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® Resumen

La epilepsia es el trastorno crénico del cerebro caracterizado por convulsiones o ataques
repetidos. Dentro de los farmacos mas utilizados para este tipo de padecimiento se encuentra la
fenitoina y el acido valproico. Sin embargo, estos farmacos presentan efectos secundarios al
paciente cuando son administrados por via oral o intravenosa, por lo que su tendencia actual es
que los mismos sean suministrados al paciente a través de los sistemas de liberacién controlada.
El presente trabajo tiene como objetivo proponer un método eficaz para sintetizar materiales
nanoestructurados cargados con farmacos utilizando como portador una matriz inerte que es
obtenida por el método sol-gel con diferentes relaciones alcoxido:agua. Las matrices se
caracterizaron por las técnicas de espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier,
microscopia electrénica de barrido, isoterma de adsorcion y difraccion de rayos X. Se encontrd
que los materiales nanoestructurados pueden ser utilizados en implantes por su alta

compatibilidad.

Palabras clave: materiales nano-estructurados, sol-gel, titanio, antiepilépticos.

e Abstract

Epilepsy is a chronic brain disorder characterized by repeated attacks or seizures. Some of the
most important drugs used for this kind of disease are phenytoin and valproic acid, however

these drugs have side effects to the patient when administered orally or intravenously.
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Nowadays a current trend is to supply it to the patient through controlled release systems.
This paper aims to propose an effective method to synthesize nanostructured materials loaded
with drugs utilizing an inert carrier matrix obtained by the sol-gel method with different
ratios of alkoxide:water. The matrices were characterize by infrared spectroscopy techniques
and Fourier transform, scanning electron microscopy, adsorption isotherm and X-ray
diffraction. It was found that the nanostructured materials can be used for implants because of

their high compatibility.

Keywords: nano-structured materials, sol-gel, titanium, antiepileptic.

e |Introduccién

Disefar tecnologias de liberacion controlada es cada vez mas importante y necesario en el
area farmacéutica, ya que los farmacos de liberacion controlada presentan ventajas respecto a
otras formas farmacéuticas, entre ellas, la disminucion de los efectos colaterales o
secundarios y el tiempo de actividad prolongado en el organismo, asi como la proteccion a
los farmacos sensibles a ataques enzimaticos o degradacién acida debido al pH local /1/. La
inclusién del principio activo en un sistema de liberacién controlada mejora su eficacia
terapéutica y puede llegar a aumentar su estabilidad y reducir los trastornos producidos al
paciente /2/. En la actualidad el proceso de sol-gel /3/ ha emergido como una plataforma
prometedora para la inmovilizacion, estabilizacion y el encapsulamiento de moléculas
bioldgicas, tales como: enzimas, anticuerpos, microrganismos y una gran variedad de

farmacos.

Las matrices obtenidas por este método son quimicamente inertes, hidrofilicas y de facil
sintesis, ademas de que poseen alta resistencia mecanica, estabilidad téermica en amplios
rangos de temperatura, y absorben de modo insignificante solventes organicos en
comparacion con otros polimeros organicos. Una ventaja adicional es que proporciona
viabilidad a las moléculas encapsuladas, ya que estas matrices actian como reservorios de
agua, ayudando asi a mantener la actividad bioldgica de las enzimas, anticuerpos y células, y
en el caso de farmacos el nivel de hidratacion necesario para la molécula. Por otro lado, estas
matrices son resistentes al ataque microbiano y exhiben alta biocompatibilidad con el

organismo, por lo que se prestan para su implante in situ en el tratamiento de distintas
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enfermedades. Los materiales que alojan en su interior los farmacos han sido manipulados

con la finalidad de lograr que sean liberados en el sitio especifico de accion /4/.

