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Abstract— This paper presents the synthesis and characterization of a mesoporous silica obtained from rice husk; This silica
was used as a new carrier for griseofulvin (antifungal). This silica showed a maximum of 15% by weight of drug
adsorption; Studies of adsorption and desorption of N, suggest silicas drug adsorption mostly goes into the pores of the
material. The maximum rate of release of the drug adsorbed on the silica at pH 7 was 60%. Moreover, the study of drug -
SiO, system in controlling the growth of C. albicans observing control of 90 % in the growth of the fungus for a maximum
period of 6 h, with minimum dosages of 750 mg of SiO,-drug corresponding to 112.5 mg of drug. Furthermore, a null
pharmacological activity both griseofulvin and silica separately administered was observed. The results indicated that the
SiO,- rice can be an excellent carrier for griseofulvin.
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Resumen— EI presente trabajo muestra la sintesis y caracterizacion de una silice mesoporosa obtenida de la cascara de
arroz; esta silice fue empleada como un nuevo excipiente para la griseofulvina (antimicético). Dicha silice presentd un
maximo del 15 % en peso de adsorcion del farmaco; los estudios de adsorcion y desorcién de N, de las silices sugieren que
la adsorcion del farmaco mayoritariamente va dentro de los poros del material. Por otra parte, se estudio del sistema SiO,-
farmaco en el control del crecimiento de C. albicans observando un control del 90 % en el crecimiento del hongo por un
periodo méaximo de 6 h, con dosificaciones minimas de 750 mg de SiO,-fa&rmaco que corresponden a 112.5 mg de farmaco.
Ademaés, se observo una nula actividad farmacoldgica tanto por la griseofulvina y la silice administradas por separado. Los
resultados obtenidos indicaron que la SiO,-arroz puede ser un excelente excipiente para la Griseofulvina.

Palabras claves— SiO,-farmaco, biogenica, control, crecimiento, griseofulvina.

. INTRODUCCION

Desde hace algunos afios con el desarrollo de la farmacéutica ha surgido la necesidad de disefiar
acarreadores que permitan controlar la liberacion de farmacos dentro del organismo; se puede decir que
es tan importante el farmaco como lo es el sistema de administracion de éste (excipiente). La principal
funcion de los excipientes es llevar al farmaco donde es requerido tratando de evitar altas
concentraciones en la sangre generadas por una mayor dosificacion [1]. En la ultima década se han
utilizado superficies mesoporosos de silice con poros ordenados como acarreadores o sistemas de
liberacion continua de farmacos [2-10]. Algunos farmacos como el ibuprofeno [8], amoxiclina [3],
itraconazol [7,8], naproxeno [11] entre otros han sido adsorbidos en estructuras de silice mesoporosas
ordenadas como la MCM-41 y SBA-15, en estos reportes se indica un buen funcionamiento de la silice
como excipientes para farmacos; este solido inorganico permite controlar las cinéticas de liberacién de
los farmacos como sistemas de liberacion continua y prolongada.

Sin embargo, hasta la fecha la silice empleada como excipiente de farmacos es obtenida a partir de la
metodologia del tamiz molecular [12-15] y no se ha explorado el comportamiento de una silice
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biogénica como lo es la obtenida de la cascarilla del arroz (SiO-arroz) como posible excipiente para
farmacos. Varios autores han reportado que para la obtencion de la SiO,-arroz es necesario colocar la
cascarilla del arroz (material de desecho) en lixiviacion y finalmente calcinarla a temperaturas bajas
entre 500-800°C [16,17].

Por otra parte, la aparicion de infecciones micéticas se ha visto en aumento hoy en dia y son mas los
pacientes en riesgo a desarrollar una infeccion de este tipo; esto en gran parte debido a las enfermedades
como el cancer, VIH, neoplasias malignas hematoldgicas, tratamientos inmunosupresivos, neutropenias
prolongadas e inmunodeficiencias de células T. Estas enfermedades favorecen las infecciones micaticas
debido a la baja de las defensas naturales en el ser humano que provocan el crecimiento de los hongos
en el organismos. [18-23].

