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RESUMEN

Cynthia Guadalupe Gonzalez Carvajal Fecha de Graduacion: Diciembre 2017
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS DE LIBERACION
DE CIPROFLOXACINO A PARTIR DE BIOMATERIALES
MESOESTRUCTURADOS SINTETIZADOS VIA SOL-GEL.

Numero de paginas: 89 Candidato para el grado de Maestria en
Ciencias con Orientacion en Farmacia

Area de Estudio: Farmacia

Propdsito y Método del Estudio: La utilizacién de sistemas de liberacion
sostenida permite una alta concentracion del farmaco en el sitio de accién,
mejorando la relacion eficacia/seguridad terapéutica, ademas, ofrecen una
disminucion en el riesgo de desarrollo de reacciones adversas sistémicas. El
propésito de este trabajo radica en la sintesis de biomateriales ceramicos
mesoporosos ordenados de silice que contengan ciprofloxacino y presenten una
cinética de liberacion sostenida, para obtener el potencial de ser desarrollados
como implantes que puedan ser utilizados en el tratamiento y profilaxis de
infecciones osteoarticulares.

Contribuciones y Conclusiones: La sintesis del biomaterial se realizé a
diferentes relaciones de precursores, Tetraetilortosilicato (TEOS)/Agua. Los
resultados de las pruebas de liberacion indican que los biomateriales
mesoestructurados sintetizados en mayores proporciones de agua (TEOS/Agua
1:8) presentaron un porcentaje de incorporacion de 15.44% vy la liberacion fue de
57% en un tiempo mayor de 72 h. Este comportamiento concuerda con las
caracteristicas texturales, ya que presentan gran area superficial y diametro de
poro. La técnica sol-gel permitié desarrollar materiales a base de SiO2 en forma
de polvos y peliculas capaces de incorporar ciprofloxacino durante la sintesis y
por impregnacién, para una liberacion sostenida.

Dra. Lucia Guadalupe Cantu Cardenas (Asesora)
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energia de rayos-X.

P/Po Presion relativa

ppm Partes por millén

TEOS Tetraetilortosilicato



CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Biomateriales

Los biomateriales son sustancias farmacolégicamente inertes disefadas
para ser implantadas o incorporadas dentro de un sistema vivo. Para poder ser
considerados como tales, es necesario que cumplan con varias condiciones de
biocompatibilidad y biofuncionalidad, por el hecho de que estaran en contacto
con el cuerpo humano. La biocompatibilidad es la habilidad de un material para

ser aceptado por el cuerpo del paciente sin causar toxicidad.'

Dentro de las caracteristicas de biofuncionalidad de estos compuestos
esta la estabilidad quimica, ademas, no deben presentar degradacion en el
tiempo, ni desintegrarse con la saliva, requieren permanecer estables dentro de
un intervalo de temperaturas entre 0°C y 100°C, y deben presentar una
resistencia mecanica adecuada, entre otras. Los biomateriales idealmente deben
ser relativamente econdmicos, reproducibles y faciles de fabricar y procesar para
su produccion en gran escala. Los biomateriales mas utilizados se dividen en tres

clases: metales, polimeros y ceramicos. 2

1.1.1 Materiales ceramicos



Los materiales ceramicos son compuestos soélidos inorgdnicos con
combinaciones de enlaces i6nicos o covalentes, estdn compuestos por
elementos metalicos y no metalicos, sus enlaces interatobmicos producen un
arreglo tridimensional con estructuras cristalinas definidas. La caracteristica
principal de las ceramicas es que resisten muy bien las altas temperaturas donde
siguen siendo sélidas e incluso, en algunos casos, su dureza aumenta. Entre las
ceramicas inertes mas frecuentemente empleadas se encuentra la alumina
(Al203), la zirconia (ZrO2), el nitruro de silicio (SisN4) y el didxido de silicio (SiOz2).
Tienen la caracteristica de presentar alta resistencia a la compresién, una

excelente resistencia al desgaste y una inercia quimica casi total. 23

Las ceramicas con aplicaciones médicas constituyen un interesante
campo de investigacion y desarrollo para la fabricacion y/o fijacién de implantes
y en el desarrollo de sistemas de liberacién de farmacos. Para esta ultima
aplicacion, se requiere que los materiales ceramicos presenten una eficiente
habilidad para transportar el principio activo a la region de interés y liberarlo

dosificadamente.*

Las nanoparticulas de silice mesoporosa (MSNP’s, por sus siglas en
inglés) han atraido la atencion de la comunidad cientifica debido a sus
propiedades fisicoquimicas, lo que las hace idoneas para ser utilizadas en el
campo de la biotecnologia y la nanomedicina. Estan constituidas por una matriz
de silice (Figura 1) y sus principales caracteristicas son la presencia de poros de
un diametro comprendido entre los 2 y 50 nm, elevada superficie especifica, gran
resistencia mecanica, alta estabilidad quimica, buena biocompatibilidad vy
versatilidad sintética pudiendo ser obtenidas en multiples tamafos y formas, asi

como contar con la factibilidad de ser funcionalizadas. 2°

Las MSNP’s representan una buena alternativa como sistemas de
liberacién de farmacos, ya que hacen posible la incorporacién de elevadas

cantidades de principios activos en sus mesoporos y bloquean reversiblemente



su salida, permitiendo un transporte selectivo y una liberacién eficaz. La
estructura de la pared de los poros de estos materiales esta constituida por una
red desordenada de puentes siloxano y grupos silanol libres, los cuales pueden
interactuar con determinadas especies quimicas, que hacen que estos materiales
se puedan utilizar como matrices para la adsorcién y liberacion controlada de
moléculas organicas. Los materiales mesoporosos de silice presentan la ventaja
de conseguir una distribucién homogénea del farmaco dentro de la matriz y dan
la posibilidad de incorporar una gran variedad de moléculas organicas con
actividad terapéutica. >°

1.1.1.1 Materiales mesoestructurados

Los materiales mesoestructurados de silice que presenten una porosidad
ordenada y controlada en el rango de 2-20 nm se pueden obtener mediante la
utilizacion de agentes directores de estructura que actiien como plantilla durante
la sintesis. Para conducir el ordenamiento, se utilizan tensoactivos o surfactantes
los cuales son moléculas anfifilicas que en medio acuoso inducen la organizacion
supramolecular o autoensamblaje en micelas. Tras la eliminacién del tensoactivo
se obtienen materiales con excelentes propiedades texturales como son elevada
superficie especifica, poca variabilidad en la distribucién de diametro de poro y
elevado volumen de poro. A medida que la concentracion del tensoactivo
aumenta, y en funcion de las condiciones de sintesis, se originan estructuras con

distintas geometrias. ’

1.1.1.2 Funcionalizacion de nanoparticulas mesoporosas

La incorporacibn de grupos funcionales organicos en estructuras
inorganicas ha conducido al descubrimiento de materiales con capacidad de
combinar la variedad funcional de la quimica organica con las ventajas de
estabilidad térmica y robustez de una matriz inorganica. El proceso de
funcionalizacién de las MSNP’s se puede realizar por estrategias diferentes en



tres dominios: la superficie (injerto), la parte interna de los mesoporos (oclusion)

y en la matriz de silice (co-condensacion). >8°

En las MSNP’s, la presencia de grupos silanol libres en la superficie
permite que el proceso ampliamente usado para su funcionalizacion sea por
injerto, ya que es un método post-sintesis que proporciona el anclaje de
moléculas, adquiriendo nuevas propiedades como pueden ser, liberacion

controlada, biodisponibilidad mejorada, entrega dirigida, entre otras.%'2

1.2 Proceso de la sintesis Sol-gel

Brinker y Scherer definieron el proceso sol-gel como la obtencion de
materiales, generalmente 6xidos, por medio de la preparacion de un sol, su
subsecuente gelacion y la eliminacién del solvente. La sintesis de xerogeles y

aerogeles se realiza en dos etapas que ocurren de manera simultanea. '3

Durante la primera etapa (pre-gelacién), ocurre la formacion del sol
mediante la reaccion de hidrdlisis del alcoxido metalico, el cual generalmente se
disuelve en alcohol o en algun otro solvente apropiado para formar especies
sumamente reactivas, en la reaccion los grupos hidroxilo (OH) se unen al atomo

metalico (M) desplazando total o parcialmente a los grupos alcoxi (OR): '3

M(OR)n + Hz20 — HO-M(OR)n.1 + ROH (Ec.1)
M(OR)n + mH20 — M(OH)n + mROH (Ec.2)

La segunda etapa consiste en una reaccion de condensacién o
polimerizacidén de estas especies mediante los mecanismos en competencia de
alcoxolacion, oxolacién y olacidn para formar el gel, en esta etapa las condiciones
de reaccién son muy importantes, ya que determinan la estructura y la textura del
producto final. Las reacciones de condensacidon se efectuan entre moléculas

parcialmente hidrolizadas, de acuerdo a: "2



(OR)n-1M-OH + HO-M(OR)n-1 = (OR)n-1M-O-M(OR)n-1 + H20 (Ec.3)
(OR)n-1M-OR + HO-M(OR)n-1 = (OR)n-1M-O-M(OR)n-1 + ROH (Ec.4)
(OR)n-1M-OR + RO-M(OR)n-1 — (OR)n-1M-O-M(OR)n-1 + R-O-R (Ec.5)

El proceso sol-gel es un método de preparacién accesible, en el cual las
reacciones estan afectadas por muchos parametros sintéticos, tales como la
naturaleza y concentracién de los reactivos, disolventes y catalizadores, asi como
la temperatura de reaccion y velocidad de eliminacion de los subproductos y
disolventes, ademas, la presencia de componentes organicos, en el caso de
materiales funcionalizados, modifica la morfologia y las propiedades fisicas de
los productos obtenidos por sol-gel.* 4

1.3 Farmaco incorporado: Ciprofloxacino

El ciprofloxacino, es un farmaco con actividad antimicrobiana de amplio
espectro que pertenece al grupo de las quinolonas, es un analogo fluorado
sintético del acido nalidixico con actividad contra una variedad de bacterias

grampositivas y gramnegativas. °

1.3.1 Propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas

Las propiedades farmacocinéticas de ciprofloxacino indican que después
de su administracidn oral presenta una biodisponibilidad entre el 70 y 95% y que
se distribuye ampliamente en los liquidos y tejidos corporales. La dosis en adultos
es de 250 a 750 mg cada 12 horas y la vida media sérica varia de 3 a 7 horas. El
volumen de distribucion es grande, se metaboliza parcialmente en el higado por
modificacion del grupo piperazinilo a cuatro diferentes metabolitos activos de
menor potencia (desetilenciprofloxacino, sulfociprofloxacino, oxociprofloxacino y
formilciprofloxacino). Se elimina por mecanismos renales, ya sea secrecion

tubular o filtracién glomerular. 1518



Tabla 1. Propiedades quimicas y fisicas de ciprofloxacino

Propiedades Quimicas y Fisicas

A la luz polvo
HN/\| istalino
Color cns
K/N N débilmente

Estructura | amarillo
OH
F Punto de o
O| l)| fusion 255-257 °C
Q. : . Insoluble en
Nombre Acido 1-CIC|O.pI‘OpI|?6—f|U.OI’O— - etanol, soluble en
4-0x0-7-(piperazin-1-il)- Solubilidad .
IUPAC uinolin-3-carboxilico HCI, casi insoluble
9 en agua
Férmula I
empirica C17H18FN3O3 LogP 0.28 (no ionizada)
Peso pKa = 6.09 (acido
molecular 331.341523 g/mol pKa carboxilico); pKa
2 578 — 316 nm = 8.74 (nitrégeno

de la piperazina)

1.3.2 Mecanismo de accién

El ciprofloxacino bloquea la sintesis de ADN bacteriano por inhibicién de
la topoisomerasa |l bacteriana (ADN girasa) y la topoisomerasa IV necesarias
para la replicacidn, transcripcidn, reparacion y recombinacién del ADN. La
inhibicion de la enzima ADN girasa evita la formacidén del nodo de superhélice
positiva necesario para la transcripcion y la replicacion normales. La inhibicion de
la topoisomerasa |V interfiere con la separacién del ADN cromosdmico replicado
en las células hijas respectivas durante la division celular.®

1.3.3 Uso terapéutico y actividad antibacteriana

El ciprofloxacino es efectivo en infecciones urinarias agudas como cistitis,
pielonefritis y en infecciones complicadas. También es eficaz para tratar la diarrea
bacteriana, la uretritis o0 cervicitis y se administra para el tratamiento de la
tuberculosis y de infecciones por micobacterias atipicas. El ciprofloxacino se ha
usado en infecciones del aparato respiratorio y de la cavidad intraabdominal, asi



como en infecciones de tejidos blandos, huesos y articulaciones, incluidas las
producidas por microorganismos multirresistentes, como las especies de

Pseudomonas y Enterobacter. 1516

Se administra ciprofloxacino en infecciones osteoarticulares (osteomielitis
aguda y cronica, artritis séptica e infecciones relacionadas con protesis
articulares), aunque estos son procesos poco frecuentes, son importantes, ya
que presentan un manejo dificil y numerosas complicaciones. En este tipo de
infecciones Staphylococcus aureus es el principal agente causal, el cual se
presenta en el 80% de las infecciones osteoarticulares. Las enterobacterias
también son de interés en este tipo de infecciones, son comunes en osteomielitis
postquirdrgicas o postraumaticas, de evolucién crénica y adquisicion nosocomial.
Pseudomonas aeruginosa también es un microorganismo frecuente en
osteomielitis asociadas a pie diabético y osteomielitis de huesos del pie tras
heridas punzantes y en infecciones asociadas a implantes. El espectro de
actividad del ciprofloxacino es amplio, es mas activo contra P. aeruginosa, la
concentracion minima inhibitoria 90 (MIC90) varia de 0.5 a 6 pg/mL y también
presenta buena actividad contra estafilococos, pero no contra cepas resistentes
a meticilina (MIC90 = 0.1 a 2 yg/mL). El ciprofloxacino es ampliamente utilizado
como una medida profilactica de infecciones en cirugias de huesos. '>'7

1.3.4. Formas comerciales

Existen diferentes medicamentos con ciprofloxacino comercializados
actualmente en México, estos contienen diferentes sales del principio activo, se
presentan en diferentes formas farmacéuticas y se administran a diversas dosis

en funcion de cada una de sus indicaciones terapéuticas (Tabla 2).'®



Tabla 2. Formas de comercializacion de ciprofloxacino en México

Principio Qlorhldrato_ de Lactato de Clorhidrato de

activo ciprofloxacino ciprofloxacino ciprofloxacino
monohidratado P P

Forma . Tableta Solucién inyectable Tableta liberacion

farmacéutica prolongada

Via qe_ iy Oral Intravenosa Oral

administracion

Dosis rznzo’ 9000750 1540 6 400 mg 500 6 1,000 mg

Periodo de

administracion

Cada 12 horas

Cada 12 horas

Cada 24 horas

Indicacion
terapéutica

Infecciones
osteoarticulares,
neumonias,
infecciones de
piel y tejidos
blandos

Infecciones
osteoarticulares,
ginecolédgicas,
respiratorias, de
oido, de tejidos
blandos, vias
urinarias, érganos
genitales, fiebre

tifoidea, shigellosis.

