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RESUMEN
Tania Olivia Ramirez Montaho Fecha de Graduacion: Marzo del 2015.
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: EVALUACION DE LAS CARACTERISTICAS DE LIBERACION
DE ISONIAZIDA A PARTIR DE UN BIOMATERIAL CERAMICO.

Numero de péaginas: 74 Candidato para el grado de
Maestria en Ciencias Quimicas con
Orientacién en Farmacia

Area de Estudio:

Propédsito y Método del Estudio: La tuberculosis es un serio problema de salud
publica, esta enfermedad representa la segunda causa de muerte ocasionada por un
agente infeccioso. Una de las razones de la elevada tasa de morbi-mortalidad es la
multifarmacorresistencia desarrollada por la bacteria, dicha resistencia es mas frecuente
en infecciones que requieren un tratamiento prolongado, lo cual conduce a mayor riesgo
de incumplimiento por parte del paciente. Considerando la problematica asociada al
tratamiento de la tuberculosis, el desarrollo de un sistema que libere isoniazida de manera
sostenida representa una forma para mejorar el cumplimiento de la terapia, permitiendo
mantener las concentraciones plasmaticas del farmaco en el rango terapéutico y reducir el
riesgo de desarrollo de resistencia por el Mycobacterium tuberculosis.

Contribuciones y Conclusiones: En el presente trabajo de investigacion se
evaluaron las caracteristicas de liberacion de la isoniazida incorporada en una matriz
ceramica a base de SiO, a condiciones fisiol6gicas in vitro. La sintesis del biomaterial se
realizé via sol-gel a diferentes condiciones de pH y relacion TEOS/Agua. El material
cerdmico conteniendo la isoniazida fue caracterizado mediante técnicas térmicas,
espectrométricas y microscépicas. Se realizaron pruebas de extraccion para determinar la
incorporacién de isoniazida en el biomaterial, asi como ensayos in vitro para evaluar las
caracteristicas de liberacion de isoniazida en solucion acuosa a pH fisiolégico y mediante
la determinacién de permeabilidad en membranas artificiales. La cinética de liberacion a
pH fisiolégico ocurrié en dos fases y esta dependié directamente de la morfologia y de las
propiedades texturales de la matriz, el factor mas importante fue la porosidad, mientras
que el estudio de permeabilidad de isoniazida en membranas artificiales indica que no se
ve afectada cuando esta se incorporé en los biomateriales.

Dra. Lucia Guadalupe Cantu Cardenas (Asesora)
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1. INTRODUCCION

1.1 BIOMATERIALES

En la actualidad se han descubierto un sin numero de posibilidades en cuanto a la
busqueda de nuevos tratamientos farmacol6gicos y terapias con el fin de otorgar
al paciente una mejor calidad de vida, ya sea mediante la prevencién, el
tratamiento de los sintomas o la cura de su enfermedad. Los biomateriales se han
convertido en los ultimos afnos en un campo interesante para la investigacion,
principalmente en especialidades en ciencias, ingenierias, medicina y biologia;
estas ramas los han considerado como una necesidad clinica y con excelentes
aplicaciones para la generacion de material de uso biomédico, la realizacién de

estudios biolégicos y el desarrollo de nuevas terapias (Figura 1) [1, 2].

Material
parauso
biomédico

Estudios
bioldgicos

Nuevas . .
Biomateriales

terapias

Necesidad
clinica

Figura 1. Aplicaciones principales de los biomateriales.



Los biomateriales son todos aquellos materiales utilizados en la fabricacion de
dispositivos que interactian con sistemas vivos (células, tejidos, érganos y fluidos
corporales) o que contienen una molécula con actividad biolégica, estos deben de
ser inocuos para el organismo. Son clasificados de acuerdo a su origen en
sintéticos o artificiales, que incluyen a los metales, ceramicas y polimeros, otros
son los biomateriales de origen natural o biolégico como proteinas (colageno o

elastina) y polisacaridos.

La aplicacion de los biomateriales ha sido util en las especialidades médicas y
farmacolégicas, en cirugia reparadora y plastica, medicina regenerativa,
administracién de farmacos, dialisis, liberacion de factores de crecimiento o
incluso liberacién de células. También se han desarrollado dispositivos de
diagndstico y prondstico clinico en base a sensores o material biolégico como el

andlisis genético [2].

La tendencia de la aplicacién de los biomateriales se centra en la actualidad

principalmente en:

e Generacibn de matrices para medicina generativa. Deben de ser
biocompatibles y a la vez funcionales, deben ademas promover la
regeneracion celular de forma diferenciada.

e Sistemas de liberacién controlada. Consiste en la encapsulacién o
gelificacién de moléculas o células con actividad terapéutica, se aplica

también para micro y nanopatrticulas.



e Sistemas de cultivo y validacién. Considera los soportes para cultivo

celular o tisular para la fabricacion de material de ingenieria de tejidos.

1.1.1 Propiedades principales de los biomateriales
Todo aquel material destinado a la fabricacion de biomateriales debe de reunir
diversas propiedades biologicas, fisicoquimicas y mecanicas especificas que le

permitan interactuar con el entorno fisiolégico (Figura 2).

Biolégicas Fisicoquimicas

Mecanicas

Figura 2. Propiedades principales de los biomateriales.

Bioldgicas

Biocompatibles y bioldgicamente inertes. No deben de provocar reacciones
adversas que les limiten alcanzar el efecto deseado. Es por eso que no deben de
ser citotéxicos, deben ser compatibles quimicamente con soluciones acuosas y

condiciones fisioldgicas [1].



Fisicoquimicas
La cristalinidad, el comportamiento térmico-mecanico y la resistencia a la
degradacion quimica son algunas de sus propiedades que le permitira al

biomaterial asegurar el mantenimiento de su estructura una vez que sea colocado.

Mecanicas

Los biomateriales también deben poseer propiedades mecanicas que le aporten
rigidez, porosidad e interconectividad adecuadas, superficie especifica y buena
permeabilidad, lo cual le permitira una compatibilidad mayor y una mejor

interaccién con el entorno fisioldgico [3].

1.2 MATERIALES CERAMICOS

Los materiales ceramicos constituyen uno de los elementos principales para la
fabricacion de dispositivos que interactian con los sistemas biol6gicos, estos

tienen aplicaciones en diversas especialidades de la medicina.

Los primeros materiales cerdmicos utilizados en aplicaciones médicas, fueron la
alimina y la zirconia (Figura 3), estas son prototipos de ceramicas “inertes”, por lo
que fueron ampliamente utilizadas como implantes [2]. El inconveniente de estos
materiales era que se sintetizaban a temperaturas muy elevadas, lo que limitaba
la incorporacion de farmacos. Actualmente los materiales ceramicos se sintetizan
por la técnica sol-gel, la cual se lleva a cabo a bajas temperaturas y permite la
preparacién de materiales de calidad con alta pureza, homogeneidad y con un alto

control en el tamano de particula, las matrices mas frecuentemente utilizadas en la



actualidad estan fabricadas a base de didxido de silicio (SiO,), didxido de titanio

(TiO2), y 6xido de aluminio (AloOg3) [4].

Otros materiales ceramicos no menos utilizados son el éxido de zirconio (ZrO,),
sulfato de calcio (CaSQ,), fosfato de calcio (Cas(POQs)2), vidrios bioactivos y vidrios
ceramicos. Se clasifican como bioinertes al AloO3, ZrO, y TiO,, y como bioactivos
cuando permiten una respuesta biol6gica especifica en su interface, permitiendo
asi la formacion de enlaces entre el tejido y el mismo material. Estos biomateriales
se emplean en protesis ortopédicas, implantes dentales, cirugia maxilofacial o

como cementos 6seos para rellenos de huesos|5].

Figura 3. a) Alumina y b) Zirconia, primeros materiales ceramicos utilizados en
aplicaciones médicas.

Gracias a la excelente bioactividad de los vidrios sol-gel, su campo de aplicacién
se ha incrementado mediante la preparacion de matrices mixtas, que son
materiales ceramicos funcionalizados con compuestos organicos, en los que los
vidrios son los elementos inductores de bioactividad [6]. Por otro lado las matrices
ceramicas ofrecen la ventaja de tener una textura con una superficie especifica y

porosidad que proporcionan facilidad tanto para la incorporacién como para la



liberacion de farmacos. Dependiendo de las condiciones de sintesis vy
procedimientos adecuados existiran variaciones en estos aspectos.

Se considera que cualquiera de las ceramicas que estan constituidas por
numerosos poros con un tamano adecuado dependiendo de las dimensiones del

farmaco son buenas alternativas como sistemas de liberacién [2].

Existe una diversidad de farmacos que pueden llegar a ser incorporados en
matrices ceramicas de composicién quimica diferente y no solo farmacos, sino
también sustancias que favorezcan a una cinética de liberaciéon o formacién de
tejidos (Figura 4); esto estara determinado dependiendo del implante que se trate

y la patologia que presente el paciente [2].

Matriz ceramica Farmaco
—1 Fosfatos de calcio e Antibibticos
=1 Vidrios bioactivos —{ Antitumorales
Cementos de || Factoresde
sales de calcio crecimiento
Zeolitas o
— materiales —1 Antiinflamatorio
mMesoporosos
| | Materiaels
bifasicos
Materiales
e hibridos
bioactivos

Figura 4. Matrices ceramicas para liberacion de farmacos.



1.2.1 Técnica sol-gel para la sintesis de materiales ceramicos

La técnica sol-gel es considerada en la actualidad de gran utilidad para llevar a
cabo la elaboracién de materiales ceramicos y vidrios de alta pureza, otorgandoles
homogeneidad y propiedades texturales, tales como el area superficial especifica

y la porosidad.

Otra caracteristica importante es que permite sintetizar materiales hibridos
organico-inorganico, pues las condiciones de temperatura durante la sintesis
permiten que se conserve la integridad del polimero organico [1]. En el caso de los
farmacos hace posible su incorporacién en la matriz ya que estos no se veran

afectados por las condiciones de sintesis.

Esta técnica consiste principalmente en la preparacién de un sistema coloidal
(sol), el cual se desarrolla hasta convertirse en un sdélido impregnado en una

suspensién coloidal llamado gel [1].