Entre las levaduras y hongos causantes de estas infecciones se encuentra los siguientes generos:
Malassezia, Hortaea, Trichophyton, Microsporum, Cryptococcus, Rhizopus, Candida [18-23]; de los
cuales el género Cryptococcus y Céandida son los hongos oportunistas mas frecuentemente aislados y
relacionados a estas infecciones. La griseofulvina es un compuesto poco soluble que es recomendado
Unicamente para el tratamiento de tifias; durante décadas ésta fue el Unico farmaco utilizado para el
tratamiento de enfermedades causadas por los hongos queratinofilicos. Este farmaco actla de forma
fungostatica limitandose a bloquear la reproduccion del hongo ya que inhibe selectivamente el proceso
de la mitosis. Para ello, se fija en una tubulina de los microtubulos del huso mitético actuando solo en
los hongos en fase de reproduccién [21-23].

Debido a que la griseofulviana no matan el microorganismo y solo impide su reproduccion, el
tratamiento debe prolongarse el tiempo suficiente para que permita el remplazo de todas las células
epidérmicas con la eliminacion completa de todos los microorganismos re-infectantes [23]. Por lo tanto,
la dosificacion de este farmaco debe realizarse en sistemas de dosificacion controlada y prolongada
como lo son los excipientes base silice.

El presente trabajo muestra el estudio de la capacidad adsorcion de la griseofulvina en una silice
biogénica (SiO,-arroz); asi como la determinacion de los pardmetros farmacos cinéticos de liberacion
del farmaco adsorbido en la silice a pH de 7. Finalmente, fue revisada la capacidad antifungistatica del
sistema SiOy-arroz-griseofulvina determinando la inhibicion del crecimiento de cepas de Candida
albicans como caso de estudio.

Il. EXPERIMENTACION

Todos los reactivos utilizados en este trabajo, fueron grado reactivo de la casa comercial Sigma
Aldrich. Las metodologias desarrolladas en este trabajo se muestran a continuacion.

A. Procedimientos Generales

Los materiales utilizados fueron caracterizados por FT-IR empleando un espectrémetro Perkin Elmer
modelo 100-Analyzer, en pastillas de KBr y ventana espectral de 4000-400 cm-1, 4cm-1 de resolucion y
32 barridos. Los estudios de infrarrojo, permitieron confirmar la presencia del farmaco adsorbido en
matriz. Las propiedades texturales de las muestras se estudiaron mediante los estudios de las isotermas
de adsorcion y desorcion de Nj, en un equipo Micrometric ASAP-2101. Las muestras fueron
desgasificadas a 180 °C y 71 mmHg; el area superficial se determiné mediante el modelo de BET y la
distribucién del tamafio de poro mediante el modelo de BJH. La cantidad de farmaco

B. Obtencion de la SiO,-arroz (Silice biogénica)

La SiO,-arroz se obtuvo de acuerdo a la metodologia descrita en la literatura de acuerdo a Garcia-
Vieyray T. H. Liou [16, 17]. Esta metodologia consiste en limpiar la cascara de arroz para eliminar los
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desechos (polvo, tierra y basura). Posteriormente se llevé a cabo la pre-oxidacion de la materia organica
colocando 125 g de cascarilla limpia en 240mL agua regia, calentando hasta ebullicion por 1 hr;
posteriormente se dejo reposar por 12 h. Por ultimo, la cascarilla tratada con agua regia se lavo y se dej6
secar para calcinarse en atmdsfera oxidante a 650°C por 2 h en un horno tubular Thermoscientific
modelo F-21135 a una velocidad de calentamiento de 10 °C/min.

C. Adsorcion de la Griseofulvina en SiO,-arroz

Se coloco la SiO,-arroz en una suspension saturada de Griseofulvina (grado reactivo; Sigma-Aldrich)
en agua destilada por 75 min. Posteriormente el polvo se filtr6 y se lavo con 5 porciones de 5 mL de
isopropanol (grado reactivo)/agua destilada, 1:1 para eliminar el farmaco en la superficie de la silice.
Finalmente la silice con el farmaco adsorbido (SiO,-arroz-griseofulvina) fue secada a 80°C por 12 h.

