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RESUMEN

Q.F.B Laura Yesenia Villarreal Salinas
Fecha de Graduacion: Diciembre, 2011
Universidad Autonoma de Nuevo Ledn
Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo del Estudio:
EVALUACION IN VITRO E IN VIVO DE LAS
CARACTERISTICAS DE LIBERACION DE GABAPENTINA
A PARTIR DE BIOMATERIALES OBTENIDOS VIA SOL-
GEL

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

Area de Estudio: Tecnologia Farmacéutica

Propdsito y Método del Estudio: El propésito de esta tesis radica en realizar
el estudio de un biomaterial que contiene el principio activo gabapentina
para evaluar su perfil de liberacion, utilizando matrices ceramicas de SiO,
sintetizadas por el proceso sol-gel. El objetivo de preparar estos
biomateriales ceramicos que tienden a presentar liberacién sostenida,
permite tener una terapia en la que se reduzca el rango entre los niveles
plasmaticos minimos y maximos del principio activo y de esta manera
reducir las reacciones adversas dependientes de la dosis, aunado a la
reduccion en la frecuencia de administracion, con lo que se mejora el
cumplimiento de la terapia farmacoldgica por parte del paciente.

Contribuciones y Conclusiones: El estudio de la incorporacion de
gabapentina en una matriz cerdmica y la forma en que se libera el
farmaco del biomaterial implica la generacion de conocimiento util en el
desarrollo de nuevas alternativas de formas farmacéuticas de liberacion
sostenida.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

La investigacion farmacéutica continla siendo un reto, tanto en la
bldsqueda de nuevos principios activos como en el desarrollo de nuevas formas
farmacéuticas; este ultimo punto ha tenido un crecimiento exponencial desde
hace tres décadas, donde destacan de manera muy especial las formas
farmacéuticas de liberacién modificada (FFLM), que a diferencia de las formas
farmacéuticas de liberacion inmediata o convencional (en las cuales la dosis del
principio activo esta totalmente disponible para ser absorbido después de su
administracion), éstas buscan controlar el tiempo o lugar de la liberacion del

principio activo?,

1.1 Formas farmacéuticas de liberacion modificada

a) Liberaciébn acelerada: Es aquella preparacion farmacéutica cuya
velocidad de liberacion del principio activo es mas rapida que la de una
forma de liberacion convencional destinada a la misma via de

administracion®.
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b) Liberaciéon diferida o retardada: Es la preparacion farmacéutica cuya
velocidad de liberacion del principio activo ocurre en un momento
posterior al de la forma farmacéutica de liberacién convencional'.

c) Liberaciéon prolongada, extendida o sostenida: Es la preparacion
farmacéutica que permite una reduccion de al menos dos veces la
frecuencia de administracion en comparacion con una forma

convencional, ya que la liberacion ocurre de forma lental. En la Figura 1

S
e Rango
Téxico
b)
Rango

Terapéutico

Rango
Subterapéutico

@ Coﬂ’centfgciénﬁlasm?tica &el farmaco

12 15

horas

an los comportamientos de liberacién descritos.

Figura 1. Curvas de concentracion plasmética vs tiempo para la administracion oral de
una forma farmacéutica de liberacion a) acelerada, b) diferida o retardada, c)
prolongada, extendida o sostenida, d) liberacién convencional o inmediata dosis

miltiple.
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1.1.2 Ventajas y desventajas de las FFLM

Los sistemas de liberacion modificada tienen numerosas ventajas entre
ellas:***
»= reduccion de la frecuencia de administracion (simplificacion de la
posologia).
= disminucion de la fluctuacion de niveles plasmaticos.
» efecto terapéutico méas uniforme.

= reduccidn de efectos secundarios relacionados con dosis elevadas.

No obstante existen algunas desventajas entre las que se pueden sefialar:*??
= costo elevado.
= correlaciones in vitro/in vivo dificiles de predecir.
» posible sobre-dosificacién por liberacion inmediata e incontrolada de la
dosis.

» dificultad de ajuste de dosificacion.

1.2Modelos para evaluar la cinética de liberacion de los
farmacos

Conocer la forma en la que se liberan los principios activos es crucial
para el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas; sin embargo, es un
fendbmeno complejo que depende de muchos factores: estructura quimica,
cantidad de farmaco, solubilidad, tamafio del farmaco, condiciones del medio de
liberacion, entre otras. Tratar de modelar la liberacion del farmaco es

complicado, por ello en las ultimas décadas se ha hecho un esfuerzo importante
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por intentar comprender los modelos y mecanismos de liberacion, desarrollando
numerosas ecuaciones; pese a todo el trabajo realizado la informacion para
conocer los factores reales que controlan la liberacion de los farmacos no es del
todo contundente, en la Tabla 1 se muestran algunos de los modelos

liberacion en diversas formas

propuestos para explicar el

farmacéuticas>>*,

proceso de

Tabla 1. Modelos de Cinética de liberaciéon de farmacos

Modelos Matematicos Mecanicistas

Tipo de mecanismo

Caracteristicas

Aplicaciones

Orden Cero

Primer Orden

Modelo Hixson-Crowell o
de la Raiz Cubica

Raiz Cuadrada o Higuchi

Ley de la Potencia o
Modelo de Peppas

La velocidad de disoluciéon
es constante e
independiente de la cantidad
de farmaco disuelto.

La velocidad de la disolucién
es proporcional a la primera
potencia de la concentracién
de farmaco disuelto.

Este modelo asume que la
forma del sélido es esférica,
que la disoluciéon ocurre de
forma perpendicular a la
superficie del sélido, y que
debe haber agitacion del
medio.

Este se puede aplicar a
matrices porosas donde el
medio de disoluciébn debe
entrar a través de los poros,
en la ecuacibn de este
modelo se incluye el factor
de tortuosidad.

Es un modelo semiempirico
que surge cuando los
modelos anteriores no
terminaban de explicar el
comportamiento de
liberacion. Este  modelo
presenta una desviacion a la
difusién Fickiana Illamado
andémalo.

Sistemas de liberacion
modificada, tipo osmodtico,
reservorio y matriciales

Sistemas de liberacién
prolongada, farmacos
solubles en matrices
insolubles de distintas

geometrias.

Formas geométricas que se
mantienen constantes, con
una ligera disminucion de la
superficie.

Pomadas
Matrices
granulares
Matrices porosas

homogéneas vy

Diversas matrices  con
diferentes exponentes de
liberacion (n).

Matrices con poros (n<0.5),
Matrices poliméricas
hinchables (n=1). En Ila
Tabla 2. se presentan los
valores del exponente de
liberacion.
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Tabla 2. Mecanismos de transporte de acuerdo al modelo semiempirico de Peppas1”

Exponente de liberacion Mecanismo de Tipos de liberacion
() transporte
0.5 Difusién fickiana Dependiente del tiempo
(intervalos de tiempo cortos)
0.5<n<1 Transporte anémalo o no Dependiente del tiempo
fickiano
1 Transporte caso Il Independiente del tiempo
(orden cero)

n>1 Transporte super caso I Dependiente del tiempo

(tiempo de liberacion muy
elevado)

1.3 Sistemas de liberacién modificada de farmacos

Diferentes investigadores han planteado una clasificacion de los métodos
o sistemas que permiten modificar la liberacién de las formas farmacéuticas. En
este sentido Ding y colaboradores proponen una clasificacibn usando como
criterio principal, la liberacion en funcion del tiempo y del espacio, a su vez, han
desarrollado sub-categorias, sistemas y mecanismos que permiten alcanzar
dichas modificaciones, dentro de esta clasificacion en funcion del tiempo se
encuentran los sistemas de liberacion matriciales donde sus principales
mecanismos de control son la difusién y disolucién.® En la Tabla 3 se puede

apreciar la clasificacion de Ding et.al.
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Tabla 3. Clasificacién de sistemas de liberacion modificada segin Ding et al.

Categoria

Mecanismo de Control

Sistema de Liberacion

Control Temporal

Sistemas de membrana

Difusion Sistemas matriciales
Reservorios
Reservorio
Disolucion Matriciales

Presion Osmética

Sistemas Push-Pull

Hinchamiento

Hidrogeles

Erosion

Implantes

pH dependientes

Estimulacién o activacion

Termosensibles

Activados magnéticamente

Microparticulas

Nanoparticulas

Control espacial (mecanismos variados) Bioadhesivos

Eritrocitos modificados

Por otra parte Chien y Lin agrupan los sistemas de liberacién en cuatro
categorias, sistemas de velocidad pre-programada, sistemas activables,
sistemas retroalimentados y sistemas diana. Los autores clasifican a los
sistemas matriciales dentro de la categoria de velocidad pre-programada,

utilizando como mecanismo de control la difusién y disolucién del farmaco.®
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Tabla 4. Clasificacién de sistemas de liberacion modificada segin Chien y Lin.

Categoria

Sistemas de velocidad

pre-programada

Mecanismo de control

Difusién/ Disolucion

Sistema de liberacion

Reservorios

Matrices poliméricas

Sistemas Activables

Activacion fisica

Presion Osmoética

Fuerza mecénica

Fuerza magnética

Sonoforesis

lontoforesis

Activacién quimica

pH

Fuerza i6nica

Hidrdlisis

Activacién Bioquimica

Enzimas

Sistemas retroalimentados

Retro-regulacién

Bio-erosionables

De respuesta a un estimulo

bioquimico

Sistemas dirigidos a dianas

Unidén especifica a receptores

de membrana

Reconocimiento y activaciéon

por receptores celulares

A su vez Costa y colaboradores agrupan a los sistemas matriciales en tres

categorias matrices: hidrofilicas, lipofilicas e inertes, siendo las ultimas las que

presentan una red porosa.’
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Tabla 5. Clasificacién de sistemas de liberacion modificada por Costa et. al

Hidrofilicas

Lipofilicas

Inertes

Caracteristicas

Son obtenidas por la
compresién de

una mezcla que
contiene un principio
activo relativamente
soluble y un polimero
no digerible que actia

como un agente
gelificante.

Son a menudo
llamadas matrices
insolubles, céreas o
erosionables. El
principio activo se

suspende en un
excipiente lipidico; por
lo general para Ila
elaboracién de estas

matrices se utilizan
glicéridos  saturados,
acidos y alcoholes

grasos, ésteres de
acidos grasos y ceras

Comunmente
llamadas

matrices plasticas o
insolubles, forman

una red solida porosa
compuesta de
sustancias no toxicas,
no digeribles e
insolubles en el tracto
gastrointestinal. Ellas
se eliminan en forma
intacta junto con las
heces.

Proceso de

liberacion

Este polimero se hidrata e
hincha cuando entra en
contacto con los liquidos
digestivos. De esta manera
hay formacién de una capa
gelificada, cuyo espesor
aumentara con el tiempo.
El farmaco tiene que
difundir progresivamente a
través de dicha capa.

La liberacion de farmaco
desde este tipo de matriz
es controlada por la
hidrélisis grasa pero
también por un mecanismo
de difusion o erosion.

La liberacién del farmaco
ocurre por difusién a través
de los poros de la matriz y
depende de la
concentracién del farmaco,
su solubilidad, los aditivos,
el tamafio de particula del
excipiente. La forma y area
superficial  del sistema
matricial.

Los liquidos penetran la red
porosa del sistema por
capilaridad. El farmaco se
disuelve y luego difunde a
través de los canaliculos
llenos de liquido.

Cinéticade

liberaciéon

-Ecuacion

Higuchi

-Ecuacion de
Higuchi

-Liberacion de

acuerdo a cinética
de primer orden.

-Cinéticas de
liberacion de orden
cero

Ecuacion de
Higuchi

Por otra parte también se encuentra la clasificacion en funcién del tipo
biomaterial, el cual es una sustancia farmacoldégicamente inerte disefiada para

ser implantada o incorporada dentro un sistema vivo. Los biomateriales son
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sintetizados y procesados en funcidn de la aplicacion a la cual seran destinados
considerando su biocompatibilidad, propiedades mecéanicas, adaptabilidad y

biofuncionalidad, se dividen en tres tipos: poliméricos, metalicos y ceramicos.®

1.3.1 Biomateriales poliméricos

Existe una gran variedad de polimeros biocompatibles: naturales, como
la celulosa y la goma guar; y sintéticos, como el polietileno de ultra alto peso
molecular (UHMWPE), el cloruro de polivinilo (PVC) y nylon. Entre las
aplicaciones de los biopolimeros se incluyen prétesis faciales, partes de
prétesis de oido, aplicaciones dentales, marcapasos, implantes en rifiones,
higado y pulmones, Figura 2. Los polimeros més utilizados en el recubrimiento
de pelicula para farmacos son los derivados de la celulosa como metil celulosa
(MC), etil celulosa (EC), hidroxipropil celulosa (HPC), hidroxipropil metil celulosa
(HPMC) y acetoftalato de celulosa (AC), también se utilizan los derivados de
oxidos de etileno, ademas de los derivados vinilicos, tales como el alcohol
polivinilico (PVA) y la polivinilpirrolidona (PVP), siendo este ultimo el principal
polimero utilizado para el recubrimiento de pelicula; ademas se utilizan
derivados de acrilatos que generalmente son polimeros derivados del &acido

metacrilico, metil metacrilato y etil acrilato 9.

Figura 2. Ejemplos de aplicaciones de biomateriales poliméricos

~ 24 ~



1.3.2 Biomateriales metalicos

Los biomateriales metalicos se utilizan en menor medida comparados
con los anteriores ya que su principal limitante radica en la corrosion que
presentan frente a los liquidos corporales, a pesar de ello son muy utilizados en
implantes donde se requiere soporte de carga (dentales o artroplastias) debido
a su alta resistencia mecanica, Figura 3. Los principales metales biocompatibles
son acero inoxidable y aleaciones basadas en cobalto y titanio. Estas uUltimas
tienen una alta resistencia mecanica y un moédulo elastico bajo que se asemeja
mas al hueso que otras aleaciones metalicas, y a su vez, tiene una alta
resistencia a la corrosion, como consecuencia de la formacién espontanea de
una capa pasiva de oxido de titanio, lo que las ha convertido en las aleaciones

mas utilizadas para aplicaciones ortopédicas °%**,

Thighbone
(femur)

f'q-jﬁ
\ &
\ Tl |

(tibia)

Figura 3. Ejemplos de aplicaciones de biomateriales metalicos
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1.3.3 Biomateriales ceramicos

Los bioceramicos son compuestos complejos que contienen elementos
metalicos y no metalicos. Debido a sus enlaces i6nicos o0 covalentes, son
generalmente duros. Ademas de tener un alto punto de fusién y una baja
conductividad térmica y eléctrica, los ceramicos se consideran resistentes al
desgaste. Los principales bioceramicos son aliumina, zirconia, hidroxiapatita,
porcelanas, vidrios bioactivos, dioxido de silice, 6xido de titanio, entre otros. Se
emplean ampliamente en el sistema 6seo como implantes y recubrimientos en
prétesis articulares; también se utilizan en aplicaciones dentales, valvulas
artificiales, cirugia de la espina dorsal y reparaciones craneales (Figura 4). Los
meétodos para la obtencion de los biomateriales ceramicos incluyen el método
ceramico tradicional que se lleva a cabo a altas temperaturas y el proceso sol-
gel que se realiza a temperaturas bajas. Este Ultimo método permite ademas la
incorporacion de farmacos para la administracion oral o a través de implantes,
ya que forma redes tridimensionales en las que se deposita el farmaco, para
posteriormente ser liberado de las mismas; la matriz ceramica mas
frecuentemente utilizada para este fin es la de SiO,, la cual tiene entre sus

caracteristicas ser inerte, biodegradable, no téxica y biocompatible ** 1314,

Figura 4. Ejemplos de aplicaciones de biomateriales ceramicos
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1.4 Proceso Sol-Gel

En los ultimos afios ha surgido un gran interés por la incorporacién de
farmacos en materiales ceramicos a través del método sol-gel; este proceso
consiste en la formacion de matrices inorgénicas a partir de la formacion de una
suspension coloidal llamada sol (dispersion de particulas de diametro
aproximado de 100 A en un liquido), la que posteriormente se transforma en un
gel (sistema de dos componentes de naturaleza semisoélida, rica en liquido), y
tras un proceso de secado a temperatura ambiente se convierte en un xerogel
cuando el tratamiento térmico se lleva a cabo con CO, supercritico se forma un
aerogel. Las caracteristicas del producto final dependen de las condiciones
especificas de temperatura, solvente, pH, catalizador, cantidad de agua y

tiempo de agitacién que sean utilizadas durante el proceso ***°.

Las ventajas que ofrece este procedimiento para la incorporacion de farmacos

son: 16,17

v" Homogeneidad de la mezcla de precursores y de la microestructura
(uniformidad y distribucion de tamafio de particulas).

v Favorece la fabricacién de formas y/o estructuras Gtiles no tradicionales.

v" Permite la preparacién o sintesis a bajas temperaturas.

~ 27 ~



v La estructura de la matriz se forma con grupos que pueden interaccionar
con determinadas especies quimicas; o que permite incorporar enzimas,
anticuerpos, células, farmacos, colorantes, etc.

v" Logra la incorporacion de farmacos de diferentes tamafios, formas y usos
terapéuticos, ya que es posible conseguir una distribucion homogénea
del principio activo dentro de la matriz.

v' Estas matrices protegen al principio activo contra la degradacion antes

de ejercer su efecto terapéutico

1.4.1 Etapas del proceso Sol-Gel (Figura 5)

a) Hidrdlisis.- El proceso inicia con la mezcla de un alcéxido metalico

M(OR), y agua a temperatura ambiente.

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

2.M(OR);s + 4H,0 > M(OH), + 4ROH

b) Polimerizacion.- En esta etapa ocurren reacciones de condensacion
entre moléculas adyacentes con eliminacién de moléculas de agua, alcohol y
eter (H,O, ROH y ROR) para formar los enlaces metal-oxigeno. Las cadenas
del polimero inorganico crecen en dimensiones coloidales en el liquido

formando el sol.