Actualmente los tratamientos farmacol6gicos recomendados para la epilepsia son via
sistémica, y con frecuencia se presentan picos titulares, por lo que las crisis se pueden
presentar aun con el tratamiento médico /5/. Un aspecto importante en la medicacion es la
periodicidad y constancia de las tomas de los farmacos por parte del paciente, lo cual implica
que no debe haber olvidos y que la medicina debe estar siempre al alcance del paciente.
Ademas, si se considera que la mayor parte de los tratamientos son sintomaticos, es decir que
su interrupcion suele provocar la reaparicion de las crisis, su administracion se prolonga
durante afios, en ocasiones toda la vida, esto exige una valoracién especial de aspectos tales
como la toxicidad, comodidad de administracion y cumplimiento terapéutico.

El &cido valproico y la fenitoina son medicamentos de amplio espectro utilizados en la
epilepsia, ya que protegen contra las crisis generalizadas y las crisis parciales complejas. Su
mecanismo de accion es aumentar los niveles de GABA, y hasta la fecha se desconoce cuales

son los sitios blancos sobre los que actta en el Sistema Nervioso Central /6/.

El presente trabajo estuvo encaminado en la obtencidn y caracterizacion fisico-quimica de
materiales nanoestructurados cargados con antiepilépticos (fenitoina y acido valproico), para
lo cual fue necesario optimizar los pardmetros de sintesis durante el proceso de obtencion de
estos materiales. La ventaja de disponer de estos farmacos radica en que utilizados en forma
nanoestructurada poseen un area superficial elevada, debido a sus dimensiones nanométricas,
que favorecen el contacto con las membranas celular e intestinal, lo que optimiza la absorcion

de los mismos.

® Materiales y métodos
- Principios activos: fenitoina, C15H1,N,0,, acido valproico, CgH160,, ambos SIGMA
(USA).
- Solvente: etanol (calidad reactivo), MERCK, Alemania.
- n-butoxido de titanio Ti(OC4Hg)4 (ALDRICH 97 %) USA.

Sintesis de los materiales nanoestructurados por el método sol-gel
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Una mezcla de los principios activos fenitoina, acido valproico (figura 1), etanol y agua fue
colocada en un reactor a temperatura ambiente y con agitacion constante; después de 30 min
el n-butéxido de titanio fue afiadido gota a gota sobre la solucién. Finalmente, el alcohol fue
eliminado y los materiales nanoestructurados obtenidos de titanio-farmaco fueron secados a

30 °C en una estufa de vacio. Las concentraciones experimentales en cada caso son expuestas

en la tabla 1.
o) (7\ |
HO CHs Q“-:f]\) MNcz°
//\J/ \ iﬂ
_ |/
CH'. I\‘\\:/ O/
Acido Valproico Fenitoina

Fig. 1 Formula quimica del &cido valproico y la fenitoina

Tabla 1. Condiciones experimentales de la nanoencapsulacion de fenitoina y acido

valproico. Método sol-gel

Exp. p.a (mQg) Ti(OBut) (mol) | H,O (mol) Etanol (mol)
TiO,(OH)-Fenit-1 50 0,25 4 1
(1:4:16)
TiO,(OH)-Fenit-2 100 0,25 4 1
(1:4:16)
TiO,(OH)-Fenit-3 250 0,25 4 1
(1:4:16)
TiO,(OH)-AV-1 100 0,25 2 2
(1:8:8)
TiO,(OH)-AV-2 400 0,25 2 2
(1:8:8)
TiO,(OH)-AV-3 800 0,25 2 2
(1:8:8)

La cantidad de reactivos empleados en todos los experimentos fue estequiometricamente

ajustada para obtener 20 g de TiO,OH.
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Determinacion del rendimiento de las particulas

Para determinar el rendimiento de encapsulacion se peso el contenido total de los materiales
nanoestructurados obtenidos en cada experimento y, conociendo la masa exacta del principio
activo y la masa de los materiales nanoestructurados que se empleo en la preparacion de las
mismas, se aplicd la siguiente ecuacion:

mt

R.E (%m/m) = —*100 1)
mp.a + m.referencia

donde:

R.E: es el rendimiento de encapsulacion (%)

m.t: es la masa total de nanoparticulas obtenidas (mg)
mp.a: es la masa del principio activo (mg)

m.referencia: es la masa de sol-gel obtenida sin principio activo (mg)

Determinacion de la eficiencia de encapsulacion

Se pesaron 100 mg de los materiales nanoestructurados obtenidos y se diluyé en 100 mL del
medio intestinal (pH = 7,4). Las soluciones resultantes se leyeron espectrofotométricamente a
la longitud de onda indicada para cada farmaco. Luego, se calcul6 la eficiencia de
encapsulacion (EE) a partir de la relacion de la masa encapsulada experimental y teorica,

segun la siguiente ecuacion:

EE (%)= mexp
mteo

1100 (2)

donde:
E.E: es la eficiencia de encapsulacion (%)
m exp: es la masa encapsulada experimentalmente (mg)

m teo: es la masa encapsulada tedricamente (mg)

Microscopia electronica de barrido (SEM)

Para analizar la morfologia se empled un microscopio electronico de barrido (SEM). Las
muestras fueron depositadas sobre una cinta de carbén de doble cara; se recubrieron con oro
en un equipo Jeol JFC1100 Tokio, Japon, y se observaron en el microscopio electrénico de

barrido.
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Programa para determinar el diametro de las particulas

Para la determinacion del diametro de las particulas se utilizo el programa de computacion
BOLERO, version 2.0 1997, AQ Systems, J. A. Holgado y F. Galisteo. Este programa
permite analizar, de forma automatica, las particulas contenidas en una o varias imagenes

(generalmente fotografias), ademas de determinar el diametro promedio y estimar el error.

Espectrofotometria Ultra Violeta Visible (UV)

Con un equipo de espectrofotometria U.V (marca U.Vis modelo UNICAM V 530 Inglatera)
se analizaron los materiales nanoestructurados y la fenitoina a una longitud de onda de 232
nm. Se trabajéo a temperatura ambiente con 40 % de humedad relativa. La curva de
calibracion utilizada fue C = 2,323 4 = 0,011 2 y un coeficiente de correlacién r>= 0,996 1.

Analisis de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

Se empled un cromatografo liquido marca KNAUER y modelo SMARTLIN 2600 Konik con
detector DAD y un software para adquisicién y procesamiento de datos CHROM-GATE 3.1.
Para la separacion e identificacion se utilizé una columna de acero inoxidable Lichro-Cart®
250-4 y Lichropher®-100, RP-18 (5 um) (Merck), la fase mévil utilizada fue acetonitrilo-
agua, en modo isocratico a una velocidad de flujo de 1 mL/min, y el volumen de muestra de
10-20 pL; la resolucién del equipo fue de 0,09 nm para diferenciar el espectro UV. El acido

valproico mostrd un tiempo de retencion de 15 min.

Espectrofotometria infrarroja con transformada de Fourier (FTIR)

Para este analisis todos los materiales nanoestructurados obtenidos fueron preparados en
pastillas de bromuro de potasio (KBr). Se pesaron aproximadamente ~2 mg de muestras y
(~98 mg) KBr. Esto se tritur6 en un mortero de agata hasta obtener un polvo fino; se
prepararon pastillas en una prensa de 8 t, para realizar los analisis. Los espectros FTIR se

obtuvieron en la regién de 500-4 000 cm™.