D. Medio de propagacion y preparacion del inoculo de Candida albicans

Se utilizé como medio de propagacion y consevacion de la cepa, agar Sabouraud (BD-Dixon,
210700) y caldo Sabouraud, para preservar y propagar la levadura a 37°C [4]. Para llevar a cabo la
preparacion del in6culo, se tomaron colonias de Candida albicans a un tiempo de incubacion de 24 horas
en agar dextrosa Saboraud y se activaron en caldo Sabouraud incubandolas a 30°C en matraces de 50
mL, que contenian 35 mL de caldo durante 24 horas (Incubadora Shel. Lab. Modelo 1555).

E. Cinética de crecimiento de Candida albicans.

Se prepararon 75 mL de medio liquido Sabouraud en matraces Erlemeyer de 125 mL y se adiciono
un volumen de inoculo de 1.0 mL (1 x106- 5x106 UFC/ mL). Posteriormente los matraces se
mantuvieron en incubacién a 36°C. Durante el desarrollo de la cinética, se tomaron muestras cada hora
por un periodo de 12 h, que se usaron en la determinacion de la concentracion celular midiendo la
absorbancia (densidad Optica) en un espectofotometro de UV-visible, cintra 6, a una longitud de onda
méaxima de 600 nm en celdas de cuarzo.

F. Estudio del efecto de la concentracion de SiO, arroz- griseofulvina sobre el crecimiento.

Se prepararon 50 mL de medio de dextrosa Sabouraud, en matraces Erlemeyer, estos fueron
esterilizados a 121°C y 15 psi por 15 minutos. En condiciones asépticas se agregaron 0.25, 0.5, 0.75y
1.0 g de SiO,-arroz—griseofulvina, correspondientes a una dosis de 37.5, 75, 112.5 y 150 mg de farmaco
respectivamente. Posteriormente el caldo fue inoculado con 1.0 mL de inéculo (~106 celulas/ mL)
excepto el control para cada caso e incubados a 36°C. Durante el desarrollo de la cinética, se tomaron
muestras cada hora para la determinacion de la concentracion celular midiendo la absorbancia en un
espectrofotometro de UV- visble (Cintra 6) a una longitud de onda a 600 nm.

G. Determinacién de células viables (UFC) y tiempo efectivo de liberacion.

Una vez conocida la curva de crecimiento bajo las condiciones antes propuestas se indcularon 50 mL
de caldo Dextrosa- Saboraud con 1.0 mL de inoculo (~106 células/ mL) y en la etapa exponencial a
partir de la 4hr de crecimiento se agregaron 0.5 0 0.75 g de silice arroz- griseofulvina adsorbida al 15%
en peso y se tomaron muestras cada hora, para determinar el crecimiento por UV- visible y conteo de
colonias en placas (UFC/mL). La determinacion del UFC/ mL, re realizo tomando 1 mL de la muestra
inicial (~106 células/ mL) y se realizaron diluciones de 102, 103 y 104, a los tiempos de 5, 7, 9y 11 h de
crecimiento sin y con el sistema SiO;-arroz-griseofulvina. Dichas diluciones se tomaron 10 mL y se
inocularon en placas de agar Dextrosa- Sabouraud para determinar la cantidad de UFC/mL.
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I11. RESULTADOS Y DISCUSION

En esta seccion, se exponen los resultados obtenidos en este proyecto, en donde se muestra una
capacidad en el control del crecimiento de C. albicans de hasta un 90% con los sistemas SiO,-arroz-
griseofulvina.

A. Adsorcion de la griseofulvina en la SiO,-arroz

La caracterizacion por FTIR de la silice biogénica (SiO,-arroz) y la silice adsorbida con la
griseofulvina (SiO,-arroz-griseofulvina) se muestra en la Figura 1, en donde se observa claramente la
presencia de la materia organica en la silice. Las sefiales correspondientes a las vibraciones: vC-H y 6C-
H se observaron a 2972-2870 y 1463-1353 cm™, asi como las sefiales correspondientes a vC=C anillos
arométicos y vC=0 se observan entre 1710-1505 cm™. Las vibraciones correspondientes a la red, vSi-O-
Si, 8Si-OH y 8Si-O-Si se observan a 1091.3, 954.95 y 465.5 cm™ respectivamente para ambas silices
[24,25].
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Fig. 1.Espectros de TIRF de la SiO2-arroz y la SiO2-arroz-griseofulvina.