Infecciones
agudas no
complicadas
como cistitis,
pielonefritis e
infecciones
complicadas del
tracto urinario.

Es necesario contar

1.4 Validacion de métodos analiticos

con métodos analiticos validados para la

cuantificacion de farmacos, ya que el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas

conlleva a evaluar su comportamiento de liberacion.

La validacién de un método es el proceso para definir un requisito analitico,

y la confirmacién de que cuenta con evidencia consistente con las aplicaciones

propuestas.’920

El proceso de validacion de los métodos analiticos puede comprender,

pero no esté limitado, al estudio de los siguientes parametros analiticos:'®



Estabilidad de la muestra: es la propiedad del analito por analizar, de
conservar sus caracteristicas y permanecer dentro de las especificaciones

de calidad establecidas, desde el momento del muestreo hasta su andlisis.

Exactitud: es la concordancia absoluta entre el resultado obtenido con el

método y la cantidad verdadera del analito presente en la referencia.

Linealidad: es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener resultados que sean directamente proporcionales a
la concentracién del analito (sin sesgo).

Limite de deteccién (LD): es la minima concentracion de analito en una
muestra que puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada,
bajo las condiciones de aplicacion del método.

Limite de cuantificacion (LC): es la cantidad minima de analito que puede
cuantificarse, cumpliendo con precision y exactitud aceptable, bajo las
condiciones de aplicacién del método.

Precision: es el grado de concordancia relativa entre resultados analiticos
obtenidos al aplicar el método, bajo las mismas condiciones de analisis
(repetibilidad) o bajo diferentes condiciones analiticas (reproducibilidad),

utilizando una muestra homogénea.

Selectividad: es la capacidad de un método analitico para cuantificar
exacta y especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros

compuestos que pudieran estar presentes en la muestra.



CAPITULO 2

ANTECEDENTES

La nanotecnologia y la liberacién controlada de farmacos han cobrado una
gran fuerza a partir del ano 2000. El objetivo de esta técnica de liberacion de
sustancias es reducir la frecuencia de administracion, liberar el farmaco en el sitio
de interés y evitar que el farmaco cause efectos secundarios severos. Hasta la
fecha se han desarrollado una gran cantidad de materiales, tanto organicos como
inorganicos, con diversas formas y diferente tamano de particula, que son usados
dependiendo del érgano o del tejido en el que se liberara el farmaco, incluyendo
corazén, higado, cerebro y hueso.’®

La sintesis de materiales mesoporosos a base de silice fue reportada por
primera vez a principios de la década de 1990, se basa en el uso de tensoactivos
como plantilla mesoestructurada para el montaje y condensacion posterior de
precursores inorganicos. La eliminacion del tensoactivo deja una red de
cavidades en la superficie de la silice, lo que determina las propiedades
fisicoquimicas de los materiales resultantes. A partir de ahi, estos materiales
mesoporosos han sido utilizados como sistemas de liberacion de farmacos, a
través de interacciones entre los grupos silanol, que cubren la superficie del canal
mesoporoso, los grupos funcionales del farmaco y el solvente. Los parametros
que rigen los procesos de absorcidon y liberacidn de farmacos dependen

principalmente de esas interacciones.?!
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En el afo 2006, Catauro M. y colaboradores, sintetizaron y evaluaron un
sistema de liberaciéon sostenida para el tratamiento local de enfermedades
periodontales. La sintesis se realizd por el método sol-gel, utilizando ampicilina
sédica como farmaco incorporado a dos materiales amorfos TiO2 y TiO24SiO2
usando butdxido de titanio(1V) y tetrametilortosilicato (TMOS) como precursores,
se realizd una comparacion en la liberacion y bioactividad in vitro de ambas.
Encontrando que en el gel de TiO2, la ampicilina fue liberada de una manera
relativamente rapida en las primeras horas y después de una manera controlada
durante 100 h, mientras a partir de TiO24SiO:2 la liberacion fue mas lenta y se
llevé a cabo aproximadamente en una semana (200 h). La bioactividad de los
materiales se demostré por la formacion de una capa de hidroxiapatita en la
superficie de los materiales a los 14 dias de estar en contacto con un fluido
corporal simulado.??

Czarnobaj K. y colaboradores, en 2007, incorporaron cisplatino (farmaco
antineoplasico) via sol-gel en tres matrices a base de silice: SiO2, SiO2-PDMS
(polidimetilsiloxano), SiO2-PEG (polietilenglicol). Evaluaron el efecto de las
condiciones de secado y de la funcionalizacién de la silice en la liberacién del
farmaco. El tratamiento térmico de todos los xerogeles con cisplatino a la
temperatura de 80°C resultd en la aceleracién de la liberacion del farmaco y en
el aumento de la cantidad liberada (89-98%). La funcionalizacion con polimeros
organicos resultd en el incremento del tamano del poro comparado con el que se
presenta en la silica pura.?® En este mismo afio Hernandez A. y colaboradores
por el meétodo sol-gel incorporaron piroxicam (farmaco antiinflamatorio no
esteroideo) en un material ceramico de silice, variando diferentes parametros de
la sintesis, tales como el pH (3 y 5) y la relacion alcdxido/agua (1:6 y 1:8),
concluyendo que las caracteristicas del material que condujeron a la mejor

incorporacién del farmaco fueron a pH 5 y relacién molar 1:6.24

En 2009, Lépez T. y colaboradores, realizaron un estudio cinético de la

liberacibn de dos farmacos antiepilépticos (&cido valprdico y fenitoina)

11



incorporados en una matriz de TiO2 via sol-gel. Los estudios in vitro mostraron
que la liberacién de los farmacos en la mayoria de los biomateriales seguia una
cinética de primer orden, con excepcion de uno que presentd una cinética de
orden cero. Los estudios in vivo de fenitoina no presentaron eficacia satisfactoria
mientras que los llevados a cabo con acido valpréico mostraron que una muestra
cristalina y con menor concentracion de farmaco fue mas efectiva en la
prevencidon de eventos epilépticos que los biomateriales amorfos con un mayor
contenido de principio activo, demostrando que el polimorfismo juega un papel
importante en la velocidad de liberacién del acido valproico.?®

Otro grupo de estudio, en 2014, bajo la direccion de Gonzélez M. y con la
colaboracion de Lopez T., propusieron un método mas eficaz para la sintesis de
materiales nanoestructurados de TiO2 conteniendo los mismos farmacos, acido
valproico (AV) vy fenitoina (fent), optimizando la incorporacion de diferentes
cantidades del farmaco con una relacién alcdxido/solvente/agua, 1:4:16 para
fenitoina y 1:8:8 para acido valpréico. La optimizacién de la incorporacién de
ambos farmacos en la matriz nanoestructurada obtuvo mejores resultados para
las muestras de TiO2(OH)-Fent-(100mg) y de TiO2(OH)-AV-(200mg).28

En 2010, Sundblom A. y colaboradores, estudiaron la formacion de silice
mesoestructurada mediante la adicion del tensoactivo pluronic 123. Realizaron la
sintesis de tres materiales variando el tiempo de la reaccién de hidrdlisis, S1-1 (2
h 15 min), S1-2 (23 h) y S1-3 (5 dias), a pH de 3.3 a partir de TEOS con una
solucién acuosa de pluronic 123 en relacion 1:1.5:100 (SiO2:P123:H20). La mejor
formacidn de silice mesoestructurada tras la remocion del tensoactivo fue en el
material S1-2, por lo que se concluye que el tiempo de hidrdlisis y el grado de

condensacién es importante para la formacion de silice mesoestructurada. 2’

En 2014, Bhattacharyya S. y colaboradores, elaboraron peliculas delgadas
para la inhibicion de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) y

evaluaron su actividad in vitro. Estas peliculas de silice se obtuvieron via sol-gel
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para la liberacion controlada del antibiético vancomicina y farnesol un compuesto
organico natural. Los resultados del estudio demostraron que la incorporacién de
farnesol no afecta la formacion de las peliculas, ni la liberacién de vancomicina,
al contrario, demuestran un aumento en la potencia de la vancomicina para la
inhibicion de MRSA. La incorporacién de vancomicina y farnesol durante la
sintesis via sol-gel para la obtencion de peliculas delgadas representa una nueva

formulacién para el tratamiento con antibiéticos. 28

Hu L y colaboradores, en 2014, crearon un sistema de liberacién sostenida
de un farmaco poco soluble en agua, la indometacina, mediante la incorporacion
de ésta en una silice mesoporosa funcionalizada con un polimero organico
natural (alginato). Los resultados mostraron que la liberacion sostenida de
indometacina se desaceler6 de manera efectiva debido principalmente a los
efectos bloqueantes del recubrimiento con alginato. Esta combinacién ayuda a
disefos de liberacion sostenida oral para farmacos poco solubles en agua.?®

En 2014, Catauro M. y colaboradores, estudiaron la cinética de liberacién
y la bioactividad de materiales hibridos de SiO> con PCL (poli caprolactona)
sintetizados via sol-gel, incorporando un farmaco antiinflamatorio, el ketoprofeno.
Realizaron diversas sintesis a partir del tetraetilortosilicato modificando la
cantidad de PCL (6, 12, 50%) y de farmaco incorporado (5, 10, 15%).
Demostraron la bioactividad de los materiales hibridos sintetizados por la
formacién de una capa de hidroxiapatita. La mayor liberacién de ketoprofeno se
produjo durante las primeras horas, subsecuentemente la velocidad disminuyo
proporcionando una dosis de mantenimiento hasta el final del experimento (7 h).

Kawashita M. y colaboradores, en el aino 2015, realizaron un estudio
donde evaluaron la formacién in vitro de apatita y la liberacion de un colorante
como modelo de un farmaco hidrofilico (rodamina B), a partir de microesferas
porosas de TiOz preparadas via sol-gel con diferente contenido de SiO2. Como

resultado se dio la formacioén de apatita en la superficie de las microesferas a los
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ocho dias de estar en contacto con un fluido corporal simulado. La liberacién de
rodamina B fue rapida en las primeras horas y después ocurrié una difusion
prolongada. Concluyeron que las microesferas porosas de TiO> tienen un alto
potencial como rellenos de cemento de liberacion de farmacos para tratamiento

guimioterapéutico de tumores metastasicos de hueso.*°

Mohseni M. vy colaboradores, en 2015, realizaron la sintesis vy
caracterizacion de nanoparticulas de silice mesoporosa conteniendo rifampicina
(antibidtico contra Mycobacterium tuberculosis) como un potencial sistema de
liberacién de farmacos de accién pulmonar. La sintesis se realizé a partir del
TEOS y de un tensoactivo, bromuro de cetilmetilamonio (CTAB). Los resultados
mostraron un tamano de particula de 218 + 46 nm y un area superficial de 816
m?g'. Las nanoparticulas de silice mesoporosa conteniendo rifampicina fueron
capaces de liberar 95% del contenido de farmaco después de 24 h, siguiendo

una liberaciéon mas rapida en las primeras cuatro horas.®'

En 2015, De Oliveira L. y colaboradores, utlizaron materiales
mesoporosos con diferente tamafno y distribucién de poro, los cuales fueron
funcionalizados con &cido folico y se les incorpor6 metotrexato (agente
antineoplasico). Los resultados de la liberacion in vitro mostraron que la liberacion
es mas prolongada en los materiales mesoporosos funcionalizados que en los
gue no contenian acido folico, en éstos la constante de liberacién fue de K=0.39,
comparada con la obtenida de los materiales sin funcionalizar, K=4.12, lo cual se
atribuye a las interacciones que se presentan con los grupos generados durante

la funcionalizacion. °

Se ha reportado la incorporacién de ciprofloxacino en diferentes matrices,
con el fin de generar sistemas de liberacion sostenida, para lo cual se han
estudiado variaciones en el tipo y cantidad de reactivos, en el proceso y en las

condiciones de sintesis.
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En 2013, Sasikumar S., realiz6é un estudio in vitro del efecto del tamano de
particula en la cinética de liberacion del clorhidrato de ciprofloxacino en una
matriz bioceramica de fosfato de calcio. Los resultados mostraron que la
liberacién de ciprofloxacino fue inicialmente muy rapida y después presentd una
velocidad mas lenta, que se mantuvo durante varios dias. Demostraron también
que para este farmaco, el tamano de particula juega un papel importante en la
cinética, ya que la liberacion es mas rapida en particulas mas grandes mientras

que la liberacién es méas sostenida cuando el tamaro de particula es menor.3?

Mabrouk M. y colaboradores, en 2014, realizaron un estudio para evaluar
el efecto de la incorporacion de ciprofloxacino en un polimero a base de alcohol
polivinilico (PVA) y en una matriz hibrida sintetizada a partir de tetraetilortosilicato
y PVA. Los resultados mostraron perfiles de liberaciébn sostenida del
ciprofloxacino, la cinética de liberacién a partir de la matriz hibrida obtuvo mayor
porcentaje de ciprofloxacino liberado comparado con el que presenta el polimero
organico solo, esto lo atribuyen a que en la matriz hibrida no hay espacio libre
para el ciprofloxacino, lo que provoca una liberacion rapida del farmaco. '’

En 2015, Cicco S. y colaboradores, realizaron la incorporacion de
ciprofloxacino en materiales de biosilica a partir del nitroxido ciclico 2,2,6,6-
tetrametilpiperidina-N-oxilo (TEMPOQO) producido por Thalassiosira weissflogiiy 10s
funcionalizaron con (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES). EI TEMPO-
funcionalizado da como resultado un cambio en las propiedades del biomaterial,
tanto en la capacidad de incorporacion del farmaco como en la cinética de
liberacidn, presentando un comportamiento de liberacion inicial rapida seguido
de un proceso lento. Ademas, demostraron que el biomaterial funcionalizado
aporta estabilidad al ciprofloxacino, ya que reduce la producciéon de radicales
libres del ciprofloxacino debido a que el TEMPO presenta actividad antioxidante
relacionada con su capacidad de eliminar los radicales superdxido, peroxido y

alquil. 3334
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A partir del proceso sol-gel se han sintetizado una amplia variedad de
biomateriales ceramicos Utiles para sistemas de liberacion modificada de
farmacos. Se han incorporado a estos materiales ceramicos diversos principios
activos, dentro de los que destacan antiinflamatorios no esteroideos, analgésicos,
antiepilépticos, antineoplasicos y antibiéticos, entre otros. Ademas, se ha variado
el tipo de precursor que se utiliza para la sintesis, asi como la relacién de éste
con los solventes, también el valor del pH durante la sintesis de los materiales
ocasiona comportamientos diferentes de la polimerizacién del precursor.
Adicionalmente, la utilizacion de tensoactivos con caracteristicas quimicas
diferentes produce ordenamiento en la formacién de poros, asi mismo estos
poros pueden ser modificados al utilizar polimeros para funcionalizar la matriz y
asi favorecer la unién del farmaco, ocasionando una liberacion del principio activo
mas prolongada.