3. (OR)3sM-OH + HO-M(OR); > (OR)sM-O-M(OR); + H,0O
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4. (OR)3M-OR + HO-M(OR); = (OR)sM-O-M(OR); + R-OH

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

c) Gelacion.- Los polimeros se unen para formar cadenas en tres
dimensiones a través del liquido. El sistema se vuelve rigido, dando lugar a la

formacion del gel. El solvente y el agua permanecen en los poros del gel.

d) Envejecimiento.- Esta etapa permite la maduracion del gel, la

polimerizacion y la transformacién de fases.

e) Secado.- A través de este proceso se remueven el agua y los

solventes a temperaturas menores a 100 °C, dejando un Oxido metélico

altamente hidroxilado que da como resultado el xerogel.***°

Precursor (alcéxido
metdlico TEOS),
solvente, agua y
catalizador, a
temperatura
ambiente y agitacion

Secado

Hidrélisis Gelacion

—>

Condensacion

Envejecimiento

Secado

Figura 5. Esquema general del proceso Sol-Gel
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1.5 Farmaco incorporado: Gabapentina

1.5.1. Propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas.

La gabapentina (Figura 6) se conoce como &acido 1-(aminometil)
ciclohexanoacético, con una formula molecular de CgH;7NO, y un peso
molecular de 171.24. Es un polvo de color blanco con un pKa; de 3.7 y un pKaz
de 10.7 correspondientes al grupo carboxilo y amino respectivamente Es

soluble en agua asi como en soluciones bésicas y acidas®.

HoN COOH

Figura 6. Estructura de la gabapentina
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Las propiedades farmacocinéticas de la gabapentina (Tabla 6)%%%%??

indican que su biodisponibilidad aumenta al disminuir la dosis, debido a la
saturacion del transportador utilizado por el farmaco para atravesar las
membranas, y que tiene una baja union a proteinas. La gabapentina se absorbe
en el tracto gastrointestinal, principalmente en el intestino delgado; los
alimentos no afectan su absorcidon. La vida media de eliminacion de la
gabapentina oscila entre 5 y 7 horas. El farmaco se elimina principalmente a
través de la orina sin sufrir modificaciones, ya que no es metabolizado en el
organismo. La gabapentina presenta un indice terapéutico amplio y parece ser
segura aun y cuando haya sobredosificacion, esto debido a que la gabapentina
se absorbe rapida y parcialmente por el sistema de transporte saturable L-
aminoécido, conformado principalmente por L-fenilalanina y L-leucina; cuando la

dosis se incrementa disminuye la biodisponibilidad.?*?*

Tabla 6. Propiedades farmacocinéticas de gabapentina.

Farmacocinética

Dosis Unién a (t %) Volumen Sitio de Via de
diaria/Biodispo proteinas de absorcion eliminacién
nibilidad distribucién
900mg/60% Menor al 5-7h. [ 58a61L 50% a 76-81% se
1200mg/47% 3% 60% elimina via
2400mg/34% absorbido | renal y el 10-
3600mg/33% enel 23% por via
4800mg/21% tracto fecal.
gastro
intestinal
superior
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1.5.2Usos terapéuticos

La gabapentina (Neurontin®) desde su comercializacion en diciembre de
1993 fue aprobada por la FDA como tratamiento Unico de crisis convulsivas
parciales, con o sin generalizacion secundaria, en adultos y en nifios mayores
de 12 afos. Posteriormente en el afio 2000 la FDA incremento los usos del
Neurontin® aprobando este medicamento como tratamiento adjunto en crisis
convulsivas parciales, con o sin generalizacion secundaria, en adultos y en

nifios mayores de tres afios®.

Los primeros farmacos antiepilépticos utilizados para tratar el dolor
neuropatico fueron la fenitoina y la carbamazepina, el uso de la gabapentina
para tratar este padecimiento se inicié hasta finales de los 90°s®; siendo
aprobado hasta febrero del 2005 por Ila FDA para tratar

neuralgia postherpética®’, un tipo de dolor neuropatico.

El dolor neuropatico se define como aquel dolor iniciado o causado por la
lesion o disfuncion (enfermedad) del sistema nervioso, segun la Asociacion

2930 Generalmente

Internacional para el Estudio y Tratamiento del Dolor.
aparece como una sensaciéon de hormigueo o quemazon, también puede ser
punzante y de gran intensidad. En otras ocasiones puede producir una

sensacion de cosquilleo, dolor sin motivo 0 sensaciones que parecen ser mas

intensas que las normales. (Figura 7.)*
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SNC Dolor

J

Asién breve
|
Fibra C ("
| *
»*

O~~— Oj\lr\ Percepcion
anormal
T o ~

4 . _ Focos ectépicos
Estimulo inocuo ¥ Participacion del sistema inmunitario

Figura 7. Dolor fisioldgico (A) vs Dolor neuropatico (B).**

B

La etiologia del dolor neuropéatico comprende diversos procesos
patolégicos que lo originan: neuropatia diabética, dolor postherpético, neuralgia
del trigémino, polineuropatia alcohdlica, polineuropatia inducida por
guimioterapia, neuropatia por VIH, dolor del miembro fantasma, entre muchos
otros sindromes asociados al dolor.?® La neuropatia diabética, que se presenta
como complicacién de la diabetes mellitus, es una de las principales causas
relacionadas con el dolor neuropatico.®® Debido al exceso de glucosa en la
sangre, las fibras nerviosas se modifican estructuralmente provocando la
pérdida de su recubrimiento, la mielina. Lo que genera el retardo en la
conduccion nerviosa de estimulos eléctricos y en los vasos que irrigan los

nervios generando un dafio isquémico microvascular.®

De acuerdo con las estadisticas reportadas en enero de 2011, la OMS
estima que en el mundo hay mas de 220 millones de personas con diabetes, y
gue muy probablemente, de no mediar intervencion alguna, para 2030 la cifra
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se habra duplicado®. Algunos estudios sugieren que la prevalencia del dolor
neuropatico asociada a la diabetes varia entre 13 y 24%°** En el afio 2010 se
determind que existian entre 6.5 y 10 millones de diabéticos en México, si se
considera la prevalencia de neuropatia diabética mencionada anteriormente, se
puede decir que a esta cifra le corresponde un total de 845,000 a 2.400,000

personas que padecen dolor por esta causa®*.

A lo largo de dos décadas se han realizado una serie de estudios en los
gue se comparan los beneficios y efectos de los antidepresivos (estimulantes
del SNC), analgésicos y anticonvulsivantes (depresores del SNC) en el dolor
neuropatico.?** *° Los datos revelan que los antidepresivos triciclicos han sido
los farmacos mas utilizados para este fin, pero dada su limitada eficacia y
efectos secundarios, se ha optado por otras alternativas farmacéuticas. Con
respecto a los analgésicos, tanto los antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
como los opiodes tienen una baja eficacia, para aumentar la efectividad de
estos ultimos se requieren altas dosis, lo que se asocia al desarrollo de serias
reacciones adversas®, entre las que destacan, la depresién respiratoria y la
dependencia, lo cual limita su uso. En relacién a los farmacos anticonvulsivos,
que actualmente se consideran el tratamiento de primera eleccion,® los que
han presentado una buena respuesta son la carbamazepina y la gabapentina,
ambos presentan efectos adversos similares tales como suefio y mareos
principalmente®’; a pesar de contar con esta diversidad de opciones

terapéuticas no existe un medicamento completamente eficaz para combatir el
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dolor neuropatico y en la mayoria de los casos se utilizan combinaciones de
varios medicamentos.

Por lo anterior, desarrollar una forma farmacéutica de liberacion
prolongada a base de gabapentina representa una alternativa mas para el
tratamiento del dolor neuropatico que permita reducir los efectos adversos al
disminuir la concentracion plasmatica maxima alcanzada, consiguiendo mejorar
la adherencia al tratamiento farmacologico por parte del paciente, logrando

consecuentemente mayor efectividad terapéutica.

1.5.3 Reacciones adversas

Las reacciones adversas que con mayor frecuencia presentan los
pacientes bajo tratamiento con gabapentina (Figura 7) son suefio en un 20%,
mareos 17%, ataxia 13% vy fatiga 11%°"?°. Estas reacciones adversas pueden
imposibilitar de manera importante al paciente, impidiéndole realizar sus
actividades diarias, por ello es necesario buscar, a través de la tecnologia
farmacéutica, nuevas formas de dosificacion que reduzcan los efectos

adversos.
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Figura 8. Principales reacciones adversas de la gabapentina

1.5.4 Mecanismo de accidén

El mecanismo de accion de la gabapentina aun no es bien comprendido,
a pesar de que estructuralmente es similar al neurotransmisor GABA, no se une
a sus receptores (GABAA 0 GABAg); ademas los efectos antinociceptivos en
modelos de dolor neuropatico no son revertidos con la administracion de

antagonistas de los receptores GABAA / GABAg.

El mecanismo de accion mas aceptado hasta el momento es la
interaccidn con las subunidades de los canales de calcio a-2-6. Esta subunidad
expresa 4 isoformas, de las cuales la 1 y la 2, expresan alta afinidad por la
gabapentina, las otras dos formas no. Los mecanismos desencadenados son
basicamente la reduccion de la liberacion de neurotransmisores resultando en
una disminucion de la hiperexcitabilidad neuronal. Estas acciones son llevadas
a cabo de manera presinaptica y por eso la disminucion en el influjo de calcio a
este nivel, reduce la presencia de glutamato, sustancia P y norepinefrina en la

sinapsis. 38,39.4041
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1.5.5 Marcas comerciales

La Tabla 7 muestra los diferentes medicamentos que contienen
gabapentina que son comercializados actualmente en México, asi como las
diferentes presentaciones en las que se pueden encontrar®.

Es importante destacar que todos estos medicamentos son de liberacion
inmediata y que no existe en el mercado mexicano ningin medicamento de
liberacion prolongada que contenga gabapentina.

Tabla 7. Medicamentos que se comercializan en México que contienen como principio
activo gabapentina.

Forma
Farmacéutica

Indicacién
Farmacéutica

Nombre
comercial

Principio
Activo

Presentacion

Laboratorio

Bapex Gabapentina  Anticonvulsivo Probiomed Céapsulas 300y 400 mg
Blugat Gabapentina  Dolor Landsteiner Céapsulas 300y 400 mg
neuropético Scientific
Compulxine  Gabapentina Anticonvulsivoy  Amstrong Céapsulas 300y 400 mg
tratamiento del
dolor
neuropatico
Gabantin Gabapentina  Anticonvulsivo Sun Pharma Cépsulas 300y 400 mg
Gapridol Gabapentina  Anticonvulsivo Psicofarma Céapsulas 300 6 400 mg
Neurontin Gabapentina  Antiepiléptico Pfizer Céapsulas 300, 400 y 600 mg
Nopatic Gabapentina  Tratamiento del Rayere Céapsulas 300 mg

dolor
neuropatico

La Tabla 8 muestra los medicamentos que contienen gabapentina

comercializados en E.U

A4344.45

, en este mercado son distribuidas diferentes

formas farmaceéuticas asi como distintas presentaciones a las comercializadas
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en México; ademas recientemente se ha incorporado a la lista, Gralise® una

presentacion de gabapentina en forma de liberacidn extendida elaborada a

base de una matriz polimérica, asi como Horizant® un profarmaco.

Tabla 8. Medicamentos que contienen gabapentina comercializados en E.U.A

T S Forma
Nombre Principio Indicacién Farmacéutica
comercial Activo Farmacéutica Laboratorio Presentacion
. 100, 300, 400
Céapsulas
mg
. . S ) Tabletas 600, 800 mg
Neurontin Gabapentina Antiepiléptico Pfizer Solucién Oral 250 mg/5 mL
. Solucion Oral 250 mg/5 mL
Actavis
Elizabeth, 100, 300,
. . S TEVA, Sandoz, Cépsulas 400 mg
Gabapentin  Gabapentina Antiepiléptico Apotex Inc,
Watson Labs, 100, 300, 400,
Sun Pharma. Tabletas 600,
800 mg
Tabletas de
Gralise Gabapentina Antiepiléptico Abbott Prods liberacion 300, 600mg
extendida
Horizant Gabapentl_na Antiepiléptico  GlaxoSmithKline Tabletas de 600 mg
Enacarbil . -
Xenoport liberacion
extendida
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1.6 Validacion de métodos analiticos

Con el interés de desarrollar nuevas formas farmacéuticas y evaluar su
comportamiento de liberacion; resulta crucial contar con métodos analiticos
validados para cuantificar el o los farmacos de interés. La validacién es la
confirmacion mediante el suministro de evidencia objetiva de que se han
cumplido los requisitos para la aplicacion propuesta. Los parametros analiticos

que se utilizan son los siguientes; 6474849

a) Estabilidad de la muestra: es la propiedad del compuesto por analizar, de

conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su
analisis.

b) Exactitud: es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el
valor de referencia.

c) Linealidad: es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la
concentracion del compuesto en la muestra.

d) Limite de deteccién: es la minima concentracion de un compuesto en una

muestra el cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo
las condiciones de operacion establecidas.

LOD=3.30/S

e) Limite de cuantificacion: es la concentracion mas baja del compuesto que

puede cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el

método.
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LOQ=100/S
Donde: o = desviacion estandar de la respuesta.
S = La pendiente de la curva de calibracion.
f) Precision: es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una
muestra homogénea del producto, se evalla como repetibilidad vy
reproducibilidad.

g) Repetibilidad: es la precision de un método analitico que expresa la variacion

dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en las mismas condiciones.

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

gue pudieran estar presentes en la muestra.
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Capitulo 2

ANTECEDENTES

2.1 Analisis critico de la literatura

El proceso sol-gel es un método muy versatil, las matrices inorganicas
formadas por este método son inertes, econémicas y no causan ningun riesgo
para la salud ni para el medio ambiente, se eliminan del organismo
principalmente en orina en forma de Si(OH), o son fagocitadas por los
macréfagos®>!; asi mismo con esta técnica es posible incorporar en las
matrices cerdmicas una gran variedad de compuestos como vitaminas,
minerales, enzimas, anticuerpos y farmacos entre otros.*® A continuacién, dado
el objetivo de este trabajo se consideraron estudios sobre diversos farmacos
que han sido incorporados en matrices ceramicas en los ultimos afios (Tabla 9),
asi como algunos estudios relacionados con nuevas formas farmacéuticas de

liberacion prolongada de gabapentina y las técnicas analiticas para cuantificar

dicho farmaco.
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2.1.1 Farmacos incorporados en matrices ceramicas

Tabla 9. Farmacos incorporados en matrices ceramicas

Clasificacion Farmacos
Terapéutica
AINES Ibuprofeno Piroxicam® Diclofenaco”
. OH
# ‘\ SN N% Q:NH
He NS O TN cl OH
b o)
Antineoplasicos  Toremifeno™* Cisplatino™’ Doxorrubicina”
N
Pl ;
/-" Y HC/o s} OH Oo
Cl MNH4 )

CH;
HO
N

Antibiéticos Gentamicina Metronidazol™  Vancomicina™
(‘j: ™ oom
&M_Q_{_ CHZCH,COH o
L |
N
& B Q Qa2 “"\}/CHg ™ \"”\
9 ° M': \{ I.? \/\fL Lf’v
Hay o \ N o f R
| 0., N w:" ( IT
Antiepilépticos Acido Valpréico™ Fenitoina
- O
CHy = CHy~ CH, / \ OH T
o)
Anticoagulantes  Heparina™ Dipiridamol®
H CH,080:H [ g ) on
—0 JE P
H/cooH @ H /4 H AN
MOH HJ R | w0 ,N\ |
—\oH H/y ET Lo— ] o
H  0SOH H  NHOSO, & LV,J
Antihipertensivos  Propranolol Sedantes Dexmedetomidina™

[:'H, Hs
N AN NN
Y
NH N «HCl
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En 1998, Pirjo Kortesuo y colaboradores sintetizaron xerogel de silice
para utilizarlo como implante, incorporando el farmaco toremifeno que se utiliza
para tratar cancer de mama. El grupo de investigacion realiz6 estudios in vitro e
in vivo en ratones, encontrando que la liberacién del farmaco era controlada y
qgue la degradacion de la silice implantada en los ratones no presenté efectos
toxicos.> El mismo grupo de investigaciéon en el 2002 sintetiz6, a distintas
condiciones de pH y de relacion agua/tetraetoxisilano (TEOS), microparticulas
de gel de silice en varias formulaciones, como una posibilidad en el control de
liberacion del farmaco dexmedetomidina, utilizado como sedante, encontrando
qgue la incorporacién del principio activo se ve afectada por el pH y por la
relacion agua/tetraetoxisilano y que el biomaterial no presenta efectos toxicos

en animales.>

Santos y colaboradores, en 1999, lograron incorporar proteinas que
actuan como factores de crecimiento a través del proceso sol-gel, demostrando
gue es viable la incorporacién de moléculas biolégicas en matrices ceramicas.
La liberacion de las mismas ocurri6 de manera lenta y controlada tomando

varias semanas.>®

En el afilo 2000 fue incorporada la heparina, un anticoagulante
ampliamente utilizado, en una matriz de SiO, por el método sol-gel; el estudio
logr6 demostrar que es posible incorporar el anticoagulante en el biomaterial
para después ser liberado durante un tiempo prolongado. Se observo que la
degradacion del xerogel es lineal (orden zero) y que la concentracion de
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heparina no se ve afectada por dicha degradacion; ademas se determino que la
liberacion de la heparina fue mas lenta cuando después de la sintesis, el
biomaterial se sometié a un proceso de secado mas intenso, en comparacion
con la matriz que contenia mas humedad, también influyeron las condiciones de
pH que se manejaron durante la sintesis, se observé una liberacion mas rapida
(1 h) cuando se utilizoé acido nitrico (pH 2.5) que con la efectuada usando acido

