 mg/L
Limite de cuantificacién 98.4 mg/L

79



4.6.4 Determinacion de la cantidad incorporada de sulfato de gentamicina
en las nanoparticulas

En base a la validacion del método antes descrita, se cuantifico la cantidad
de Sulfato de gentamicina que se logré incorporar en cada tipo de nanopatrticula.
Esto se llevo a cabo como se indico en la seccidn 3.7.5 mediante la cuantificacion
de farmaco residual, donde se realizaron los ajustes para expresarse en mg de
farmaco unido (partiendo de una cantidad de 20 mg del antibi6tico) a 100 mg de

nanoparticulas.

En la Tabla 18 se muestra que las nanoparticulas que lograron incorporar
mas cantidad de farmaco fueron las sintetizadas con el tensioactivo y sin
funcionalizar (11.43 mg en 100 mg de nanoparticulas), lo cual se puede adjudicar
a que al utilizarse un tensoactivo, se tiende a formar una estructura porosa
ordenada (mesoporos), lo cual permite un mejor alojamiento del farmaco. Se
observa también que la funcionalizacion no favorecidé la incorporacion del
farmaco, lo cual puede deberse a la ionizacion de los grupos amino de la
gentamicina y el efecto repulsivo de los grupos amonio del APTES sobre ellos, lo
cual reduce la posibilidad de interaccion mediante otro tipo de fuerzas de
atraccién, como ion-dipolo entre el amonio del APTES y los oxigenos del farmaco

o de tipo Van der Waals entre las porciones hidrocarbonadas de las moléculas.
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Tabla 18. Cantidad de Sulfato de gentamicina incorporado en las nanoparticulas

Tipo de Miligramos de Miligramos de
nanoparticula sulfato de sulfato de
gentamicina gentamicina no
incorporados incorporados
Compactas 10.43 9.57
Porosas 11.46 8.54
Funcionalizadas 9.76 10.23
compactas
Funcionalizadas 10.81 9.18
porosas
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

En base a los resultados previamente presentados, se tienen las

siguientes conclusiones:

Empleando la técnica sol-gel, se lograron sintetizar y caracterizar
materiales ceramicos de SiO2, en forma de polvos con caracteristicas para
incorporar el sulfato de gentamicina, para el posible uso en terapias dirigidas
logrando evitar las desventajas del empleo de las formas de administracion

tradicionales.

El proceso de sol-gel es una técnica flexible que permite obtener
materiales con diferentes propiedades texturales, en funcion de las condiciones
de sintesis en las que se lleva a cabo. En este proyecto se vario la relacién de
precursor/agua, pH, uso de tensioactivos y funcionalizacion de los poros. En este
caso, al variar la relaciébn de precursor/agua, el empleo de una relacion 1:8
(TEOS/H20), permitio la formacion del xerogel en menor tiempo en comparacion
con la relacion 1:6 (TEOS/H20), concluyendo que este factor es determinante
para la gelificacién, donde a mayor relacién TEOS/H20 el tiempo de gelificacion

€S menor.

Los materiales fueron sintetizados con Pluronic P-123 a pH acido y CTAB

a pH basico, a dos relaciones de precursor/agua (1:6 y 1:8). Los materiales C1.6
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y C1.8, obtuvieron un tamafio de particula promedio mayor en comparacion con

los P1.6 y P1.8.

Los estudios de caracterizacion mostraron que se obtuvieron materiales
de orden mesoporoso (en un rango de 2 a 50 nm de diametro de poro), siendo
los sintetizados con Pluronic P-123 los que mostraron una uniformidad de poro,

en base a las isotermas obtenidas por medio de los analisis de BET-BJH.

Los materiales sintetizados con CTAB lograron una mayor liberacion del
principio activo debido a que el diametro promedio y volumen de poro era mayor
en comparacion con los materiales sintetizados con Pluronic P-123, por lo cual
se logré incorporar una mayor cantidad de farmaco, lo cual se reporta en las

pruebas de extraccion.

Se demostré que el uso de tensioactivos en la sintesis de los materiales
afecta directamente sus propiedades texturales, donde el valor de area superficial
de los materiales sintetizados con Pluronic P-123 y CTAB fue de hasta el doble

en comparaciéon con los materiales que fueron sintetizados sin tensioactivo.

Con los resultados obtenidos de la evaluacion de los perfiles de liberacion,
los biomateriales que mostraron un mejor comportamiento fueron los sintetizados
con Pluronic P-123, ya que podrian lograr que se tenga mayor tiempo el farmaco
a una concentracion constante en el tejido musculoso en comparacién con el
material sintetizado con CTAB, a pesar de que este Ultimo puede liberar una
mayor cantidad de farmaco. Por lo cual se puede concluir en base a los estudios

de liberacién in vitro: cuantificacion por UV-Vis y el ensayo microbiolégico, que
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los biomateriales que mostraron una liberacion modificada fueron aquellos

sintetizados con Pluronic P-123.

Asi mismo, se concluye por medio del ensayo microbioldgico, que el
Sulfato de gentamicina contenido en los biomateriales permanece activo, ya que
fue capaz de inhibir la cepa de S. aureus. En base a lo anterior, el método de
sintesis y de impregnacion no influyen sobre la estabilidad del Sulfato de

gentamicina que se aloja en los biomateriales.

El método de sintesis de Arriagada y col., permite obtener tamafios de
particula menores en comparacion con la técnica sol-gel, donde las
nanoparticulas precipitan sin la necesidad de la formacién de un gel. Las
nanoparticulas mostraron valores negativos de potencial zeta a pH 7.4 y 8,
evidenciando la naturaleza de la silice, dada por los grupos hidroxilo
desprotonados en medio basico. Asi mismo, se determind que la presencia del
agente funcionalizante en las nanoparticulas, conlleva a un indice de
polidispersion entre 0.380 y 0.551, concluyendo asi que la presencia de APTES

aumenta el PDI en comparacién con las nanopatrticulas sin funcionalizar.

Ademas, la funcionalizacién de las mismas no tuvo gran impacto en la
adsorcion del Sulfato de gentamicina, ya que las nanoparticulas funcionalizadas
porosas lograron incorporar 10.8 mg del farmaco, mientras que las que no

estaban funcionalizadas incorporaron 11.46 mg.
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