La utilizacion de una matriz ceramica de éxido de silicio para la liberacion
del antibiético ciprofloxacino es una nueva alternativa para sistemas de liberacion
prolongada, cuyo comportamiento dependera de sus propiedades texturales,
mismas que se estudiaron modificando la relacion alcdxido/agua, la utilizacion de
dos formas de incorporacion del farmaco, la sintesis de los materiales en forma

de polvos y peliculas.

Se estudié ademas una variante de los métodos de liberacién, la difusién
en agar, que permite estudiar condiciones in vitro utilizando un cultivo bacteriano,
que simule de forma mas cercana las condiciones de exposicion de un implante.
Todo lo anterior provee potenciales aplicaciones en el campo de la

nanotecnologia, la farmacia y la medicina.

2.1 Justificacion

El ciprofloxacino es un antibiético fluoroquinolénico de segunda
generacidon que fue sintetizado en 1981 y ha sido sefalado como el agente
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antibacteriano que mas se consume a nivel mundial y el nUmero cinco mas
comunmente prescrito en los Estados Unidos de América. El alto nivel de
utilizacién del ciprofloxacino ha desarrollado una importante resistencia
bacteriana, debida al mal uso en una administracién innecesaria o al consumo
en dosis irregulares. Durante el tratamiento con fluoroquinolonas, surge
aproximadamente una bacteria resistente de cada 107-10° microorganismos. La
resistencia bacteriana se debe a una 0 mas mutaciones puntuales en la regién
de union de la fluoroquinolona en la enzima o a un cambio en la permeabilidad
del microorganismo. La resistencia a una fluoroquinolona generalmente confiere

resistencia cruzada contra todos los demas miembros de esa clase.

Aunado a esto, se han reportado estudios clinicos relacionados con los
efectos adversos, algunos asociados a la generacién de radicales libres por parte
del antibiético, de tal manera que el empleo de formas farmacéuticas que
permitan un efecto localizado en el sitio de la infeccién representa una reduccion
de la absorcién sistémica y por ende una disminucién de los efectos adversos,
asi mismo el mantenimiento de concentraciones terapéuticas constantes durante
el tiempo de duracion de la terapia, reduce el riesgo de desarrollo de resistencia
bacteriana.

Por estas razones, en el presente trabajo se sintetizaron biomateriales
ceramicos mesoporosos ordenados de silice que contienen ciprofloxacino y se
estudio la cinética de liberacion al modificar las condiciones de sintesis para
proporcionar una liberacion sostenida. Los biomateriales se elaboraron como
polvos y también en forma de peliculas, los cuales tendran potencial para
desarrollar implantes que puedan ser utilizados en la profilaxis o tratamiento de
infecciones osteoarticulares. Estas formas de dosificacion presentan como
ventaja, sobre las de accidn sistémica, que proporcionan una alta concentracion
de agente antimicrobiano en el sitio de la infeccidon y mejora la relacion

eficacia/seguridad terapéutica. Ofreciendo ademas una disminucion en el riesgo
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de desarrollo de resistencia bacteriana al permitir una completa adherencia de

los pacientes a la farmacoterapia.

2.2 Aportacion cientifica

Sintesis de biomateriales ceramicos que permitan la liberacion prolongada
de ciprofloxacino con potencial para el desarrollo de implantes que puedan ser

utilizados en el tratamiento y profilaxis de infecciones osteoarticulares.

2.3 Hipoétesis

El ciprofloxacino incorporado en una matriz de SiO> mesoestructurada
sintetizada via sol-gel se liberara en forma sostenida en un tiempo mayor a 120
horas.

2.4. Objetivo general

Sintetizar biomateriales ceramicos mesoporosos de silice utilizando
pluronic como plantilla y evaluar sus propiedades para la liberacion prolongada
de ciprofloxacino.

2.4.1 Objetivos especificos

e Obtener biomateriales cerdmicos que contengan ciprofloxacino en forma
de polvos y peliculas sintetizados via sol-gel a dos concentraciones del
precursor alcoxido.

e Obtener biomateriales ceramicos mesoestructurados que contengan
ciprofloxacino en forma de peliculas y polvos sintetizados via sol-gel
utilizando el tensoactivo pluronic como plantilla mesoestructurada.

e Caracterizar los biomateriales sintetizados por diferentes técnicas

térmicas, espectrométricas y microscépicas.
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Evaluar in vitro la cinética de liberacién de ciprofloxacino de los
biomateriales en solucion a pH fisioldgico.

Evaluar in vitro la liberacion de ciprofloxacino de los biomateriales
mediante la medicion de su actividad antimicrobiana utilizando un cultivo

de P. aeruginosa

2.5 Metas

Obtener el grado de Maestria en Ciencias con Orientacion en Farmacia en
el tiempo establecido.

Divulgar los resultados de la investigacion en congresos nacionales y/o
internacionales.

Redactar un articulo de los resultados para su publicaciéon en una revista
cientifica internacional.
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CAPITULO 3

MATERIALES Y METODOS

3.1 Materiales
3.1.1 Reactivos y equipos

v" Principio activo: Ciprofloxacino C17H18FN3O3s, >98% (Sigma-Aldrich)

v Alcoxido: Tetraetilortosilicato (TEOS), SiCsH2004 98% (Grado RA, Sigma-
Aldrich)

v Solvente: Alcohol etilico 99.6% (Desarrollo de Especialidades Quimicas, S.A.
de C.V.)

v" Pluronic® P-123: HO(CH2CH20)20(CH2CH(CH3)0)70(CH2CH20)20H (Sigma-
Aldrich)

v Acido clorhidrico 37.40% (Desarrollo de Especialidades Quimicas, S.A. de
C.V)

v Acido fosférico 85% (CTR Scientific)

v" Trietilamina >99% (Sigma-Aldrich)

v Acetonitrilo (Grado HPLC, TEDIA)

La caracterizacion de los materiales se desarroll6 en instalaciones de la
Facultad de Ciencias Quimicas y del Instituto de Ingenieria Civil de la Universidad
Auténoma de Nuevo Ledn (UANL) (Tabla 3).
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Tabla 3. Lista de equipos para caracterizacion y ubicacion

EQUIPO UBICACION
_______________________________________________________________________________________________________________________________|]
Espectrémetro infrarrojo Spectrum one Laboratorio de Analisis Instrumental,

Perkin Elmer Facultad de Ciencias Quimicas (FCQ)

Analizador térmico _
_ _ o Departamento de Ecomateriales y
diferencial/termogravimétrico TA

Energia, Instituto de Ingenieria Civil
Instruments SDT Q600

_ ) . Departamento de Ecomateriales y
Difractometro de rayos X Siemens D-500 . _ T
Energia, Instituto de Ingenieria Civil

Microscopio electronico de barrido JSM- Departamento de Ecomateriales y
6701F, equipado con una sonda para EDS Energia, Instituto de Ingenieria Civil

Departamento de Ecomateriales y
Quantachrome Autosorb-1 AS-1C2 ) _ o
Energia, Instituto de Ingenieria Civil

Instituto de Fisica “Ing. Luis Rivera
Terrazas”, BUAP

Departamento de Ciencias y Tecnologia

Perfilémetro Bruker Dektak 150, Vecco

Malvern Zetasizer Nano ZS90

Farmacéuticas, Universidad de Chile

3.2 Metodologia general

La metodologia empleada en este trabajo se divide en tres etapas. La
primera corresponde a la sintesis de los biomateriales en forma de peliculas y
polvos por la técnica de sol-gel, realizando la incorporacidn del ciprofloxacino ya
sea por impregnaciéon o durante la sintesis. La segunda etapa implica la
caracterizacion de los biomateriales. La ultima etapa corresponde a la evaluacion
in vitro de la cinética de liberacidén del farmaco en solucion amortiguadora de

fosfatos y mediante la determinacion del efecto bactericida.

3.2.1 Sintesis del biomaterial

En las condiciones para llevar a cabo la sintesis de los biomateriales via

sol-gel variando la relaciéon de precursores y la cantidad de solvente (Tabla 4).
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Se llevé a cabo a pH de 3 (pH en el que se presenta principalmente la

polimerizacién lineal, lo que puede favorecer la formacién de peliculas), se

modificdé la relacibn molar alcéxido/agua, ya sea 1:6 o 1:8, y se probaron

diferentes relaciones molares alcdxido/alcohol. El ciprofloxacino se incorporé al

20% de dos maneras: durante la formacion del sol en la sintesis de la matriz

ceramica y después de la sintesis por técnica de impregnacién. La sintesis de

las peliculas de silice se realiz6 por la técnica de recubrimiento por inmersion (dip

coating). A partir de la formacién del sol, se realizaron las peliculas sobre

portaobijetos.
Tabla 4. Condiciones de sintesis de los biomateriales
pH de Relacion Forma de incorporar , ,
) ] Pluronic* | Referencia en el texto
sintesis | TEOS/H20 el farmaco
. ____________________________________________________________________________________|]
Durante la sintesis No Peli:1:6:Cipro
1:6 _ _ No Peli:1:6:CiprolM
Por impregnacién
Peliculas Si Peli:1:6:PLU:CiprolM
3
de silice Durante la sintesis No Peli:1:8:Cipro
1:8 _ _ No Peli:1:8:CiprolM
Por impregnacion
Si Peli:1:8:PLU:CiprolM
Durante la sintesis No 1:6:Cipro
1:6 ) . No 1:6:CiprolM
Por impregnacion
Si 1:6:PLU:CiprolM
Polvo 3
Durante la sintesis No 1:8:Cipro
1:8 ) . No 1:8:CiprolM
Por impregnacién
Si 1:8:PLU:CiprolM

3.2.1.1 Sintesis del biomaterial en polvo

La metodologia para la sintesis de los materiales mesoporosos (Figura 1)

comienza con la mezcla del TEOS con el 50% del total del alcohol etilico

manteniendo en agitacion por un lapso de 10 minutos, posteriormente se inicié
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con la hidrdlisis afiadiendo gota a gota la mezcla de agua con el resto de alcohol,
se ajusto el pH a 3 con &cido clorhidrico 0.1 M (afiadiendo gota a gota). Se dej6
agitando por 2 horas y después se mantuvo a temperatura ambiente en un vaso
de precipitado cerrado hasta la formacion del gel. Una vez obtenido el gel, se
dej6é envejecer por 24 horas a temperatura ambiente y después se secd a una
temperatura de 90°C hasta la formacion del xerogel. Posteriormente, el xerogel
obtenido fue molido en un mortero para homogeneizarlo y se sometié a un
tratamiento térmico a una temperatura de 400°C por 4 horas con una rampa de
calentamiento de 10°C/min.

TEOS, H,0,
Etanol
» Temperatura g
4 ambiente
TEQS, H,0, g - —_— )]
pH=3
EtanOI' HCl 0.1M
PLURONIC
123

Sol

Envejecimiento
Temperatura
ambiente

mesoestructurada

Calcinacion ( Secado
400°C 90°C
(10°C/min) 6h
4h Gel

Figura 1. Esquema general para la sintesis de materiales de silice mesoporosa o
mesoestructurada en polvo

Para la obtencion de los biomateriales mesoestructurados (Figura 1)
sintetizados utilizando pluronic como plantilla, se siguié el mismo procedimiento
con la diferencia de que primero se disolvio el pluronic P-123 (Figura 2) en el 50%
del alcohol, después se anadio el TEOS y posteriormente la solucion de agua y
el resto del alcohol fue afiadida gota a gota y se ajustd el pH. Obtenido el gel, se

llevd a las mismas condiciones de envejecimiento, secado y tratamiento térmico.
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CHa
0 0
H 0 OH
X y z

Figura 2. Estructura del tensoactivo Pluronic P-123 (x=20, y=70, z=20)

3.2.1.2 Sintesis del biomaterial en peliculas

Para la sintesis de los biomateriales en forma de peliculas se sigui6 el
mismo procedimiento de sintesis descrito anteriormente. La deposicion de las
peliculas por el método de dip-coating se hizo a partir del sol después de 24 horas
de empezada la reaccion de hidrélisis.

Se realizo el ajuste de la velocidad de inmersion en el sol (1.9 cm/s), el
tiempo de estancia (10 s) y la velocidad de extraccion (0.52 cm/s). Se utilizaron
portaobjetos de vidrio (medidas 75 x 38 mm, espesor 0.90-1.10 mm) como
soporte para la deposicion del material en peliculas.

Después de la deposicion del sol en el soporte, se secd a temperatura
ambiente y posteriormente se sometié a un tratamiento térmico a 400°C por un
lapso de 4 horas con una rampa de calentamiento de 10°C/min. Este proceso fue
repetido varias veces para obtener la mayor cantidad de biomaterial depositado,

se peso el soporte antes y después de cada deposicion (Figura 3).
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TEOS, H,0, l
Etanol

Temperatura
ambiente

B ————
pH=3
HCl0.1M

TEOS, H,0,
Etanol,
PLURONIC 123

mesoestructurada I
Calcinacion 4 Secado

N —— _
400°C Temperatura
(10°C/min) ambiente
4h 16h Dip coating

Figura 3. Esquema general para la sintesis de peliculas de silice mesoporosa o
mesoestructurada

Se midi6 el espesor de las peliculas mediante la técnica de perfilometria
utilizando un perfilometro Bruker Dektak 150 Vecco.

3.2.2 Forma de incorporar el farmaco

3.2.2.1 Incorporacion del farmaco durante la sintesis

Los materiales mesoporosos a los cuales se les incorpora ciprofloxacino
durante la sintesis se obtuvieron mezclando inicialmente el 20% de ciprofloxacino
correspondiente en peso de la cantidad de material con el total de alcohol etilico
colocando la mezcla en agitacién y adicionando el TEOS, posteriormente se inicid
con la hidrdlisis afiadiendo gota a gota el agua, se ajustd el pH a 3 con &cido
clorhidrico 0.1 M. Se dejé agitando por 2 horas y después se mantuvo estatico a
temperatura ambiente en un vaso de precipitado cerrado hasta la formacién del
gel. Una vez obtenido el gel, se dejé envejecer por 24 horas a temperatura
ambiente y después se seco a una temperatura de 90°C hasta la formacién del
xerogel. Se homogeneizo el biomaterial y se sometio a un tratamiento térmico a
una temperatura de 200°C por 4 horas con una rampa de calentamiento de
10°C/min.
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3.2.2.2 Incorporacion del farmaco por impregnacion

La impregnacion de los materiales mesoporos y mesostructurados en
forma de polvos y peliculas se realizé adicionando la cantidad de ciprofloxacino
correspondiente al 20% y se disolvié en acido clorhidrico 0.01 M, se colocé en
agitacion y posteriormente se anadio el material. Se mantuvo en agitacion por 48
h y posteriormente se sec6 a 50°C.