Un sol puede prepararse utilizando compuestos organicos o inorganicos y puede
ser parte de particulas de 6xidos o cumulos de polimeros. Los precursores
utilizados en la preparacion de un coloide pueden estar constituidos de un
elemento metélico o metaloide rodeado de varios ligandos. Por ejemplo, el
precursor de silice (SiO.) es el tetraetil-ortosilicato TEOS (Si(OC2Hs)4). Este
precursor reacciona muy rapido con el agua, lo que favorece a la reaccién de

hidrolisis:

Si(OR); + H,O ——> HO-Si(OR)3 + ROH



R representa el grupo alquil, por lo que —OR es un grupo alcoxi y ROH es un
alcohol (dependiendo de la cantidad de agua la reaccidén puede concluirse). Todos
los grupos OR son reemplazados por OH o pueden quedar parcialmente
hidrolizados. Cuando se da la hidrélisis parcial las particulas se unen mediante

reacciones de condensacion:

(OR)3Si-OH + HO-Si(OR); —— (OR)3Si-O-Si(OR); + H,0
o)
(OR)3Si-OR + HO-Si(OR); —— (OR)3Si-O-Si(OR); + ROH
Estas dos ultimas reacciones pueden continuar hasta llegar a formar grandes

moléculas mediante procesos de polimerizacién. La estructura del polimero se

determinard gracias a las reacciones de hidrélisis y condensacion.

Durante el envejecimiento del gel las propiedades y su estructura se definiran.
Cabe resaltar que las reacciones de gelacion y polimerizacion continlan después
de alcanzar el punto de gelado, produciendo fortalecimiento, endurecimiento y
contraccion de la red polimérica. El proceso de secado es de suma importancia,

un secado 6ptimo favorece la formacién de una estructura sélida “esqueleto”.

Generalmente los geles de silice se sintetizan partiendo de la hidrélisis de
mondmeros de precursores de alcoxidos tetrafuncionales, utilizando como
catalizador un acido mineral o una base. Las siguientes reacciones son las mas

caracteristicas:

e Hidrolisis

=Si-OR + H,O —— =Si-OH + ROH



e (Condensacion del alcohol

=Si-OR + HO-Si ——> =Si-0-Si= + ROH

e Condensacién del agua

=Si-OH + HO-Si ——> =Si-0-Si= + H,0
Durante la hidrdlisis los grupos alcéxidos son reemplazados por grupos OH,
simultaneamente en las reacciones de condensacion se producen uniones silanol
mas los productos de alcohol o agua. El agua y los alcoxisilanos son inmiscibles
por lo que es recomendable utilizar un solvente que pueda controlar la

concentracion de silice y agua en una sola fase, asi como la cinética de reaccién

[7].

1.2.2 Materiales ceramicos como sistema de liberacion prolongada para
farmacos

Investigaciones actuales se han centrado en mejorar las propiedades
farmacocinéticas y farmacodinamicas, dandole mayor preferencia a la liberacién
controlada, prolongada y biocompatibilidad de farmacos. Se busca en estos
sistemas de liberacion una mayor eficacia, una entrega especifica en el sitio

blanco y una proteccion contra la degradacion enziméatica [8].

Nuevas técnicas de administracibn a base de compuestos ceramicos estan
dirigidas a conseguir una liberacién prolongada que permita conservar las
concentraciones de farmaco adecuadas en el organismo y a la vez mantener fuera

de los limites de ineficacia y de toxicidad en el tiempo que estos sean
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administrados. Matrices a base de polimeros organicos, materiales hibridos
organico-inorganicos, vidrios y ceramicas han sido utilizadas para tales
aplicaciones. Los materiales mesoporosos con estructuras de poros perfectamente

regulares, representan una de las mayores contribuciones en este campo [2].

El uso de materiales porosos, en especial de silice, como entrega controlada y
como medio de estabilizacion de farmacos fue propuesto por primera vez en 1983,
pero hasta 1988 Boéttcher logré obtenerlos por la técnica sol-gel, posteriormente en
el 2001 se llevaron a cabo las primeras aplicaciones industriales de la silice
obtenidas por sol-gel para liberacion controlada de farmacos. Se elaboraron
microcapsulas de silice para incorporar avobenzona, filtro UV (Eusolex Perlas UV)

[9].

Gracias a la estructura y propiedades fisicoquimicas de la silice (Figura 5), ésta se
puede utilizar para la encapsulacién y liberacién controlada de moléculas hidréfilas
e hidrofobas. Ofrece resistencia mecanica, estabilidad quimica y fisica,

biocompatibilidad y una naturaleza benigna con el medio ambiente [9].

¢
H o OM

oxn OH

Figura 5. Estructura mesoporosa del 6xido de silicio "silice".



11

1.3 LIBERACION PROLONGADA

La Farmacopea de los Estados Unidos (USP) define a los sistemas de liberacion
prolongada como: “una forma que permite al menos una reduccién a la mitad en la
frecuencia de administracion respecto de las formas farmacéuticas
convencionales” [10]. De esta manera se espera una disminucién en la velocidad
de liberacién del farmaco y asi alcanzar y mantener la biodisponibilidad requerida

para lograr el efecto deseado.

La formulacién de un sistema de liberacion prolongada requiere que el farmaco
pueda ser encapsulado, incorporado 0 mezclado con wuna sustancia
transportadora. De esta manera el farmaco es vehiculizado y liberado

sistematicamente a concentraciones terapéuticas.

Algunas de las ventajas que implican estos sistemas de liberacion se puntualizan

a continuacion:

e Disminucién de efectos adversos y toxicos.

¢ Reduccién en la frecuencia de administracion.

e Posible mejora en la selectividad de la actividad farmacoldgica.

e Otorgan al paciente una comodidad mayor en el tratamiento, de esta
manera se facilita el cumplimiento por parte de ellos.

¢ Alcanza adecuados niveles de concentracién plasmaticos.

Se debe mencionar que estos sistemas también conllevan algunas desventajas,

entre las que se encuentran las siguientes:
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e Liberacion excesiva de la dosis del farmaco de forma inmediata.
e Posible acumulaciéon del farmaco.

¢ No se puede ajustar la dosis una vez que fue administrado[11].

Se ha demostrado que la ceramica a base de SiO, obtenida por la técnica sol-gel,
es un material biocompatible y biorreabsorbible, por lo que tiene una aplicacién
potencial en el desarrollo de implantes 0 matrices inyectables para la liberacién
controlada de agentes biol6gicamente activos en los tejidos vivos [12]. Por lo cual,
el uso de SiO» ha presentado un mayor interés de investigacion en los campos de
la biomedicina y la biotecnologia. La conformacion estructural de su matriz ha
permitido la incorporacion de diferentes moléculas, tales como biosensores vy
biomarcadores; se ha considerado también como vehiculo ideal de farmacos,
proteinas y genes, los cuales pueden efectuar su accién en los sitios diana de

manera eficiente [2].

En particular, para aplicaciones de liberacién controlada o prolongada de
farmacos, la silice es capaz de almacenarlos y liberarlos gradualmente; diversos
farmacos tales como, analgésicos, antidiabéticos, antihipertensivos, antibiéticos y
anticancerigenos han sido incorporados en ella con este propdsito. Ademas, las
nanoparticulas de silice se han utilizado para mejorar la biocompatibilidad de

algunos sistemas de administracion de farmacos antineoplasicos [12].

1.3.1 Efecto en la eficacia terapéutica
Un sistema de liberacion prolongada debe ser capaz de mantener la concentracion

terapéutica del farmaco en sangre, mostrar una mejoria en la duracién de la
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actividad de principios activos con vida media corta, debe eliminar o reducir los
efectos secundarios y por ultimo optimizar y mejorar el cumplimiento por parte del

paciente.

Para poder obtener estos beneficios con el sistema de liberacion prolongada se
requiere considerar factores como las propiedades quimicas vy fisicas del farmaco,
la via de administracion, la naturaleza del vehiculo de entrega y la

biocompatibilidad [13].

La eficacia terapéutica de los medicamentos depende directamente de la cantidad
de farmaco que alcanza la circulacién sistémica y esta disponible para ejercer el
efecto deseado “biodisponibilidad”. Los dos factores principales que influyen en la
biodisponibilidad son la solubilidad y la permeabilidad del farmaco, otros
elementos importantes son la estabilidad quimica, la velocidad de disolucién, la
pureza, el comportamiento de compactacion de cristal, la absorcion de humedad y
el grado de cristalinidad. La investigacién en tecnologia farmacéutica incluye la
realizacion de modificaciones para mejorar la biodisponibilidad sin afectar la
actividad farmacolégica, entre dichas modificaciones se encuentran el uso de
solvatos, hidratos, sales, co-cristales y sélidos amorfos, estos ultimos han sido los

preferidos para desarrollar nuevas formas de liberacion[14].

1.4 TUBERCULOSIS

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa crénica, causada por un
microorganismo del género Mycobacterium, principalmente por el M. tuberculosis;

esta puede atacar cualquier parte del cuerpo como el hueso, el sistema renal,
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sistema genital o sistema nervioso central (meningitis), pero los pulmones son los
o6rganos mas vulnerables, se estima que cerca del 80% de las infecciones
micobacterianas son consideradas TB pulmonar. Los pacientes diagnosticados
con VIH (Virus de inmunodeficiencia humana) positivo presentan mayor riesgo de
desarrollar una progresion rapida de esta infeccion. Mycobacterium puede

extenderse a través del sistema respiratorio y causar TB extrapulmonar [15].

TB se considera la segunda causa mundial de mortalidad, después del SIDA
(Sindrome de inmunodeficiencia adquirida), causada por un agente infeccioso. En
el transcurso de los afnos, esta enfermedad ha repercutido notoriamente en la
sociedad, a pesar de que en 2012, la tasa mundial de mortalidad de la TB se
habia reducido en un 45%, se registraron 8.6 millones de nuevos casos y 1.3
millones murieron por esta causa. En este mismo ano la farmacorresistencia y la
vigilancia continua de los casos de TB notificados indicaron que el 3.6% de los
nuevos casos de TB y el 20% de los pacientes de TB tratados con anterioridad
habian desarrollado Tuberculosis-multirresistente (TB-MR). Los mayores niveles

de TB-MR se encuentran en Europa Oriental y Asia Central [16].