acético (5 h a pH 4.5).*

En 2002, Meseguer-Olmo y colaboradores elaboraron un implante
mediante la técnica sol-gel, donde se incorporé sulfato de gentamicina
(antibidtico) en un material bioactivo formado de SiO,-CaO-P,0,. El biomaterial
generado fue implantado en el fémur de conejos; durante la investigacion
observaron la liberacion del antibiotico y determinaron la concentracion en el
hueso distal, higado, rifiones y pulmones a diferentes tiempos, asi mismo se
percataron del crecimiento del hueso debido a la reactividad del material vitreo
con el ambiente biolégico.>* Este mismo grupo en el 2006 realizé un estudio
muy similar al anterior, observando que los implantes promueven el crecimiento
del hueso durante el proceso de reabsorcion.”®> Dentro de esta linea de
implantes éseos para combatir infecciones a nivel de hueso, Christopher Adams
y colaboradores en 2009 incorporaron en una matriz de TiO,, vancomicina,
evaluaron la osteomielitis en un modelo de ratas demostrando que el antibiético
inhibidé significativamente al S. aureus, confirmando que el proceso sol-gel es
una herramienta util para la elaboracién de matrices porosas que permiten la
liberacién de farmacos en el sitio de interés.*
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En el afio 2005 otro grupo de investigacion reportd un estudio
relacionado con la preparacion de microesferas de silice encapsulando
ibuprofeno y naproxeno; encontraron que se logré una mejor incorporacion del
ibuprofeno que del naproxeno sugiriendo que ésta depende de la solubilidad del
farmaco en el TEOS.®>" Asi mismo, Bgershausen y colaboradores demostraron
que el principio activo del persantin (dipiridamol) puede ser incorporado en una
matriz sintetizada por sol-gel y que la cinética de liberacion depende

fuertemente de los parametros de sintesis (pH y composicién de la matriz).>®

Hernandez A. y colaboradores en el 2007 lograron incorporar en un
material cerdmico de silice un farmaco anti-inflamatorio no esteroideo, el
piroxicam, a través del método sol-gel, variando diferentes parametros de la
sintesis, tales como el pH (3 y 5) y la relacién alcéxido/agua (1:6 y 1:8); en
dicho estudio la mejor incorporacién del farmaco anti-inflamatorio se obtuvo a
pH 5 y la relacion molar 1:6.>° En este mismo afio, Prokopowicz y
colaboradores incorporaron en matrices ceramicas mediante el proceso sol-gel,
el farmaco doxorrubicina que se utiliza para combatir algunos tipos de cancer,
este grupo de investigadores sintetizo diferentes xerogeles de SiO, variando el
tiempo de envejecimiento de los mismos, posteriormente evaluaron la absorcion
y desorcién del farmaco de la matriz, encontraron que el biomaterial con mayor
tiempo de maduracién presentaba una disminucion en latasa de liberacion
del farmaco, debido a que se reduce el tamafio de poro y se incrementa el area
superficial, liberandose de forma sostenida.®
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El propranolol y persantin fueron encapsulados en el 2008 por Geo Paul
y colaboradores a través del proceso sol-gel en una matriz hibrida in situ. Se
determind que el ensamblaje del farmaco, la estructura de los poros y los tipos
de interacciones se deben principalmente a los parametros de sintesis tales
como pH, temperatura y composicion de la matriz, en el estudio encontraron
una tasa de liberaciébn mas lenta para el persantin que para el propranolol, esto
debido a las propiedades fisicoquimicas caracteristicas de cada farmaco:

tamafio molecular, solubilidad y pKa.®*

En 2009 Fidalgo A. y colaboradores sintetizaron matrices de SiO;
producidas bajo diferentes condiciones de hidrdlisis, utilizado como principio
activo un farmaco antiepiléptico (fenitoina sédica). La cinética de liberacion in
vitro del principio activo se estudié a 37°C, en agua y en liquido cefalorraquideo
artificial. Las matrices con la porosidad total mas baja y menor tamafio de poro

promedio resultaron ser mejores para la liberacion a largo plazo.®?

Czarnobaj K. y colaboradores en el 2007 incorporaron via sol-gel
cisplatino (farmaco antineoplasico) en tres matrices, SiO,, SiO,-PDMS, SiO,-
PEG, el resultado indicé que el uso de impurezas organicas (PEG) en el gel de
silice aumenta la liberacion de cisplatino del biomaterial de un 62% a 97% en 7
dias comparado con la matriz pura (SiO,) y la matriz hibrida SiO,-PDMS, que
presentaron una liberacion similar. La incorporacion de PDMS y PEG durante la
sintesis de TEOS, provoca un incremento en el tamafio de poro, en
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comparacion con la matriz pura, ademas que la sustituciéon con PEG aumenta la
hidrofilicidad de la matriz y permite que el agua penetre dentro de la silice y
acelere la difusion del cisplatino. Aunque la matriz SiO,-PDMS también tiene
una porcion organica, se explica su disminucién en la liberacién de cisplatino
debido a su naturaleza hidrofébica que le aportan los -CH3; presentes en ella,
dificultando asi la interaccion con las moléculas de H,O. En este mismo estudio
se probaron distintas temperaturas de secado y se encontrd que el tratamiento
térmico a 80 °C de las matrices hibridas con cisplatino dio como resultado la
aceleracion de la liberacion del farmaco; en 2 dias se liber6 entre 89% y 98% de
cisplatino. Debido a que se removi6é considerablemente el solvente de los poros,
facilitando la difusion del farmaco. Sin embargo el incremento de la temperatura
(120 °C) en la matriz pura tuvo como resultado la disminucién de la liberacion
de cisplatino (40%) debido al cierre y contraccién de los poros de la matriz.
Dentro del estudio in vitro se observd que el cisplatino fue liberado en dos
etapas, durante las primeras 3 h la liberacion ocurrié de forma rapida, el tiempo
restante sucedié de manera lenta y controlada, esto indica que primero hubo
una liberacion de la superficie y posteriormente la liberacién del cisplatino
incorporado en los canales de los poros. La liberacion de cisplatino de las
matrices SiO, y SiO,-PDMS ocurrié principalmente por difusion, en el caso de
Si0,-PEG la liberacion ocurrié por difusién e hinchamiento de la matriz.}” Este
mismo grupo en el 2008 utilizé la técnica sol-gel para incorporar el
antiinflamatorio diclofenaco dietilamino, en el estudio se probaron diferentes
condiciones de pH y temperatura de secado, se trabajé con matrices de SiO,
sintetizadas en condiciones acidas (HCI pH 4) y basicas (NH3 pH 9); ademas se
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observd el comportamiento de las matrices acidas y basicas, cuando se
secaron a temperatura ambiente (25 °C) y a 120 °C. Los resultados para
diclofenaco mostraron que las matrices alcalinas presentaron una liberacion
mas rapida debido a una mayor area superficial y mayor tamafio de poro,
mientras que en las matrices sintetizadas en condiciones acidas no fue posible
la liberacion del farmaco, esto se puede explicar debido a su baja porosidad, la
cual no se pudo determinar, el diametro de las matrices era tan pequefo que el
equipo (BET) no puedo detectarlo. Con respecto a la temperatura de secado se
encontré que a 120 °C disminuye la liberacion de diclofenaco en las matrices
alcalinas, debido a que los poros estaban demasiado cerrados. La liberaciéon
(matrices alcalinas) en las pruebas in vitro indic6 que sucede en dos etapas
primero se libera la capa superficial de forma rapida y posteriormente lo hace de
forma lenta y controlada.®® En el 2010 este grupo de investigadores mediante
el proceso sol-gel sintetizaron xerogeles inorganicos (SiO;) e hibridos
(inorganico-organico SiO,~PDMS, SiO,—PDMS-CaO, SiO,—CaO) en los cuales
incorporaron metronidazol para comparar como afectan las propiedades fisicas
y morfologicas en la liberacién del farmaco, el resultado del estudio concluyo
gue para metronidazol la matriz de SiO; logra el 100% de liberacién del farmaco
de forma rapida durante las primeras 4 h y posteriormente de forma sostenida,
éste xerogel presentd mayor area superficial y mayor diametro de poro
comparado con los preparados hibridos, demostrando que las caracteristicas
fisicas del biomaterial estan directamente relacionadas con la tasa de liberacion

del farmaco.®
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2.1.2 Estudios de gabapentina de liberacion sostenida

Recientemente, el encapsulamiento de farmacos se ha encaminado a
encontrar formas farmacéuticas que puedan utilizarse como potenciales

vectores, para sistemas de liberacién controlada dirigidos al sitio de accién.®®

En 2007 Rhee Y. y colaboradores realizaron un estudio con la
gabapentina, en el cual compararon la relacion in vitro/ in vivo de una forma de
liberacion sostenida elaborada a base de polimeros contra la forma de
liberacion inmediata. Ambas formas farmacéuticas fueron sometidas a pruebas
de disolucién (in vitro), utilizando como medios de disolucién jugo gastrico e
intestinal sin enzimas. Los resultados de las pruebas in vitro indican que la
gabapentina de liberacion inmediata, se liberd transcurrida 1 h de la disolucion,
mientras que la gabapentina de liberacion sostenida lo hizo a las 12 h. El
estudio in vivo fue realizado con perros beagle a los cuales se les administraron
el equivalente a 600 mg de gabapentina por via oral, observando que la forma
de liberacion sostenida tuvo un comportamiento farmacocinético igual a la forma
de liberacion inmediata; concluyendo que la liberacion in vivo no esta
correlacionada con la liberacion in vitro. Cabe mencionar que la forma de
preparacion de la gabapentina de liberacion sostenida en este trabajo fue por el
método de granulacion humeda utilizando una solucién de polivinilpirrolidona en
etanol y mezclando posteriormente el granulado con éxido de polietileno y
celulosa.®® Este estudio muestra el interés por desarrollar una forma de

liberacién prolongada de gabapentina, sin embargo, el sistema estudiado no fue
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adecuado ya que al parecer este polimero no le da la propiedad de liberacion

sostenida que se busca in vivo.

La compafia farmacéutica Depomed desarrollé la gabapentina en forma
de liberacion extendida mediante la tecnologia AcuForm® a base de polimeros,
la cual se encuentra patentada. En el 2006 la empresa farmacéutica publico los
resultados obtenidos de los estudios en fase Ill de la gabapentina para
neuralgia postherpética y fase Il para neuropatia diabética periférica; en los
estudios se encontré que las principales reacciones adversas para ambos usos
terapéuticos fueron principalmente mareos y somnolencia, sin embargo
comparados con los efectos adversos reportados en la literatura para la
gabapentina de liberacion inmediata (Figura 7) se observé una disminucién
considerable; la incidencia de reacciones adversas para la neuralgia
posherpética fueron mareos (10.1%, 14% y 3%) para una dosis de 1800 mg
diarios administrada en una sola toma, dos veces diarias y placebo,
respectivamente.

Para neuropatia diabética, la frecuencia de mareos como reaccion
adversa en la poblacién expuesta fue de 17% para una dosis diaria en un sola
administracion y 12.2% para la misma dosis dividida en dos tomas; con
respecto a la somnolencia los resultados fueron de 12.8% y 4.1%
respectivamente. Por otra parte, la gabapentina de liberacion extendida
disminuy6 el dolor con respecto a los usos terapéuticos mencionados de

manera similar a la gabapentina de liberacién inmediata.®’
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Dados los resultados, el 28 de enero de 2011 fue aprobada esta forma
farmacéutica por la FDA, bajo el nombre de Gralise®, para el tratamiento de la
neuralgia postherpética, siendo el primer farmaco de gabapentina en forma de

liberacién extendida a base de polimeros. 4>

Aunque los resultados reportados han sido satisfactorios, debido a la
variabilidad de respuesta entre pacientes, es importante ampliar la investigacion
para obtener nuevas formas farmacéuticas de liberacibn sostenida de
gabapentina. La incorporacion de este farmaco en un material ceramico
obtenido via sol-gel, representa una alternativa mas para el desarrollo de dichas

formas farmacéuticas.

2.1.3 Métodos analiticos validados para cuantificar gabapentina.

Una parte muy importante para determinar la liberacion del farmaco, lo
representan las técnicas analiticas validadas que permiten identificar y
cuantificar el analito de interés.*®*® A continuacién se hace una revisién de
algunos métodos analiticos reportados para la cuantificacion de gabapentina en
solucion y en fluidos biolégicos. Entre las técnicas analiticas reportadas se
encuentran: la cromatografia de gases (GC-MS) acoplada a espectrometria de
masas®, cromotografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS)"®" electroforesis capilar’?, cromatografia de liquidos de alta resolucién

73,74,75,76,

(HPLC), asi como espectrofotometria UV-Vis Debido a que la

estructura del farmaco sélo contiene un grupo cromoéforo, presenta una
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absorcion baja en ultravioleta y nula en visible, esto ha generado el desarrollo

de técnicas que incluyan una derivatizacion para formar un compuesto

detectable por fluorescencia’’ o espectrofotometria visible®.

En la Tabla 10 se muestra una comparacion de los métodos analiticos

utilizados para la cuantificacion de gabapentina, se puede observar que la

mayoria de las técnicas implican derivatizacion para cuantificar el principio

activo, ademas que los equipos con detector de espectroscopia de masas (MS)

tienen una mayor sensibilidad.

Tabla 10. Cuadro comparativo de métodos analiticos propuestos para gabapentina

Autor

Zhu, y col.
Ramakrishna,

y col.”

Bahramiy
col.”
Ojhay col.™

LaPorte y
col.”®
Jalalizadeh ™

Gujral y col.”

Amini y col.”®

Afo

2002

2005

2006

2007

2007

2007

2009

2010

Instrumento
Analitico
HPLC

LC

HPLC

LC

Espectrofotomet
ria
HPLC

HPLC

HPLC

Detector

uv

MS/MS

Fluorescencia

MS

UV-Vis
Arreglo
diodos

uv

UV-Vis

Rango de
linealidad
0.03-
10pg/mL

40-10 000
ng/mL

0.002 a 15
pg/mL

0.5-64 ng/L

0.13 mg/L-
0.70 mg/L

0.05-5
pg/mL

0.1a3.8
mg/mL

0.12a
6,0 pg /mL

Derivatizacion

Fenilisotiocianato

No aplica

4-cloro-7-

nitrobenzofurazan

No aplica

Ninhidrina
1-fluoro-2,4-
dinitrobenceno
No aplica
4-

nitrofenilisotiocianat
0]
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Analizar los diferentes métodos analiticos validados permite tener panorama
de opciones en técnicas analiticas con las que se puede trabajar, ademas de
poder comparar las ventajas y desventajas entre ellas, ayuda a evaluar la
disponibilidad de equipos en las instalaciones de trabajo, aunado a los
diferentes reactivos y materiales necesarios para lograr los resultados; asi
mismo, este andlisis brinda la facilidad de elegir una metodologia en funcién de
las especificaciones requeridas para el proyecto, entre las que se destaca la

sensibilidad de deteccion.

2.2 Hipotesis

La gabapentina incorporada en una matriz de SiO, sintetizada via sol-gel se

liberard de forma sostenida.

2.3 Objetivo General

Evaluar in vitro, a pH gastrico (1.2) e intestinal (6.8), e in vivo utilizando
animales de experimentacion, las caracteristicas de liberacion de la

gabapentina incorporada en un biomaterial.
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2.4 0bjetivos Especificos

1.-Determinar el porcentaje de liberacién de gabapentina a partir del biomaterial

cerdmico a pH gastrico in vitro.

2.-Determinar el porcentaje de liberacion de gabapentina a partir del biomaterial

ceramico a pH intestinal in vitro.
3.-Evaluar indirectamente, a través de la concentracion plasmatica, el grado de
liberacion de gabapentina de la matriz cerdmica in vivo utilizando animales de

experimentacion.

4.- Comparar la liberacion del farmaco incorporado en el biomaterial con la del

farmaco de liberacion inmediata actualmente disponible en el mercado.
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Capitulo 3

MATERIALES Y METODOS

1.4 Materiales

3.1.1. Reactivos

Acetato de Amonio R.A. (CTR Scientific)

Acetonitrilo (Grado HPLC, TEDIA)

Acido Clorhidrico A.C.S., HCI (J.T Baker)

Agua (Grado HPLC, Tedia)

Agua bidestilada (CTR Scientific)

Agua desionizada (FCQ, UANL)

Cloruro de Sodio, NaCl (CTR Scientific RA)

Etanol RA (CTR Scientific)

Fosfato diacido de potasio, KH,PO, (Grado RA, CTR Scientific)

Fosfato diacido de sodio monohidratdo,NaH,PO4-H,O (Sigma Aldrich RA)
Fosfato dibasico de sodio heptahidratado, Na,HPO,4-7H,0 (Sigma Aldrich)
Gabapentina (Grado USP, Spectrum Laboratory Products Inc.)

Hidréxido de Sodio A.C.S., NaOH (CTR Scientific)

Metanol (Grado HPLC, J.T.Baker)

Ninhidrina (FCQ, UANL)
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3.1.2 Equipos

v" Balanza analitica (AND, HR-200)

v" Bafo de ultrasonido (Branson 2510R- MTH)

v Centrifuga refrigerada (Thermo Electron, CentraCL 3R)

v' Cromatégrafo de liquidos de Alta Resoluciéon, HPLC (Waters, 2695), con
detector de arreglo de diodos (Waters, 2996)

v' Cromotégrafo de liquidos Agilent, Bomba Binaria 1200 (G1312A), con
detector de masas (Agilent 6130)

v Disolutor Vankel (Modelo VK7000)

v" Equipo de Infrarrojo (Thermo Scientific, Nicolet IR200)

v Espectrofotometro UV-Vis (Perkin-Elmer, Lambda 2S)

v Incubadora con agitacion (Barnstead-Labline SHK4000)

v" Micropipetas 10-100 y 100-1000 pL (CTR Scientific)

v" Microprocesador y sistema de circulacion (Modelo VK650A)

v' Placa de calentamiento y agitacion (Cimarec, Barnstead/Thermolyne)

v Potenciémetro (Corning, Modelo 430)

3.1.3 Ubicacion del Equipo
Pruebas in vitro: Laboratorio de Biofarmacia, Laboratorio de Biotecnologia y
Laboratorio de Sintesis Organica CELAES, FCQ, UANL.