3.2.3 Caracterizacion de los biomateriales

3.2.3.1 Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FTIR). Los
espectros de absorcion de infrarrojo se registraron en un espectrometro infrarrojo
Spectrum one Perkin Elmer. El barrido espectral por ATR se realiz6 en un
intervalo de 4000 a 650 cm™.

3.2.3.2 Analisis térmico diferencial y termogravimétrico (ATG-ATD). Se
llevé a cabo en un analizador térmico diferencial/termogravimétrico TA
Instruments SDT Q600, las mediciones se realizaron en un rango de 25-800 °C,
con atmosfera de aire y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

3.2.3.3 Difraccion de rayos X (DRX). Se realizd para analizar la estructura
cristalina de la silice mediante un difractémetro de rayos X Siemens D-500. La
intensidad de difraccion se midié en un intervalo del angulo 2 8 de 5° a 90°, con
un tamano de paso de 0.02°.

3.2.3.4 Microscopia electrénica de barrido (MEB) y espectroscopia de
dispersion de energia de rayos X (EDS) para conocer la morfologia de los
biomateriales y de la silice, las imagenes se obtuvieron con un microscopio
electrénico de barrido JSM-6701F, este instrumento estd equipado con una
sonda para EDS, el cual indica la composicion quimica de las muestras. Se utilizé
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cinta de cobre para fijar las muestras y se les realiz6 un recubrimiento con oro y

paladio.

3.2.3.5 Andlisis textural: BET-BHJ. Se calculé el area superficial especifica
y porosidad a partir del método BET (Brunauer-Emmett-Teller) y el BJH (Barret-
Joiner-Halenda). Las isotermas de adsorcién y desorcion de nitrégeno se
obtuvieron usando el equipo Quantachrome Autosorb-1 AS-1C2. Antes de
obtener las isotermas, las muestras fueron desgasificadas al vacio por 48 horas
a 90°C.

3.2.4 Identificacion y cuantificacion de ciprofloxacino

La cuantificacion de ciprofloxacino inicialmente se llevd a cabo por
espectrofotometria UV-Vis, posteriormente se decidié utilizar para la
identificacion y cuantificacion del farmaco la cromatografia liquida de alta eficacia
(HPLC), ya que es una de las técnicas mas indicadas para el analisis y control
de medicamentos de las Farmacopeas Oficiales, como la USP (Pharmacopeia of
United States of America) y la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
(FEUM).

3.2.4.1 Cuantificacion de ciprofloxacino por espectrofotometria UV-Vis

La cuantificacion de ciprofloxacino se llevé a cabo por medio de
espectrofotometria UV-Vis en un espectrofotometro Varian Cary 50. Para
conocer la longitud de onda de maxima absorcion de ciprofloxacino se preparé
una solucién de 10 pg/mL (10 ppm) y se registrd el espectro de absorcion UV-
Vis.

La solucidon stock de referencia se prepar6é pesando una cantidad de 10
mg de ciprofloxacino, colocandola en un matraz volumétrico de 100 mL, y

disolviendo con HCI 0.1M, para obtener una concentracion final de 100 pg/mL.
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3.2.4.1.1 Curva de calibracién por espectrometria UV-Vis

Se realiz6 una curva de calibracién con 6 estandares a partir de la solucion
stock, se tomaron diferentes volimenes desde 0.5 hasta 2 mL, las alicuotas se
transfirieron a matraces volumétricos de 10 mL, se aforaron con HCI 0.1 My se
mezclaron. La preparacién de cada uno de los estandares se realizd por
triplicado. Se llevaron a cabo las mediciones de absorbancia a una longitud de
onda de 277.0 nm.

3.2.4.2 Cuantificacion de ciprofloxacino por HPLC-UV

Se realizé la cuantificacién de ciprofloxacino por medio de cromatografia
liquida de alta resolucién (HPLC), en un HPLC Waters Alliance 2695 System con
deteccion UV (Photodiode Array Detector) (Figura 4); se llevé a cabo en fase
reversa, utilizando una columna Microsorb-MV 100-5 C18 (250 x 4.6mm). La fase
movil se prepard de acuerdo a lo establecido por la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos. La fase movil estuvo compuesta por una mezcla de &cido
fosforico 0.025 M, ajustado previamente con trietilamina a pH 3.0 = 0.1;
acetonitrilo (87:13), se filtr6 y desgasifico.

Figura 4. HPLC Waters Alliance 2695 System con deteccion UV
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Se prepar6 una solucion stock de referencia de 100 mg/L (100 ppm) de
ciprofloxacino con fase mévil. Se prepararon ocho estandares de 0.3, 0.5, 1, 5,
10, 15, 20 y 30 ppm por triplicado para la curva de calibracién partiendo de la
solucién stock, se hicieron las diluciones correspondientes aforando con fase

movil.

Para conocer la longitud de onda de maxima absorcién de ciprofloxacino
se registré el espectro de absorcion UV-Vis en un espectrofotdmetro (Varian Cary
50), encontrando que tiene un maximo de absorcion a la longitud de onda de 278
nm. El volumen de inyeccién fue de 10 pL, a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min
y la sefnal de ciprofloxacino en el cromatograma se presenté con un tiempo de
retencion de 2.57 minutos. El sistema se calibré en un rango de presion entre
1690 y 1730 PSI.

Los datos obtenidos se analizaron a través del software Excel con el que
se hicieron las curvas de calibracién y los calculos necesarios (coeficiente de
correlacion, porcentaje de error, LD, LC) para determinar los parametros
analiticos de validacion.

3.2.5 Pruebas de extraccion

Para determinar el porcentaje de ciprofloxacino incorporado en cada uno
de los biomateriales sintetizados via sol-gel, se llevaron a cabo pruebas de
extraccion. Los diferentes biomateriales ya sea en polvos o peliculas fueron
sometidos a agitacion mecéanica en el equipo Incubator shaker LAB-LINE®.

Las condiciones de trabajo para evaluar la maxima cantidad liberada a
partir de cada uno de los materiales fueron la utilizacion de una solucién
amortiguadora de fosfatos pH 7.1, como solvente extractor, agitando a una
velocidad de 100 rpm y manteniendo la temperatura a 37°C. Se consideraron dos

tiempos de muestreo a 24 h y 48 h. Una vez que transcurrio el tiempo, se tomo
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una alicuota de cada muestra, se filtré y se prepararon para ser inyectadas en

HPLC, posteriormente se cuantificd el porcentaje de extraccion de ciprofloxacino.

3.2.6 Evaluacién de la liberacién de ciprofloxacino

3.2.6.1 Evaluacion de la cinética liberacién in vitro mediante la adaptacién

del método de perfil de disoluciéon

Las pruebas de liberacion in vitro se realizaron por triplicado con los
biomateriales sintetizados con pluronic de relacion TEOS/H-O 1:6 y 1:8 que
incorporan ciprofloxacino por impregnacion mediante un sistema estatico a
temperatura ambiente. El medio de disolucién fue una solucion amortiguadora de
fosfatos a pH 7.1 para simular el pH fisiolégico que se encuentra a nivel de tejido
muscular, la cual se prepar6 mediante la mezcla de una solucion de fosfato
monobasico de potasio 9.08 g/L con una solucion de fosfato dibasico de sodio
9.46 g/L (39:61), ajustado al pH con NaOH 0.2M. Se coloc6 en vasos de
precipitado 50 mL del medio, se anadieron los biomateriales y se tomaron
alicuotas de 1 mL a diferentes tiempos sin reposicion del medio (Tabla 5). La
deteccion y cuantificacion del ciprofloxacino se realiz6 mediante HPLC con
detector UV a una longitud de onda de 278 nm.

Tabla 5. Tiempos de muestreo para la cinética de liberacion

Dias/Horas
0.04/1 0.5/12 1/24 2/48 3/72 4/96 5/120

3.2.6.2 Evaluacion de la liberacion mediante la determinacién del efecto

bactericida

Se realizaron estudios de liberacion de ciprofloxacino utilizando cultivos
bacterianos de P. aeruginosa por el método de difusién en disco para asegurar
que la actividad del antibiético se conserva después de exponerse a las
condiciones de sintesis de los biomateriales. A partir de las alicuotas de 1 mL de
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las pruebas liberacion in-vitro en solucion se almacenaron 500 pL de esta en

tubos eppendorf estériles para la evaluacién de la actividad bactericida.

La reactivacion de la cepa de P. aeruginosa, se llevo a cabo un dia antes
del ensayo, mediante la inoculacién de las bacterias suspendidas en el medio de
cultivo liquido en un tubo con medio de cultivo sélido, incubando a 37°C por 12
horas.

La preparacién del medio de cultivo consistio en pesar 12.6 g de Agar
Muller-Hinton y 9 g de Agar Bacteriol6gico, se les anadi6 600 mL de agua
destilada y sometié a agitacién y calentamiento hasta obtener un medio
transparente. Posteriormente se esterilizé en autoclave a 121 °C por 15 min a 1
atm de presién. Se realiz6 el vaciado en placas de Petri de plastico estériles y se
dejo solidificar.

Para la preparacién del inoculo, se anadi6 al tubo de la cepa reactivada 3
mL de solucién salina al 0.85% y se suspendieron las bacterias, se tomd 1 mL de
la suspension con las bacterias y se transfirio a un tubo con 6 mL de solucidn
salina, se homogeneizo y se ley6 la absorbancia en un espectrofotémetro a 630
nm, se ajustd para obtener una absorbancia de 250 que es equivalente a tener
una concentracion de 3x108 células/mL. Se depositaron 200 pL de esta solucion
en cada caja de Petri y se distribuyeron con un asa de vidrio para garantizar la
inoculacién de toda la superficie.

La prueba de difusion se llevo a cabo utilizando discos de papel filtro de
0.6 cm de diametro, cada disco se impregné con 10 uL de las alicuotas del perfil
de liberacidn in vitro, para el blanco se utilizaron discos impregnados con solucién
amortiguadora de fosfatos, al que se le agreg6 silice sin antibiético. Los discos
impregnados se colocaron sobre la superficie del agar utilizando pinzas, sin

mover el disco una vez que haya entrado en contacto con la superficie de agar.

31



Se colocaron 6 discos (0.6 cm de diametro) en cada caja de Petri: 3 repeticiones

de la muestra y 3 repeticiones del estandar (Figura 5).

Disco Muestra
1,2, 3 Triplicado alicuota
4,5, 6 Triplicado estandar

Figura 5. Esquema de la ubicacion de los discos en las caja de petri

Se sembraron 28 placas con el microorganismo, se utilizaron siete placas
para cada material, una para cada tiempo de muestreo (Tabla 6). Una vez que
los discos se colocaron, las cajas se incubaron a 37 °C durante 15 horas.
Posteriormente se midi6 el halo de inhibicién comparando los resultados de las

muestras con los estandares.

Tabla 6 . Placas sembradas para cada material

Paca  deiTiempo  Sonceniace
t1 1 0.5
t2 12 1
t3 24 5
t4 48 10
t5 72 30
t6 96 15
t7 120 20
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3.2.7 Método alternativo de sintesis de nanoparticulas de silice y modificacién de

sus propiedades por funcionalizacién.

3.2.7.1 Sintesis de nanoparticulas de silice mesoporosa por el método de

Arriagada y col.

A partir del método de Arriagada y colaboradores se sintetizaron
nanoparticulas de silice con y sin CTAB (bromuro de hexadeciltrimetilamonio)
(Figura 6) .'° Para la sintesis sin tensoactivo, se afadieron lentamente 1.73 mL
de TEOS a una mezcla de 44 mL de etanol, 2.98 mL de agua desionizada y 1.28
mL de amoniaco en un matraz de fondo redondo a temperatura ambiente con
agitando por 3 horas y la dispersién resultante se lavo con varias porciones de
etanol seguido de centrifugacion y resuspensién en etanol grado HPLC. En la
sintesis de nanoparticulas con tensoactivo se anadieron 3 mg de CTAB a la
mezcla de etanol agua y amoniaco y posteriormente se afadi6é el TEOS gota a
gota, se agitdé y se mantuvo el sistema a temperatura ambiente por 3 horas.
Después se les anadié 3 mL de HCI al 37% y se mantuvo bajo agitacion y reflujo
a 60°C durante 15 h. La suspensién resultante se lavé con varias porciones de

etanol, seguido de centrifugaciéon y resuspensién en etanol grado HPLC.

Br
Hsc\; /C H3

W\/\/W\/\\/ \CH3

Figura 6. Estructura de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB)

3.2.7.2 Funcionalizacién de nanoparticulas de silice mesoporosa

Las nanoparticulas con y sin tensoactivo dispersas en etanol se
centrifugaron y se resuspendieron en 5 mL de acetona para su posterior
funcionalizacién con (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES) (Figura 7). Se

afnadieron las nanoparticulas en acetona a 50 mL de tolueno y se afnadieron gota
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a gota 0,8 mL de APTES. La mezcla se calenté con agitacién y reflujo durante 3h
y se mantuvo 12 h solo con agitacién. Las nanoparticulas se lavaron y
centrifugaron varias veces con porciones de tolueno, tolueno:acetona,
acetona:etanol y etanol y se almacenaron nuevamente en suspension en etanol
grado HPLC.

O~ “CHs

/\ I
H -Si
C7TOSi~_~
HaC._ O :

Figura 7. Estructura de (3-aminopropil) trietoxisilano (APTES)

3.2.8 Pruebas de adsorcion de ciprofloxacino en nanoparticulas de silice
mesoporosa sintetizada por el método de Arriagada y col.

3.2.8.1 Incorporacién de ciprofloxacino en nanoparticulas

La incorporacion del farmaco se llevd a cabo agregando 20 mg de
ciprofloxacino, disueltos en 5 mL de agua acidificada con HCI al 37%, y se
afnadieron 20 mL de una suspension etandlica de cada tipo de nanoparticulas. La
mezcla se agité a 100 rpm por 48 h y posteriormente se centrifugd a 10000 rpm
durante 20 minutos, después de esto, se obtuvieron alicuotas para el determinar
la concentracion de farmaco residual mediante HPLC, la diferencia con la
cantidad de ciprofloxacino afadido corresponde al adsorbido en las
nanoparticulas de silice.

3.2.8.2 Cuantificacion de ciprofloxacino para nanoparticulas

Se realizé la cuantificacion de ciprofloxacino por HPLC, empleando el
equipo HPLC Shimadzu 20A System con deteccion UV/VIS del Departamento de
Ciencias y Tecnologia Farmacéuticas, Universidad de Chile (Figura 8); el andlisis

se llevo a cabo en fase reversa, utilizando una columna C18 (150 x 4.6mm). La
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fase mévil estuvo compuesta por una mezcla de acido acético al 2% y acetonitrilo

(86:14), filtrada y desgasificada.