El tratamiento convencional implica la administracion sistémica de farmacos
antituberculosos a través de la via oral [17]. El uso de estos medicamentos puede
desencadenar severos efectos secundarios como la hipopotasemia, efectos
toxicos renales, neutropenia y trastornos gastrointestinales, entre otros [15].
Ademads, debido a que los regimenes terapéuticos son prolongados, teniendo
como minimo una duracién de seis a nueve meses, se dificulta conseguir una

adecuada adhesidn a la terapia por parte del paciente.
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Se han considerado diversas medidas que han resultado mas eficaces para el

control de la endemia tuberculosa, el diagndstico prematuro, la adecuada

prescripcion y sobre todo el cumplimento del tratamiento. Este ultimo es el mas

importante, sin embargo, resulta crucial la deteccién oportuna de los casos de

resistencia a farmacos antituberculosos, en especial a los de primera linea para

lograr el efecto terapéutico deseado [18].

De acuerdo al nivel de resistencia de la cepa a los farmacos, la OMS establece la

siguiente clasificacion:

a)

Monorresistencia confirmada: TB en pacientes cuyos aislamientos de
Mycobacterium tuberculosis en pruebas in vitro resulten resistentes a
farmacos de primera linea: isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambutol
0 estreptomicina.

Polirresistencia confirmada: TB en la que la micobacteria presente
resistencia a mas de un farmaco antituberculoso de primera linea, siempre
y cuando sea diferente de la combinacién de isoniazida y rifampicina.
Tuberculosis multirresistente (TB-MDR) confirmada: Tuberculosis con
resistencia bacteriana al menos a isoniazida y rifampicina.

Tuberculosis extremadamente resistente (TB-XDR): TB en la que se
presente resistencia aparte de isoniazida y rifampicina, a cualquier
fluoroquinolona y al menos a uno de los tres farmacos inyectables de

segunda linea: amikacina, kanamicina y capreomicina [16].
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1.4.1 Tuberculosis multirresistente
La tuberculosis multirresistente, al generar resistencia hacia dos de los farmacos

de primera linea conlleva al fracaso inevitable del tratamiento [19].

La resistencia a los medicamentos se da principalmente por el uso inadecuado de
los antibiéticos al tratar con ellos a pacientes afectados por tuberculosis
farmacosensible [16], esto ha propiciado la administracion de regimenes
terapéuticos incorrectos por parte de los agentes de salud y ha conducido también
a que el paciente no consiga culminar con el tratamiento. Regularmente la
farmacorresistencia surge generalmente en zonas donde no llegan programas de

apoyo para tratar a la tuberculosis.

En el 2011 se reportaron cerca de 630,000 casos de tuberculosis multirresistente,
entre los 12 millones de tuberculosis registrados a escala mundial, adicionalmente
se han detectado casos de tuberculosis extremadamente resistente o
ultrarresistente en 84 paises [16].

1.5 ISONIAZIDA

1.5.1 Propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas

La hidracida de acido isonicotinico (isoniazida, INH) es un polvo cristalino incoloro
o blanco, se descompone si se expone al aire y a la luz. Es muy soluble en agua,
poco soluble en etanol, ligeramente soluble en cloroformo y éter dietilico. Es un
agente tuberculostatico, tiene la propiedad de propiciar la formacion de quelatos
metalicos con iones bivalentes [20]. En la tabla 1 se resumen sus propiedades

fisicoquimicas y biofarmacéuticas:



Tabla 1. Propiedades de INH: a)Fisicoquimicas, b)Biofarmacéuticas [10, 21].

a) Propiedades Fisicoquimicas

Formula
molecular:
CsH7N3O
Masa molar:

137.139 g/mol

Punto de fusion

UV max.

pKa

“NH,

—
Z
N

171.4 °C

266 nm (agua); 265 nm
(HCI), 254 nm (HPLC).

1.8, 3.5, 9.5.

b) Propiedades biofarmacéuticas

Dosis
DLso

Unién a proteinas

300 mg/dia
151 i.p. 149 i.v.
10-15 %

17
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1.5.2 Mecanismo de accion

El farmaco isoniazida inhibe la biosintesis de acidos micélicos de la membrana
de la micobacteria (Figura 6). Se activa por accién de la enzima catalasa-
peroxidasa, de esta manera inhibe la conversibn de &acidos insaturados a
saturados en la sintesis de acidos micolicos, los cuales son importantes
constituyentes de la pared celular del bacilo. También se le atribuyen propiedades
fungicidas cuando se encuentra en complejos con ligandos mixtos de iones

metalicos[20].

Isoniacida
(INH)

Difusion pasiva

Radicales Activacion Radicales
oxigeno organicos
5 KatG .
reactivos reactivos

Aducto INH*-NAD

Inhibicién InhA
A Inhibicion de biosintesis de A J
Dano DNA? dcidos micolicos Metabolismo de NAD

!

|\ Muerte celular

Figura 6. Mecanismo de accion de INH [22].
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1.5.3 Farmacocinética/Farmacodinamia
Absorcion: Rapida y completamente en el intestino, ésta se puede retrasar si se

administra junto con los alimentos.

Distribucion: Se difunde en todos los tejidos y fluidos corporales, incluso logra
penetrar al liquido cefalorraquideo y al material gaseoso de la lesion causada por

el bacilo.

Metabolismo: Esta determinado por el fenotipo de acetilacién, aunque también por
hidrélisis; vida media: acetiladores rapidos: 30-100 minutos, acetiladores lentos: 2-

5 horas.

Excrecion: La mayor parte es excretada por orina (75%-95%), el resto a través de

heces y saliva.

Efectos adversos: en sistema cardiovascular puede llegar a causar hipertension,
palpitacién, taquicardia y vasculitis, entre las posibles reacciones adversas a nivel
de sistema nervioso central se reportan depresion, fiebre y psicosis. También
puede llegar a causar dano hepatico, anorexia, nausea, vémito e irritacion gastrica

[23].

1.5.4 Formas comerciales
e Isotamine®; PMS-Isoniazid [23].

e Cemidén B6® comprimidos y ampolletas [24].
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En combinacién con otros farmacos tuberculostaticos

¢ Rifater®, Rifampicina (150 mg) y Pirazinamida (400mg); Isoniazida (75 mg)
[25].

¢ Rifinah®, Rimactazid®: Rifampicina (300 mg); Isoniazida (150 mg) [24].

e Tiosbrif®: Rifampicina (600 mg) y Piridoxina (50 mg); Isoniazida (300 mg)
[24].

¢ Rifater®: Pirazinamida (300 mg) y Rifampicina (120 mg); Isoniazida (50 mg)
[24].

e Rimcure®: Pirazinamida (400 mg) y Rifampicina (165 mg); Isoniazida (75
mgq) [24].

¢ Rimstar®: Pirazinamida (400mg), Rifampicina (150 mg) y Etambutol (275

mgq); Isoniazida (75 mgq) [24].

1.5.5 Uso terapéutico de la isoniazida

La isoniazida es uno de los farmacos de primera linea mas eficaces para tratar la
TB [26], la cual representa en la actualidad un problema sanitario a escala
mundial. Ademas de la isoniazida, entre los farmacos de primera linea se
encuentran rifampicina, pirazinamida y etambutol, los cuales se emplean en
algunos casos como terapia triple por periodos prolongados que van desde seis
hasta 24 meses; la complejidad y la larga duracién del tratamiento, asi como la
falta de apoyo y supervision de un agente sanitario que facilite el cumplimiento del
paciente frecuentemente conducen al desarrollo de resistencia a estos

antibioticos, lo que requiere de la utilizacién de farmacos de segunda linea, que



incluyen aminoglucésidos, antibidticos, cicloserina, etionamida y fluoroquinolonas

(Tabla 2) [15].

Tabla 2. Farmacos de primera y segunda linea para tratar TB [15].

Farmaco Via de Dosis recomendada
administracion
Farmacos Isoniazida Oral, .M. 0 I.V. 5 mg/kg, al dia, la dosis diaria méxima es 300 mg
de primera
linea
Rifampicina Oralo .V 10 mg/kg diarios, 0 3 veces por semana, con un
maximo de 600 mg
Pirazinamida Oral 25 mg/kg diariamente
Etambutol Oral 15 mg/kg diariamente
Estreptomicina .M. o I.V. 15 mg/kg al dia, o 3 veces a la semana; dosis
maxima diaria es de 1 g
Farmacos Etionamida Oral 15-20 mg/kg/dia, una o dos veces/dia, la dosis
de segunda diaria maximaesde 1 g
linea
Acido Oral 4 g, 2-3 veces/dia, la dosis diaria maxima es de
p-aminosalicilico 169
Cicloserina Oral 10-15 mg/kg, diariamente, la dosis diaria méaxima
esdelg
Kanamicina A .M. o I.V. 15 mg /kg, diariamente, la dosis diaria maxima es
delg
Amikacina .M. o L.V. 15 mg/kg, diariamente, la dosis diaria maxima es
delg
Moxifloxacino Oralo I.V 400 mg/dia
Levofloxacino Oralo V. 500-1000 mg/dia, dosis diaria y / 0 maxima es de
19
Clofazimina Oral 200 mg al dia
Linezolid Oralo I.V. 600 mg una vez al dia
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La evolucién de la resistencia de la micobacteria ha propiciado la busqueda de
estrategias terapéuticas individuales y generales dirigidas a la prevencion, el

tratamiento y control de la tuberculosis multifarmacorresistente.

Un gran numero de medicamentos se han disefiado para reducir la frecuencia de
dosificacion mediante la modificacion de la velocidad de absorcion de diferentes
farmacos, aun asi el problema del incumplimiento terapéutico no se ha podido
erradicar [27]. El hecho de usar un biomaterial que permita la liberacién de la
dosificacion adecuada por un tiempo prolongado y que de esta manera el paciente
pueda cumplir eficientemente su tratamiento se ha convertido en un tema de gran

interés para diferentes grupos de investigadores [28].