Pruebas in vivo: Clinica Veterinaria Especializada.
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3.2. Metodologia General

El desarrollo de este proyecto se dividié en cuatro etapas:
a) Validacion de métodos analiticos
b) Extraccion de gabapentina de los biomateriales GSREL16 y GOREL18
c) Estudios de liberacion de gabapentina in vitro

d) Estudios de liberacion de gabapentina in vivo

3.2.1 Validacion de los métodos analiticos

La validacion de métodos analiticos consistidé en evaluar experimentalmente
los parametros de linealidad, exactitud, precisién, LOD, LOQ, reproducibilidad y
selectividad para asegurar que los procedimientos son aplicables para el
objetivo que fueron disefiados. En esta seccion se presentan algunos métodos
analiticos propuestos para cuantificar gabapentina en solucion o en plasma,

haciendo uso de diferentes técnicas y equipos instrumentales.
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3.2.1.1 Validacion del método para cuantificar gabapentina por HPLC

con detector de arreglo de diodos sin derivatizacion.

v Preparacioén de la Fase Movil (FM)

Consistié en una mezcla de buffer de KH,PO,4 (0.028 M; pH 5.2), metanol y
acetonitrilo (65:25:10, v/v). A la solucién buffer de KH,PO4 (3.81 g en 1 L de
agua HPLC) se le ajusto el pH afiadiendo NaOH al 10% (10 g. en 100 mL). Una
vez realizada la mezcla se filtré a vacio con membranas de policarbonato, con
tamafio de poro de 0.2 um (Nuclepore™ track-etched Whatman) y se degasificd
en ultrasonido por 15 minutos. Todos los solventes utilizados para la

preparacion de FM fueron grado HPLC.”

v' Preparacién de estandares de gabapentina

Se prepard una solucién stock de 100 mg/L de gabapentina (10 mg en 100
mL de Fase Mdvil), a partir del stock se prepararon estandares en
concentraciones de 1, 5, 10, 20, 30, 40, 50 mg/L, utilizando Fase Movil para
aforar a 10 mL, (Tabla 11). El rango de trabajo se establecié en funcion a las
concentraciones de gabapentina esperadas en las pruebas de liberacién in

vitro.
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Tabla 11. Preparacion de estandares de gabapentina en solucion HPLC.

Estandar de gabapentina

Volumen solucién stock

(mg/L) 100 mg/L (pL)

1 100

5 500

10 1000

20 2000

30 3000

40 4000

50 5000

v' Separacion cromatografica

Para llevar a cabo la separacién cromatogréfica se utiliz6 una columna con
particulas de silice (Hypersil) con octadecil silano (C18), con un tamafo de
particula de 5 um y dimensiones de 250 x 4.50 mm (Phenomenex), ademas se
colocé una precolumna (C18). Se inyectaron 100 pL de cada estandar de
gabapentina, a una velocidad de flujo de 1.0 mL/min en el cromotografo de

liquidos Waters (modelo 2695), con detector de arreglo de diodos a A= 210 nm.

Figura 8. El proceso se realizé por triplicado.
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v Andlisis de resultados

Mediante el software de datos cromatograficos Empower, se manipula el
sistema completo del Cromatografo de Liquidos y permite la visualizacion de los
cromatogramas. Para el andlisis de los datos obtenidos por triplicado se utilizé
hoja de célculo Excel, donde se obtuvo el coeficiente de correlacion, el

porcentaje de error, LOD, LOQ.

v' Manejo de residuos

Los residuos generados provenientes de la FM y los estdndares de
gabapentina se depositaron en el colector C, indicado para el manejo de toxicos
e inflamables, bases organicas y aminas, y solventes organicos no

halogenados.

Figura 9. Cromotografo de liquidos. HPLC Waters 2695
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3.2.1.2. Validacién del método para determinar gabapentina mediante
la reaccion de  derivatizaciéon  con ninhidrina  por

espectrofotometria UV-Visible.

La ninhidrina es un oxidante fuerte que provoca la descarboxilacion
oxidativa y desaminacion de los aminoacidos. Este método se basa
precisamente en la reaccién de la ninhidrina (hidrato de tricetohidrindeno) con
las aminas primarias y secundarias de los a-aminoacidos a temperaturas
elevadas, formandose amoniaco y anhidrido carbdnico por reduccién de la
ninhidrina a hidrindantina. Los productos de la primera etapa reaccionan con
otra molécula de ninhidrina generando un compuesto de coloraciéon azul-
parpura, denominado purpura de Ruthermann. ElI cromoéforo puede ser

detectado a 402 nm y 568 nm. 78,

79,80

La gabapentina a pesar no ser un aminoacido, posee un grupo amino
primario por lo que puede reaccionar con la ninhidrina, como se muestra en la

Figura 10.

% oy COOH 2 o 0— COH
2 on Eﬁ o %N '
f )

Figura 10. Reaccién de derivatizacion de gabapentina con ninhidirna
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v Preparacién de estandares de gabapentina

Se pesaron 125 mg de gabapentina y se afor6 a 250 mL con agua
desionizada, para formar una solucién stock de 500 mg/L. Partiendo de esta
solucién se prepararon estandares de gabapentina en agua desionizada, el
volumen de solucion stock correspondiente a la concentracion del estandar se
muestra en la Tabla 12, dichos estandares se elaboraron por triplicado en
concentraciones de 120, 180, 240, 300, 360, 420, 480 mg/L y se colocaron en

matraces de aforacion correspondientes a la denominacion de 50 mL.

Tabla 12. Preparacion de estandares de gabapentina en solucién UV-Vis

Estandar de gabapentina Volumen solucion stock
(mg/L) 500 mg/L (mL)
120 12
180 18
240 24
300 30
360 36
420 42
480 48

v Reaccion de derivatizacion
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Para la formacidén del cromdéforo se tomaron 5 mL de estandar, 1 mL de
solucién de ninhidrina al 0.8% y 0.5 mL de buffer de KH,PO4 0.2 M pH 6,
posteriormente se colocaron en tubos con taparosca. La mezcla respectiva de
cada estandar fue sometida a bafio de temperatura a 85 °C durante 30 minutos;
transcurrido este tiempo la reaccion se detuvo al colocar en hielo, después se
hizo una dilucion 1:10 con agua desionizada. Posteriormente, se tomaron
lecturas de absorbancia de las soluciones en un espectrofotdmetro UV-Vis

(Perkin-Elmer, Lambda 2S) a Anax=568 nm. El proceso se representa en la

figura 11.
5mL de ¢/
/ \

120 mg/L 180 mg/L 240 mg/L 300 mg/L 360 mg/L 420 mg/L 480 mg/L

Lo oo

l
0 0 0 0 0 0 ¢
— L

Anadir:
y

1 mL de ninhidrina 0.8%
+

0.5 mL buffer KH,PO4 0.2 M pH 6

(d=3ld
S d ,
QE,/{ A L“‘il': "! lof L }" {, "‘
- "‘& e et
Bafo de temperatura Enfriar a temperatura Dilucién 1:10 mL Espectrofotémetr
30 mina85°C ambiente ' 0 UV-Vis
A=568nm

Figura 11. Esquema de reaccion de derivatizacién con ninhidrina.



v Analisis de resultados

Los datos se analizaron a través del software Excel con el que se hicieron
las curvas de calibracion y los calculos necesarios (coeficiente de correlacién,
porcentaje de error, LOD, LOQ) para determinar los parametros analiticos de

validacion.

v' Manejo de residuos

Los residuos generados fueron neutralizados y depositados en el
contenedor A destinado para la colocacion de soluciones salinas a pH 6-8,
soluciones de sales inorganicas, acidos inorganicos, acidos organicos y bases

inorganicas.
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3.2.1.3. Validacion del método para cuantificar gabapentina
mediante LC/MS

v Preparacion de Fase Mévil (FM)

La fase movil consisti6 en una mezcla de acetato de amonio 5mM vy
acetonitrilo (50:50 v/v). La solucion de acetato de amonio 5mM se realizd
pesando, 0.1927 g del reactivo y se disolvio en 500 mL de agua bidestilada;
posteriormente se filtr6 con membranas de celulosa, tamafio de poro de 0.45
um Millipore™, finalmente se sometié a ultrasonido por 15 minutos para

degasificar.

v Preparacién de estandares de gabapentina en plasma humano

Se pesaron 10 mg de gabapentina, los cuales se dispusieron en un matraz
volumétrico de 10 mL y se completd a la marca con metanol grado HPLC, para
tener una concentracién de 1 mg/mL, de esta solucion se tomaron 100 pL y se
trasfirieron a un matraz volumétrico de 10 mL para aforar con plasma,
elaborando un stock de 10 pug/mL. A partir de esta solucion stock se prepararon
estandares de gabapentina en concentraciones de 5, 2.5, 1.0, 0.5, *0.25,* 0.1,
*0.05 pg/mL por quintuplicado. En la Tabla 13 se indica la preparacion de los
estandares; para preparar 1 mL de estandar de 5 pg/mL, se utiliz6 una
micropipeta calibrada con la cual se tomaron 500 pL de plasma, se colocaron
en un tubo eppendorf y posteriormente se le adicionaron 500 pL de la solucién
stock (10 pg/mL). Este mismo procedimiento se repiti6 para todos los
estandares en funcion de su concentracion, excepto para el de 0.5 pg/mL del

que se prepararon 2 mL y para los controles, los cuales se prepararon a



concentraciones de 0.175, 0.75, 3.5, 7.5 pg/mL. De igual manera se preparo el
stock de 10 pug/mL y estandares de gabapentina en solucion (metanol:H,0,
50:50), a las mismas concentraciones. (Pruebas de extraccion y liberacion in

vitro de gabapentina.)

Tabla 13. Preparacién de estandares de gabapentina en plasma LC/MS

Volumen de
i Volumen de _
Estandar plasma/ Volumen final
stock )
(ug/mL) metanol:H,O de estandar
(20 pg/mL)
(50:50) (uL)
5 500 500 1mL
2.5 750 250 1mL
1.0 900 100 1mL
0.5 1,900 100 2mL
*0.25 500 500 1mL
*0.1 800 200 1mL
*0.05 900 100 1mL
Volumen de
Volumen de _
Controles plasma/ Volumen final
stock i
(ug/ml) metanol:H,O de estandar
(20 pg/mL)
(50:50) (pL)
7.5 500 1500 2mL
3.5 1300 700 2mL
0.75 1850 150 2mL
0.175 1965 035 2mL

*Los estandares de gabapentina en plasma/metanol-H,O de las concentraciones 0.25, 0.1, 0.05
pg/mL fueron preparados a partir del estdndar de 0.5 ug/mL para evitar errores en la

manipulaciéon de volumenes pequefios.
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v' Precipitacion de proteinas

50 uL de cada estandar de gabapentina o0 muestra en plasma, se colocaron
de manera independiente en tubos eppendorf, el proceso de precipitacion
prosiguié con la adicion de 300 pL de acetonitrilo; posteriormente se agitd en
vortex por 4 minutos a 60 rpm y se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos a 10
°C. Finalmente se transfirieron 300 puL del sobrenadante de cada uno de los
estandares/ muestras, a viales con inserto de polipropileno y se inyectaron en el

cromatografo LC/MS Agilent G1312A. Figura 12.

Estandar gabapentina Muestra

o

77 » Os@y  Centrifugar 10mina
@ 50 L \ \ 500 L o 10,000 rpm a 10 °C
acetonitrilo |
. 50 pL ~ >
., o
D | .

Vortex 4min a 60 rpm Centrifugar 5 min a
10,000 rpm a 10 °C
- >

300 pL del sobrenadante se
inyectar a LC/MS i

300 pL del
sobrenadante se
inyectar a LC/MS

Figura 12. Esquema de precipitacion de proteinas.
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v' Separacion cromotografica

Se realizdé en un LC/MS Agilent con bomba binaria 1200, modelo G1312A,
acoplado a un detector de masas Agilent modelo 6130 (Figura 13), ademas se
utilizé una columna Zorbax Eclipse XDB-CN, 4.6 X 150 mm, 5um, la
temperatura del gas fue de 250 °C y el flujo de 7 L/min, nebulizador de 45 psig.
Para el método de ionizacion se emplearon las siguientes condiciones: ES,
Polaridad Positiva, ion precursor 172.3 m/z, finalmente se inyectaron 300 pL de

estandar/ muestra.

Figura 13. LC/MS Agilent G1312A.

v' Manejo de residuos

Los residuos de la FM fueron colocados en los contenedores de desechos
quimicos. Por su parte los tubos, puntillas, insertos y todo el material en
contacto con plasma se depositdé en contenedores RPBI para posterior

confinamiento.
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3.2.2 Extraccién de gabapentina del biomaterial

Esta metodologia fue planteada para evaluar la cantidad de gabapentina
incorporada en los biomateriales sintetizados. Durante esta seccion se detallan
las caracteristicas de los biomateriales ademas se describe el proceso de

extraccion.

v' Sintesis del biomaterial

La sintesis de los biomateriales fue realizada por Albelardo Aldaba como
parte del proyecto de tesis como requisito parcial para obtener el grado de LQI
por la FCQ, UANL.® . La gabapentina fue incorporada al 5% durante la sintesis
de la matriz cerdmica (SiO,), variando en el proceso de sintesis, las condiciones
de pH (5y 9) y la relacion alcoxido/agua (1:6 y 1:8) como se aprecia en la Tabla
14, para el tratamiento térmico se utilizé una temperatura de 120 °C. El
resultado fueron cuatro productos denominados G5REL16, G5REL1S,
G9REL16, GY9REL18, los cuales fueron caracterizados por espectroscopia
infrarroja con transformada de Fourier (FTIR), andlisis térmico de TGA-DTA,
microscopia electrénica de barrido (SEM) y difraccidén de rayos X (DRX), el area
superficial especifica y porosidad se calcularon a partir de la isoterma de

adsorcién de nitrégeno mediante el método BET (Brunauer-Emmett-Teller). &
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Tabla 14. Nomenclatura de los biomateriales.

Relacion
Biomaterial pH de Sintesis alc6xido/H,0
*G5REL16 5 1.6
*G5REL18 5 1.8
*GI9REL16 9 1.6
*G9REL18 9 1:8

*G es en relacion al nombre del farmaco utilizado (Gabapentina), el nimero
siguiente corresponde al pH de la sintesis, REL indica la relacién, los ultimos dos
digitos hacen referencia a la relacién utilizada de alcoxido/H,0.

v' Extraccion de gabapentina del biomaterial

Para llevar a cabo la extraccion de gabapentina de la matriz ceramica se
utilizaron dos biomateriales G5REL16 y G9REL18; debido a que los datos
reportados previamente por Aldaba®! indicaron que estos biomateriales
presentaron la mayor y menor incorporacion del farmaco afadido (90% y 72%
respectivamente), correspondiente a un contenido de 4.5 y 3.6 gramos de
gabapentina en cada 100 gramos de biomaterial. Con base en esta informacién
se procedid a realizar la extraccién de la gabapentina en agua desionizada,
etanol, jugo gastrico simulado (pH 1.2) y jugo intestinal simulado (pH 6.8); para
lo cual se pesaron 100 mg de cada biomaterial (G5REL16, GO9REL18), lo que
equivale a 10 mg de gabapentina, ya que los biomateriales con los que se
realizaron estos experimentos fueron sintetizados afiadiendo el farmaco en una
proporcion del 10%. Una vez pesados los biomateriales se colocaron en
matraces erlenmeyer con 30 mL de los medios indicados. Los matraces se

situaron en una incubadora con agitacién (Barnstead-Labline SHK4000) a 150
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rpm durante 48 h a 28 °C, transcurrido este tiempo se procedid a centrifugar a
3600 rpm durante 10 minutos, del decantado se tomaron 5 mL. Para la
cuantificacion de la gabapentina extraida de las matrices inorganicas se siguio
la metodologia de derivatizacion con ninhidrina planteada en la Figura 11.
Finalmente para ampliar el conocimiento sobre el comportamiento de la
liberacion de gabapentina se hizo una correlacion entre la gabapentina extraida
en los medios disolventes y la gabapentina incorporada en las matrices. Para
este analisis las muestras se sometieron a bafio temperatura (100 °C) con la
finalidad de eliminar los solventes (Figura 14). Los residuos sélidos restantes de
cada medio disolvente se analizaron por espectroscopia de infrarrojo. Se revisé
principalmente la sefial de 1650 cm™ correspondiente al estiramiento del

carbonilo de la gabapentina

Para comparar los resultados obtenidos previamente con la técnica de
derivatizacién con ninhidrina por espectrofotometria UV-Vis, se realizaron por
triplicado en las mismas condiciones, las pruebas de extraccion de gabapentina
del biomaterial G5REL16 al 10% en los diferentes solventes, incluyendo
ademas el metanol. Posteriormente se hizo una dilucion del sobrenadante y se
analizaron las muestras por LC/MS bajo las condiciones cromatograficas que se
establecen en la seccién 3.2.1.3. Finalmente se elimind el sobrenadante para
dejar unicamente el residuo soélido del biomaterial del jugo gastrico simulado
(pH 1.2) y del metanol para ser analizados por SEM para evaluar el

procedimiento de extraccion.
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1.3.1 Estudios de liberacién de gabapentina in vitro

v Biomateriales G5REL16 y GOREL18

Las pruebas de liberacion in vitro se realizaron con los biomateriales
G5REL16 y GOREL18 en el disolutor Vankel (Modelo VK7000) controlado con
microprocesador y sistema de circulacion Modelo VK650A (Figura 15),
utilizando el aparato | (canastillas) y el aparato Il (paletas) a de 37+0.5 °C,
variando la velocidad de agitacién entre 50 y 100 rpm. Se pesaron 500 mg de
los biomateriales sintetizados al 10%, de igual manera para el biomaterial
G5REL16 sintetizado al 5%; se colocaron en los vasos disolutores conteniendo
300 mL del medio de disolucion (jugo gastrico pH 1.2 y jugo intestinal pH 6.8,
ambos simulados sin enzimas) previamente filtrado a vacio utilizando
membranas de policarbonato, tamafio de poro 0.2 pm (Nuclepore™ track-
etched Whatman) y degasificado en ultrasonido por 15 minutos. Se tomaron
alicuotas de 3 mL a diferentes tiempos, sin reposicion del medio, sin exceder el
10% del volumen total (méximo 30 mL)*. En la Tabla 15 se muestras las
variables utilizadas en las pruebas in vitro. En la Figura 16 se observa la

metodologia.

v" Pruebas in vitro en jugo gastrico simulado pH 1.2
Se tomaron alicuotas a los siguientes tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 3, 12, 24y 48
horas, las muestras recolectadas pasaron a través de filtros de nylon de 0.45

um (GE Waters & Process Technologies), y se colocaron en matraces de
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aforacion de 10 mL para ajustar el pH entre 5-6 (esto para evitar la hidrolisis de
la columna cromotogréafica C18 por la acidez del medio) con 2 mL de solucion
de NaOH 1130 mg/L, finalmente se complet6 a la marca con FM (KH;PO4
(0.028 M; pH 5.2), metanol, acetonitrilo (65:25:10, v/v)) y se analizaron por
HPLC bajo las condiciones establecidas en el método analitico de la seccion
3.2.1.1.
v" Pruebas in vitro en jugo intestinal simulado pH 6.8

Se recolectaron muestras a los tiempos: 0, 0.5, 1, 2, 3, 12, 24 y 48 horas,
posteriormente pasaron a través de filtros de nylon de 0.45 um (GE Waters &
Process Technologies), y se colocaron en matraces de aforacion de 10 mL. El
pH se ajustd entre 6-7 al completar con fase moévil (KH,PO,4 (0.028 M; pH 5.2),
metanol, acetonitrilo (65:25:10, v/v)). El andlisis cromotogréfico se realizd

siguiendo el método analitico presentando en la seccion 3.2.1.1.