Figura 8. HPLC Shimadzu 20A System con deteccion UV/VIS

Se prepar6 una solucién stock de referencia de 2000 mg/L (2000 ppm) de
ciprofloxacino en HCI 0.01M. Se prepararon seis estandares de 15, 50, 100, 300,
600 y 720 ppm por triplicado para la curva de calibracién partiendo de la solucién
stock, se hicieron las diluciones correspondientes aforando con agua.

Se encontrd la longitud de onda de méxima absorcion de ciprofloxacino a
279 nm. El volumen de inyeccidn fue de 10 L, a una velocidad de flujo de 1.0
mL/min y la sefal de ciprofloxacino en el cromatograma se presenté con un
tiempo de retencidén de 2.57 minutos. El sistema se calibré en un rango de presion

entre 50-60 BAR. Los datos obtenidos se analizaron a través del software Excel.
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3.2.9 Caracterizacién de nanoparticulas de silice sintetizadas por el método de

Arriagada y col.

3.2.9.1 Dispersién de luz dinamica (DLS) y potencial zeta

El tamario promedio de particula y el potencial Zeta de las nanoparticulas
sintetizadas se determinaron usando un Malvern Zetasizer Nano ZS90. Las

muestras se diluyeron con etanol y buffers a diferentes pH.

3.2.9.2. Determinacién del mecanismo de adsorcion de ciprofloxacino en

las nanoparticulas mediante modelos isotérmicos

La determinacion de la isoterma de adsorcién fue realizada afiadiendo una
cantidad fija de nanoparticulas en solucién (50 mg/10 mL etanol) a cantidades
variables de ciprofloxacino (0.5-8 mg). Se agitaron los contenidos del matraz por
24 h posteriormente se centrifugdé a 10000 rpm durante 20 minutos para obtener
alicuotas para el analisis de concentracion mediante HPLC. La cantidad de
carbono adsorbido en el equilibrio frente a la superficie de las nanoparticulas se
calculé a partir de la siguiente ecuacion:

Co—Co)V
go = L= (Ec.6)

m

Donde @e es la cantidad de ciprofloxacino adsorbida por unidad de
cantidad de nanoparticula en equilibrio (mg/g), Coy Ce son las concentraciones
en solucion en solucion antes y después de la adsorcion respectivamente (mg/L),

V es el volumen del medio (L) y m es la masa de nanoparticulas (g).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1 Biomateriales sintetizados

4.1.1 Biomateriales sintetizados en forma de polvo

La sintesis se realizé en un medio acido a un pH de 3. Se sigui6 la misma
ruta de sintesis para los biomateriales en polvos o peliculas. Se probaron dos
cantidades de TEOS y tres relaciones molares TEOS/Etanol y se observé que el
tiempo de gelacion varia en funcién de las condiciones de sintesis (Tabla 6), el
tiempo de gelacion presenté un comportamiento dependiente de la cantidad de
TEOS y no estuvo directamente relacionado con la cantidad de alcohol etilico, ya
que el mayor tiempo de gelacién se presentd al utilizar la menor cantidad de
TEOS y la mayor proporcion de alcohol etilico el tiempo de gelacion aumentd,
mientras que la gelacion ocurrié en menor tiempo al utilizar la mayor cantidad de

TEOS y una proporcién intermedia de alcohol etilico.

La gelacioén rapida es desfavorable debido a que para la obtencién de
peliculas es necesario que el sol se mantenga transparente y estable por mayor
tiempo, para obtener mayor cantidad de deposiciones sobre los portaobjetos. El
tiempo de gelacion varié ampliamente en los materiales sintetizados, los valores
fluctian entre los 5 y 50 dias, siendo los menores para la relacion TEOS/Etanol
1:5, cuando la cantidad de TEOS utilizada fue de 14 g, para ambas relaciones
molares TEOS/agua, 1:6 y 1:8 (Tabla 7).
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Tabla 7. Condiciones de sintesis probadas y tiempos de gelacion

Relacion molar | Cantidad @ Relacion molar Pluronic Tiempo de
TEOS/agua de TEOS TEOS/etanol gelacion
8¢ 1:1 - 11 dias
1:6 14 g 1:5 - 5 dias
14 g 1:10 - 26 dias
1:6 8¢ 1:10 49 37 dias
8¢ 1:1 - 11 dias
1:8
14 g 1:5 - 5 dias
8¢9 1:10 49 50 dias
1:8
14 g 1:5 6.99 5 dias

Se decidié trabajar con la mayor cantidad de TEOS y la relacion molar
TEOS/Etanol 1:10 (Tabla 8), ya que permite que el sol permanezca estable el
tiempo necesario para llevar a cabo las deposiciones. Con respecto a las
relaciones molares de los precursores, al mantener constante la cantidad de
alcohol etilico, la relacién molar 1:8 TEOS/agua presenta tiempos de gelacion
menores comparados con las sintesis realizadas a la relacion molar 1:6. Ademas,
las sintesis que contienen pluronic tienen mayor tiempo de gelacién con respecto

a las que no tienen tensoactivo.

Lépez T., sefala que en el proceso sol-gel es de vital importancia revisar
parametros como son la relacion molar TEOS/agua, el pH de la reaccion, la
influencia del solvente, entre otros, puesto que de ellos dependen las
caracteristicas fisicoquimicas finales de los materiales sintetizados. Las
investigaciones acerca del efecto del agua sobre las propiedades del gel indican
que cuando la relacion alcéxido/agua es mayor que la requerida
estequiométricamente, la reaccion de hidrolisis es completa, aunque a mayor
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hidrélisis se obtienen productos poliméricos altamente ramificados, ademas al
incrementar esta relacion el tiempo de reaccién para la formacién de gel también
aumenta. Asi mismo, Lépez T., indica que al aumentar la relacion TEOS/solvente
el tiempo de gelacién aumenta. '® Esto concuerda con los resultados que
obtuvimos, ya que en nuestras sintesis se controlaron los parametros como la

relacion TEOS/solvente y la relacion TEOS/agua para aumentar el tiempo de

gelacion.
Tabla 8. Condiciones finales de sintesis y tiempos de gelacion
Relacion molar Relaciéon molar Pluronic Tiempo de
TEOS/agua TEOS/etanol (9) gelacion
1:6 1:10 - 26 dias
1:8 1:10 - 24 dias
1:6 1:10 6.9 28 dias
1:8 1:10 6.9 25 dias

4.1.2 Biomateriales sintetizados en forma de pelicula

El procedimiento para la sintesis de peliculas se realizd de acuerdo con lo

descrito en la metodologia.

Se evalué el numero de inmersiones del portaobjetos dentro del sol, asi
mismo se calculd el peso del biomaterial depositado. Se decidié que la cantidad
de biomaterial depositado en el portaobjetos fuera aproximadamente de 30 mg,
correspondiente a la silice depositada después de la calcinacion, requiriendo asi
diferente numero de deposiciones (Tabla 9). Se observo que con la relacién molar
1:8 TEOS/agua se deposita mayor cantidad de material (30%) comparado con
las sintesis de relacién molar 1:6, lo cual se asocia a la viscosidad del sol, la cual

es mayor en el sol sintetizado a una relacion molar 1:8. Ademas, las sintesis con
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pluronic favorecen la deposicion del material, ya que en estos casos fue
necesario un menor numero de capas para lograr depositar la cantidad de
material establecida.

Tabla 9. Sintesis de peliculas

oacion RO puronc | Namerode | Sanidade
TEOS/agua @ TEOS/etanol (mol) deposiclones (mg)
1:6 1:10 - 13 29 + 1
1:8 1:10 - 11 32 +1
1:6 1:10 1.16x1073 7 28 + 1
1:8 1:10 1.16x1073 6 33+1

El espesor de las peliculas formadas sobre el portaobjetos se midié por
perfilometria. Los resultados mostraron que las peliculas sintetizadas sin pluronic
obtuvieron un mayor espesor comparado con las peliculas sintetizadas con
tensoactivo (Tabla 10), concordando con el nimero de deposiciones realizadas.

Tabla 10 . Espesor de las peliculas de relacion molar 1:6

Espesor de la

Muestra pelicula (um)
Peli:1:6 12.047
Peli:1:6:PLU 8.957

4.2 Caracterizacion de los materiales

4.2.1 Analisis térmico de ciprofloxacino y de los materiales sin calcinar
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4.2.1.1 Ciprofloxacino

El andlisis ATG-ATD para ciprofloxacino (Figura 9) muestra un pico
endotérmico en la curva de ATD aproximadamente a 275°C, el cual corresponde
a la temperatura de fusién de este farmaco (268°C). El pico exotérmico que se
observa aproximadamente a 550°C corresponde a la temperatura de
descomposicién, lo cual concuerda con la pérdida del 100% del peso en la curva
de ATG.* Estos resultados dan la pauta para establecer las condiciones de
tratamiento térmico para los materiales conteniendo ciprofloxacino incorporado

durante la sintesis.
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Figura 9. Andlisis térmico ATG-ATD de ciprofloxacino

4.2.1.2 Materiales en fresco

En la grafica de ATG-ATD para los materiales en fresco (antes de la
calcinacion) de relacion molar 1:6 sin pluronic (Figura 10) se observa un pico
endotérmico en la curva de ATD aproximadamente a 100 °C y concuerda con
una pérdida del 15% en peso en la curva de ATG, todo esto es correspondiente
con la eliminacién de agua o solventes residuales utilizados en la sintesis.3¢ Asi
mismo entre 200-600 °C se observa una pérdida gradual de peso atribuida a la

eliminacién de los grupos silanoles formados sobre la superficie. 3738
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Figura 10. Andlisis térmico ATG-ATD de polvos en fresco de SiO; relacion molar 1:6

En la grafica de ATG-ATD para los materiales en fresco de relacién molar
1:6 con pluronic (Figura 11) se observa un pico endotérmico en la curva de ATD
aproximadamente a 100 °C, semejante al que se presenta en los materiales que
no contienen pluronic que corresponde a la eliminacién de agua o solventes
residuales.®® Ademas, se observa la presencia de un pico exotérmico a 200°C
con una pérdida en peso del 50% que corresponde a la combustién del pluronic
y coincide con la cantidad de tensoactivo afiadida. A 400°C se ha perdido la
mayor proporcion de peso.>

100 L12
EXO i B
)
80 g
o L0s8 g‘
50% 2
® F06
o 604 3
@ =]
2 Lo4 @
-
ATD |,, S
40 - T
S

0.0
ATG =

20 ; 02

— T
V] 100 200 300 400 500 600 700 800 900

Temperatura (°C)

Figura 11. Analisis térmico ATG-ATD de polvos en fresco de SiO- con pluronic relacion
molar 1:6
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4.2.1.3 Materiales que contienen ciprofloxacino incorporado durante la

sintesis

En los resultados del andlisis ATG/ATD de los biomateriales que contienen
ciprofloxacino incorporado durante la sintesis (Figura 12) de relacién molar
TEOS/H20 1:6 y 1:8, se observa una primera pérdida del 20 y 30% en peso
respectivamente a los 95°C, la cual es atribuida a la evaporacion de residuos de
la sintesis, asi como a la pérdida de agua. Se observa una segunda pérdida
aproximadamente a partir de los 270°C de alrededor del 15% en peso, y
corresponderia al comienzo de la descomposicion del ciprofloxacino incorporado

y a la pérdida de los grupos silanol de la estructura. 353738

En un estudio realizado por Lépez T. y col., se reporta una pérdida gradual
a partir de la temperatura ambiente hasta aproximadamente los 100°C la cual
esta asociada con residuos de etanol generados en la sintesis y con la
deshidratacion de la silice y del farmaco, una segunda pérdida alrededor de los
168°C se presenta por la descomposicion del farmaco incorporado (Ketorolaco)
y una pérdida posterior a los 200°C, la cual es atribuida a la pérdida de grupos

silanol de la estructura.s8
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Figura 12 . Analisis térmico ATG-ATD de materiales en polvo conteniendo
ciprofloxacino incorporado durante la sintesis: a) 1:6:Cipro, b) 1:8:Cipro
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4.2.1.4 Materiales impregnados con ciprofloxacino

Los resultados del analisis ATG/ATD de los biomateriales impregnados
con el farmaco (Figura 13) mostraron un comportamiento similar. En estas
gréficas se observa una primera pérdida (5-14%) en peso aproximadamente a
95°C atribuida a la evaporaciéon de residuos de la impregnacion. Se observa
también una segunda pérdida (6%) aproximadamente a partir de los 270°C,
correspondiente a la temperatura de fusion del ciprofloxacino, a partir de la cual

inicia la descomposicion del farmaco.38
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Figura 13 . Analisis téermico ATG-ATD de materiales en polvo impregnados con

ciprofloxacino: a) 1:6:CiproIM, b) 1:6:PLU:CiprolM, c) 1:8:CiprolM, d) 1:8:PLU:CiproIM

4.2.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
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4.2.2.1 Ciprofloxacino

El espectro infrarrojo para ciprofloxacino (Figura 14), muestra las
principales bandas propias de los grupos funcionales presentes en la estructura
del farmaco, las cuales corresponden a las vibraciones de estiramiento del C=0
del &cido carboxilico (=1615 cm™), del carbonilo ceto (1588 cm™), del grupo O-
H del acido carboxilico (3100 cm), al grupo N-H de la amina secundaria (<2800
cm™) y al estiramiento C-N (=1498 cm™). 3°

* C-N Estiramiento
1498cm™?