Con el proposito de reducir el desarrollo de multifarmacorresistencia se hace
necesaria la elaboracién de nuevas alternativas para las formas de dosificacion,
las cuales permitan la liberacién prolongada del farmaco y faciliten el cumplimiento
terapéutico por parte del paciente. En el caso particular de la tuberculosis, debido
a la larga duracién del tratamiento, el desarrollo de un implante que libere
isoniazida durante tiempo prolongado, representa una forma para disminuir el
incumplimiento de la terapia, permitiendo mantener las concentraciones
plasmaticas del farmaco en el rango terapéutico y evitando el desarrollo de

resistencia por el Mycobacterium tuberculosis.
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1.6 PERMEABILIDAD DE FARMACOS A TRAVES DE MEMBRANAS

ARTIFICIALES

El uso de membranas artificiales que imiten las membranas biologicas ofrece un
método que permite establecer el potencial de absorcion de un farmaco, ademas
de que estos ensayos son altamente reproducibles, rapidos y tienen un bajo costo.
Sin embargo, tienen la desventaja de estar en ausencia de enzimas y de
transportadores, ademas de que la totalidad de estos métodos no siempre estan
conformados por bicapas lipidicas. De cualquier manera, las membranas
artificiales resultan de gran utilidad, pues la mayoria de las moléculas activas son
absorbidas principalmente mediante transporte pasivo. El uso de ellas para imitar
las membranas bioldgicas, otorga una alternativa para evaluar el potencial de
absorcién de un farmaco y establecer relaciones existentes entre la estructura

qguimica de los farmacos y su lipofilicidad [29]

Figura 7. Celdas de difusién de Franz.
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El ensayo de permeabilidad utilizando celdas de de difusién de Franz (Figura 7) es
uno de los métodos mas aplicados para ensayos de permeabilidad en membranas
artificiales. Esta técnica se caracteriza por ser altamente reproducible y de bajo

costo cuando se utiliza junto con una membrana artificial bio-mimética.

La técnica es simple, rapida y sobre todo util para predecir la absorcion de
farmacos, la temperatura puede ser controlada y es posible mantener las

soluciones donadora y receptora bajo agitacion continua [30].

1.6.1 Paso de farmacos a través de membranas celulares

La membrana celular funciona como una barrera semipermeable, siendo
altamente selectiva, controla el paso de moléculas ya sea hacia fuera o dentro de
ella. Mantiene las concentraciones de iones entre el interior y el exterior de la
célula. La membrana plasmatica también actia como un sensor de sefales
externas, permitiendo a la célula alterar su comportamiento en respuesta a

estimulos de su entorno.

Es una estructura anfipatica conformada por una bicapa de moléculas lipidicas
entremezcladas con proteinas. Los fosfolipidos, glicolipidos y el colesterol son los
lipidos principales que la componen. En la mayoria de las células los fosfolipidos
son los que se encuentran en mayor proporcion, estan conformados por cabezas
polares hidrofilicas y colas apolares hidrofobicas, este arreglo limita la difusién de
solutos polares a través de la membrana, pero permite la difusion pasiva de

moléculas hidrofdbicas.
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Las proteinas que conforman la bicapa fosfolipidica son las responsables de la
mayor parte de las funciones desempenadas por la membrana celular, permiten
la permeabilidad especifica selectiva de moléculas mediante mecanismos de
transporte pasivo y activo, asi como el transporte de pequefias moléculas

hidrosolubles a través de ella [31].

Cuando el transporte celular no requiere energia se da por transporte pasivo, este
a la vez tiene tres posibilidades: difusién simple, a través de los poros de la
membrana (transcelular o paracelular); difusion activa, como resultado de una
adecuada liposolubilidad, y difusion facilitada, como resultado de una
liposolubilidad adquirida al unirse al material de la membrana (proteinas). Por el
contrario cuando el movimiento de sustancias requiere de un gradiente quimico o

eléctrico sucede el transporte activo [32].

Considerando que el transporte de un farmaco a través de la membrana ocurre
por difusion pasiva, su prediccion tedrica puede llevarse a cabo basandose en la
primera ley de Fick, asi mismo se hace una adecuacién para poder predecir la

absorcién, resultando la siguiente ecuacién:
tTES
Fabs = (dOSiS_l)f ffpefdeAdt
0
A

Donde t.s es el tiempo de residencia del farmaco, A es el area de la membrana,
P es la permeabilidad efectiva a través de la membrana, C es la concentracion

del farmaco y t es el tiempo.
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Las reglas para la difusién simple a través de la membrana son ampliamente
combinadas con la ecuacién matematica de la Ley de Fick, agregando el factor del

gradiente de concentracién. Estas reglas son las siguientes:

e La velocidad de difusidn depende de la capacidad de la molécula que
difunde, de disolverse en la capa lipidica de la membrana.

e La velocidad de difusion a través de una membrana es directamente
proporcional a la superficie de la membrana.

e La velocidad de difusién a través de una membrana es inversamente

proporcional al espesor de la misma [33].
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1.7 ANTECEDENTES

Después de la segunda guerra mundial y hasta principios de los anos 60, habia
pocos pioneros que utilizaran metales para la fabricacion de implantes con
aplicacion meédica, fue hasta los afos 70 que surgié la necesidad de buscar
nuevos materiales para este fin. Estos materiales se crearon para uso especifico

en medicina, como polimeros biodegradables y ceramicas activas [34].

Desde el descubrimiento, por parte del Prof. L. Hench en 1971, de la capacidad de
ciertos vidrios basados en SiO, para unirse a los tejidos duros a través de un
enlace mecanicamente fuerte, el desarrollo y aplicacion clinica de los vidrios

bioactivos no ha dejado de crecer en los ultimos anos [35].

La incorporacién de la quimica sol-gel (1991) al campo de los materiales
ceramicos abrid6 todo un panorama de posibilidades, creando una nueva
generacion de vidrios bioactivos, mejorando potencialmente el desarrollo de
implantes[2]. Este proceso, que utiliza temperaturas mucho mas bajas que el
método de fusién, permite obtener vidrios de mayor pureza y homogeneidad,
expandir el rango de composiciones bioactivas y mejorar las propiedades

texturales (superficie especifica y porosidad).

Vallet-Regi con su grupo de investigacion en el 2001, propuso el material
mesoporoso MCM-41, un material que resulta de la incorporaciéon de bromuro de
cetiltrimetilamonio durante la sintesis de la silice via sol-gel, para aplicacion en el

ambito biomédico, como sistema de liberaciéon controlada de farmacos [36].
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Zhu y colaboradores en el 2005 incorporaron el lbuprofeno en MCM-41,
demostrando que este material retardaba la liberacién del principio activo hasta

tres veces en relacion al de liberacién inmediata [37].

La incorporacion de antibidticos en la estructura porosa de los vidrios
mesoporosos bioactivos se propuso por primera vez por Xia y Chang. Ellos
utilizaron la técnica convencional de impregnacion del farmaco, poniendo en
contacto el vidrio mesoporoso bioactivo de composicién SiO,, CaO y P>Os con

una disolucion concentrada de sulfato de gentamicina [37].

Peterson y colaboradores realizaron pruebas para comparar la liberacion
controlada a través de implantes de titania sintetizados por la técnica sol-gel, se
consideraron dos farmacos anticonvulsivos, acido valpréico y fenitoina sodica.
Ellos observaron que cuando la concentracion del farmaco se incrementa, la

liberacién inicial disminuye. [38]

Timo Lebold en el 2009 junto con un grupo de investigadores utilizaron como
vehiculo silice mesoporosa con tamafo nanométrico, para la liberacién de
doxorrubicina. La cinética de liberacion la determinaron utilizando células in vivo,
se demostré la reproducibilidad de este sistema para el suministro de farmacos. El
estudio concluy6é que el tamafno del poro y las caracteristicas que presenta la
superficie son los factores principales que determinan la liberacion del farmaco

[39].

Yunchang Xin y colaboradores en el 2009 desarrollaron un sistema de liberacién

prolongada capaz de estimular la formacién de hueso, este implante lo elaboraron
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a base de nanotubos de 6xido de titanio con liberacién de estroncio. Experimentos
in vitro revelaron que este implante posee buena biocompatibilidad, por lo que se
considerd un candidato ideal para implantes 6seos. También demostraron que se

pueden incorporar otros elementos biolégicamente utiles, tales como Mg y Zn [40].

Lopez y colaboradores llevaron a cabo la liberacion de hidrocortisona impregnada
en cuatro compuestos mesoporosos de SiO. funcionalizados con diversos
aditivos. Su propdésito fue estudiar el efecto del aditivo en el tamafo de poro del
material y en la liberacion del farmaco impregnado [28]. Este mismo grupo de
investigadores, en el 2010, por medio de la técnica sol-gel elaboraron un implante
a base de TiO,, en éste incorporaron acido valproico. Ellos estudiaron el efecto del
agua en la formaciéon del gel, concluyendo que afecta considerablemente las
propiedades quimicas y morfoldgicas del implante [41]. También incorporaron por
la misma técnica dopamina en un implante a base de silice, evaluando este
dispositivo para la liberacidon controlada del farmaco [11]. Un afo después
incorporaron fenitoina (farmaco antiepiléptico) a través del método sol-gel. Sus
estudios reflejaron que el perfil de liberacién del farmaco fue dependiente de la

morfologia y propiedades superficiales de la matriz [42].

Leén Albarran y colaboradores en el 2011 encapsularon en silice
nanoestructurada y funcionalizada obtenida por la técnica sol-gel el IFC-305, un
farmaco en investigacion derivado de la adenosina, con el fin de utilizarlo como
sistema de administraciéon para el tratamiento de cancer hepatico. La sintesis la

llevaron a cabo considerando diferentes relaciones molares de los precursores y
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concentraciones del farmaco, ellos concluyeron que la liberacion del farmaco no

se afecta por las relaciones molares utilizadas [12].

Con respecto a investigaciones relacionadas con la incorporacién de farmacos
antituberculosos en biomateriales, asi como también el estudio de liberacion a
través de estos, encontramos que L. Hurley y B.R. Andersen en 1998, realizaron
un estudio in vitro e in vivo de un sistema de liberacion para isoniazida a través de
un implante subcutaneo en un modelo animal; este fue elaborado a base de L-
lactida y moldeado por compresion. Ellos midieron las tasas de liberacion de
isoniazida y la estabilidad estructural del implante en medio acuoso, para las
pruebas in vivo determinaron los niveles del farmaco en suero y orina,
determinando que el polimero conteniendo isoniazida fue estructuralmente estable
en medio acuoso y que se logro la liberacién del farmaco en un periodo de por lo

menos 15 semanas [43].

Anos mas recientes Bullo Saifullah y colaboradores en el 2012 elaboraron una
formulacion de liberacién sostenida para un medicamento antituberculoso.
Utilizaron el farmaco &cido 4-amino salicilico (4-ASA), lo intercalaron en un
nanocompuesto a base de capas de hidréxido de zinc a través de la reaccién

directa con la suspension de 6xido de zinc [44].