Tabla 15. Condiciones establecidas para las pruebas de disolucién in vitro con los
biomateriales (G5REL16, GOREL18).

_ Velocidad ) Técrlli_ca

Biomaterial Jg G;\F?;é)izggga Aparato Tem[()oe(sa\tura agit(i\((a:ién Alicuota @ analitica
(rpm)

G5REL16 Vv 5% | 37+0.5 50 3mL HPLC
G5REL16 10% | 37+0.5 50 3mL HPLC
GO9REL18 10% | 37+0.5 50 3mL HPLC
G5REL16 10% I 37+0.5 50 3mL HPLC
GO9REL18 10% I 37+0.5 50 3mL HPLC
G5REL16 Vv 10% I 37+0.5 100 3mL HPLC
GO9REL18 10% I 37+0.5 100 3mL HPLC
G5REL16 10% I 37+0.5 100 2mL LC/MS
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Con la finalidad de confirmar los resultados obtenidos mediante HPLC con
detector de arreglo de diodos, se realizaron de nuevo por duplicado, pruebas de
liberacion del biomaterial GSREL16 al 10% utilizando la técnica LC/MS. Para
ello se pesaron 500 mg de biomaterial en 200 mL de jugo gastrico (pH 1.2) y
jugo intestinal (pH 6.8) ambos simulados (Tabla 15); se tomaron alicuotas de 2
mL a 0, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 5, 8, 24, 48 h, ulteriormente se filtraron (filtro de nylon
de 0.45 pum, GE Waters & Process Technologies) y se analizaron en el
cromotografo Agilent con bomba binaria 1200, modelo G1312A, acoplado a un
detector de masas, siguiendo las condiciones cromatograficas de la seccion

3.2.1.3. (Figura 17)

v Neurontin®

Para efectos comparativos de las pruebas in vitro, se incluyen perfiles de
disolucién de la forma comercial de gabapentina Neurontin®; para ello se
pesaron 13.5 mg de gabapentina comercial y se colocaron 300 mL de jugo
gastrico (pH 1.2) y jugo intestinal (pH 6.8) ambos simulados sin enzimas en los
vasos del disolutor Vankel, utilizando el aparato | (canastillas) a 50 rpm y a una
temperatura de 37+0.5 °C. Se tomaron alicuotas de 3 mL a distintos tiempos 0,
0.25, 0.5, 1, 2, 3 horas para jugo gastrico, sin reposicion del medio, se filtrd
cada muestra (filtro de nylon de 0.45 um, GE Waters & Process Technologies) y
se aforé a 10 mL ajustando el pH a 6 con NaOH 1130 mg/L y fase movil. Para el
jugo intestinal se tomaron alicuotas de 3mL a los tiempos 0, 0.5, 1, 2, 3, 4

horas. Se sigui6 el procedimiento de igual forma que para Jg con la excepcién
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de que el pH se ajusto al aforar a 10 mL con fase mévil. (Se debe ajustar el pH
en el caso de Jg para proteger a la columna cromatografica, ademas de
mantener condiciones similares de pH a la FM (pH 5-6) utilizada durante la
validacion de la técnica analitica, con el fin de evitar variabilidad en los
resultados.) Finalmente se inyectaron 100 pL de muestra en el HPLC Waters

siguiendo el procedimiento establecido en la seccién 3.2.1.1.

Figura 15. Disolutor Vankel VK700
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Figura 16. Esquema general de las pruebas de disolucidn in vitro por HPLC.
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Figura 17. Esquema general de las pruebas de disolucion in vitro por LC/MS.
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3.2.4 Liberacién de gabapentina in vivo

A un grupo de tres perros machos beagle de edad adulta con un peso
entre 14-16 kg (Figura 18) y bajo condiciones de 10 h ayuno, se les administro
el biomaterial G5REL16 sintetizado al 10% que contiene gabapentina
correspondiente a una dosis Unica equivalente a 1200 mg, este mismo grupo de
tres perros beagle después de tres dias de lavado (7t12)*°, bajo 10 horas de
ayuno, recibio la dosis equivalente de gabapentina comercial (Neurontin®) via
oral (administrar el medicamento al mismo grupo de trabajo permite disminuir la
variabilidad intrasujeto, Figura 19). Las muestras de sangre (3 mL c/u) se
colectaron de la vena del antebrazo en tubos con anticoagulante EDTA a
diferentes tiempos 0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8, 12, 24, 48 horas posteriores a
la administracién. El plasma de las muestras recolectadas se obtuvo
centrifugando a 10,000 rpm durante 10 minutos, se tomaron 50 pL de plasmay
se les afiadieron 300 pL de acetonitrilo para precipitar las proteinas presentes
(Figura 12). La determinacion de gabapentina en plasma se llevé a cabo
mediante la técnica analitica previamente validada por LC/MS (seccién 3.2.1.3).
Posteriormente se determinaron los parametros farmacocinéticos Cmax y tmax.
Las muestras de plasma, puntillas, insertos, entre otros instrumentos que
estuvieron en contacto con muestras biolégicas fueron depositados en los

contenedores RPBI.
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Figura 18. Perro beagle utilizado en pruebas de liberacién in vivo.

Previo a la dosificacion del biomaterial (G5REL16), los perros se
mantuvieron una semana bajo las mismas condiciones de temperatura, agua,
luz asi como horario y cantidad de alimento, esto con fines de adaptacion y
menor impacto en la variabilidad de los resultados. Todas las muestras se
etiquetaron con las iniciales P de perro, seguido del nimero asignado a cada
canino, el tiempo de muestreo con terminacion —B haciendo énfasis al
biomaterial GSREL16 (Periodo 1) o bien —N haciendo referencia al Neurontin®
(Periodo 2) Figura 19. Una vez recolectadas las muestras se almacenaron a -70

*+ 10 °C hasta posterior analisis.

P_erl’odo .1 Periodo 2
Biomaterial Neurontin®
(G5REL16)

P1-B P2-B P3-B P1-N P2-N P3-N

oCor<>»r

Figura 19. Disefio cruzado y aleatorizado del estudio in vivo.
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Capitulo 4

RESULTADOS Y DISCUSION

En este capitulo se abordan los resultados obtenidos de la validacion de los
métodos analiticos probados:
1) Determinacion de gabapentina por HPLC con detector de arreglo de
diodos sin derivatizacion.
2) Determinacién de gabapentina mediante la reaccion de derivatizacion
con ninhidrina por espectrofotometria UV-Vis.
3) Determinacién de gabapentina en solucion por LC/MS.
4) Determinacion de gabapentina en plasma por LC/MS
Posteriormente, se incluyen los resultados de las extracciones de gabapentina
de los biomateriales G5REL16 y GO9REL18, en diferentes medios,
cuantificandola por la técnica con ninhidrina. En el caso del biomaterial

G5REL16 también se cuantific6 con LC/MS.
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Ademas, se muestran los resultados de la liberacion de gabapentina de los
biomateriales (G5REL16 y G9REL18) en las pruebas in vitro; asi como las
pruebas de disolucion de gabapentina comercial por HPLC con detector de
arreglo de diodos y las pruebas de liberacion del biomaterial G5REL16 vy
cuantificacion por LC/MS. Finalmente, se muestran los datos obtenidos de las
pruebas in vivo. Durante el desarrollo de este capitulo se realiza ademas un
andlisis y discusion de los resultados obtenidos comparando con otros farmacos

incorporados en matrices ceramicas.

4.1 Validacién del método para determinar gabapentina por

HPLC con detector arreglo de diodos sin derivatizacion

La validacion de este método se realizd siguiendo lo establecido en la
metodologia seccion 3.2.1.1. El experimento consistié en preparar y analizar por
triplicado estandares de gabapentina USP en concentraciones de 1, 5, 10, 20,
30, 40, 50 mg/L, se encontrd un tiempo de retencion (tR) de 3.7 minutos para
cada estandar. La linealidad obtenida se encuentra en el rango de
concentraciones de 6 — 50 mg/L, que brinda una amplia area de trabajo, el
limite de cuantificacién encontrado fue de 5.65 mg/L, siendo aceptable debido
gue se encuentra dentro de las concentraciones esperadas para las pruebas de
extraccién y liberacion in vitro, el limite de deteccién obtenido fue 1.69 mg/L.

En los cromatogramas presentados en las figuras 20-26 se aprecia la
correlacion entre la concentracion del estandar con respecto al area y altura del

pico al tiempo de retencion de 3.7 minutos.
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Figura 22. Cromatogra de gabapentina (10 mg/L)
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Figura 23. Cromatograma de gabapentina (20 mg/L)
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Figura 24. Cromatograma de gabapentina (30 mg/L)
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Figura 25. Cromatograma de gabapentina (40 mg/L)
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Figura 26. Cromatograma de gabapentina (50 mg/L)
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Figura 27. Cromatograma FM: mezcla tampén de KH,PO, (0.028 M; pH 5.2), metanol,
acetonitrilo (65:25:10, v/v)

En la Figura 27 se observan los picos correspondientes a los tR's de 2.5
y 2.8 minutos, que pertenecen a los componentes (metanol y acetonitrilo
respectivamente) con los que se elabor6 la FM. A partir de los datos obtenidos
por triplicado (Tabla 16), en la figura 28 se presenta la curva de calibracion

correspondiente a dicho método cromatografico.
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Tabla 16. Datos obtenidos por triplicado (Validacién del método por HPLC)

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Promedio
Concentracion Area Area Area Area
(mg/L)
1 2018 3909 2546 2824.33333
5 12442 10770 10867 11359.6667
10 23714 25368 22729 23937
20 47685 46270 46173 46709.3333
30 72451 68986 67534 69657
40 95698 93595 92825 94039.3333
50 119515 115118 118946 117859.667

Curva de calibracion de gabapentina por HPLC
140000

120000
100000
80000

area

60000
40000
20000

0

0 10 20 30 40 50 60

concentracién (mg/L)

Figura 28. Curva de calibracién de gabapentina por HPLC

El analisis estadistico se hizo considerando los valores del area. En la
Tabla 17 se presentan los parametros obtenidos para la validacion parcial del

método mediante HPLC.
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Tabla 17. Parametros generales de validacion parcial del método por HPLC

Datos estadisticos del método

Rango de linealidad 6-50 mg/L

Ecuacion de la recta *y=2348.1x + 11.801
Coeficiente de correlacion R*= 0.9999
Porcentaje de error 3.81%

Limite de deteccion 1.69 mg/L

Limite de cuantificacion 5.65 mg/L

*y=area
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4.2 Validacion del método para determinar gabapentina
mediante la reaccion de derivatizacion con ninhidrina por
espectrofotometria UV-Vis.

La validacion del método analitico utilizando la reaccion de derivatizacion
con ninhidrina se realizdé por triplicado de acuerdo a lo planteado en la
metodologia de la seccion 3.2.1.2, para ello se trabajé con siete estandares de
gabapentina de 9.2, 13.8, 18.4, 23, 27, 32, 36 mg/L. Se obtuvo una linealidad en
un rango de trabajo de 6.14-36mg/L; el limite de cuantificacion encontrado fue
6.14 mg/L, el cual es aceptado para trabajar en las pruebas de extraccién de
gabapentina de los biomateriales, ya que las concentraciones alcanzadas en
estos experimentos superan dicho valor; el limite de deteccién fue de 1.84
mg/L. En la Figura 29 se muestra la reaccion de color que ocurre al realizar la

derivatizaciéon con ninhdrina.

Figura 29. Reaccidn de derivatizacién con ninhidrina (120-480 mg/L)
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Tabla 18. Datos obtenidos por triplicado (Validacién del método por espectrofotometria
UV-Vis)

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 promedio
Conz:lf]gt/:_a;uon Absorbancia Absorbancia Absorbancia Absorbancia
9.2 0.0499 0.0287 0.0304 0.0363
13.8 0.2023 0.1968 0.1837 0.1942
18.4 0.3666 0.3467 0.3513 0.3548
23 0.501 0.4931 0.4775 0.4905
27 0.6258 0.6579 0.6307 0.6381
32 0.789 0.7791 0.8019 0.7900
36 0.93 0.9318 0.9404 0.9340

En la Tabla 18 se presentan los datos obtenidos por triplicado con los cuales

se construyo la curva de calibracion.
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Figura 30. Espectro UV-Vis del producto de la derivatizacion de gabapentina con
ninhidrina (Estandar de gabapentina de 300 mg/L)

En la Figura 30 se muestra el espectro UV-Vis de 350 a 650 nm, de un
estandar de gabapentina de 23 mg/L registrado en el espectrofotdmetro UV-Vis

Perkin-Elmer, en el que se aprecia que el cromdéforo formado tiene dos bandas
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de absorcién 402 y 568 nm, de las cuales se eligi6 la Anax=568 nm, por tener un
poco mas de intensidad. En la Figura 31 se muestra la curva de calibracion

obtenida para esta técnica analitica.

Curva de calibracion de gabapentina por reaccion
con ninhidrina

=
N
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Absorbancia
o o o o
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9 14 19 24 29 34 39 44

concentracion (mg/L)

Figura 31. Curva de calibracién de gabapentina por reaccién con ninhidrina

Ademas se analizaron los datos y se obtuvieron los parametros

generales para la validaciéon parcial del método (Tabla 19).

Tabla 19. Parametros generales de validacion parcial del método con la reaccion de
derivatizacion con ninhidrina

Datos estadisticos del método

Rango de linealidad 6.14- 36 mg/L
Ecuacion de la recta y=0.0332x-0.2655
Coeficiente de correlacion R*= 0.9996
Porcentaje de Error 3.6%

Limite de deteccion 1.84 mg/L

Limite de cuantificacion 6.14 mg/L
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4.3 Validacion del método para cuantificar gabapentina en

solucion mediante LC/MS.

La validacion de este método se realiz6 siguiendo lo establecido en la
metodologia de la seccion 3.2.1.3. El experimento consistio en preparar y
analizar por quintuplicado estandares de gabapentina USP en solucion
(metanol-agua, 50:50 v/v) a las siguientes concentraciones: 0.05, 0.1, 0.25, 0.5,
1, 2.5, 5, 10 pg/L, ademas, se prepararon por quintuplicado controles en
concentraciones de 0.175, 0.75, 3.5y 7.5 yg/L, para determinar la exactitud y
precision del método; se encontrd un tiempo de retencién (tR) de 3.06 minutos
para cada estandar y control. La linealidad obtenida se encuentra en el rango
de 0.01 — 10 pg/L, el LOD fue de 0.003 pg/L y el LOQ fue 0.01 pg/L (Tabla 21).
Debido a la alta sensibilidad de este método, se utiliz6 para las pruebas de
extraccion de gabapentina del biomaterial G5REL16 en distintos medios,
ademas de las pruebas de liberacion in vitro del biomaterial GSREL16 en Jg y
Ji. Esto permitié6 comparar los resultados obtenidos por LC/MS versus los datos
obtenidos con los anteriores métodos analiticos propuestos para cada estudio
(pruebas de extraccion- derivatizacion con ninhidrina por espectrofotometria
UV-Vis), (pruebas de liberacién in vitro-HPLC con arreglo de diodos sin

derivatizacion).

En la Tabla 20 se presentan los datos obtenidos por quintuplicado del
analisis de los estandares de gabapentina en solucion.
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Tabla 20. Datos obtenidos por quintuplicado, gabapentina en solucién (Validacion del
método por LC/MS).

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5 Promedio
Concentracion | Area Area Area Area Area Area
(ug/mL)
0.05] 1766.90 1661.60 1815.94 1730.27 1887.79 1772.50
0.1 3647.01 3254.49 3372.66 3269.69 3269.69 3362.89
0.25| 7967.49 7909.77 7903.77 8046.14 7899.94 7945.42
0.5 16125 15059.8 15184.5 14990.3 15057.9 15283.5
11 30785.1 29066.1 29465.4 29718.8 29232.3  29653.54
25| 75042.3 72290.3 74568.4 74279.2 78164.2  74868.88
S| 138526 136920 139556 140501 139636  139027.8
10 | 285911 287092 288483 290938 281332  286751.2

Con esos datos se obtuvo la curva de calibracién de la Figura 32. En la

Figura 33 se observan los cromatogramas de diferentes estandares de gabapentina a

concentraciones de 0.1 a10 yg/mL, en ellos se observa el incremento del area y altura

del pico a tR 3.06 min. al aumentar la concentracion. En la Tabla 21 se presentan los

pardmetros generales de la validacion del método.
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Figura 32. Curva de calibracién de gabapentina en solucién por LC/MS.
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Tabla 21. Parametros generales de validacion parcial del método para gabapentina en
solucién por LC/MS.

Datos estadisticos del método

Rango de linealidad 0.01- 10 pg/L
Ecuacion de la recta y=28467x- 801.23
Coeficiente de correlacion R’= 0.9996
Porcentaje de Error 1.07%

Limite de deteccién 0.003 pg/L

Limite de cuantificacién 0.01 pg/L

La precision del método se muestra en la Tabla 22 se obtuvo un %CV

menor al 3%; para la exactitud se lograron valores * 15 (Tabla 23).

Tabla 22. Precisién del método para cuantificar gabapentina en solucién por LC/MS.

Precision
Control (ug/mL) Promedio (,-5) £ SD %CV
0.175 | 0.1827 +0.00383 2.096
0.75 | 0.8285 + 0.02298 2.768
3.5 | 3.8063 + 0.06198 1.628
7.5 | 7.4728 + 0.08580 1.148

Tabla 23. Exactitud del método para cuantificar gabapentina en solucién por LC/MS.