C-H
0-H estiramiento
N-H

%T

-
. c=0 =0
1615 em' 1588 cm*

T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000

Figura 14. Espectro infrarrojo de ciprofloxacino

4.2.2.2 Espectros infrarrojo de los materiales sintetizados en forma de

polvos y peliculas

En los espectros infrarrojo de los materiales sintetizados en forma de polvo
tanto de relacibn molar 1:6 como 1:8 (Figura 15) se observan las bandas
caracteristicas de SiO2: banda de estiramiento y flexion del enlace O-Si-O =1064
y =793 cm’! respectivamente, y vibracion del enlace entre oxigeno y el silicio del
grupo silanol (Si-OH) (=939 cm'). Ademas, en los materiales frescos se observa
una banda débil entre 3500-3000 cm, la cual esta relacionada con el agua

adsorbida y el O-H del grupo silanol. El espectro infrarrojo indica también la
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completa eliminacion del tensoactivo después del tratamiento térmico ya que las
bandas caracteristicas del pluronic, vibracién de estiramiento C—H (2800-2900
cm™) y C—H de flexion (1400-1500 cm'), desaparecen después de la calcinacion;
la banda del pluronic entre 1200 y 1000 cm' debida a la vibracién de estiramiento
C-O, se sobrelapa con las bandas del grupo silanol.®*#! Ojeda y col., sefalan
que a temperaturas mayores de 350°C la materia organica proveniente del
tensoactivo y el agua fisisorbida han sido practicamente eliminados.3°
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Figura 15. Espectro infrarrojo de polvos de SiO: de relacion molar: a) 1:6, b) 1:8

Los espectros infrarrojos de los materiales sintetizados en forma de
peliculas al igual que los polvos, muestran también las bandas caracteristicas de
SiO2, asi mismo confirman la eliminacidén del tensoactivo después del proceso de
calcinacion (Figura 16).%°
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Figura 16. Espectro infrarrojo de peliculas de SiO: de relacion molar: a) 1.6 b) 1:8

4.2.2.3 Espectros infrarrojo de los materiales que incorporan ciprofloxacino
durante la sintesis

En los espectros FTIR de los biomateriales que incorporan ciprofloxacino
durante la sintesis (Figura 17) se observan dos bandas sobresalientes alrededor
de los 1630 y 1470 cm™, las cuales no se observan al hacer la comparacién con
el espectro de la silice. Dichas bandas corresponden a las vibraciones de
estiramiento del grupo carbonilo del ciprofloxacino y del enlace C-N del amino
respectivamente, estas sefiales son encontradas en cada uno de los
biomateriales sintetizados.3® Es esperado que las bandas se observan con menor
intensidad que las observadas en el espectro del farmacos, debido a la baja
proporcion de ciprofloxacino incorporada en la silice.
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Figura 17. Espectro infrarrojo de materiales que incorporan ciprofloxacino durante la
sintesis

4.2.2.4 Espectros infrarrojo de los materiales impregnados con

ciprofloxacino

En los espectros FTIR de los biomateriales en polvo que incorporan
ciprofloxacino por impregnacion (Figura 18) se presentan las mismas dos bandas
alrededor de los 1630 y 1470 cm™, correspondientes a las bandas principales de
ciprofloxacino y de igual manera se presentan con baja intensidad debido a la

proporcién de ciprofloxacino con respecto a la silice.3®
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Figura 18. Espectro infrarrojo de materiales en polvo impregnados con ciprofloxacino

En los espectros FTIR de los materiales en forma de pelicula impregnados
con ciprofloxacino (Figura 19) no se observaron las dos bandas esperadas
alrededor de los 1630y 1470 cm, correspondientes a las bandas principales del
ciprofloxacino, debido probablemente a la poca cantidad de farmaco que logra

incorporarse hacia las capas internas de la pelicula durante la impregnacion.
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Figura 19. Espectro infrarrojo de materiales en pelicula impregnados con
ciprofloxacino

4.2.3 Difraccion de rayos X

4.2.3.1 Patrén de difraccion de ciprofloxacino

El patrén de difraccion de ciprofloxacino (Figura 20) muestra reflexiones

intensas y definidas en el angulo 26 de 14, 17, 18, 21,22 y 25°, las cuales son

caracteristicas de su estructura cristalina.*?
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Figura 20. Patrén de difraccion de rayos X de ciprofloxacino

4.2.3.2 Patrones de difraccion de los materiales sintetizados

En los difractogramas de los materiales en polvo para la relacion molar 1:6
y 1:8 (Figura 21) se puede observar un pico de gran amplitud entre 10-35° de 26,
indicado que la silice presenta una estructura hibrida amorfa, mostrando la
principal reflexion a 23°.'* El proceso de calcinacién y la utilizacion de pluronic
modifican el pico amorfo de la silice. La intensidad del pico se incrementa cuando
las muestras fueron calcinadas y también cuando se utiliza pluronic en la sintesis,
lo que indica que ambas condiciones aumentan el grado de cristalinidad y el
orden de la estructura.
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Figura 21. Patrones de difraccion de rayos X de polvos de SiO:- relacion molar: a) 1:6 y
b)1:8

4.2.3.3 Patrones de difraccion de los materiales con ciprofloxacino

incorporado durante la sintesis

Los estudios de difraccion de rayos X para los biomateriales en los que se
incorpora ciprofloxacino durante la sintesis tanto de relacion molar 1:6 como 1:8,
revelan que algunas reflexiones de ciprofloxacino se traslapan con el pico ancho
correspondiente a la matriz de SiO2. Se pueden observar algunas reflexiones
sobresalientes a las del SiO2, las cuales corresponden a las reflexiones
principales de ciprofloxacino y confirman la presencia del farmaco en la matriz

ceramica (Figura 22).
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Figura 22. Patrones de difraccion de rayos X de los materiales con ciprofloxacino
incorporado durante la sintesis

4.2.3.4 Patrones de difraccion de los materiales impregnados con

ciprofloxacino

Los estudios de difraccion de rayos X para los biomateriales en polvo
impregnados con ciprofloxacino, al igual que los que incorporaron el farmaco
durante la sintesis, revelan un traslape de las principales reflexiones de
ciprofloxacino se traslapan con el pico ancho correspondiente a la matriz de SiOx.
Se observan en todos los materiales algunas reflexiones sobresalientes a las del
SiO2 a los 44°, las cuales también aparecen en el patrén de ciprofloxacino, pero
con menor intensidad, confirmando la presencia del farmaco en la matriz

ceramica (Figura 23).
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Figura 23. Patrones de difraccion de rayos X de los materiales impregnados con
ciprofloxacino

En los patrones de difraccion de rayos X de los materiales en forma de
pelicula con y sin impregnar ciprofloxacino (Figura 24), no se observd algun
cambio que indicara la presencia del ciprofloxacino en el biomaterial, lo cual
puede deberse a la poca cantidad de material depositado y a la baja proporcidon
del farmaco con respecto a la matriz. Adicionalmente se observé que en los
materiales impregnados hay un aumento en la intensidad del pico
correspondiente a la matriz de SiO..
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Figura 24. Comparacion de patrones de difraccion de rayos X de los materiales en
forma de pelicula con y sin impregnar ciprofloxacino

4.2.4 Microscopia electronica de barrido (MEB) y espectroscopia de dispersion
de energia de rayos-X (EDS)

4.2.4.1 Materiales sintetizados en forma de polvos y peliculas

En las imagenes MEB de polvos de SiO2 de relacion molar 1:6 con y sin
pluronic (Figura 25) se observa una morfologia similar con particulas que tienen
la tendencia a formar agregados irregulares en el rango entre 0.3-0.6 um. Sin
embargo, en el caso de la sintesis con pluronic se observan particulas mas
homogéneas y ordenadas.

Mediante el anadlisis elemental por EDS se obtuvo la composicion

elemental de los materiales, los resultados indican en ambos materiales que solo
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estan presentes los elementos de la silice (Si and O), confirmando la eliminacion

del pluronic durante la calcinacién.

% en Peso

46.74
53.26
100

Figura 25. Imagenes MEB de polvos de SiO- con relacion molar 1:6. a) sin pluronic b)
con pluronic c) Analisis elemental por EDS

En las imagenes MEB de las peliculas de SiO- (Figura 26) se observa una
morfologia similar con placas irregulares en el rango entre 17-20 um. En el caso
de las peliculas sintetizadas sin pluronic se observan placas de menor tamaro,
ademas de que se aprecia mayor numero de capas con respecto a las peliculas
sintetizadas con pluronic y concuerda con el nimero de deposiciones realizadas
para alcanzar el peso de material establecido. Asi mismo, se observa mayor
homogeneidad en las peliculas sintetizadas con pluronic, ya que, durante la
sinéresis, es decir, durante la expulsion de los solventes, las placas que se
forman quedan con menos grietas.

El andlisis elemental por EDS mostré la composicién de los materiales, los
resultados fueron los mismos que para el caso de los polvos (Figura 25, c)
indicando que en las peliculas s6lo estan presentes los elementos de la silice (Si
and O).
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Figura 26. Imagenes MEB y espectro EDS de peliculas de SiO:: a) 1:6, b)1:6:PLU,
c)1:8, d) 1:8:PLU

4.2.4.2 Materiales con ciprofloxacino incorporado durante la sintesis

En las imagenes MEB de los materiales con ciprofloxacino incorporado
durante la sintesis (Figura 27) se observa una morfologia similar tanto para la
relacion molar 1:6 como para la 1:8, mostrando particulas esféricas que tienen
tendencia a formar agregados. En el caso de la relacion 1:6 el diametro de
particula varia de 200- 450 nm, y para la relacion 1:8 el diametro de particula se
encuentra ligeramente mayor, entre 200-500 nm, ademas, en la sintesis de
relacion 1:8 se observan particulas mas homogéneas. El analisis por EDS mostré
la composicion elemental, los resultados indican que en ambos materiales estan

presentes los elementos de la silice (Si and O) y adicionalmente se muestra la
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linea de emision del carbono, la cual se atribuye a la presencia de ciprofloxacino
en la silice, coincidiendo aproximadamente con el porcentaje de farmaco
incorporado. Ademas, se detectd la presencia de cloro, el cual puede provenir de
residuos de la sintesis.

Element Weight%

C 15.97
Si 18.98
Cl 0.88

O 64.17

Totals 100.00

Element Weight%
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Si 18.60

Cl 0.78

(¢} 64.40
Totals 100.00
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ull Scale 185 cts Cursor. 0.000 keV|

20kV  X15,000 1pm UANL IIC

Figura 27. Imagenes MEB y espectro EDS de materiales en polvo con ciprofloxacino
incorporado durante la sintesis: a) 1:6:Cipro, b)1:8:Cipro

4.2.4.3 Materiales impregnados con ciprofloxacino

En las imagenes MEB de polvos de SiO- de los materiales impregnados
con ciprofloxacino (Figura 28) se observa una morfologia similar entre ellos. Los
materiales sintetizados con pluronic (¢ y d) muestran mayor homogeneidad

observandose de forma esférica y presentan mayor diametro de particula.

En el caso de los materiales de relacion 1:6 sin pluronic el didmetro de
particula varia de 150- 350 nm, y para los sintetizados con pluronic el diametro
de particula se encuentra entre 250-350 nm. Los materiales de relacién 1:8 sin
pluronic presentan un didmetro de particula que varia de 250- 550 nm, y para los
sintetizados con pluronic el didmetro de particula se encuentra entre 200-400 nm.
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El andlisis por EDS indicé que en la composicion de los biomateriales
estan presentes los elementos de la silice (Si and O) y el carbono en los
biomateriales que contienen ciprofloxacino, considerando este resultado como la
confirmacion de la incorporacién del farmaco, sin embargo, la linea de emision
del carbono no fue detectada en los materiales de relacion 1:8 sintetizados con
pluronic, probablemente debido a que su tamano de particula permite el acomodo
del farmaco en interior del material, quedando menos disponible para su
deteccion por esta técnica. El nitrégeno no pudo ser detectado por esta técnica,
debido a que es un elemento muy liviano, ademas de su baja proporcién en la
molécula del farmaco y con respecto a la silice.
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Figura 28. Imagenes MEB y espectro EDS de materiales impregnados con
ciprofloxacino: a)1:6:CiprolM, b)1:6:PLU:CiprolM, c)1:8:CiprolM, d)1:8:PLU:CiprolM
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4.2.5 Andlisis textural: BET-BHJ

4.2.5.1 Materiales sintetizados en forma de polvos y peliculas

Las isotermas de adsorcion-desorcién de nitrégeno de los materiales
sintetizados en forma de polvo (Figura 29), corresponden a isotermas del tipo |
para el materiales sintetizados sin pluronic de relacion molar 1:6 y 1:8, y para los
materiales con pluronic tanto de relacién molar 1:6 como 1:8 se obtuvieron
isotermas del tipo IV segun la clasificacién de la IUPAC.* Las isotermas del tipo
| se caracterizan de ser sélidos microporosos y las de tipo IV es caracteristica de
sélidos mesoporosos, lo que indica que el pluronic favorece la formacién de poros
mas grandes, derivados de los espacios que ocupa el tensoactivo durante la
formacién de las redes poliméricas y su posterior eliminacion mediante la

calcinacion.

Ademas, en las graficas de distribucién de tamafno de poro, se observa
mayor homogeneidad en los poros en los materiales sintetizados con pluronic, lo
que confirma la funcion del tensoactivo como formador de plantillas para la
generacion de redes poliméricas ordenadas. Aunado a esto, la relacién 1:6
propicia la obtencién de poros con tamafio mas homogéneo que los sintetizados
con la relacién 1:8, este comportamiento puede estar asociado a la velocidad de
hidrdlisis, la cual es menor cuando la proporcion del agua, que actua como
nucledfilo en la reaccion, es menor y por lo tanto tiende a formar redes menos

ramificadas, favoreciendo la compactacion entre las cadenas.

Se calcularon los valores de area superficial especifica por el método BET
(Brunauer-Emmet-Teller) y la porosidad por el método BJH (Barret-Joyner-
Halenda). Los resultados (Tabla 11) mostraron que los biomateriales sintetizados
con pluronic presentan mayor diametro de poro y una mayor area superficial, con

un incremento en el area de mas del 500%.
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Figura 29 . Isotermas de adsorcion de N: (izquierda) y graficas de distribucion de
tamarnio de poro (derecha) de materiales en polvo a)1:6, b)1:8, ¢)1.6:PLU, d)1:8:PLU

Tabla 11 . Caracteristicas texturales obtenidas a partir de las isotermas de adsorcion-
desorcion de materiales en polvo

Area superficial  Volumen total de Diametro
SBet m2/g poro (Vp), cc/lg  promedio de poro
’ (dp), nm
19.324 0.010 2.106
17.093 0.014 3.344
572.650 0.545 3.808
640.768 0.637 3.976

= a
0o .
U U
-
cc

Las isotermas de adsorcion-desorcién de nitrégeno de los materiales
sintetizados en forma de peliculas de relacibn molar 1:8 (Figura 30),
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corresponden para las peliculas sin pluronic a isotermas del tipo Ill y para las
peliculas sintetizadas con pluronic a isotermas del tipo 1V segun la clasificacion
de la IUPAC.* Las isotermas del tipo |1l son caracteristicas de s6lidos no porosos
en los que la interaccién adsorbente-adsorbato es débil y las de tipo IV presenta
ciclo de histéresis y es caracteristica de sélidos mesoporosos. Estas isotermas
indican que la utilizacion de pluronic genera mayor porosidad ya que se adsorbe

mayor cantidad de N.38
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Figura 30. Isotermas de adsorcion de N2 de materiales sintetizados en forma de
peliculas: 1:8 y 1:8:PLU

A partir de estas isotermas se calcularon los valores de area superficial
especifica por el método BET (Brunauer-Emmet-Teller) y la porosidad por el
método BJH (Barret-Joyner-Halenda). Los valores muestran que los
biomateriales sintetizados con pluronic presentan una mayor porosidad con

diametros de poro mas pequefnos y mayor area superficial (Tabla 12).