Isotermas de adsorcion

La adsorcion de nitrogeno se realiz6 a 77 K, posteriormente se realizé un secado previo a
110 °C durante 3 h y un tratamiento de desgasificacion a 200 °C. Para el célculo de las areas
especificas se utilizd el método BET, y el diametro promedio de poro fue calculado por
medio del método Barrett, Joyner y Halenda (BJH) /7/.
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Difraccion de rayos-X (DRX)

Los difractogramas de difraccion de rayos-X de las muestras se obtuvieron a temperatura
ambiente utilizando radiacién CuKa en un difractometro Bruker Advance D-8. Los patrones
de difraccion fueron medidos en el intervalo de 2 6 entre 10 a 60 (rango de medicion), un
paso de 0,02 y 5 s/puntos de tiempo de conteo. Los perfiles de los picos fueron modelados

con la funcion pseudos—Voigt /8/.

e Resultados y discusion

En la figura 2 se muestran las imagenes de microscopia de barrido (SEM) para el acido
valproico y la fenitoina en la matriz de Oxido de titanio hidroxilada. Se observa una
morfologia heterogénea, con cierta tendencia a la esfericidad y formacion de aglomerados. El

didmetro de las particulas promedio oscil6 entre 400 y 600 nm.

a) SEM. Fenitoina b) SEM. Acido valproico

20 KV x30.000 0.5 um LCH FUNAM

Fig. 2 Microscopia electronica de barrido (SEM) de los materiales nanoestructurados

con a) fenitoina, b) acido valproico en la matriz TiO,(OH)

Los valores de rendimiento de particula se obtuvieron entre 92 y 96 % y una eficiencia de
encapsulacién entre 66 y 78 % (tabla 2), todo lo cual demostré que tanto los parametros
de sintesis como los del proceso fueron bien ajustados. Los resultados mostrados fueron
para las muestras de TiO2(OH)-Fent-(100mg) y de TiO2(OH)-AV-(200mg), pues tuvieron

mejor comportamiento.
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Tabla 2. Eficiencia y rendimiento de la nanoencapsulacion de los

materiales nanoestructudos de acido valproico y fenitoina

EXp. R.E (%) E.E (%)
TiO>(OH)-Fent-2(100 mg) 92+0,5 66 + 0,3
TiO2(OH)-AV-2 (200 mg) 96 + 0,4 78+0,2

Al analizar la isoterma de adsorcion de N, (figura 3), se observa que esta se puede clasificar
como del tipo IV /9/, caracteristica de materiales mesoporosos, donde la curva de adsorcién y
de desorcidn se diferencian, dando lugar a una histéresis, clasificada por la JUPAC /10/ del

tipo Hs, que se encuentra relacionada con sélidos que presentan agregados de particulas con

poros.
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a) Isoterma TiO2(OH) con fenitoina b) Isoterma TiO2(OH) con &cido valproico

Fig. 3 Isoterma de adsorcién de nitrégeno del TiO,(OH)

Los valores de area BET (tabla 3) y diametro de poro fueron calculados segun el método BJH
111/, que confirmo la mesoporosidad de los materiales nanoestructurados obtenidos e indico
un didametro de poros de 3,8 nm y 4,1 nm para el 6xido de titanio hidroxilado-acido valproico

y la fenitoina, respectivamente /12/.
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Tabla 3. Caracterizacion de los materiales nanoestructurados obtenidos del acido

valproico y la fenitoina con la matriz de TiO,(OH) por BET

Muestra Area superficial Diametro de poros
(m?/g) (nm)
TiO,(OH)-AV (200 mg) 414 3,8
TiO,(OH)-Fenit (100 mg) 509 41

En el estudio de FT-IR (figura 4 a y b) se muestran los grupos funcionales caracteristicos para
cada farmaco y los materiales nanoestructurados obtenidos. En las tablas 4 y 5 se exponen las
asignaciones principales de los grupos funcionales; se muestra que no hay corrimiento de las

bandas fundamentales, por lo que la interaccién matriz farmaco es nula o muy debil /13/.