En base a estos antecedentes se demuestra la importancia de la incorporacion de
farmacos en materiales ceramicos para lograr su liberacion prolongada, en formas
de dosificacién orales o a través de implantes; no obstante de que se han

incorporado una gran cantidad de farmacos: analgésicos, antiinflamatorios,
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anticonvulsivos, antiparkinsonianos, antibiéticos y anticancerigenos, el campo de
investigacién continua siendo muy amplio, en especial para los antibiéticos, ya que
al ofrecer una forma de liberacion prolongada se apoya el cumplimiento del
régimen terapéutico por parte del paciente y se reduce el desarrollo de resistencia
de las bacterias. En base a lo anterior se fundamenta el presente proyecto de
investigacion, la incorporacion de isoniazida en un material cerdmico elaborado via
sol-gel y la evaluacion de sus caracteristicas de liberacion en condiciones

fisioldgicas.
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2. HIPOTESIS

El desarrollo de un biomaterial ceramico a base de SiO,, conteniendo isoniazida

provee una alternativa de liberacién prolongada en condiciones fisiol6gicas, con

potencial aplicacién en la elaboraciéon de un implante.

3. OBJETIVO GENERAL

Evaluar las caracteristicas de liberacion de la isoniazida incorporada en una matriz

ceramica a diferentes condiciones fisioldgicas in vitro.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar via sol-gel el biomaterial de SiO, conteniendo isoniazida a dos
diferentes valores de pH y dos concentraciones de los precursores del
polimero.

Caracterizar el biomaterial sintetizado mediante técnicas térmicas,
espectrométricas y microscépicas.

Realizar pruebas de extraccién para evaluar la incorporacién de isoniazida
del biomaterial.

Evaluar in vitro las caracteristicas de liberacion de la isoniazida en solucién
a pH 7.1, el cual corresponde al pH del tejido muscular.

Evaluar el efecto de la liberacion de INH a partir de los biomateriales sobre
la permeabilidad del farmaco a través de membranas artificiales.

Cuantificar la isoniazida liberada a diferentes tiempos mediante HPLC.
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4. METAS

Desarrollar un biomaterial cerdmico conteniendo isoniazida que en
condiciones fisioldgicas presente liberacion prolongada.

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

Difundir los resultados de la investigacidn en Congresos Nacionales e
Internacionales.

Redactar un articulo para su publicacion en una revista del Citation Index.
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5. MATERIALES Y METODOS

La parte experimental se desarrollé en instalaciones de la Universidad Autbnoma

de Nuevo Ledn (UANL) y en la Universidad Nacional de Cérdoba (UNC); se llevo a

cabo en las siguientes etapas:

Sintesis de los biomateriales por la técnica sol-gel. Laboratorio de

Fotocatélisis, FCQ, UANL.

Caracterizacion de los biomateriales por técnicas térmicas,

espectrométricas y microscépicas. Laboratorios FCQ, UANL.

Pruebas de extraccion y liberacion in vitro. Laboratorio de Biofarmacia,

FCQ, UANL.

Estudios de liberacion a través de membranas. Laboratorio de Control de

Calidad y Analisis Farmacéutico, FCQ, UNC.
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5.1 Sintesis de los biomateriales

La sintesis de los biomateriales se llevo a cabo por la técnica sol-gel, la cual es
una ruta que se utiliza principalmente para la preparacién de 6xidos metalicos.
Esta técnica se basa en la polimerizacion inorganica a partir de precursores
moleculares, lo cual conduce a la formacién de especies o coloides altamente
condensados [45]. Para este caso es una ruta coloidal que facilita la sintesis de
materiales ceramicos, en la que se incorporé la isoniazida en la etapa de
formacioén de sol a gel.

Las soluciones iniciales para obtener los biomateriales se prepararon a partir de
las cantidades estequiométricas de tetraetil ortosilicato-TEOS (98%, Aldrich ®),
alcohol etilico (96.6%, DEQ®) y de agua nanopura (18.0 MQ cm™). Se determiné
llevar a cabo cuatro diferentes condiciones (Tabla 3) de sintesis realizando
variaciones en la relacion TEOS/ Agua (1:6 y 1:8) y en el pH (3 y 5), se decidi6

incorporar el 20% de isoniazida (99%, Sigma-Aldrich ®).

Tabla 3. Condiciones de sintesis para los biomateriales sintetizados via sol-gel.

Biomateriales pH Relacién TEOS/Agua

B5.1.8 5 1:8
B5.1.6 5 1:6
B3.1.8 3 1:8
B3.1.6 3 1:6

La metodologia que se utilizé para la sintesis de los biomateriales (Figura 8)

comenzéd con la mezcla de los precursores; el TEOS se anadio al etanol gota a
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gota bajo agitacidbn magnética continua. Posterior a esto se ajusté el pH de la
solucién (3 0 5) con una solucion de HCI (37.4%, CTR®) y se procedi6é a agregar
gota a gota la solucién de isoniazida preparada en una mezcla de agua-etanol,
manteniendo agitacion constante. Posteriormente toda la mezcla se sometié a
reflujo a 70 °C durante dos horas. Una vez concluido este tiempo se dej6 enfriar a
temperatura ambiente y se adicion6 gota a gota NH,OH (30%, CTR®) para
favorecer y agilizar la gelificacion. Una vez obtenido el gel, se dejé envejecer a
temperatura ambiente durante 24 horas, con el fin de que se diera la maduracion
antes del secado. Después se sometio a la etapa de secado a una temperatura de
65-70 °C y posterior a esto se homogeneiz6. Finalmente el biomaterial se traté
térmicamente a 160 °C por 5 horas con el fin de remover la mayor cantidad de

los solventes utilizados durante la sintesis.

Incorporacion de la
Isoniazida (20%)

Envejecimiento

(Polimerizacion,
70°C/2h. transformacion de
fases)

Homogenizacion Secado
‘ m—— Gel
/4 70°C/ 24 h. envejecido
Polvo finosellevaa
calcinacion 160 °C/5 h. Xerogel

Figura 8. Esquema que incluye las diferentes etapas del proceso sol-gel para la
sintesis del biomaterial e incorporacién de la isoniazida.
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5.2 Caracterizacion de los biomateriales

Los biomateriales calcinados, la silice y la isoniazida se evaluaron por analisis
térmico (ATG-ATD). Los biomateriales y la silice fueron caracterizados por
difraccion de rayos-X (DRX), espectroscopia de infrarrojo con transformada de
Fourier (FTIR), microscopia electronica de barrido (MEB), espectroscopia de
dispersion de energia de rayos-X (EDS), andlisis textural: ademas de la
determinacién del area superficial (BET) y porosidad (BJH) a partir de la isoterma

de adsorcién de No.

5.2.1 Analisis térmico (ATG-ATD)

La isoniazida, las muestras en seco de los biomateriales y la silice fueron
evaluadas en el analizador térmico diferencial/termogravimétrico TA Instruments
SDT 2960, las mediciones se realizaron en un rango de 10-800 °C, con atmdsfera

de aire y una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

5.2.2 Difraccion de rayos-X (DRX)
Los patrones de difraccion para isoniazida y biomateriales se obtuvieron con el
difractébmetro de rayos X Siemens D-500. La intensidad de difracciéon se midié en

un intervalo 2 6 de 5° a 90°, con un tamano de paso de 0.02°.

5.2.3 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)
Los estudios se realizaron en el espectrofotometro infrarrojo Spectrum one Perkin

Elmer. El barrido espectral por ATR se realizé en un intervalo de 4000 a 650 cm™.
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5.2.4 Microscopia electréonica 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 electronico de barrido JSM-6701F, este
instrumento esta equipado con una sonda para EDS, el cual indic6 la composicion
quimica de las muestras. Se utilizd cinta de carbono para fijar las muestras a

excepcion de la silice que se fijé con una cinta de oro.

5.2.5 Analisis textural: BET-BHJ

Las isotermas de adsorcion y desorcién de Nitrégeno se obtuvieron usando el
equipo Quantachrome Autosorb-1 AS-1C2. El area superficial se calculd por el
método BET y el volumen de poro se determind por el método de distribucién de
poro BJH a partir de las isotermas de adsorcion. Antes de obtener las isotermas,

las muestras fueron desgasificadas al vacio por 48 horas a 90 °C.

5.2.6 Andlisis elemental

Las pruebas de andlisis elemental se llevaron a cabo en el equipo de Analisis
Elemental Perkin Elmer 2400, a una temperatura de combustién de 974 °C, de
reduccién 500°C, una temperatura del detector del horno de 82.1 °C y una presién

de 172.7 mmHg.
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5.3 Identificacion y cuantificaciéon de isoniazida por cromatografia liquida de

alta eficacia (HPLC)

La cromatografia liquida de alta eficacia es una de las técnicas mas adecuadas
para el analisis y control de medicamentos de las Farmacopeas Oficiales, como la

USP y la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos [10], [21].

En este proyecto el estudio se llevé a cabo en el equipo HPLC Waters, con
deteccion UV (Photodiode Array Detector) (Figura 9); en fase reversa, utilizando la
columna SUPELCOLOSIL™ LC-18 (25 cm x 4.6 nm, 5 um). La fase movil estuvo
compuesta por una mezcla de Acetonitrilo (grado HPLC, J.T.Baker®) y Buffer de
fosfatos en una relacion 25:75. El buffer de fosfatos fue preparado con NaH>PO,
(99% Sigma-Aldrich®) 0.01 My EDTA (99% Alfa Aesar®) 2 mM, ajustado a un pH

6 con NaOH 1M [46].

= ST

Figura 9. Equipo HPLC Waters, utilizado para la identificacion y cuantificacion de
isoniazida (Laboratorio Biofarmacia, FCQ, UANL).
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Para conocer la longitud de onda de maxima absorcion de INH se registrd el
espectro de absorcion UV-Vis en un espectrofotometro (Perkin Elmer),
encontrando que tiene un maximo de absorcion a la longitud de onda de 264 nm.
El volumen de inyeccion fue de 100 ul y la sefnal de isoniazida en el
cromatograma se presenté a un tiempo de retencion a los 3.45 minutos. (Figura

10).

d.1a
0.004
T T T T T T T T T
1.00 2.00 3.00 400 5.00 6.00 7.00 8.00 .00 10000
sinuize

Figura 10. Cromatograma de isoniazida (estandar 15 ppm).