Exactitud
Control (ug/mL) Promedio (=5 Exactitud
0.175 0.1827 4.4102
0.75 0.8285 10.4666
3.5 3.8063 8.7526
7.5 7.4728 -0.362

~ 92 ~



40000
30000
20000
10000

—[ 0.1 pug/mL Gabapentina]

1 3.067

(PO FTR TR TSR FNTTI FRETITY
[V

40000
30000
20000
10000

3.065

—[0.25 pg/mL Gabapentina]

bl el
=

oo —

40000
30000
20000
10000

3.066

—[0.5 ug/mL Gabapentina ]

LR PRI PR IV FRTTINTS

4—
1
4

40000
30000
20000
10000

—[ 1 pg/mL Gabapentina ]

Vol e el den
(5

e

40000
30000
20000
10000

—[ 2.5 pg/mL Gabapentina]

40000
30000
20000
10000

O

i —

oo —

40000
30000
20000
10000

fmpt

| S

Figura 33. Cromatogramas de gabapentina en solucién LC/MS (0.1-10 pg/mL).
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4.4 Validacion del método para cuantificar gabapentina en

plasma humano mediante LC/MS.

Para la validacion de este método cromotografico se trabajé siguiendo lo
establecido en la metodologia de la seccion 3.2.1.3. Se prepararon y analizaron
por quintuplicado estandares de gabapentina USP en plasma humano a las
siguientes concentraciones: 0.05, 0.1, 0.25, 0.5, 1, 2.5, 5, 10 pg/L, de igual
manera se prepararon controles en concentraciones de 0.175, 0.75, 3.5y 7.5
Mg/L, con la finalidad de determinar la exactitud y precision del método; se
encontré un tiempo de retencién (tR) de 3.23 minutos para cada estandar. La
linealidad obtenida se encuentra en el rango de 0.075 — 10 ug/L, el LOD fue de
0.022 pg/L y el LOQ fue 0.075 pg/L (Tabla 25). Debido a la alta sensibilidad de
este método se utilizé en las pruebas de liberacion de gabapentina in vivo,
puesto que en estudios previos en humanos, se han reportado valores de Cmax
para gabapentina de liberacion inmediata en distintas dosis (300, 400, 600, 900

mg), de 2 a 5 ug/L."®

82, 83, 84, 85, 86

En la Tabla 24 se presentan los datos obtenidos por quintuplicado del

analisis de los estandares de gabapentina en plasma.
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Tabla 24. Datos obtenidos por quintuplicado, gabapentina en plasma (Validacion del
método por LC/MS)

Corrida 1 Corrida 2 Corrida 3 Corrida 4 Corrida 5 Promedio
Concentracion | Area Area Area Area Area Area
(Hg/mL)
0.05 2876.29 2902.27 3352.46 3631.39 2664.15 3085.31
01 5445.16 5565.33 5847.69 5481.55 5825.20 5632.98
0.25| 13718.29 13636.40 13666.32 13684.14 13256.38 13592.31
05| 25536.06 26011.04 25907.44 25321.76 25007.88 25556.83
1| 50656.73 50725.31 50379.98 48295.88 47623.34 49536.24
2.5 120738.29 121545.47 119976.51 119909 117906 120015.05
5 1230818.03 229028.70 226494.76 230146.51 225233.95 228344.39
10 499006 470515.53 470186.87 469840.78 468568.25 475623.49

Con los datos anteriores se construyo la curva de calibracion de la Figura

34. En la Figura 35 se observan los cromatogramas y la correlacion entre la

concentracion de los estandares de 0.1-10 ug/L, con el area y altura del pico a

tR 3.23 min. En la Tabla 25 se muestran los pardmetros generales de la validacién del

método cromatografico.
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Figura 34. Curva de calibracién de gabapentina en plasma por LC/MS
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Tabla 25. Parametros generales de validacion del método para gabapentina en plasma
por LC/MS

Datos estadisticos del método

Rango de linealidad 0.20 - 10 pg/L
Ecuacion de la recta y=47119x- 910.49
Coeficiente de correlacion R?= 0.99955
Porcentaje de Error 2.44%

Limite de deteccién 0.20 pg/L

Limite de cuantificacién 0.65 ug/L

Para calcular la precision del método en plasma se analizaron por
quintuplicado controles de gabapentina en las concentraciones de 0.175, 0.75,
3.5, 7.5 ug/mL, finalmente se obtuvo el % de coeficiente de variacion, el cual es

menor al 15% (Tabla 26). En la Tabla 27 se presenta la exactitud del método, la

Valor obtenido—valor esperado

cual se obtuvo al evaluar: ( )x 100, la exactitud que se

valor esperado

obtuvo para cada punto esta dentro del rango + 15.

Tabla 26. Precisién del método para cuantificar gabapentina en plasma por LC/MS.

Precision
Control (ug/mL) Promedio ,-s) = SD %CV
0.175 | 0.18851 = 0.00703 3.72938
0.75 | 0.71295 + 0.00560 0.78597
3.5 | 3.19035 £ 0.04081 1.27933
7.5 | 6.73877 £ 0.05926 0.87947

Tabla 27. Exactitud del método para cuantificar gabapentina en plasma por LC/MS.

Exactitud
Control (ug/mL) Promedio (=5 Exactitud
0.175 0.188518 7.724
0.75 0.712958 -4.938
3.5 3.190358 -8.846
7.5 6.738776 -10.149
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Figura 35. Cromatogramas de gabapentina en plasma humano LC/MS



Debido a que los estandares y controles de gabapentina se prepararon
en plasma humano, se realizaron pruebas para ver la posible variabilidad con
las muestras de plasma canino. En la Figura 36 se presentan los
cromatogramas, donde los primeros seis blancos corresponden al tiempo cero
del modelo biolégico (caninos), seguido de un pool de plasma humano, asi
como plasma humano hemolizado y quiloso. Mediante este analisis se precisa

que la matriz bioldgica no causa interferencia para llevar a cabo el estudio.

Para evaluar la especificidad del método se analizaron estdndares de
otros farmacos: acido salicilico, &cido acetilsalicilico, diclofenaco, ketoprofeno,
paracetamol, naproxeno y teobromina. El método mostré ser especifico para

gabapentina (Figura 37).

En la Figura 38 se presenta el espectro de masas correspondiente a

gabapentina donde se observa la sefial caracteristica de gabapentina m/z

172.3, sobre la cual se trabaj6 para llevar a cabo la validacion.
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4.5 Extraccion de gabapentina de los biomateriales

(G5REL16 y GOREL18).

4.5.1 Extraccién de gabapentina del biomaterial GSREL16 al 10%,

cuantificacion por derivatizacién con ninhidrina (UV-Vis)

Esta extraccion fue realizada en agua desionizada, etanol, jugo gastrico
simulado (pH 1.2) y jugo intestinal simulado (pH 6.8). Se sigui6 el tratamiento
indicado previamente en la metodologia (3.2.2) y se procedié a cuantificar las
muestras mediante la reaccién de derivatizacion con ninhidrina (3.2.1.1). Se
encontré que del biomaterial GSREL16, el farmaco se libera principalmente en
etanol; liberando el 63.6% de la gabapentina incorporada en la matriz ceramica,
los resultados del proceso de extraccion y cuantificacion se muestran en la

Tabla 28.

Tabla 28. Porcentaje de extraccion de gabapentina del biomaterial
G5REL16 en los diferentes solventes (UV-Vis)

Biomaterial % de extraccion de
G5REL16 gabapentina

Agua 2.37

Jugo Intestinal Simulado 2.4

Jugo Géastrico Simulado 2.8
Etanol 63.6
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Figura 39. Extraccion Biomaterial GSREL16 y cuantificacién por método de ninhidrina

En la Figura 39 se muestra el resultado de la reaccion entre ninhidrina y
la gabapentina, donde se observa la coloracion puarpura en el matraz que
contiene como medio de extraccion etanol. A continuacion en las figuras 40, 41
y 42 se muestran los espectros FTIR del residuo sdlido (obtenido tras un
proceso de secado establecido en la metodologia 3.2.2) del biomaterial
después de la extraccion con diferentes solventes, donde se observa la banda
caracteristica de estiramiento del carbonilo del carboxilo a 1650 cm’
correspondiente a la estructura de la gabapentina, lo que indica que el
farmaco no se extrae completamente de la matriz ceramica en estos
disolventes. Por otra parte en la figura 43 la sefial del carbonilo es menos
intensa en el residuo sdlido de la extraccion con etanol, lo cual confirma que en
este medio se logra una mayor extraccion de la gabapentina incorporada en la
matriz. Las bandas a 3350 y 1060 cm™ corresponden a los movimientos

vibracionales de los enlaces OH y O-Si-O de la matriz ceramica (SiO.).%*
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Figura 40. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
extraccién de la gabapentina en agua desionizada.
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Figura 41. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
extracciéon de gabapentina en Jugo intestinal simulado.
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Figura 42. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
extraccion en Jugo géstrico simulado.
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Figura 43. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
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4.5.2 Extraccién de gabapentina del biomaterial GOREL18 al 10%

cuantificacion por derivatizacién con ninhidrina (UV-Vis)

La extraccion fue realizada de igual forma que para el biomaterial anterior
siguiendo la metodologia previamente establecida (3.2.2), en la Tabla 29 se
muestran los resultados del proceso, de ellos se destaca que el biomaterial
G9REL18 se extrae principalmente en solucion etandlica; liberando el 31% de la

gabapentina incorporada en la matriz ceramica.

Tabla 29. Porcentaje de extraccion de gabapentina del biomaterial

G9REL18 en los diferentes solventes

Biomaterial % de extraccion de
GY9REL18 gabapentina
Agua 2.45
Jugo Intestinal Simulado 2.34
Jugo Gastrico Simulado 2.33
Etanol 31

En la Figura 44 se percibe una coloracién parpura en el matraz que
contiene etanol utilizado como medio de extraccién, esta tonalidad es originada

cuando reacciona la ninhidrina con gabapentina.
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Figura 44. Extracciéon Biomaterial GOREL18 y cuantificacion por método ninhidrina

En los espectros de Infrarrojo (Figuras 45 a la 48) se observa la banda de
estiramiento caracteristica del carbonilo del carboxilo perteneciente a la
gabapentina a 1650 cm™, la sefial en cuestién se encuentra con menor
intensidad en el biomaterial proveniente de la solucion etanédlica, comparado
con el de los otros solventes de extraccion, corroborando los resultados previos
los cuales indican que la extraccion de la gabapentina incorporada en la matriz
ceramica ocurre principalmente en medio alcohdlico. Este comportamiento se
puede explicar por la atraccibn que se presenta entre las porciones
hidrocarbonadas del solvente y el farmaco a través de fuerzas de Van der
Waals, adicional a las comunes de tipo i6nico (6 ion-dipolo) y puente de
hidrogeno que ocurren tanto los jugos gastrointestinales simulados como en
este solvente organico. En la Tabla 30 se muestran los resultados generales de
las extracciones y cuantificacion mediante derivatizacion con ninhidrina por UV-

Vis.
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extraccion de la gabapentina en agua desionizada.
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Figura 47. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GOREL18 después de la
extraccién en Jugo gastrico simulado.
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Tabla 30. Tabla general de extracciones en distintos solventes (G5REL16 y GOREL18)
cuantificado por espectrofotometria UV-Vis (derivatizacidon con ninhidrina)

Resultados de extracciones

Medios de extraccion G5REL16 GO9REL18
Agua desionizada 2.37% 2 45%
Jugo Intestinal simulado 2.4% 2.34%
Jugo Gastrico simulado 2.8% 2.33%
Etanol 63.6% 31%

Como se menciond en la tesis de Aldaba®! el biomaterial GSREL16 fue el
gue presentd la mayor incorporacion de gabapentina y GOREL18 la menor. En
la Tabla 30 se observa que la extraccion en etanol mantiene el mismo
comportamiento.

La liberacion del farmaco incorporado en la matriz ceramica depende de
muchos factores como se menciond en los antecedentes, influyen las
caracteristicas del solvente, estructura y tamafio del farmaco, tamafio y
distribucion de los poros de la matriz y condiciones de la sintesis del biomaterial
(pH, temperatura), entre otros.

Los resultados previos indican que la gabapentina se extrae en mayor
proporcion con solventes organicos polares, como el etanol, en comparacién
con su extraccion en agua y los jugos gastrointentinales simulados a distintos
valores de pH, esto sugiere la participacion de las fuerzas de atraccion
intermoleculares de tipo Van der Waals entre las porciones hidrocarbonadas de
la gabapentina y del solvente organico, logrando la desincorporacién del

farmaco de la matriz (Figura 49)
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4.5.3 Extraccion de gabapentina del biomaterial GSREL16 al 10% en
solventes hidrocarbonados; cuantificacién por derivatizacion con

ninhidrina (UV-Vis)

Para comprobar la suposicion anterior, la cual se esquematiza en la
Figura 49, se procedid a realizar extracciones con el biomaterial que incorpord
méas gabapentina (G5REL16 al 10%) en distintos solventes (Tabla 31). Estos
fueron seleccionados por su estructura quimica, modificando la cantidad de
carbonos en la molécula y su polaridad. El procedimiento de extraccion se
sigui6 conforme a lo establecido en la seccidbn 3.2.2, posteriormente se
analizaron las muestras mediante la reaccion de derivatizacién con ninhidrina
por espectrofotometria UV-Vis establecida en la metodologia y adicionalmente
se evaporaron los solventes y se recuperd el solido para ser analizado por

FTIR.

Tabla 31. Extraccion de G5REL16 al 10% en distintos solventes para evaluar la polaridad.

Solvente (hidrocarbonado) = Estructura Quimica indice Polaridad®’
Metanol CH3-OH 6.6
Etanol CHs-CH,-OH 5.2
Alcohol isopropilico CH3-CH(OH)-CHs; 4.3
2-butanol CHs-CH(OH)-CH,-CH, 3.9
Hexano CH;-CH»-CH5,-CH,-CH,CH34 0.0
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Figura 49. Ejemplificacion de liberacién de gabapentina por la presencia de solventes
organicos
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Los resultados indican un mayor porcentaje de extraccion de
gabapentina en metanol (87.8 %), mientras que el menor porcentaje fue en

hexano con un 24% de liberacion. Tabla 32

Tabla 32. Porcentaje de extraccién de gabapentina del biomaterial GSREL16 en solventes
hidrocarbonados

Biomaterial % de extraccion de
G5REL16 gabapentina
Metanol 87.8
Etanol 63.6
Alcohol isopropilico 32.4
2-butanol 28.3
Hexano 24

En las Figuras 50-54 se presentan los espectros IR del residuo sélido del
biomaterial en los distintos solventes utilizados. La banda mas intensa que
aparece a 1060 cm™ est4 asociada al movimiento de estiramiento asimétrico de
O-Si-O, también aparecen las bandas de tensién de Si-O" a 960 y 790 cm™,
aunado a estas bandas caracteristicas de la matriz ceramica (SiO,) se incluye
la de 3290 cm™ correspondiente a los movimientos vibracionales de los enlaces
-OH. Con respecto a la gabapentina se observa la banda de estiramiento a
1650 cm™, perteneciente al enlace C=0 del carboxilo, también aparecen las
bandas de estiramiento del grupo —NH. a 2980 cm™. En todos los espectros se
mantiene la banda de referencia (1650 cm™), que indica la presencia de
gabapentina, lo cual esta correlacionado con los datos de la Tabla 32, porque

en ninguno de los solventes se logra extraer el 100% del farmaco.
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Figura 50. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
extraccion en metanol
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Figura 51. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la extraccion
en etanol
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Figura 52. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
extraccion en alcohol isopropilico.
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Figura 53. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
extraccidn en 2-butanol.
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Figura 54. Espectro FTIR del residuo del biomaterial GSREL16 después de la
extracciéon en hexano.

Los resultados de las extracciones en solventes hidrocarbonados
muestran una mayor facilidad de desincorporar al farmaco presente en la matriz
cuando incrementa la polaridad del solvente; comparando los resultados de la
extraccion con alcoholes con los obtenidos mediante la utilizacién del alcano se
observa que la presencia del grupo hidroxilo, con el que el farmaco puede
establecer fuerzas de atraccion ion-dipolo o dipolo-dipolo, sin embargo,
comparando estos resultados con los obtenidos de la extraccion con agua se
demuestra la participacion de los atomos de carbono en la desincorporacion del
farmaco a través de fuerzas de Van der Waals puesto que es mayor la

extraccién en metanol (6.6) que en agua (9.1)%’
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Para evaluar el efecto del pH en la extraccion, debido a la presencia de
grupos ionizables en la molécula y a las condiciones de sintesis del biomaterial
se afadieron 100 mg del biomaterial GS5REL16 en 30 mL de soluciones a
diferente pH abarcando la zona &cida, neutra y alcalina (Tabla 33),
posteriormente se trabajo conforme a las condiciones planteadas para las
pruebas de extraccion (3.2.2) y se cuantificé por medio de la derivatizacién con

ninhidrina por espectrofotometria UV-Vis.
Tabla 33. Soluciones a diferente pH para evaluar la extraccién de gabapentina del

biomaterial G5REL16.

Solvente pH
Etanol-HCI | 0.8
Jugo gastrico simulado | 1.2
Jugo intestinal simulado | 6.8

Agua desionizada | 7.1
Na,CO3 0.1M | 14.7

Los resultados se presentan en la Tabla 34, e indican que el pH no

modifica los porcentajes de extraccidon de la gabapentina de la matriz ceramica.

Tabla 34. Extraccidon de gabapentina del biomaterial GSREL16, efecto del pH del medio.

Solventes % de extraccion

de gabapentina

Agua 2.67

Jg simulado 2.37
Ji simulado 2.36
Etanol-HCI 241
Na,CO3 0.1M 2.45
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4.5.4 Extraccion de gabapentina del biomaterial GSREL16 al 10%

en distintos solventes por triplicado y cuantificado por LC/MS.

A pesar de que no se observo ninguna variacion en funcién del pH, para
reducir la necesidad de ajustar el pH después de la extraccion y reducir el
efecto de la inactivacidon del grupo nucledfilo presente en la ninhidrina, aunado a
la variabilidad de los resultados obtenidos se utilizé una técnica analitica de
mayor sensibilidad, precision y exactitud por medio de un cromotégrafo de
liguidos acoplado a un detector de masas; para esto se realizaron por triplicado
pruebas de extraccién de gabapentina del biomaterial GSREL16 al 10% en
metanol, etanol, agua, jg, ji bajo las condiciones de la seccion 3.2.2 y se utilizé
para la cuantificacion de gabapentina por LC/MS a partir de la curva de

calibracién preparada en solucién (Met:H,0O, 50:50 v/v).