Los estudios de adsorcion-desorcion de N, para ambas silices se muestran en la Figura 2; ambos
materiales presentaron isotermas tipo IV y un lazo de histéresis H3 de acuerdo a la clasificacion de la
IUPAC [26,27]. Los resultados obtenidos de las isotermas de adsorcion-desorcion de N, indicaron una
disminucién de la cantidad de volumen de nitrégeno adsorbido de 200 a 120 cm®/gr a la presién de
saturacion (P/Po=1), lo cual ocurri6 debido al llenado de los poros de la silice con el farmaco.

La Figura 2b muestra la distribucion de poros para la SiO,-arroz y la SiO,-arroz-griseofulvina, en
esta grafica se puede observar que en la silice con la griseofulvina adsorbida presentan dos
distribuciones de poro a 3.0 y 2.5 nm, mientras que el material original solo presentaba una distribucion
a 4.77 nm. Estos resultados sugieren que el cierre de los poros por el farmaco adsorbido da lugar a dos
distribuciones de poros conservando la forma cilindrica (lazo de histéresis tipo H3). La Tabla 1 resume
los valores promedio de area BET y volumen de poro determinado por el modelo BJH para ambas
silices (SiOj-arroz y SiOj-arroz-grisefulvina). Estos datos indican que el area superficial de la SiO,-
arroz, disminuye en un 42.9%, mientras que el volumen de poro decrece en un 39.33%.
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Fig. 2. Espectros de TIRF de la SiO,-arroz y la SiO,-arroz-griseofulvina.

Tablal. Cambio de las Propiedades Texturales en la SiO-arroz y la SiO,-arroz-griseofulvina.

Ager (M?/g) Vporo BJH (cm?/g)
SiO,-arroz 243.71 0.2905
SiO,-arroz-Griseofulvina 139.081 0.17622

B. Efecto del sistema SiO,-arroz-griseofulvina en el crecimiento de C. albicans.

La Figura 3 muestra el efecto de la SiO,-arroz y la griseofulvina en el crecimiento de Candida
albicans; como puede observarse el crecimiento del microorganismo con el farmaco y la silice son muy
similares al del blanco (microorganismo en el medio de cultivo). Los resultados anteriores indican un
nulo efecto del farmaco y la matriz silicea sobre el crecimiento del hongo; lo cual muestra una bio-
compatibilidad de esta silice con dicho microorganismo.

En la Figura 4 se puede observar el efecto del sistema SiO,-arroz-griseofulvina (125 mg de farmaco)
sobre el control del crecimiento de C. albicans; dichos resultados indicaron que la presencia del farmaco
adsorbido en la silice controlo el crecimiento del hongo durante las primeras 6 horas del crecimiento;
observandose en este periodo una prolongacion de la fase de latencia. Lo anterior ocurre debido a que la
silice biogenica favorecio la interaccion hongo-farmaco, ya que tanto el farmaco como la silice por
separado no ejercen control alguno en el crecimiento de C. albicans (Figura 3).
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Fig. 3.Cinetica de crecimiento para C. albicans:A) Levadura; B) Levadura-SiO, —arroz (500mg) y C) Levadura-
griseofulvina (125mg).
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Fig. 4.Cinetica de crecimiento para C.albicans: A) Blanco y B) Levadura-SiO2-arroz-griseofulvina(0.75 g; 112.5 mg de
farmaco.