5.3.1 Curva de calibracion

Una vez que se establecieron los parametros para INH por HPLC, se procedi6 a
realizar la curva de calibracion. Se prepararon nueve estdndares (Tabla 4)
partiendo de una solucién stock de 100 mg/L (100 ppm) de INH. Se hicieron las
diluciones correspondientes aforando en una matraz de 10 ml con agua grado

nanopura (18.0 MQ cm™).
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Tabla 4. Estandares preparados para la curva de calibracién de INH.

Estandar INH
(mg/L)

0.3
0.5
0.7

1

5
10
15
20
30

OO IN[O|A|R|WIN|=—

Se llevaron a cabo las mediciones de los estdndares por HPLC a la longitud de
onda de 264 nm. La preparacion de cada uno de los estandares se realizd por
triplicado. La Figura 11 muestra la curva de calibracién para INH, donde se puede
observar que el intervalo de concentraciones establecido cumple con la Ley de
Lambert-Beer, el coeficiente de correlacion obtenido es de 0.9998, siendo

considerablemente aceptable.

Para el analisis de los datos se utilizé el software Origin Version 6.1, el sistema se

calibré en un rango de presion entre 2500 y 3000 PSI.
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Figura 11. Curva de calibracion para INH, obtenida por la preparacion de nueve
estandares, partiendo de un stock de isoniazida de 100 ppm.

5.4 Pruebas de Extraccién

Para determinar el porcentaje de isoniazida incorporada en cada uno de los cuatro
biomateriales sintetizados via sol-gel, se llevaron a cabo pruebas de extraccion.
Las muestras fueron sometidas a agitacion mecéanica en el equipo Incubator-

shaker LAB-LINE®.

Las condiciones de trabajo fueron establecidas con el fin de evaluar la maxima

cantidad liberada del farmaco (Tabla 5).
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Tabla 5. Condiciones de extraccion para INH a través de los biomateriales.

Condicion Solvente Rpm Temperatura °C
1 Buffer de fosfatos pH 7.1 325 45
2 Buffer de fosfatos pH 7.1 300 37.5

Se consideraron tiempos de extraccibn de 24 horas para cada una de las
condiciones. Una vez que transcurrié el tiempo, se tom6 una alicuota de cada
muestra, se filtré6 con Millipore Millex-HN ® Nylon 0.45 , y después se colocaron
directamente las muestras en un vial para ser inyectadas en HPLC,

posteriormente se cuantific el porcentaje de extraccion de isoniazida.

5.5 Pruebas de liberacion in vitro

Para evaluar los perfiles de liberacion de isoniazida se llevaron a cabo pruebas in
vitro utilizando el Disolutor Vankel, modelo VK700 (Figura 12). Se consideré el
uso de canastillas, con el fin de simular mejor las condiciones y minimizar el
golpeteo hacia los biomateriales.

Una vez que fueron pesados los biomateriales se colocaron en cada una de las
canastillas, previo a esto el medio de liberacién ya habia sido afadido a cada uno
de los vasos y el equipo se habia estabilizado. Las condiciones de trabajo fueron
100 rpm a una temperatura de 37.5 °C.

El medio de liberacion utilizado fue un buffer de fosfatos preparado con NaH>PO,
(99% Sigma-Aldrich®) 0.01 My EDTA (99% Alfa Aesar®) 2 mM, ajustado a un pH

7.1 con NaOH 1 M. Se consideré pH de 7.1 con el fin de simular las condiciones
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que se encuentran a nivel de tejido muscular. Una vez preparado el medio se
coloc6 en un bano de ultrasonido, para obtener un medio desgasificado (modelo

Branson 2510) por 20 minutos.

Figura 12. Disolutor Vankel con canastilla.

El estudio se llevd a cabo en un lapso de 29 dias y se tomé una alicuota de 1 mi
por cada muestra, el estudio fue realizado por duplicado. En la siguiente tabla se

muestran los tiempos que se consideraron para la toma de las muestras.

Tabla 6. Tiempos a los que fueron tomadas las alicuotas para las pruebas in vitro
de liberacion de INH.

0.3 0.6 1 2 3 4 5 6 24 48

120 (144 168 |192 |216 |312 |336 (360 |504 |696

Las muestras fueron tratadas antes de ser inyectadas al HPLC, cada una de ellas
fueron filtradas utilizado Millipore Millex-HN ® Nylon 0.45 , posteriormente fueron

aforadas con la fase movil (ACN/PBS 25:75) en un matraz de 10 ml, enseguida se
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tomo6 una alicuota de 1000 pl y se coloc6 en un vial para luego ser cuantificada

por HPLC.

5.6 Estudios de permeabilidad de INH utilizando membranas artificiales a

partir de los biomateriales como sistemas de liberacion prolongada.

Para el estudio de liberacion de isoniazida se utilizaron celdas de difusion Franz
bicompartimentales (Figura 13) con un area de difusién activa de 1,44 cm?. De
esta manera se mimetizaron las propiedades lipofilicas de las membranas
biolégicas, se utilizaron membranas de éster de celulosa de 0.45 um (Gamafilm
S.A., Argentina) como soporte, a estas se les impregnoé por inmersién durante 30
min, una solucién al 10% w/w de 80% de Lipoid ® S100 y 20% de Colesterol
(Sigma Aldrich®) disperso en 2 ml de n-octanol (Tabla 7) y posteriormente fueron

montadas entre el compartimiento donador y receptor.

Tabla 7. Composicion de la membrana artificial utilizada para estudios de
liberacién mediante la permeabilidad de isoniazida.

Composicion de la membrana artificial

n-octanol 90%

Lipidos 10%

e Colesterol 20%

e Lipoid S100 80%
(Fosfatidilcolina de
soja 94%)

Las dos fases fueron termostatizadas a 37.5 °C a ambos lados de las celdas de

difusion en un bafo de circulaciéon. Se utilizé una solucion reguladora de fosfatos
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(SRF) 0.01 M de pH 7.4 como medio de difusién en las celdas donadora y
receptora. Muestras de INH y de los biomateriales se suspendieron en la SRF (en
una concentracién equivalente a la dosis oral: 300 mg) posteriormente fueron
introducidos en el compartimiento donador. Las soluciones dentro del
compartimiento fueron sometidas a agitacion mecanica a 14000 rpm (Auto
Science ®). Se tomaron alicuotas de 2 ml del compartimiento receptor en
intervalos definidos (5 min, 10min, 15, min, 30 min, 1 h, 2h, 4h, 6h y 8h) el

volumen extraido fue sustituido con SRF.

Figura 13. Ensayo de permeabilidad con celdas de difusién de Franz.

La concentracién de isoniazida fue determinada por espectroscopia UV visible
(espectrofotometro UV visible Agilent Technologies ® Cary 60) a una longitud de

onda de 263 nm.

Los coeficientes de permeabilidad aparente (Pa; cm s') son un factor limitante

para predecir con mayor aproximacion el fenobmeno de la permeacion, fueron



47

calculados a partir de la pendiente de la porcidén inicial de los perfiles de
permeacion, de acuerdo a la siguiente ecuacion, la cual se deriva de la primera ley
de Fick:

dQ vV

Popp = —— X770

dt A.Co.60
Donde dQ Es la cantidad acumulativa permeando en funcion del tiempo (mg/ml), V
es el volumen del compartimiento receptor, A es el area de superficie de la
membrana, Cp es la concentracion inicial del farmaco en el compartimiento

donador y 60 es el factor de conversion de minutos a segundos [30].

A partir de estudios previos fue posible demostrar la aplicabilidad y la eficacia
predictiva de la membrana debido a que se observé una buena correlacion entre
los %Fa y los valores de P4, obtenidos mediante el método desarrollado a traves
de la evaluacibn de 14 compuestos (Aciclovir, atenolol, furosemida,
hidroclorotiazida, cloranfenicol, alopurinol, teofilina, naproxeno, verapamilo,
carbamazepina, propanolol, cafeina, ketoprofeno y antipirina), los cuales son
absorbidos por un mecanismo de difusidon pasiva y representan un amplio rango
de caracteristicas de absorcién, diversidad estructural, de comportamiento acido-

base y solubilidades.
%Fa = (1— eAPar) x 100

La apropiada correlacién de los datos fue evidenciada por un valor de r? de 0.8517

(A) con un coeficiente de correlacién de -2.3 = 0.4 [30].
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6. RESULTADOS y DISCUSIONES

6.1 Biomateriales Sintetizados

Se obtuvieron los cuatro biomateriales por la técnica sol-gel (Figura 14) de
acuerdo a las condiciones de sintesis establecidas. Tomando en cuenta que el
proceso sol-gel implica la transicién de un sistema en suspension, “sol” a una fase
sélida “gel” y que las reacciones mas importantes durante su proceso son la
hidrolisis y condensacion, estas ocurrieron en diferentes tiempos de acuerdo a la
relacion TEOS/Agua y a los pH utilizados en cada uno de los biomateriales

favoreciendo la gelificacion en algunos casos.

Figura 14. Biomateriales sintetizados por la técnica sol-gel. a) B5.1.8, b) B3.1.8, ¢)
B5.1.6 y d) B3.1.6.

Las condiciones acidas durante el proceso sol-gel favorecen la hidrolisis de los
alcoxidos, sin embargo retardan las reacciones de condensacién. Dado que el pH
afecta considerablemente a la cinética de reaccion y asi mismo a la estructura del
biomaterial, se observé que el tiempo de gelacién fue diferente entre los

biomateriales, los que fueron sintetizados a pH 3 el proceso de gelacion fue mas
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rapido, por el contrario los sintetizados a pH 5 el proceso de gelacién fue mas
lento.

Con el fin de acelerar el proceso de gelificacion se agregd NH,OH en cada una de
las reacciones. La adicidbn de este compuesto gota a gota genera iones OH’
lentamente, lo cual permite obtener una nucleacién homogénea entre los grupos
OH de la silice, evitando que se presente mayoritariamente la agregacion de
cumulos desordenados, y de esta manera, controlar la velocidad de reaccién, en

este caso la gelificacion [47].

La polimerizacién se puede efectuar en medios acido o basico. Cuando se da en
condiciones basicas se obtiene un gel polimérico denso con poca elasticidad, en
cambio en condiciones acidas se obtiene un gel polimérico mayormente elastico
cuando este se encuentra humedo, una vez que es secado aumenta
considerablemente su rigidez. Estos ultimos fendmenos se pudieron observar en
cada uno de los biomateriales. Es por esta razén que los biomateriales
sintetizados a pH 3 (B3.1.6 y B3.1.8) iniciaron la gelificacién incluso poco antes de

agregar el NH4OH [7].