En la Tabla 35 se presentan los resultados de la extraccion de
gabapentina en los distintos solventes, donde se observa un mayor porcentaje
de extraccion del farmaco en metanol (34.09%) y el menor en jugo gastrico

simulado (13.89%).

Tabla 35. Porcentajes de extraccién de gabapentina del biomaterial GSREL16 al 10% en
diferentes solventes, cuantificacién por LC/MS

Medio de % de
Extraccion 1 2 3 Promedio Extraccién
Concentracion (ug/mL) (ug/mL) (ng/mL) (ng/mL) %

Jg 1.421 1.531 1.216 1.389 13.89
Etanol 1.799 1.597 1.342 1.580 15.8
Agua 1.874 1.956 1.672 1.834 18.34
Ji 1.998 3.010 1.078 2.029 20.29
Metanol 5.722 2.157 2.348 3.409 34.09
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Figura 55. Cromatogramas de la extraccion de gabapentina del biomaterial GSREL16 al 10%
cuantificaciéon por LC/MS
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En la Figura 55 se presentan los cromatogramas de la extraccion de
gabapentina del biomaterial GSREL16 al 10% y posterior analisis con LC/MS,
se observa como el pico que se encuentra al tR de 3.06 minutos
correspondiente a la gabapentina (previa validacién del método) en metanol es

mas intenso comparado con las demas extracciones.

Adicionalmente, se registraron espectros de emision obtenidos por EDX
acoplado a la microscopia electrénica de barrido, donde se observan (espectro
1) las lineas correspondientes al analisis elemental del biomaterial, que
muestran la presencia de oxigeno (35.51wt%), carbono (47.64wt%),
proveniente de la gabapentina y silicio (13.55wt%), correspondiente a la
composicion de la matriz ceramica. En el espectro 2, obtenido del residuo solido
de la extraccién con metanol la composicién de carbono, el es utilizado como

indicador de la presencia de gabapentina, es menor (42wt%).

Si

Espectro 1. MEB biomaterial GS5REL16 al 10% en JG. 47% C
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Espectro 2. MEB biomaterial GSREL16 al 10% en Metanol. 42% C

Estos resultados confirman lo planteado anteriormente sobre la
desincorporaciéon en mayor proporcién de la matriz cerdmica en el solvente
organico, debido presumiblemente a las interacciones de tipo Van der Waals
que se presentan entre las porciones hidrocarbonadas del solvente y la
gabapentina. Asociado a estos factores también influyen las caracteristicas de
la matriz cerdmica (SiO,) sintetizada; en la tesis de Aldaba® se menciona que
el biomaterial GSREL16 en base a los resultados del analisis textural tiene un
tamafio de poro estrecho, el tamafio de poro promedio fue de 61.4 A; el
biomaterial GOREL18 es laminal y con poros en forma de raja con un diametro
menor de 36.3 A. Esto explica por qué el mayor porcentaje de liberacion se
logra para el biomaterial GSREL16 comparado con el GO9REL18, puesto que el

diametro de poro mayor favorece la liberacion de la gabapentina.
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4.6 Pruebas de liberacion de gabapentina in vitro.

Los estudios fueron realizados siguiendo la metodologia de la seccién 3.2.3;
se llevaron a cabo aproximadamente 70 perfiles de liberacion modificando

diferentes variables que se encuentran en la Tabla 15.

4.6.1 Pruebas de liberacion de gabapentina del biomaterial
G5REL16 y G9REL18 in vitro, cuantificacién por HPLC con arreglo

de diodos.

Se realizé el procedimiento para la liberacién del farmaco a partir del
biomaterial GSREL16 sintetizado con 5% de gabapentina utilizando el aparato |
(canastillas) tanto para jugo gastrico como intestinal ambos simulados a los
diferentes tiempos establecidos; sin embargo no se logré detectar el farmaco en
la solucién , ya que como se aprecia en las Figuras 56 y 57 no aparece ninguna
sefal al tiempo de retencion para gabapentina (3.7 minutos), establecido en la

validacion del método por HPLC con arreglo de diodos.

AU

Minutes

Figura 56. Cromatograma liberacion de gabapentina del
biomaterial GSREL16 al 5% en Jg al tiempo de 2 h. Aparato |
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Figura 57. Cromatograma liberacion de gabapentina del
biomaterial GS5REL16 al 5% en Ji al tiempo de 2 h. Aparato |

Por lo anterior, se opté por utilizar un biomaterial con las mismas
caracteristicas pero incorporando 10% de gabapentina, se realizaron las
pruebas de liberacion bajo el mismo criterio establecido por duplicado; se
esperaba que al incrementar la cantidad de farmaco se alcanzaria una mayor
concentracion y se lograria detectar y cuantificar, pero no se obtuvo el

resultado. (Figura 58 y 59)
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Figura 58. Cromatograma liberacion de gabapentina del biomaterial
G5REL16 al 10% en Jg al tiempo de 2 h. Aparato |I.
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Figura 59. Cromatograma liberacién de gabapentina del
biomaterial GSREL16 al 10% en Ji al tiempo de 2 h. Aparato I.

Se probd con otro aparato, el tipo Il (paletas, Figura 60) con la finalidad
de evaluar si este factor modificaba la liberacion del farmaco, sin embargo ésta
no fue una variable que influyera en la liberacion de la gabapentina, puesto que
no se presentd diferencia con respecto a los cromatogramas anteriores

utilizando, el aparato | (canastillas, Figura 60).

Aparato | (canastillas) Aparato Il (paletas)

/
/

Figura 60. Aparato | (canastillas), Aparato Il (paletas)
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Posteriormente, se trabajo con el biomaterial que incorpord la menor
cantidad de gabapentina segin los reportes previos®', en este caso el
biomaterial GOREL18 sintetizado al 10% de gabapentina. Se hicieron las
pruebas de liberacion establecidas a los distintos tiempos, bajos las diferentes
condiciones en el aparato | y II, sin embargo no se detectdé que el farmaco se
haya liberado. (Figura 61y 62)

Aunado a estas variables se realizaron pruebas de liberacion con los
biomateriales G5REL16 y GO9REL18 al 10 % de gabapentina, aumentando la
velocidad de agitaciéon de 50 a 100 rpm y de igual manera no fue posible

detectar y por ende, cuantificar el farmaco de interés.
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Minutes
Figura 61. Cromatograma liberacion de gabapentina del biomaterial
G9REL18 al 10% en Jg al tiempo de 2 h. Aparato Il.
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Figura 62. Cromatograma liberacion de gabapentina del biomaterial
G9REL18 al 10% en Ji al tiempo de 2 h. Aparato Il
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4.6.2 Pruebas de disolucion de gabapentina comercial (Neurontin®),

cuantificacion HPLC arreglo de diodos.

Como se mencioné en la metodologia, para efectos comparativos se
realizaron pruebas de disolucién del medicamento de patente Neurontin®. En la
Tabla 36 se reportan las concentraciones y porcentajes de disolucion obtenidos,
con estos datos se construyeron las curvas que aparecen en la Figura 63; se
observa una disolucion del 84.3% en jugo gastrico transcurridos 30 minutos de
la prueba y en jugo intestinal se disuelve el 85% después de una hora de
disolucién, esto indica que efectivamente la forma farmacéutica tiene un
comportamiento de liberaciébn inmediata que conduce a variaciones en las
concentraciones plasmaticas, lo cual se intenta modificar con una forma de

liberacion sostenida

Tabla 36. Concentraciones y porcentaje de disolucién de Neurontin® en Jg vy Ji.

\ Jugo gastrico simulado Jugo intestinal simulado
tiempo Conc Conc % Conc Conc %disolucién
inicial promedio. disolucién inicial promedio
(h) (mglL) (mglL) % (mg/L) (mg/L) %
0.0 55.66 1.87 3.35 56.33 0 0
0.25 55.66 43.67 78.45 - - -
0.5 55.66 46.95 84.36 56.33 30.83 54.73
1 55.66 45.68 82.07 56.33 47.94 85.11
2 55.66 47.26 84.86 56.33 46.003 81.66
3 55.66 46.36 83.28 56.33 46.29 82.18
4 - - - 56.33 44.98 79.85
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Figura 63. Perfil de Disoluciéon de Neurontin® en jugo gastrico e
intestinal ambos simulados

Con la intencién de incrementar el conocimiento con respecto al
comportamiento de liberacion de la gabapentina desde la matriz cerdmica y con
base en los resultados anteriores, se realiz6 un perfil de liberacion del
biomaterial G5REL16 al 10% utilizando como solvente etanol, ademas se
trabajo con el aparato Il a 100 rpm y se tomaron alicuotas de 3 mL a los
tiempos 0, 0.16, 0.5, 1, 3, 5 horas. En la Figura 64 se aprecia que se logra un
40% de liberacién del farmaco en los primeros 10 minutos del proceso de
liberacién, manteniendo constante este comportamiento durante 5 horas. La

cuantificacién se hizo mediante la derivatizacion con ninhidrina.
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Figura 64. Porcentaje de liberacion de gabapentina del biomaterial
G5REL16 al 10% utilizando etanol como solvente.

Debido a que no fue posible determinar la liberacién in vitro de los
biomaterial haciendo uso de la técnica de HPLC con arreglo de diodos, y poder
asi comparar los resultados con los que presenta el medicamento de

referencia, se procedi6 a utilizar la técnica LC/MS.

4.6.3 Pruebas de liberacion de gabapentina del biomaterial

G5REL16 in vitro, cuantificacién por LC/MS

Con la finalidad de cuantificar la gabapentina del biomaterial (G5REL16
al 10%) in vitro, se trabajé segun lo citado en la metodologia, utilizando un
equipo de mayor sensibilidad: cromatégrafo de liquidos acoplado a masas.

En la Tabla 37 se muestran los resultados donde se aprecia que las
concentraciones encontradas del farmaco liberado son menores a 1 pg/L , con

lo cual se explica por qué no pudo ser detectado por la técnica de HPLC con
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arreglo de diodos. En la Figura 65 se observa que la mayor concentracion en

ambos jugos se obtiene a las 36 h posteriores al inicio del experimento.

Tabla 37. Concentraciones y porcentaje de disoluciéon de biomaterial GSREL16 al 10% en
Jgy Ji.

Jugo gdstrico simulado Jugo intestinal simulado

tiempo Conc. Conc. % Conc. Conc. %
inicial promedio liberado inicial promedio liberado

(h) (Mg/mL) (Mg/mL) % (Mg/mL)  (pg/mlL) %
0 10 0 0 10 0.0212 0.212
0.25 10 0.301 3.01 10 0.455 4.55
0.5 10 0.4915 4.915 10 0.482 4.82
1 10 0.503 5.03 10 0.504 5.04
2 10 0.5325 5.325 10 0.483 4.83
3 10 0.573 5.73 10 0.516 5.16
5 10 0.6395 6.395 10 0.548 5.48
8 10 0.629 6.29 10 0.622 6.22
24 10 0.805 8.05 10 0.7595 7.595
36 10 0.914 9.14 10 0.8605 8.605

Liberacion de gabapentina del biomaterial GSREL16 al
10%, cuantificaciéon po LC/MS

1
__ 08
E
= 06 oy
E ==@==Jugo gastrico
S 0.4 simulado
S
o == Jugo intestinal
0.2 .
simulado
o®
0 10 20 30 40

tiempo (h)

Figura 65. Perfil de liberacion del biomaterial GSREL16 al 10% en jugo gastrico e
intestinal ambos simulados
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En las Figuras 66 a 69 se observa el comportamiento de la liberacion de
la gabapentina en los diferentes medios utilizados a distintos tiempos. En jugo
gastrico simulado se observa a 0.25 h la presencia de gabapentina cuya
concentracion permanece constante y posteriormente se incrementa a las 36
horas. En jugo intestinal simulado el comportamiento es similar al antes

descrito.
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Figura 66. Cromatogramas de la liberacién de gabapentina del biomaterial GSREL16
al 10% en Jg, cuantificacién por LC/MS.
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Figura 67. Cromatogramas de la liberacién de gabapentina del biomaterial GS5REL16 al
10% en Jg, cuantificacién por LC/MS.
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Figura 68. Cromatogramas de la liberacién de gabapentina del biomaterial GS5REL16 al
10% en Ji, cuantificacion por LC/MS.
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Figura 69. Cromatogramas de la liberacién de gabapentina del biomaterial GSREL16

al 10% en Ji, cuantificacion por LC/MS.
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La liberacién del principio activo depende de la competencia entre las
fuerzas de atraccion intermoleculares de la gabapentina con el material
cerdmico y con el solvente, asi como del tamafio de la molécula del farmaco y
del poro del biomaterial.

En el caso del biomaterial GSREL16 al 10% observamos que presenta
una liberacién retardada en ambos jugos gastrointestinales simulados puesto
que libera el méximo (menos del 10% del farmaco) a las 36 horas, contrario al
Neurontin® que libera méas del 80% a 0.5 h para jugo gastrico y 1 h para jugo
intestinal. Para el biomaterial se observé que el pH no influye en la liberacion;
pues si se considera la naturaleza quimica de la gabapentina acido (1-
aminometil) ciclohexano acético, sus valores de pka y las condiciones de
sintesis del biomaterial, a pH = 5 el farmaco se encuentra ionizado en el grupo
amino en forma de cation, lo que conduce a atraccion iénica con las porciones
aniénicas de la silice, se requiere entonces vencer dichas fuerzas,
estableciendo atracciones con aniones presentes en el solvente del medio de
liberacion, cloruros en el caso de jugo gastrico y fosfatos para el jugo intestinal.
De acuerdo a los resultados obtenidos, la afinidad del farmaco con estos iones
no es suficiente para liberar a toda la gabapentina del biomaterial. Esto explica
las concentraciones muy bajas de gabapentina que se liberan del biomaterial.

En este estudio resulta evidente que se requieren fuerzas de atraccion
adicionales que favorezcan la interaccion con el solvente, tomando en cuenta
que los jugos gastrointestinales bioldgicos tienen una composicién compleja®,

gue incluye sustancias organicas (enzimas, hormonas y mucosustancias) con
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las que se pueden establecer ademas interacciones de tipo van der Waals, las
cuales son factibles con la porcion hidrocarbonada de la gabapentina, y
considerando los resultados de la extraccion, ademas de la prueba de liberacion
del biomaterial G5REL16 al 10% donde se incluyd un solvente organico
(etanol), para investigar si este tipo de compuestos favorece la liberacion de la
gabapentina, se observa que la liberacién del farmaco se incrementé a 40%.
Como se indico en la seccion anterior (4.5.1) dentro de las pruebas de
extraccion se evaluaron diferentes solventes hidrocarbonados, con la finalidad
de comprender su efecto, y en el estudio se encontré que a menor cantidad de
carbonos hay una mayor extraccion del farmaco, esto podria ser debido a la
facilidad de penetracion del solvente en los poros del material

Aungue para realizar perfiles de disolucion y liberacion, en muchos de los
casos se utiliza una solucioén diluida de HCI conteniendo ademéas NaCl para la
preparaciéon de jugo gastrico sintético, en otros se emplean diversos
componentes de naturaleza organica para simular los diferentes fluidos

gastrointestinales®® %%

y la variedad de tipos de interacciones intermoleculares
gue ocurren in vivo, por lo que realizar las pruebas de liberacion in vivo en este
estudio permite evaluar la correlacién in vitro-in vivo y analizar si la liberacion

del farmaco del biomaterial es retardada y en baja concentraciébn como ocurren

in vitro o cambia su comportamiento.
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4.7 Pruebas de liberacién de gabapentina in vivo

Las pruebas in vivo se realizaron con un modelo biolégico conformado de
tres perros beagles, a los cuales se les dosificd el equivalente a 1200 mg de
gabapentina via oral, utilizando en el primer periodo biomaterial GSREL16 al
10% y en el segundo Neurontin®, la dosis se determiné utilizando como base la
establecida para el humano y ajustandola en funcién del peso del animal en

estudio. (Tabla 38).

Tabla 38. Dosificacion del biomaterial GSREL16 al 10% y Neurontin® en funcién del peso
del animal.

Perro Peso del Biomaterial Neurontin®
perro (kg) G5REL16 al (9)
10% (g)
1 15 2.6 0.352
2 14.6 2.5 0.338
3 14.3 2.5 0.332

Posteriormente se trabajo con la ayuda de un médico veterinario, experto
en el manejo de animales de experimentacibn para llevar a cabo Ila
cateterizacion de los caninos, primero se desinfectd la zona de la puncion (vena
del antebrazo), se despejé el area con hojas de lamina, para remover el pelo
presente, posteriormente se colocé el catéter intracath™ 20, se tomaron las
muestras con jeringa para recolectar 3 mL de sangre en tubos vacutainer con
EDTA, durante cada puncién se colocé heparina en el catéter para evitar la
coagulacion y prevenir la atrofia de la vena, de esta manera se traté de proteger

y evitar dolor a los caninos. (Figuras 70-72)
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Figura 70. Perro beagle utilizado en las pruebas in vivo.

Figura 72. Realizacién de estudio en clinica veterinaria especializada.
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El modelo biolégico se mantuvo en ayuno por 10 horas previo al inicio del
estudio, trascurrido este tiempo se tomoO la muestra al tiempo cero y
posteriormente se administrd el biomaterial GSREL16 al 10% o Neurontin®
(para cada periodo) mezclado con alimento, asegurando que todo el farmaco
fue administrado. Siguiendo con el protocolo planteado en la metodologia, se
tomaron las muestras de sangre a diferentes tiempos, después éstas se
sometieron a centrifugacion y precipitacién de proteinas para recolectar solo el
plasma de cada muestra, se guardaron en congelacion de 70 + 10 °C, para

finalmente ser analizadas por LC/MS.