Tabla 12. Caracteristicas texturales obtenidas a partir de las isotermas de adsorcion-
desorcion de materiales en pelicula

Area superficial ~ Volumen total de Diametro
SBet m2/g poro (Vp), cc/g  promedio de poro
’ (dp), nm
Peli 1:8 63.184 0.0901 5.7032
Peli 1:8:PLU 397.6 0.4353 4.3796
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Ademas, en las graficas de distribucion de tamarno de poro (Figura 31) se
observa una distribucién de diametro de poro mas homogénea en las peliculas
sintetizadas con pluronic. Los resultados obtenidos tanto en los polvos como en
las peliculas sintetizadas confirman el efecto del pluronic sobre las caracteristicas

del material, es decir, favorecen el ordenamiento de los poros.
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Figura 31. Distribucion de tamario de poro de materiales sintetizados en forma de
peliculas: a)1:8, b)1:8:PLU

4.2.5.2 Materiales con ciprofloxacino incorporado durante la sintesis

La isoterma de adsorcidn-desorcidn de nitrogeno de los materiales con
ciprofloxacino incorporado durante la sintesis de relacién molar 1:6 (Figura 32),
corresponde a una isoterma del tipo | y segun la clasificacion de la IUPAC es
caracteristica de solidos microporosos y en el caso de la sintesis de relacion
molar 1:8 presenta el ciclo de histéresis correspondiente a las isotermas del tipo

IV, la cual es caracteristica de sélidos mesoporosos.*3
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Figura 32 . Isotermas de adsorcion de N> de materiales en polvo con ciprofloxacino
incorporado durante la sintesis

A partir de las isoterma se calcularon los valores de area superficial
especifica por el método BET (Brunauer-Emmet-Teller) y la porosidad por el
método BJH (Barret-Joyner-Halenda) (Tabla 13). En un estudio realizado por
Lépez T. y col., donde sintetizan silice con Ketorolaco incorporado durante la
sintesis, se reporta que el comportamiento de los materiales al adsorber menor
cantidad de N2 esta asociado a que el farmaco se encuentra llenando los poros
y bloqueando el espacio disponible para la adsorcién del gas y ademas
relacionan que al utilizar una mayor relacion de agua (1:8) se obtiene mayor
porosidad, lo que en nuestro caso es semejante ya que en la sintesis de relacién
1:8 se obtiene mayor porosidad y por lo tanto mayor area superficial y se observa
mayor adsorcién de N2> comparado con la relacion 1:6, donde la adsorcion es baja

y puede ser debido a que presenta poros de menor tamafo.3?

Tabla 13. Caracteristicas texturales de materiales con ciprofloxacino incorporado
durante la sintesis

Area superficial ~ Volumen total de Diametro
SBet m2/g poro (Vp), cc/g  promedio de poro
’ (dp), nm
1:6:Cipro 270.853 0.1449 2.1402
1:8:Cipro 329.986 0.5241 6.3532
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4.2.5.3 Materiales impregnados con ciprofloxacino

Las isotermas de adsorcién-desorcién de nitrdgeno de los materiales en
polvo impregnados con ciprofloxacino (Figura 33), corresponden a isotermas del
tipo | para el material de relacién molar 1:6 sin pluronic y para los materiales con
pluronic tanto de relacién molar 1:6 como 1:8, corresponden a isotermas del tipo
IV segun la clasificacion de la IUPAC.*® Las isotermas del tipo | son
caracteristicas de solidos microporosos y las de tipo IV es caracteristica de
sélidos mesoporosos.

Ademas, en las gréaficas de distribucion de tamafno de poro se observa un
diametro de poro més homogéneo en los materiales impregnados con
ciprofloxacino que fueron sintetizados con pluronic.

Se calcularon los valores de area superficial especifica por el método BET
(Brunauer-Emmet-Teller) y la porosidad por el método BJH (Barret-Joyner-
Halenda). Los resultados (Tabla 14) mostraron que los biomateriales sintetizados
con pluronic presentan mayor diametro de poro y una mayor area superficial, con
un incremento en el area de mas del 300%. Ademas, en estos mismos materiales
se puede observar que la relacidn molar 1:6 proporciona mayor area superficial,
volumen y didmetro de poro, que los materiales sintetizados con la relacién molar

1:8, el incremento en el area superficial es del 5%.
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Figura 33 . Isotermas de adsorcion de N: (izquierda) y graficas de distribucion de
tamario de poro (derecha) de materiales en polvo impregnados con ciprofloxacino:
a)1:6:CiprolM, b)1:6:PLU:CiprolM, c¢)1:8:PLU:CiprolM

Tabla 14. Caracteristicas texturales obtenidas a partir de las isotermas de adsorcion-
desorcion de materiales impregnados con ciprofloxacino

Area superficial

2

SBet, m /g
1:6:CiprolM 149.384
1:6:PLU:CiprolM 540.565
1:8:PLU:CiprolM 514.605
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Volumen total de Diametro
poro (Vp), cc/g  promedio de poro
(dp), nm
0.1004 2.6888
0.6277 4.6448
0.5361 41672



4.3 Identificacion y cuantificacion de ciprofloxacino
4.3.1 Cuantificacion de ciprofloxacino por espectrofotometria UV-Vis
Se obtuvo el espectro de absorcion UV-Vis de una solucién de 10 pg/mL

(10 ppm) (Figura 34, Tabla 15) encontrando que tiene un maximo de absorcion a
la longitud de onda de 277.0 nm.

Tabla 15. Barrido UV-Vis de ciprofloxacino

Rango de longitud Concentracion Longitud de onda

. Absorbancia
de onda maxima

200- 400 nm 10 mg/L 277.0 nm 1.130

0.5

0.0

T I I |
200 250 300 350 400
Wavelength (nm)

Figura 34. Barrido UV-Vis de ciprofloxacino

4.3.1.1 Curva de calibracién por espectrometria UV-Vis

Se realizd una curva de calibracion con seis estandares a partir de la
solucién stock (Tabla 16). Se llevaron a cabo las mediciones de absorbancia a
una longitud de onda de 277.0 nm. En la curva de calibracion para ciprofloxacino
(Figura 35) se puede observar que el intervalo de concentraciones obtiene un
coeficiente de correlacién lineal de 0.9999, siendo aceptable.
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Tabla 16. Estandares de la curva de calibracion de ciprofloxacino

Estandar Concentracion
(ng/mL)
1 0.5
2 1
3 5
4 10
5 15
6 20
3.0000
y =0.1274x - 0.0103 .
2.5000 R2=1 .
< 2.0000
ks
C
@
£ 1.5000
3
Ne)
< 1.0000
0.5000
0.0000
0 5 10 15 20 25

Concentracion (ug/mL)

Figura 35. Curva de calibracion para ciprofloxacino por espectrometria UV, obtenida
por la preparacion de seis estandares

4.3.2 Cuantificacion de ciprofloxacino por HPLC-UV

Para conocer la longitud de onda de maxima absorcidn de ciprofloxacino
se registrd el espectro de absorcion UV-Vis en un espectrofotdmetro (Varian Cary
50), encontrando que tiene un maximo de absorcién a la longitud de onda de 278
nm. El volumen de inyeccién fue de 10 L, a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min

68



y la senal de ciprofloxacino en el cromatograma se present6 con un tiempo de

retencion de 2.57 minutos (Figura 36).

(MAL)

T T T T T T T T T T T

[1X¢] 05 10 1.5 20 25 30 35 4.0 45 50 55 6.0 6.5 70

Channel A - Time (min)

Figura 36. Cromatograma de ciprofloxacino (estandar 10 ppm)

4.3.2.1 Validacion del método analitico

La validacién del método analitico se realizé por triplicado, para ello se
trabajo con ocho estandares de ciprofloxacino de 0.3, 0.5, 1, 5, 10, 15, 20, 30
pg/mL (ppm) y se obtuvo el valor de area bajo la curva (AUC) por HPLC (Tabla
17).
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Tabla 17. Datos obtenidos por triplicado (Validacion del método por HPLC/UV)

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Promedio
Concentracion . ] ; ]
Area Area Area Area
(ug/mL)
0.3 23950 26868 29381 26733
0.5 38558 40797 44055 41137
77489 77251 81072 78604
5 369166 390087 392422 383892
10 753523 752806 764906 757078
15 1151647 1141408 1124763 1139273
20 1531014 1526171 1510691 1522625
30 2334333 2305019 2229936 2289763

Con esos datos se obtuvo la curva de calibracion (Figura 37) y se
obtuvieron los pardmetros generales de la validacién del método (Tabla 18).

Tabla 18. Parametros generales de validacion del método para ciprofloxacino por
HPLC/UV

Ecuacion de la recta y=76125.17 x + 1508.14

Coeficiente de correlacion (r) 0.999991
Coeficiente de determinacion (r?) 0.999982
Error relativo de la regresion 0.47%
Limite de deteccion (LD) 0.50 pg/mL
1.52 pg/mL

Limite de cuantificacién (LC)
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Figura 37. Curva de calibracion de ciprofloxacino en HPLC/UV

4.3.3 Pruebas de extraccién

Los resultados (Tabla 19) muestran el porcentaje de farmaco, tomando en
cuenta que el 100% corresponde al ciprofloxacino afadido al 20% en peso del
material. En la condicion de extraccidn (solucién amortiguadora de fosfatos pH
7.1, 100 rpm, 37°), la maxima incorporacion del farmaco se alcanzé con los
biomateriales que fueron sintetizados con ciprofloxacino durante la sintesis, entre
ellos el de mayor extraccién fue Peli:1:8:Cipro con 74.75%. Esto puede deberse
a que durante la sintesis una mayor cantidad de farmaco quede ocluida dentro
de la matriz, ademas del farmaco que es adsorbido en la superficie de las
particulas.3®

En el caso de los materiales que incorporan ciprofloxacino por
impregnacion, los polvos sintetizados con pluronic en cualquiera de las dos
relaciones molares, 1:8:PLU:CiprolM y 1:6:PLU:CiprolM incorporaron mayor
porcentaje de farmaco que su contraparte sintetizada sin tensoactivo, con
15.44% y 11.97% respectivamente. Este comportamiento se presento6 tanto en
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polvo como en peliculas, presentando mayor incorporacion cuando se utiliza el
tensoactivo. Debido a estos resultados y a las caracteristicas texturales de los
materiales, se seleccionaron los materiales sintetizados con pluronic para los

estudios de liberacion in vitro en medio liquido.

Tabla 19 . Resultados de extraccion de los biomateriales sintetizados via sol-gel

Peli:1:6:CiprolM 4.58
1:6:CiprolM 7.18
Impregnacién
Peli:1:6:PLU:CiprolM 8.74
1:6
1:6:PLU:CiprolM 11.07
Durante la Peli:1:6:Cipro 27.83
AR 1:6:Cipro 47.39
Peli:1:8:CiprolM S35
1:8:CiprolM 14.05
Impregnacién
Peli:1:8:PLU:CiprolM 3.43
1:8
1:8:PLU:CiprolM 15.44
Durante la Peli:1:8:Cipro 74.75
sintesis 1:8:Cipro 43.26

4.3.4 Evaluacién de la liberacién de ciprofloxacino

4.3.4.1 Evaluacién de la cinética liberacién in vitro mediante adaptacién

del método de perfil de disolucion

72



Las pruebas de liberaciéon in vitro en medio liquido se realizaron por
triplicado con los polvos y peliculas sintetizados con pluronic de relacion
TEOS/H20 1:6 y 1:8 que incorporan ciprofloxacino por impregnacion. Los
resultados indican que los polvos impregnados sintetizados con pluronic
presentan aproximadamente el doble de liberacién del farmaco, comparados con

los obtenidos en forma de pelicula.

El biomaterial en polvo 1:6:PLU:CiprolM fue el que alcanzé el mayor
porcentaje de liberacibn de ciprofloxacino con un 62.6% seguido del
1:8:PLU:CiprolM con 60.16%, posteriormente Peli:1:8:PLU:CiprolM con un
36.06% y finalmente Peli1:6:PLU:CiprolM con un 25.28% (Figura 38). Este
comportamiento concuerda con las caracteristicas texturales de los
biomateriales, ya que la mayor liberacién se presenta en los biomateriales con
mayor tamano de particula y mayor area superficial. Sin embargo, en la prueba
de extraccion, el porcentaje de incorporacion de ciprofloxacino en el material
1:6:PLU:CiprolM fue menor que el porcentaje en el material 1:8:PLU:CiprolM,
esto puede deberse a que presenta un tamano de poro mayor, por lo que no se

puede contener al farmaco y por esta misma razén se libera una mayor cantidad.

70.00
* ... X ........................... A
__ 60.00 ¢ . A x A
S A
5 L
S 50.00 # 1:6:PLU:CiprolM(%)
X
= * 4 1:8:PLU:CiprolM(%)
o :
5 004 @ Peli:1:6:PLU:CiprolM(%)
(@]
3 A A Peli:1:8:PLU:CiprolM(%)
o 30.00
Ne)
S Uy Py P P L L LTI 9
& CYROR SRR JR PY .
3 2000 .
— N
]
10.00
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (h)

Figura 38. Cinética de liberacion de ciprofloxacino.
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Para comparar el comportamiento de liberacién en todos los materiales
sintetizados, se realizaron pruebas de liberacion in vitro en medio liquido por
triplicado. Se realiz6 bajo las mismas condiciones, un sistema estatico, a
temperatura ambiente y utilizando como medio de liberacion una solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 7.1; se tomaron alicuotas de 1 mL a diferentes
tiempos y en este caso se realiz6 reposicion del medio. El porcentaje de
liberacién se obtuvo de acuerdo con la cantidad incorporada de ciprofloxacino en

cada material.

Los resultados indican que la liberacion maxima se alcanza alas 72 h en
todos los biomateriales. Con respecto al porcentaje de farmaco liberado, los
materiales en polvo sintetizados con menor proporcién de agua (TEOS/Agua 1:6)
presentaron un mayor porcentaje de liberacién del farmaco.

El biomaterial en polvo 1:6:CiprolM fue el que alcanzé el mayor porcentaje
de liberacién de ciprofloxacino con un 81.1% seguido del 1:6:Cipro con 79.6%
(Figura 39). Sin embargo, el polvo 1:6:CiprolM, no fue de los que presentd mayor
incorporacion de ciprofloxacino, esto puede ser debido a que en sus
caracteristicas texturales presenta una menor area superficial y un diametro de
poro pequeno, lo que indica que incorpora menos porque no hay espacio para
contener al farmaco, quedando en la superficie del material y por esta razon se

libera con mayor facilidad.
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Figura 39 . Comparacion de las cinéticas de liberacion de ciprofloxacino. Materiales
relacion molar: a)polvos 1:6, b)polvos 1:8, c)peliculas 1:6, d)peliculas 1:8

4.3.4.2 Evaluacion de la liberacion mediante la determinaciéon del efecto
bactericida

Las alicuotas tomadas a partir del estudio de liberacidn in vitro en solucion
de ciprofloxacino se probaron por el método de difusidén en disco sobre cultivos
de Pseudomonas aeruginosa.