6.2 Caracterizacion de los biomateriales

6.2.1 Analisis térmicos de isoniazida, silice y biomateriales secos.

En la grafica de ATG-ATD para isoniazida (Figura 15) se observa un pico
endotérmico en la curva de ATD aproximadamente a 170 °C, el cual corresponde
a la temperatura de fusién de este farmaco (171.4 °C) [21]. El pico exotérmico que

se observa aproximadamente a 350 °C corresponde a la temperatura de
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descomposicion, lo cual concuerda con la pérdida del 100% del peso en la curva
de ATG. Estos resultados dieron la pauta para establecer las condiciones de
trabajo para la sintesis del biomaterial conteniendo isoniazida (especificamente la

temperatura de calcinacioén).
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Figura 15. ATG-ATD isoniazida.

En la figura 16 se presenta la grafica correspondiente al tratamiento térmico del
gel fresco de la silice. La pérdida en peso de aproximadamente 18% que se
observa hasta 800 °C se atribuye a los procesos de desorcién y evaporacion de

los solventes ocluidos en el gel [2].
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Figura 16. ATG-ATD SiO,,

Los resultados del andlisis termogravimétrico ATG y térmico diferencial ATD de los
biomateriales (Figura 17) mostraron un comportamiento similar. En estas graficas
se observa una primera pérdida (5%) en peso aproximadamente a 70°C atribuida
a la evaporacion de residuos de etanol, la segunda a 100°C corresponde a la
evaporacién y desorcibn de agua, mientras que la tercer pérdida (15%)
aproximadamente a los 260°C corresponde a la combustién de residuos de los
precursores. En un estudio realizado por Lépez y col. [42] se reporta que
aproximadamente a los 80 °C ocurre la desorcién del agua que fue adsorbida en la
superficie y ocluida en el interior de los poros. Asi mismo a 260 °C la pérdida en
peso fue atribuida a la eliminacién de los grupos silanoles formados sobre la
superficie, sefialando que la remociéon de estos grupos no es completa incluso

cerca de los 800 °C.
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En la figura 17 se observa en cada una de las graficas de ATD el pico endotérmico
caracteristico de fusién de INH (171.4 °C), el cual no esta muy definido debido a la
baja proporcién (20%) de farmaco incorporado en el biomaterial y a la dispersién

de éste en la matriz de la silice [48].
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Figura 17. ATG-ATD Biomateriales a) B5.1.8, b) B5.1.6, c¢) B3.1.8 y d) B3.1.6.

6.2.2 Espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR)

El espectro obtenido para isoniazida (Figura 18), muestra las principales bandas,
las cuales corresponden a los movimientos de estiramiento del grupo carbonilo de
la amida (=1740 cm™), de la amina secundaria (=1634 cm™) y flexién del enlace
N-H (=3400 cm™) [26]. Sullad y col. refieren la banda N-H de flexién (3303 cm™) y

mencionan que las bandas de estiramiento C-H (3112 cm™) y -C=C— (1602cm™)

Peso (%)

Peso (%)
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del anillo aromatico no son de menor importancia y deben ser consideradas

también para la caracterizacién por IR de la isoniazida [48].
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Figura 18. Espectro FTIR de isoniazida.

En los espectros FTIR de los biomateriales (Figura 19) se observa una banda
sobresaliente alrededor de los 1740 c¢cm™, la cual no se observa al hacer la
comparacién con el espectro de la silice. Dicha banda corresponde al grupo
carbonilo de la isoniazida y es encontrada en cada uno de los biomateriales

sintetizados en las cuatro diferentes condiciones. Es evidente que la banda se
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observa con menor intensidad, debido a la baja proporciéon de INH incorporada en

la silice [49].
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Figura 19. Espectro de los biomateriales sintetizados (b) B5.1.8, (c) B5.1.6, (d)
B3.1.8, (e) 3.1.6 y la (a) silice.

6.2.3 Difraccion de rayos-X

El patrén de difraccion de la Isoniazida (Figura 20, f) muestra reflexiones intensas
y definidas en 2 6 de 12, 14, 16 y 20°, las cuales son caracteristicas de su
estructura cristalina. En la figura 20 a se muestra el difractograma de la silice sin
incorporar el farmaco donde se puede observar un pico ancho entre 20-30° de 2 6,
indicado que es amorfa [28]. Los estudios de difraccién de rayos-X para los
biomateriales revelan que las reflexiones caracteristicas de la INH se traslapan
con el pico ancho correspondiente a la matriz de SiO,. Sin embargo, los

difractogramas (Figura 22 b, ¢, d y e) de los biomateriales se pueden observar
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algunas reflexiones sobresalientes a las del SiO,, las cuales confirman la

presencia de INH en la matriz ceramica.
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Figura 20. Patrones DRX (a) SiO,, (b) B5.1.8, (c) B5.1.6, (d) B3.1.8, (e) B3.1.6 y

(f) INH.
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6.2.4 Microscopia electrénica de barrido y espectroscopia de dispersion de
energia de rayos-X (MEB-EDX)

Es importante conocer la morfologia, el tamafo y la distribucién de las particulas
qgue conforman el material, dichas caracteristicas dependen directamente de las
condiciones de sintesis.

El contenido de agua durante la sintesis Sol-Gel es un punto critico en la
morfologia y distribucion de las particulas. Cuando se utiliza una mayor
proporciébn de agua en la reaccién, se permite que los agregados formados
durante el proceso de envejecimiento del gel se compacten y se reorganicen, lo
que conduce a particulas de mayor tamano y a una disminucién de la agregacion
entre ellas después de su secado. Por lo contrario con un bajo contenido de agua,
desde su formacion los agregados son mas compactos y como resultado sus
particulas no crecen durante el envejecimiento, ya que el reordenamiento se ve
obstaculizado, favoreciendo la agregacion de las particulas [42].

En la Figura 21 se muestran las micrografias de MEB de los biomateriales
sintetizados por sol-gel. En todas las imagenes se observan formas esferoidales,
presentando una mayor homogeneidad en el tamafio nanométrico de las
particulas (=1-7 um) en las muestras a, b y d, las cuales corresponden a la silice
sin INH y a los biomateriales que fueron sintetizados con mayor proporcién de
agua, es decir una relacion TEOS/ Agua 1:8. En las muestras c y e se observan
particulas con mayor variedad de tamafos (=0.4-<0.1um) formando

microagregados esféricos.
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Figura 21. Micrografias de las muestras analizadas sintetizadas por sol-gel (a)
SiOg, (b) 5.1.8, (C) B5.1.6, (d) B3.1.8 y (e) B3.1.6.
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6.2.5 Espectroscopia de dispersion de energia de rayos-X (EDS)

El analisis por EDS para la silice sin INH (Figura 22) indica la composicion
quimica, constituida por O (51.61%) y Si (48.39%), mientras que las graficas de
los biomateriales (b, ¢, d y e) muestran la linea de emisién del carbono,
adicionalmente a las de los elementos O y Si, la cual se atribuye a la presencia de
INH en la silice. EI Nitrégeno no pudo ser detectado por esta técnica, debido a que

es un elemento muy liviano y a la baja proporcion de éste en el farmaco.
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Figura 22. Anadlisis EDS y porcentaje de los pesos de los elementos a partir de la
silice (a) y biomateriales: (b) B5.1.8, (c) B5.1.6. (d) B3.1.8 y (e) B3.1.6.
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Debido a que EDS es una técnica semicuantitiva, las muestras de los
biomateriales fueron sometidas a analisis elemental por combustion. Los
resultados de este estudio (Tabla 9) revelan la presencia de Carbono, Hidrégeno y
Nitrégeno en cada uno de ellos, siendo los biomateriales 3.1.8 y 5.1.8 los que
obtienen un mayor porcentaje de estos elementos, por lo tanto una mayor

incorporacion de isoniazida en la matriz ceramica.

Tabla 8. Resultados de analisis elemental.

Muestra % Carbono % Hidrogeno % Nitrogeno
B 3.1.8 5.20 0.01 2.47

B 3.1.6 4.67 0.01 2.28

B 5.1.6 4.36 0.01 1.97

B 5.1.8 5.02 0.03 2.20
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6.2.6 Analisis textural

En la Figura 23 se muestran las isotermas de adsorcién-desorciéon de los
biomateriales analizados. Todas las isotermas obtenidas corresponden al tipo V de
acuerdo con la clasificacion BDDT (Brunauer, Deming, Deming y Teller). Este tipo
de isotermas se caracterizan por la presencia de mesoporos y de pobres

interacciones entre el adsorbente y adsorbato [50].
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Figura 23. Isotermas de adsorcion de Nz para los biomateriales sintetizados.

Cada una de las isotermas obtenidas de los biomateriales estan asociadas a

estructuras porosas, la mayoria de los 6xidos inorganicos (geles de silice) originan
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forma de lazo de histéresis tipo H,, éstas muestran caracteristicas de estructuras
porosas que presentan el efecto de bloqueo de poro. Cuanto mayor sea el

bloqueo, mas ancho sera el lazo de histéresis en las isotermas [50].

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 se resumen en la Tabla 9, los cuales
muestran que los biomateriales sintetizados a pH 3 (B3.1.8 y B 3.1.6), tienen una
mayor area superficial, propiciada por la velocidad de las reacciones de hidrélisis y

condensacion durante la sintesis.

Tabla 9. Caracteristicas texturales obtenidas a partir de las isotermas de
adsorcion-desorcion de los materiales.

Biomaterial Area superficial Sgey, Volumen total de Diametro promedio
m?/g poro V, cc/g de poro d,, nm
B5.1.8 13.87 0.1425 5.687
B5.1.6 16.65 0.1845 5.720
B3.1.8 38.75 0.4604 5.709
B3.1.6 23.79 0.2536 2.837
SiO, 12.28 0.3817 1.8
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6.4 Pruebas de Extraccion

Los resultados (Tabla 10) muestran que en la condicién 1 (buffer de fosfatos pH
7.1, 325 rpm, 45°) y condicion 2 (buffer de fosfatos pH 7.1, 300 rpm, 37.5 °C), la
maxima extraccion de isoniazida se alcanz6 con los biomateriales que fueron

sintetizados a una relacion TEOS/Agua 1:8.