Tabla 4. Asignaciones del FT-IR. TiO,(OH)-fenitoina
y principio activo (fenitoina)

Frecuencias (cm™) Asignaciones
3 500-3 000 C-NH, OH
3054 NH
2 346 C=0
1700-1 430 Vibraciones anillo aromatico
1 000-400 Ti-O

Tabla 5. Asignaciones del FT-IR.TiO,(OH)- acido valproico y principio
activo (acido valproico)

Frecuencias (cm™) Asignaciones
3500-3 000 = COOH, OH
2 878, 2948, 2 960 CH3-CH,-CH
2 346 C-H
1 000-400 Ti-O
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Fig. 4 Espectros FTIR de los materiales nanoestructurados y principios activos
a) TiO,(OH)-fenitoina (100 mg), b) TiO,(OH)-acido valproico (200 mg)

Los patrones de difraccion (DRX) de los materiales nanoestructurados y los principios
activos son mostrados en la figura 5 a y b, donde se puede apreciar que para ambos principios
activos se muestra un difractograma caracteristico de un material cristalino, con planos de

difraccion de mayores intensidades, respectivamente.

Fenitoina (p.a)

A.valproico (p.a)

TiO,OH+Fenit (s/c)

Tio,OH+A.valproico (s/c)

M, TiO,OH+Fenit (100 °C : : 3
M 'Wﬂ’ Mf'mwm et e MMWEM%M i re.__TIO,OH+A.VaIpIOICO (150°C)
TiO OH+Fenit (250 °0) e TiO,OH+A.valproico (250°C)

TiO,OH+Fenit (350 °C) TiO,OH+A.valproico (350°C)

T T T T T 1
10 20 30 40 50 60

10 20 30 4 50 60 20()
20()

Fig. 5 Difraccién de rayos X de los materiales nanoestructurados y principios activos a)
TiO,(OH)-Fenitoina (100 mg), b) TiO,(OH)-acido valproico (200 mg) a diferentes

temperaturas
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Por otro lado, se conoce que el dioxido de titanio se encuentra en la naturaleza en tres fases
(formas) cristalinas: anatasa, rutilo y broquita. Al analizar estos difractogramas se aprecia que
la fase predominante en estos materiales nanoestructurados de titanio es la anatasa /14/, con
planos de difraccion caracteristicos 2 0 [25, 28 (°)]. Esta fase se hace mas evidente a medida
que se aumenta la temperatura (100-350 °C), lo que indica que no hay modificacion atribuible
sobre la matriz del 6xido de titanio hidroxilado por el farmaco, al no observarse otros planos

que no sean los caracteristicos de esta matriz hidroxilada.

El problema para producir solo la fase anatasa se debe a que el rutilo es la fase
termodinamicamente mas estable y aunque la anatasa es cinéticamente estable, esta se puede
convertir a la fase rutilo con la temperatura. Por consiguiente se desea encontrar rutas de
sintesis de TiO, en su forma anatasa a bajas temperaturas, para evitar su conversion a rutilo,
ademas de que la anatasa posee una gran estabilidad quimica, resistencia a la fotocorrosion,
es inmune ante los agentes bioldgicos y posee elevada area superficial /16/.

Con este estudio se demuestra que este material nanoestructurado es ideal para implantes por
su alta compatibilidad en el organismo, lo que permitiria la entrega del farmaco en el sitio
especifico donde se puedan producir diferentes lesiones, con lo cual se garantizaria su

efectividad terapéutica.

e Conclusiones

1. Con el método sol-gel se logro obtener materiales nanoestructurados cargados con los
farmacos de estudios (fenitoina y acido valproico), asi como la optimizacién de los
parametros de sintesis.

2. Se consiguio optimizar la dosis de fenitoina sédica y acido valproico que deben
encapsularse en la matriz nanoestructurada (100 y 200 mg), respectivamente.

3. La microscopia electronica de barrido permitié comprobar el tamafio nanométrico de
los materiales obtenidos.

4. Se comprob6 por DRX que al aumentar la temperatura se evidencia la presencia de
una de las fases del didxido de titanio: la anatasa, la cual es mas estable
cinéticamente.

5. La mesoporosidad de estos materiales y la elevada area superficial caracteristicas de

esta matriz fueron comprobadas por el método de BET.
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