El efecto de la concentracidn del sistema SiO,-arroz-griseofulvina en el crecimiento de C. albicans se
estudié utilizando cuatro diferentes dosificaciones. Dichas dosificaciones fueron: 0.25, 0.50, 0.75y 1.0 g
del sistema SiOj-arroz-griseofulvina, que corresponden a 37.5, 75, 112.5 y 150 mg del farmaco
respectivamente en el sistema. En estos estudios se adicion la SiO,-arroz-griseofulvina media hora
después de haber iniciado la inoculacion (antes de la etapa exponencial, durante el periodo de latencia).
La Figura 5, muestran los resultados obtenidos en este estudio; donde puede observarse que bajo una
dosificacion de 0.25 y 0.5 g de SiO,-arroz-griseofulvina presenté alrededor del 37% de disminucion en
la biomasa (Figura 5a y b); mientras que las dosificaciones de 0.75 y 1 g del sistema disminuyo el
crecimiento de la biomasa en un 85% durante las primeras 6 h de crecimiento (Fig. 5¢ y d). Estos
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resultados indicaron que una dosificacion minima de 0.75 g del sistema SiO,-arroz-griseofulvina (75 mg
del farmaco) inhibe el crecimiento de C. albicans por periodos minimo de seis horas.
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Fig. 5. Cinética de crecimiento para C. albicans: a) A: Blanco y B: SiO,-arroz-griseofulvina(0.25 g; 37.5 mg de fa&rmaco); b)
A: Blanco y C: SiO,-arroz-griseofulvina(0.5 g; 75 mg de farmaco); c)A:Blanco y D: SiO,-arroz-griseofulvina(0.75g;
112.5mg de farmaco) y d) A: Blanco y E: SiO,-arroz-griseofulvina(l g; 150mg de farmaco).

La Figura 6 resume el efecto de la concentracion SiOj-arroz-griseofulvina en el control del
crecimiento de C. albicans por periodos de 6h. Dosificaciones bajas (0.25 y 0.5 g de SiO,-arroz-
griseofulvina) permitieron un control del crecimiento del hongo inferior al 40 %; sin embargo, estas
dosificaciones contienen Gnicamente 37.5 y 75 mg de griseofulvina. Por otra parte, se observo un
control maximo del 85%, con dosificaciones de 0.75 y 1 g del sistema SiO,-arroz-griseofulvina (112.5 y
150 mg de farmaco respectivamente). Todas las dosificaciones de farmaco proporcionadas por la silice
fueron menores a la dosificacién comercial que es de 400 mg de farmaco; estos resultados indicaron que
la adsorcién del farmaco en la silice favorece la biodisponibilidad de éste permitiendo la inhibicion del
crecimiento de C. albicans aun con concentraciones inferiores a la comercialmente utilizada.
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Fig. 6.Efecto de la concentracidn de SiO,-arroz-griseofulvina en el control de crecimiento de C. albicans en caldo
Sabouraud.

El efecto en el control del crecimiento de C. albicans por la SiO,-arroz-griseofulvina en la etapa
exponencial se muestra en la Figura 7, donde se indica la cantidad de unidades formadoras de colonias
(UFC) contabilizadas después de realizar dosificaciones de 0.5y 0.75 g del sistema silice-farmaco (75 y
112.5 mg de farmaco respectivamente). Durante las primeras 5 hr se observo un control de crecimiento
de préacticamente un 90 % para ambas dosificaciones; a la 7h la dosificacion del 0.5 g de silice-
griseofulvina presentd un 28% de control en el crecimiento del hongo, mientras que la dosificacion de
0.75 de silice-farmaco obtuvo un 60% de control.
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Fig. 7.UFC de C. albicans: A: Blanco, B: dosificacion de 0.5 g de silice-Farmaco (75 mg de farmaco) y C: dosificacién de
0.75 g de silice-farmaco (112.5 mg de farmaco).
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IV. CONCLUSIONES

La griseofulvina adsorbida en silice mesoporosa biogénica, obtenida de la cascara de arroz, permitio
el control del crecimiento de C. albicans, aun no siendo este fA&rmaco utilizado para el control de esta
familia de hongos. La silice permite la disponibilidad del farmaco, favoreciendo la actividad
farmacologica de este. El sistema silice-farmaco potencialmente podria ser utilizado para el tratamiento
de candidosis interna, mostrandose un sistema biolégicamente compatible y poco nocivo con capacidad
de control de crecimiento de hasta un 90 % con cargas del farmaco muy inferiores a la comercial (36%
de la dosis comercial).
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