Tabla 10. Resultados de extraccidn de los biomateriales sintetizados via sol-gel.

Biomaterial Condicién 1 Condicion 2

3.1.6 28.1% 27.2%
3.1.8 46.9% 39.2%
5.1.6 44.6% 38.4%
5.1.8 46.7% 45.9%

El andlisis elemental (Tabla 11) por combustion revela que tras haberse sometido
a una primera extraccion (24 horas) y posteriormente a una segunda (48 horas) el
biomaterial 3.1.8 sigue revelando la presencia de Carbono, Hidrogeno y Nitrégeno,
evidenciando la presencia de isonizida en la matriz cerdmica e indicando que la

extraccion en las condiciones estudiadas no fue completa.

Tabla 11. Andlisis elemental del B 3.1.8 después de la extraccion.

Muestra % Carbono % Hidrogeno % Nitrogeno

Extraccion 1 1.78 0.01 0.58

Extraccion 2 1.72 0.0 0.63
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6.5 Estudios de los perfiles de liberacion

Se considerd para los perfiles de liberacidn de isoniazida un comportamiento en
dos fases: la primera que se caracterizd por una liberacion rapida inicial “corta
duraciéon” y la segunda que muestra una liberacién sostenida “larga duracion”.
Esto con el fin de llegar a un analisis mas detallado del comportamiento de la
cinética de liberacién de isoniazida a través de las matrices ceramicas de silice

sintetizadas en diferentes relaciones TEOS/Agua.
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Figura 24. Cinética de liberacién de isoniazida en la primera fase “Corta duracién”.
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La Figura 24 muestra la cinética de liberacion de corta duracion, la cual se evalu6
en las primeras 48 horas. La liberacion ocurre de manera rapida para cada uno de
los biomateriales, el B 3.1.6 fue el que presentd menor liberacion (26.1%),
enseguida el B5.1.6 con 30.5%, los biomateriales B3.1.8 y B5.1.8 son los que

alcanzaron una liberacion mayor con un de 38.6% y 38% respectivamente.
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Figura 25. Cinética de liberacion Fase 1 "Corta duracién" y 2 "Larga duracion”.
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La segunda fase de la cinética de liberacion “larga duracion”, se llevo a cabo en un
lapso de 29 dias (696 horas) comenzando a partir de 48 horas. A partir de la
segunda fase (48 horas en adelante) la liberacién ocurre de manera mas lenta en

cada uno de los biomateriales.

El comportamiento de las dos fases (Figura 25) de la cinética se atribuye a que la
primera se da por la isoniazida que fue incorporada en los macroporos de la
matriz, favoreciendo su pronta liberacién en las primeras horas. Enseguida la
segunda fase muestra una liberacibn mas lenta atribuida principalmente a la
difusion de isoniazida a través de los nanoporos, limitando asi su pronta liberacién
de la matriz, Lépez y col. reportaron este mismo fenémeno en un estudio previo

con hidrocortisona [28].

Los resultados de las pruebas de liberacion indican que los biomateriales
sintetizados en mayores proporciones de agua (TEOS/Agua 1:8) presentaron un
mayor porcentaje de liberacion del farmaco. El biomaterial B3.1.8 fue el que
alcanzo6 el mayor porcentaje de liberacién de isoniazida con un 75.5% seguido del
B5.1.8 con 72.6%, posteriormente el B5.1.6 con un 60.2% y finalmente el B3.1.6
con un 47.6%. Este comportamiento concuerda con las caracteristicas texturales
de los biomateriales, ya que la mayor liberacion se presenta en los biomateriales
con mayor tamano de particula (B3.1.8 y B5.1.8) y en especial en el que posee
mayor area superficial (B3.1.8). Por lo tanto la velocidad de liberacién de la
isoniazida incorporada en la matriz de SiO, fue determinada por el arreglo en la

red de poros internos de la matriz.
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Ciriminna y col. senalaron que los perfiles de liberacién estan determinados por la
estructura interna de las particulas [9], tal como el volumen y tamano de poro,
ademas del area superficial. Albarran y col. [12] sugirieron adicionar a estos
factores una combinacion de los procesos de disolucién y difusién por parte del
farmaco en la matriz. Andersson y col. indicaron que el principal mecanismo para
la liberacién del farmaco es la difusidbn y que depende en gran medida de la
conectividad de los poros y su geometria, asi como de la estabilidad acuosa de la

matriz [51].

Vallet y col. indicaron que las matrices ceramicas pueden ser ordenadas o
desordenas, si la distribucion de poros de la matriz ceramica es ordenada, la
absorcion y liberacion del farmaco sera mayormente homogénea [2]. Los
resultados de SEM indican una mayor homogeneidad en las particulas obtenidas
para el biomaterial B3.1.8, lo que en relacion a lo mencionado anteriormente y
haciendo comparaciones con los resultados del analisis de las isotermas de
adsorcién y desorcién coincide con que el tamafno de poro y la uniformidad
aparente de su red mesoporosa beneficid la liberacion de isoniazida a través de la

matriz de diéxido de silicio.



67

6.6 Estudio de la liberacion de INH a partir de biomateriales mediante un

sistema de difusion dinamico empleando membranas artificiales

Para estudiar el efecto que tiene un sistema bicompartimental en la liberacion de
la isoniazida contenida en matrices de silice, simulando parcialmente el proceso
de absorcion, se utilizaron celdas de de difusion de Franz. Los resultados del
estudio de liberacion, empleando membranas artificiales (Figura 26) muestran una
menor difusion del farmaco a partir de los biomateriales comparado con el
comportamiento de la isoniazida libre, asi mismo se observa que los biomateriales
muestra un comportamiento similar respecto a la liberacion del farmaco durante

las primeras 8 horas.
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Figura 26. Perfiles de permeabilidad de INH (m), B5.1.8 (=), B5.1.6 (o) y B3.1.8
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El valor de Papp de INH fue de 1.80x10° cm s™, siendo el %Fa predicho del 100%
(Tabla 10), por lo que en base a estos resultados es posible afirmar que este

farmaco presenta alta permeabilidad [30].

Tabla 12. Coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) Y fraccion de dosis
absorbida (Fa%) obtenidos para INH y los biomateriales.

Muestra Papp (x10°cm s™)  %Fa
INH 1.80 100
B5.1.8 0.17 99.999
B5.1.6 2.57 99.728
B3.1.8 1.98 100

Los %Fa para B3.1.8, B5.1.8 y B5.1.6 fueron superiores al 99%, indicando que la
permeabilidad de INH no fue afectada al ser incorporada en estos biomateriales,
tras el beneficio de la aplicacidn de estos sistemas como estrategias para la
modulacion de la liberacién de INH. Ademas, los perfiles de permeabilidad de INH
a partir de los biomateriales fueron mas sostenidos respecto al del farmaco puro.
Estos resultados concuerdan con los observados en la seccion anterior, en los
cuales se observo que al incorporarse la INH en la silice se obtiene una liberacién
prolongada, indicando que la permeabilidad de INH a través de las membranas
biol6gicas esta determinada por la liberacién del farmaco hacia el entorno acuoso

de las mismas [30].

Sin embargo, los valores obtenidos a partir de B3.1.6 fueron bastante

heterogéneos y poco reproducibles, lo que puede atribuirse principalmente a la
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morfologia poco homogénea que presenta este sistema, como fue descrito en los

estudios de SEM, por lo que fue excluido de este estudio.
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7. CONCLUSIONES

Por medio de la técnica sol-gel fue posible desarrollar un sistema a base de SiO,
capaz de incorporar y liberar un farmaco de primera linea para el tratamiento de la
tuberculosis “isoniazida”. Mediante técnicas de espectroscopia infrarroja vy

difraccion de Rayos-X se confirmé la presencia de isoniazida en la matriz de SiO».

El analisis térmico demostrd que la temperatura de calcinacién empleada durante
la etapa de envejecimiento y secado durante el proceso sol-gel no afecta su
estabilidad. Se confirmo la cristalinidad de isoniazida por DRX y se demostré que
la matriz de los biomateriales sintetizados por la técnica sol-gel es amorfa y que la

isoniazida esta incorporada en ella.

La cantidad de agua utilizada durante la sintesis sol-gel es el factor principal para
favorecer las etapas de hidrélisis y la velocidad de gelificacién. De estas
reacciones depende el grado de porosidad, hidroxilacién, grado de particulas
aglomeradas y estructura de la silice. Un tamano de poro 6ptimo (mayor de 5.6

nm) facilita tanto la incorporaciéon como la liberacién de la isoniazida.

Las propiedades fisicoquimicas de liberacion del farmaco a través de la matriz
ceramica de silice se ven afectadas por la relacion TEOS/Agua consideradas en
las sintesis, de los biomateriales sintetizados con mayor proporcion de agua, fue el

sintetizado a pH 3 el que presenta mayor liberacion de INH.

Estudios cinéticos de la liberaciéon de isoniazida del biomaterial mostraron que el

proceso de liberacion ocurre en dos fases, la primera con una liberacion rapida
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inicial seguida de una fase de liberacién mas lenta. Los factores que influyeron en
esta cinética fueron el tamano de poro y el grado de homogeneidad de las
particulas. Para realizar ajustes en el perfil de liberacidon habria que estudiar la
influencia de otros factores de las sintesis, como la temperatura de calcinacion, la
proporcién de farmaco incorporado, la via de incorporacién de la isoniazida y la

funcionalizacién de la silice.

Por medio del estudio de permeabilidad fue posible predecir de una manera
rapida, eficaz, econdmica y reproducible la permeabilidad del farmaco solo e
incorporado en el SiO,, que es absorbido a través del mecanismo de difusion
pasiva. Los valores de %Fa determinados para B3.1.8, B5.1.8 y B5.1.6 se
mantuvieron por encima del 99%, demostrando asi que la permeabilidad de INH

no fue afectada al haberse incorporado la matriz de silice.

La sintesis de una matriz a base de diéxido de silicio por la técnica sol-gel en
condiciones TEOS/Agua 1:8 y pH 3 0 5, conteniendo isoniazida representa una
alternativa para el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas de liberacion
prolongada con potencial para constituir una forma farmacéutica para
administracion a través de un implante. El desarrollo de estos materiales
ceramicos con propiedades que permitan la liberacion prolongada del principio
activo contribuye a reducir los efectos secundarios dependientes de la
concentracion plasmatica y los problemas asociados al incumplimiento de la

terapia por parte del paciente.
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