En las Tablas 39 a 41 se muestran las concentraciones plasmaticas de
gabapentina alcanzadas in vivo comparando el biomaterial vs Neurontin® en
cada perro y en la Tabla 42 el promedio de dichas concentraciones, ademas se
muestran las Figuras 73 a 76 donde se observa que en todos los animales de
experimentacién las concentraciones plasmaticas maximas del farmaco (Cmax)
alcanzadas con Neurontin® son mas altas que las obtenidas con el biomaterial,
lo cual indica que una parte de la gabapentina contenida en la matriz no se
libera en las condiciones fisiologicas estudiadas, el proceso de liberacion
depende del tamafio de poro del biomaterial, del tamafio del farmaco
incorporado, de las condiciones de los fluidos biolégicos y de la competencia
entre las fuerzas de atraccion intermoleculares que presenta el farmaco con la
matriz y con los componentes de los jugos gastrointestinales. como se

menciond anteriormente en la tesis de Aldaba® el biomaterial G5REL16
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presenta un tamafio de poro estrecho, la distribucién de los poros es extendida

y va desde 25 a 150 A, con un tamafio promedio de poro es 61.4 A,

Tabla 39. Comparacién entre la concentracion plasmatica de gabapentina del biomaterial
G5HREL16 al 10% y Neurontin®. Perro 1.

Perrol Perro 1
Biomaterial Neurontin®

tiempo (h) (Ug/mL) (bg/mL)

0 0 0
0.5 0.0351 0.199

1 0.0357 1.99816

15 0.0925 4.64118

2 1.656 6.05518

2.5 2.383 7.48874

3 2.583 7.49892

4 2.527 8.13856

6 1.963 7.48223

8 1.148 5.97467

12 0.0453 2.96758

24 0.00238 0.4722
48 0 0

Pruebas in vivo - Perro 1
10
9
8
7 =¢==P1 Biomaterial
—
%o 6 == P1 Neurontin
2 5
g 4
S
3
2
1
0
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (h)

Figura 73. Comparacién entre la concentracién plasmatica de gabapentina del
biomaterial GSREL16 al 10% y el Neurontin®. Perro 1
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Tabla 40. Comparacion entre las concentraciones plasmaticas de gabapentina del
biomaterial GSREL16 al 10% y del Neurontin®. Perro 2

Perro 2 Perro 2
Biomaterial Neurontin
tiempo (h) (bg/mL) (ug/mL)
0 0 0
0.5 0 0.303087
1 0.193137 2.24746
1.5 0.4336 5.1905
2 0.831981 7.15293
2.5 0.967392 7.39353
3 1.0503 7.21188
4 1.07947 6.59679
6 0.787221 5.24117
8 0.511268 4.27797
12 0.21746 2.57324
24 0 0.553036
48 0 0.359409
Pruebas in vivo - Perro 2
10
9
8
7
E 6
ER
§ 4 == P2 Biomaterial
” z == P2 Neurontin
1
0 5
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (h)

Figura 74. Comparacion entre la concentracion plasmética de gabapentina del
biomaterial GSREL16 al 10% y el Neurontin®. Perro 2
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Tabla 381. Comparacién entre las concentraciones plasméaticas de gabapentina del
biomaterial GSREL16 al 10% y del Neurontin®. Perro 3

Perro 3 Perro 3
Biomaterial Neurontin
tiempo (h) (Mg/mL) (bg/mL)
0 0 0
0.5 0 1.73617
1 0.0894522 8.00828
1.5 0.263116 10.79847
2 0.664796 11.12229
2.5 1.1584 10.77981
3 1.58841 10.90655
4 1.63632 9.04653
6 1.70249 6.55999
8 1.09539 495641
12 0.416376 1.88279
24 0 0.166432
48 0 0.0792195
Pruebas in vivo - Perro 3
12
10
= 8
£
w
2 6 =0="P3 Biomaterial
§ =f=P3 Neurontin
o 4
2
0 "
0 10 20 30 40 50 60
tiempo (h)

Figura 75. Comparacién entre la concentracién plasmatica de gabapentina del
biomaterial GSREL16 al 10% y el Neurontin®. Perro 3
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Tabla 42. Comparacién promedio entre la concentracion plasmatica de gabapentina del

biomaterial GSREL16 al 10% y el Neurontin®.

Promedio Promedio
Biomaterial Neurontin®
tiempo (h) (ng/mL) (ng/mL)
0 0 0
0.5 0.0117 0.746085667
1 0.1060964 4.084633333
1.5 0.263072 6.876716667
2 1.050925667 8.110133333
2.5 1.502930667 8.554026667
3 1.74057 8.539116667
4 1.747596667 7.927293333
6 1.484237 6.427796667
8 0.918219333 5.069683333
12 0.226378667 2.474536667
24 0.000793333 0.397222667
48 0 0.1462095
Pruebas in vivo -Promedio
10
9
8
—_ 7
T =0¢=Biomaterial GSREL16
)
:_:f 5 == Neurontin
g 4
8 3
2
1
0
0 10 20 30 40 50
tiempo (h)

Figura 76. Comparacién promedio entre la concentracién plasmatica de gabapentina del

biomaterial GSREL16 al 10% y el Neurontin®.
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Los parametros farmacocinéticos se obtuvieron de forma visual: Cmax
(concentracion plasmatica maxima alcanzada) y tmax (tiempo en alcanzar
Cmax). En la Tabla 43 es posible apreciar las diferencias en los parametros

farmacocinéticos de la gabapentina de la forma de liberacidbn inmediata

(Neurontin®) y la incorporada en la matriz ceramica.

Tabla 43. Parametros farmacocinéticos de la gabapentina

Neurontin® Biomaterial
G5REL16 al 10%
Cmax
(Hg/mL) 8.884 + 0.222 1.788 + 0.422
tmax (h) 2.833 +0.367 4.333 +0.352

Se calculé tmax con una prueba no paramétrica (Kruskal Wallis)* a través

del programa R donde se encontr6 un valor-p de 0.1840.%

Prueba de Kruskal Wallis para Tmax***
Medicamento Mediana G.L x* C. PR >H
R 2.5 e
D 1 1 1.7647 0.1840

Figura 77. Prueba Kruskal Wallis para determinat tmax

Ademas se con el programa R, haciendo uso de la prueba no

paramétrica (Mood Median Test), se calcul6 Cnsx, Se encontré un valor-p de

0.014.
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Mood median test for Cmax
Chi-Square = 6.00 DF = 1 P =0.014

Individual 95.0% CIs

medicamento N<= N> Median Q3-Q01 ---—-——- e b b +
P 3 0 1.7 1.5 (-*--)
R 0 3 8.1 3.7 (—*mmmmm e )
—————— B et ST
3.0 6.0 9.0 12.0

Figura 78. Prueba Mood para calculo de Cmax

La interpretacion de estas pruebas es conforme al valor-p.

Si el valor-p es mayor o igual a 0.05, se dice que no hay diferencia significativa.
Si el valor-p es mayor o igual a 0.01 y menor a 0.05, entonces se dice que hay
diferencia significativa.

Si el valor-p es menor a 0.01, se dice que hay una diferencia altamente
significativa. Para tnhax estadisticamente no hay diferencia significativa entre el
biomaterial GSREL16 y el Neurontin®. En el caso de Cnax, Si hay una diferencia
significativa entre el biomaterial y Neurontin®, esto podria atribuirse a que el
biomaterial incorpora solo el 10% de gabapentina y de este no se libera todo el
farmaco; aunado a que se encuentra en un soporte con poros estrechos que
retarda su liberacion.

El biomaterial G5REL16 al 10% en las pruebas in vitro se liberé 0.9
png/mL de la gabapentina a las 36 horas; por su parte in vivo se libera 1.788
pug/mL a las 4.3 horas, es decir hay un incremento en la concentracion de
gabapentina como una aceleracién en el tiempo de liberacion para las pruebas
in vivo, parte de este fendmeno lo explican las caracteristicas y composicion de

los jugos gastrointestinales fisiolégicos; como se menciond anteriormente estos
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fluidos biolégicos contienen ademas diversas enzimas (pepsina, renina, lipasas,
sacarasa, maltasa, lactasa y nucleasa ), asi como cationes (Na* K*, Mg?*, H") y
aniones (CI, HPO,** SO4%) . Si bien la actividad enzimatica es especifica para
proteinas, lipidos, carbohidratos, entre otros. La estructura quimica de dichas
enzimas de naturaleza proteica puede favorecer las interacciones
intermoleculares, dipolo-dipolo. ion-dipolo, puente de hidrégeno e incluso

fuerzas de atraccion de tipo Van de Waals y acelerar la liberacién del farmaco.

En el estudio realizado por Rhee en 2008, donde se intentd desarrollar
gabapentina de liberacion sostenida a base de polimeros, in vitro tuvo un
comportamiento sostenido, pero in vivo presentdé un comportamiento similar al
farmaco de liberacion inmediata, esto se atribuyé al tamafio de la forma
farmacéutica (tableta oblonga 18.0 x 9.2 x 6.3 mm)® la cual se retenia en el
estdbmago y segun los datos de Stevenson y colaboradores donde evaluaron la
absorcion de farmacos antiepilépticos en perros, encontraron que la
gabapentina se absorbe principalmente en la porcién del duodeno y yeyuno del
intestino delgado, siendo muy escasa en el colon; ademas de observar que el
vaciamiento gastrico de los caninos sucede entre 2 a 3 horas®. El tamafio de la
forma farmacéutica no permitié el paso hacia el intestino delgado, evitando la
absorcion por lo que no se puedo encontrar la liberacion en forma sostenida.

En el caso del biomaterial que G5REL16 al 10%, no presenta una forma
farmacéutica, por lo que su comportamiento de liberacién no se puede atribuir a
ello; en este caso podemos hablar del didametro de poro promedio que presenta

la matriz ceramica que es de 61.4 A, asi como del tamafio de la gabapentina



que tiene valores entre 8 a 10 A, siendo un farmaco muy pequefio que puede
ser facilmente atrapado entre las redes tridimensionales de la matriz, teniendo
dificultad para desincorporarse, esto podria ser el factor por el cual el Cmax

para el biomaterial es menor comparado con Neurontin®.
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Capitulo 5

CONCLUSIONES

La determinacion y cuantificacion de gabapentina se realizO con
diferentes técnicas analiticas; utilizando cromatografia de liquidos con detector
de arreglo de diodos (% error 3.81; 6- 50 mg/L), espectrofotometria con detector
UV-Vis (% error 3.6; 6.14-36 mg/L) y cromatografia de liquidos acoplada a
masas. Esta Gltima técnica se valido en solucién (metanol:H,0, 50:50) y plasma
humano obteniendo porcentajes de error de 1.07% y 2.44%, respectivamente;
ambas con LOQ menor a 1 pg/mL, debido a su alta sensibilidad fueron
utilizadas para evaluar la liberacion del biomaterial (G5REL16 10%) en las
pruebas in vitro e in vivo. Ademas se utiliz6 LC/MS en solucion para comparar
la extraccion del biomaterial (G5REL16 10%) en diferentes solventes, contra la
técnica de espectrofotometria que implica la reaccion de derivatizacion con
ninhidrina, la cual se utilizé para las pruebas de extraccion de los biomateriales
(G5REL 16 10% y G9REL18 10%) en diferentes solventes. Por otra parte la
técnica analitica de HPLC con detector de arreglo de diodos, no permitié la
deteccion de gabapentina en las pruebas in vitro debido a que su LOD (1.69
mg/L) fue superior al encontrado.

La extraccion y cuantificacion de gabapentina de los biomateriales
G5REL16 y G9REL18 en diferentes solventes mediante la derivatizacion con

ninhidrina indican que la gabapentina se extrae en mayor proporcion con
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solventes organicos polares, como el etanol, en comparacion con su extraccion
en agua Yy los jugos gastrointentinales simulados, esto sugiere la participacion
de las fuerzas de atraccion intermoleculares de tipo Van der Waals entre las
porciones hidrocarbonadas de la gabapentina y del solvente orgénico, logrando
la desincorporacion del farmaco de la matriz. Ademas se observa que las
condiciones de sintesis de los biomateriales tales como pH, relacion
TEOS/H,0, entre otras impactan en el diametro de poro de cada uno de ellos
siendo de 61.4 A para G5REL16 y 36.3 A para G9REL18; esto modifica el
grado de desincorporacion del farmaco, por ello en etanol se observa la mayor

(63.6%) y menor (31%) liberacién respectivamente.

Las extracciones del biomaterial GSREL16 en solventes hidrocarbonados
muestran una mayor facilidad de desincorporar al farmaco presente en la matriz
cuando incrementa la polaridad del solvente; sin embargo, comparando los
resultados obtenidos de la extraccion con agua que tiene el indice de polaridad
mas alto (9.1), se demuestra que es necesaria la participacion de los atomos de
carbono en la desincorporacion del farmaco a través de fuerzas de Van der
Waals puesto que es mayor la extraccion en metanol que en agua, tanto por la
técnica de derivatizaciéncon ninhidrina como por LC/MS demostrando que el
impedimento estérico también afecta el comportamiento de liberacion del

farmaco.

Las pruebas in vitro en jugo gastrico simulado (pH 1.2) para el

biomaterial GSREL16 mostraron un porcentaje de liberacion de 9.14% al tiempo
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de 36 horas, con una concentracién menor a 1 pg/mL. Para Neurontin® en
condiciones de pH gastrico se observa una disolucién del 83% transcurridos 30
minutos de la prueba. Este ultimo tiene el comportamiento propio de una forma
farmacéutica de liberacion inmediata, por su parte el biomaterial GSREL16 en

jugo gastrico simulado presenta un comportamiento de liberacién retardada.

En jugo intestinal simulado (pH 6.8) las pruebas in vitro para el
biomaterial G5REL16 mostraron un porcentaje de liberacion de 8.605% al
tiempo de 36 horas, con una concentracion menor a 1 ug/mL. Para Neurontin®
en condiciones de pH intestinal se observa una disolucién del 85% después de
1 hora de la prueba. De igual manera que en jugo gastrico simulado Neurontin®
en condiciones intestianales tiene el comportamiento de una forma farmacéutica
de liberacion inmediata, y el biomaterial GSREL16 presenta un comportamiento

de liberacion retardada.

Las pruebas in vivo indican que el biometerial G5REL16 liber6é 1.788
pug/mL a las 4.3 horas. Neurontin® presentd Cnax 8.884 pug/mL al tmax de 2.833
horas. Estadisticamente no hay diferencia significativa en el tmax de ambos, sin
embargo la Cnax presenta una amplia diferencia. La cantidad incorporada de
gabapentina en la matriz es de 10%, aunado a que no se da una liberacién
completa, esto explica la diferencia en las concentraciones plasmaticas

alcanzadas por el biomaterial.
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In vivo el biomaterial GSREL16 y Neurontin® tienen un comportamiento

de liberaciéon inmediata.

La variacion en el comportamiento de la liberacion de la gabapentina
incorporada en la matriz ceramica (G5REL16) in vitro - in vivo, esta en funcién
de la composicién del medio real que permite mas tipos de interacciones
intermoleculares tales como fuerzas de atraccion de tipo Van de Waals con las
porciones hidrocarbonadas de los mucopéptidos presentes, ademas de
interaccion de puente de hidrégeno, ion-dipolo, entre otras, con los aniones y

cationes de los jugos gastrointestinales fisiolégicos.

El biomaterial G5REL16 que se sintetiz6 al 10% de gabapentina, no

presentd el comportamiento de liberacion sostenida propuesto.

Este estudio aporta aprendizaje en el desarrollo de nueva tecnologia
farmacéutica que permite la incorporacion de farmacos a través de matrices
ceramicas obtenidas mediante el proceso sol-gel. La informacion obtenida de
gabapentina de liberacion sostenida en esta tesis, es prometedora para el
posterior avance en nuevas formas farmacéuticas tales como implantes que

pueden ser obtenidos via sol-gel.
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RECOMENDACIONES

Dados los resultados de este proyecto, con la finalidad de incrementar el
potencial uso de gabapentina de liberacién sostenida incorporada en una matriz

ceramica; se presentan algunas recomendaciones, entre ellas:

Modificar las condiciones de sintesis del biomaterial.-

En la tesis de Aldaba se observé que a pH 9, el didmetro de los poros es mayor
y a pH 5 menor, ademas hay una relaciéon con la cantidad de TEOS/ H,0, entre
mayor es la relacion de TEOS disminuye el didmetro de poro, por otra parte
cuando el biomaterial se sintetiz6 a menor porcentaje de H,O (1:6), se encontré
que disminuye el &rea superficial, mientras que el biomaterial sintetizado 1:8
(TEOS/H,0) present6 mayor area superficial. En base a los resultados obtenidos
en las pruebas de extraccion del presente proyecto se trabajo con el biomaterial
G9REL18 (un diametro de poro de 31.3 A), y el biomaterial GSREL16 (diametro de
64.6 A). Este Gltimo present6 la mayor liberacion en metanol debido al tamafio de
poro mayor que permite la interaccién de la gabapentina con el solvente, por ello si
se desarrolla una matriz a pH 9 relacion 0.5:8 (TEOS/H,0), probablemente
incremente el diamétro de poro y esto permita in vivo mayores interacciones

intermoleculares entre la gabapentina y el solvente, favoreciendo asi su liberacion.
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Incrementar el porcentaje de farmaco incorporado.-

El aumento del porcentaje incorporado de gabapentina favorece a una mayor
concentracion del farmaco e incrementa la posibilidad de liberacion, de deteccion y
cuantificacion del principio activo con técnicas analiticas mas sencillas. Lo cual
impacta de forma positiva en los costos tanto de sintesis debido a que el volumen

de matriz requerida seria menor, como en la instrumentacion analitica.

Desarrollo de matrices hibridas.-

Czarnobaj en 2007 prepararon matrices hibridas para incorporar
cisplatino, el uso de PEG y PDMS incrementan el tamafio de poro, ademas la
temperatura de secado de 120°C retarda la liberacion debido a que los poros se
estrechan'’. En 2011 este mismo grupo preparé matrices hibridas SiO,-CaO,
para incorporar metronidazol, se encontré que dicha matriz, presentd la mejor
liberacién sostenida, en este caso el CaO favorece a la disminucion del tamafio
de poro y logra un comportamiento sostenido®. Estas podrian ser algunas
alternativas para mejorar el comportamiento de liberacion sostenida de la
gabapentina. Esta técnologia permite ademas el desarrollo de implantes
desarrollar gabapentina en esta forma farmacéutica es algo muy prometedor

para tratar el dolor neuropético provocado por neuropatia diabética periférica.
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