Se observo mayor inhibicidn a partir las placas con las alicuotas de las 48
h (Figura 340). En los resultados (Figura 41) se observa que los materiales en
forma de pelicula no presentaron inhibicién, esto puede deberse a que las
concentraciones de ciprofloxacino que se liberaron de los materiales

Peli:1:6:PLU:CiprolM y Peli:1:8:PLU:CiprolM fueron muy pequefas y las
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concentraciones que presentaron mayor inhibicion fueron los polvos
1:6:PLU:CiprolM y 1:8:PLU:CiprolM.

1:6:Plu:CiprolM Peli:1:6:Plu:CiprolM Peli:1:6:Plu:CiprolM

1:6:Plu:CiprolM

1:8:Plu:CiprolM Peli:1:8:Plu:CiprolM
S

Peli:1:8:Plu:CiprolM

Figura 40. Inhibicién de crecimiento bacteriano por el ciprofloxacino a los tiempos:
a)48 h, b)72 h

1.30
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—— 1:6:PLU:CiproIM —@— 1:8:PLU:CiprolM —a&— Peli:1:6:PLU:CiprolIM —=— Peli:1:8:PLU:CiprolM

Figura 41. Cinética de la liberacion de ciprofloxacino mediante el método de difusion en
disco
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4.4 Método alternativo de sintesis de nanoparticulas de silice y

modificacion de sus propiedades por funcionalizacion.

4.4 1 Sintesis y funcionalizacién de nanoparticulas de silice mesoporosa por el
método de Arriagada y col.

Se obtuvieron cuatro tipos de nanoparticulas: sin y con tensoactivo sin
funcionalizar, y sin y con tensoactivo funcionalizadas, y se calcul6 la cantidad de
nanoparticulas obtenida en cada sintesis (Tabla 20). Las nanoparticulas
funcionalizadas obtuvieron mayor peso debido a la presencia del agente

funcionalizante.

Tabla 20 . Cantidad de nanopatrticulas obtenida durante la sintesis

Tipo de Nanoparticula Cantidad (mg)
Sin tensoactivo sin funcionalizar (NPS) 245
Con tensoactivo sin funcionalizar (NPC) 230
Sin tensoactivo funcionalizada (ANPS) 360
Con tensoactivo funcionalizada (ANPC) 288

4.5 Pruebas de adsorcion de ciprofloxacino en nanoparticulas de silice
mesoporosa sintetizada por el método de Arriagada y col.

4.5.1 Incorporacion de ciprofloxacino en nanopatrticulas

La determinacién de las nanoparticulas que adsorben mayor cantidad de
ciprofloxacino se llevd a cabo como se indicé en metodologia mediante la
cuantificacion de farmaco residual y se realizaron los ajustes para expresarse en
mg de farmaco unido a 100 mg de nanoparticulas. Las nanoparticulas
sintetizadas sin funcionalizar obtuvieron mayor cantidad de ciprofloxacino unida
a estas comparado con las nanoparticulas funcionalizadas con grupos amino, y

ademas se observo que la utilizacion de tensoactivo no potencia la union del
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farmaco, ya que las nanoparticulas sintetizadas sin el tensoactivo adsorbieron

mayor cantidad de farmaco (Tabla 21).

Las nanoparticulas sintetizadas sin tensoactivo y sin funcionalizar
incorporaron la mayor cantidad de ciprofloxacino (6.06 mg de ciprofloxacino en
100 mg de nanoparticulas). Esto puede deberse a que las nanoparticulas en la
superficie presentan grupos hidroxilo libres los cuales pueden formar puentes de
hidrégeno con la estructura del ciprofloxacino. Con el uso de tensoactivo se
esperaba incrementar la formaciéon de poros y por lo tanto la incorporacién del
farmaco, sin embargo, es necesario asegurar la eliminacién del tensoactivo

mediante la técnica de extraccion.

Tabla 21 . Incorporacion de ciprofloxacino en la nanoparticula

Nanoparticula Cantidad de ciprofloxacino
(NP) incorporada (mg/100 mg NP)
NPS 6.06
NPC 2.97

ANPS 1.63
ANPC 1.59

4.5.2 Cuantificacion de ciprofloxacino para las nanoparticulas

Se realizé la curva de calibracidn con seis estandares a partir de la
solucién stock (Tabla 22). Se llevaron a cabo las mediciones de area bajo la curva
a una longitud de onda de 279.0 nm, con una velocidad de flujo de 1.0 mL/min
de fase mdvil compuesta por acido acético 2%: acetonitrilo (86:14), obteniendo
un tiempo de retencidn de 2.57 min. En la curva de calibracion para ciprofloxacino
(Figura 42) se puede observar que el intervalo de concentraciones obtuvo un
coeficiente de correlacion lineal de 0.9987, siendo aceptable.
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Tabla 22. Estandares de la curva de calibracion de ciprofloxacino

. Concentracion
Estandar

(ng/mL)
1 15
2 50
3 100
4 300
5 600
6 720
40000000
y=51876x-251667 ..
35000000 R?=0.9975 ,.*
Q.’
30000000
25000000
S)
D 20000000
<
15000000 .
10000000
5000000 O
.'.
o ®
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Concentracién (ug/mL)

Figura 42 . Curva de calibracion para ciprofloxacino por HPLC/UV, obtenida por la
preparacion de seis estandares

4.6 Caracterizacion de nanoparticulas de silice sintetizadas por el método
de Arriagada y col.

4.6.1 Dispersidn de luz dinamica (DLS) y potencial zeta

Para la medicién del tamafo medio de particula (Tabla 23) las muestras
se diluyeron con etanol. Se observaron cambios de tamafno entre las diferentes

sintesis y tras la adicién de ciprofloxacino, la funcionalizacion y la utilizacién del

79



tensoactivo CTAB aumentaron el tamano medio de la particula. Los indices de
polidispersidad (PDI) oscilaron entre 0.188 y 0.551 revelando que el tamafno de
la particula presenta una distribucion polidispersa moderada excepto para las
nanoparticulas ANPS ya que un PDI>0.4 indica una polidispersidad amplia. 444°

Tabla 23. Tamario promedio de nanoparticula

Nanoparticula Tamaio (nm) PDI
NPS 88.21 + 30.55 0.188 £ 0.017
NPC 129.3 + 44.62 0.143 £ 0.001

ANPS 455.2 + 67.04 0.551 £ 0.211
ANPC 485.6 + 99.55 0.380 +0.112
NPS-CFX 107.2 + 33.54 0.299 + 0.071

Se realizé la determinacion del potencial zeta (Tabla 24) para las NPS y
NPS-CFX dispersadas en agua y en soluciones acuosas a pH 3, 7.4y 8. En las
NPS dispersas en agua y en solucién acuosa a pH 7.4 se obtiene un valor de
potencial Z mas negativo, estos resultados se deben a la ionizacion de los grupos
silanol en la superficie de la silice. Branco de Barros y col., reportan un valor de
potencial zeta de -28.5 + 2 mV para nanoparticulas sintetizadas de manera similar

dispersas en una solucién acuosa a pH 7.4¢

La presencia de ciprofloxacino en las nanopatrticulas dispersadas a pH del
aguay a pH de 7.4, no presenta un efecto relevante sobre el potencial superficial
ya que no cambia el valor negativo, debido a que las aportaciones del farmaco
son minimas al presentar una porcion catiénica NHz* y una aniénica COO-. Por
otra parte, a pH 3, el ciprofloxacino se encuentra ionizado debido a que el 4cido
carboxilico y la amina de la piperazina estan en su forma 4cida con una estructura
catiénica, cambiando el valor de potencial de superficie a positivo. Ademas, a pH
8, el ciprofloxacino se encuentra ionizado ya que tanto el acido carboxilico como
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la amina de la piperazina estan en su forma basica cambiando el potencial de

superficie de la nanoparticula.*’

Llindas M. y col., mencionan que, si las nanoparticulas obtienen un elevado
valor absoluto de potencial zeta, estas tenderan a repelerse entre si y en cambio
si presentan bajos valores de potencial zeta las nanoparticulas acabaran
floculando, ya que no existe ninguna fuerza que lo impida. Los resultados que se
obtuvieron de potencial zeta se encuentran dentro del rango de +30 a -30 mV,

estos valores corresponden a suspensiones inestables. °

Tabla 24. Valores de potencial Zeta de las nanoparticulas dispersas en soluciones
acuosas a diferentes pH.

Potencial Zeta (mV)
Nanoparticula
Agua pH 3.0 pH7.4 pH 8.0
NPS -22.3 -0.614 -25.8 -21.0
NPS-CFX -31.8 5.29 -24.9 -10.0

4.6.2 Determinacion del mecanismo de adsorcion de ciprofloxacino en las

nanoparticulas mediante modelos isotérmicos

Los modelos isotérmicos como el de Langmuir, Freundlich y Temkin se
utilizan para describir el equilibrio de adsorcion y proporcionan un enfoque para
elucidar el mecanismo de adsorcién. El modelo de Langmuir supone la adsorcion
en monocapa, por otro lado, el modelo de Freundlich describe la adsorcion en
multicapa y el modelo de Temkin considera los efectos de algunas interacciones
indirectas adsorbato-adsorbente. 1°

Para determinar la capacidad de adsorcidn de las nanoparticulas y
describir la relacion entre el adsorbente y el adsorbato, se analizaron los datos
de acuerdo con las formas linealizadas de isotermas de adsorcién de Langmuir,

Freundlich y Temkin, que corresponden a las siguientes ecuaciones:
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q—e = m + ace (Ec.7)

log(q.) = log K¢ + %log Ce (Ec.8)

qe = BInA+ BIn(C, (Ec.9)

Los datos se ajustaron a los modelos de Langmuir, Freundlich y Temkin
(Figura 43) se obtuvieron los siguientes coeficientes de determinacién: R?
Freundlich = 0.9484; R? Langmuir = 0.7706; R? Temkin = 0.833. La mayor
correlacion de los datos fue con el modelo de Freundlich y sugiere que la
adsorcién de ciprofloxacino sobre la superficie de las nanoparticulas sigue una
adsorcion multicapa.
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Figura 43. Adsorcion de ciprofloxacino en nanoparticulas de silice. a) Cantidad
adsorbida de ciprofloxacino. Ajuste de los datos utilizando las isotermas: b) Langmuir,
¢) Freundlich y d) Temkin
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CAPITULO 5

CONCLUSIONES

Por medio de la técnica sol-gel fue posible desarrollar materiales a base
de SiO2 en forma de polvos y peliculas capaces de incorporar y liberar el farmaco
ciprofloxacino con potencial aplicacion en el desarrollo de implantes para el
tratamiento o profilaxis de infecciones osteoarticulares.

En el proceso sol-gel, la proporcion de precursores y la cantidad de
solvente afecta las etapas de hidrélisis y la velocidad de gelificacién. El
comportamiento presentado muestra que al incrementar la cantidad de etanol el
tiempo de gelacion aumenta; la relacién molar TEOS/Etanol 1:10 permite que el
sol permanezca estable el tiempo necesario para llevar a cabo al menos 13
deposiciones.

La relacion molar TEOS/H20 1:8 tienen un tiempo de gelacién menor y
permite depositar mayor cantidad de material (30%) comparado con las sintesis
de relacion molar 1:6. Las sintesis con pluronic propician que con menor numero

de capas se deposite mayor cantidad de material.

El andlisis térmico demostrd que la temperatura de calcinacion de 400°C

con una rampa de calentamiento de 10°C/min permite la eliminacion del pluronic.

La utilizacion del pluronic como plantilla permite la obtencién de materiales

con mayor homogeneidad y cristalinidad, al presentar un tamano de particula
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mas homogéneo y ademas en sus caracteristicas texturales presentan mayor

area superficial.

Se demostr6 por difraccion de rayos X que la matriz de los materiales

sintetizados por la técnica sol-gel es amorfa.

Mediante técnicas de espectroscopia infrarroja y difraccién de rayos X se
confirmd la presencia de ciprofloxacino incorporado a la matriz de SiO2 por ambas

técnicas: impregnacion o durante la sintesis.

La incorporacion de ciprofloxacino durante la sintesis permite que haya
una mayor cantidad de farmaco adsorbido en la matriz, debido a que el farmaco
queda ocluido en el interior, comparado con la adsorcién por la técnica de

impregnacion.

El material en polvo de relacion molar TEOS/H-O 1:6 que incorpora
ciprofloxacino durante la sintesis (1:6:Cipro) presenta las dos propiedades
requeridas, altos porcentajes de incorporacion y de liberacion en un tiempo mayor
de 72 h, convirtiéndolo en el principal candidato para una formulacién de

liberacidn prolongada.

En la incorporacion del farmaco por impregnacidn, el mejor material fue el
polvo sintetizado con pluronic de relacion molar TEOS/H:O 1:8
(1:8:PLU:CiprolM), ya que entre ellos es el que presenta mayores porcentajes de

incorporacion y liberacién en un tiempo mayor de 72 h.

Ademas, las sintesis de relacién molar TEOS/H20 1:8 permiten una mayor
adsorcién del farmaco, ya que presentan mayor area superficial y mayor tamano
de poro, comparado con las caracteristicas texturales de las sintesis de relacién
molar 1:6.
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La inhibicién de crecimiento bacteriano observada en el método por
difusion en placa demuestra que la cantidad de ciprofloxacino liberada es capaz
de inhibir al microorganismo, concordando con los resultados obtenidos por el
método de liberacién y confirmando la conservacién de la actividad del

ciprofloxacino en el biomaterial.

La sintesis alternativa de nanoparticulas de silice por el método de
Arriagada y col., permite obtener nanoparticulas de menor tamafno y con mayor
uniformidad que el método clasico de sol-gel, las cuales pueden contener hasta
el 6% de ciprofloxacino. Sin embargo, es necesario estudiar las caracteristicas
de liberacion del farmaco para considerar su potencial aplicacién en el desarrollo
de implantes.

La funcionalizacién de la superficie de las nanoparticulas con grupos
amino proporcionados por el APTES, no favorece la adsorcidon de ciprofloxacino,
lo cual puede deberse a que la carga del grupo amino y la del grupo piperazina
en la estructura del farmaco se encuentran ionizadas en forma catiénica en las

condiciones de adsorcion y por lo tanto las moléculas se repelen.

El desarrollo de estos materiales ceramicos con propiedades que permiten
la liberacion prolongada del principio activo, contribuye al desarrollo de nuevas
formas farmacéuticas de liberacion con potencial para constituir un implante,
contribuyendo a reducir los efectos secundarios sistémicos, al ser una forma
farmacéutica con liberacion localizada y los problemas asociados al
incumplimiento de la terapia por parte del paciente, como la resistencia en el caso

de los antibidticos.
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