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Prologe y Objetivos Generales

Prélogo

El desarrolle cientifico alcanzado en los Gltimos tiempos en el drea de la farmacotecnia
y la tecnologia farmacéutica, hace atractiva la realizacion de estudios dirgidos a
optimizar las vanables involucradas en el disefio de las diferentes formas farmacéuticas,
en las cuales ademas de una droga de comprobada actividad terapéutica se incorporan
al sistema una importante cantidad de sustancias quimicas, denominadas genéricamente
“excipientes”. La combinacion adecuada de drogas v excipientes permiten optimizar la
formulacién en relacion a distintas propiedades que van desde la simple estabilizacion
fisicoquimica del sistema hasta el mejoramienic de algunas propiedades
biofarmacéuticas del medicamento.

Es por ello que la investigacion tendiente a obtener vy caracterizar compuesios con
potencial aplicacion como excipientes de un sistema portador de drogas adquiere gran
importancia.

En la presente tesis, se estudid un grupo de compuestos (alquil ésteres del acido
ascorbico) que no habian sido descripios como agentes tensioactivos ¥ que presentaron
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incluso a la luz de los resultados, algunas propiedades tales como, la formacion de
coageles, de relevancia y potencialidad para el desarrollo de sistemas portadores de
drogas para diferentes vias de administracidn.

La redaccion de este trabajo se orgamzo en 5 capitules. Un capitulo introductorio, otro
dedicado a la obtencion de los denvados, y a continuacion una breve descripcion de las
diferentes propiedades bdsicas de agregacion medidas en los sistemas en estudio. Un
capitulo sobre la formacion de estructuras mesofisicas de interds (coageles), y un
capitulo final dedicado a las propiedades de relevancia farmacéutica. Se agregan ademas
dos anexos complementarios,

Los resultados que se presentan en los diferentes capitulos y las publicaciones realizadas
a partir de los estudhos realizados, son una muestra de la fertilidad de la tematica. Por
otra parte las perspectivas que derivan de los resultades obtenidos hacen promisoria la
continuidad de los estudios sobre los alquil derrvados del dcido ascdrbico.

s

Santiago Daniel Palma
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Prologe y Objetivas Generales

Objetivos Generales

L.os objetivos generales de este trabajo de Tesis pueden resumirse en los siguentes tres

puntos:

. Obtener vy caracterizar como agentes tensioactivos algual ésteres del acido ascorbico
(vitamina C).
2, Estudiar las propiedades de estos denvados en cuanto a:
a) Comportamiento en dispersiones acuosas.
b} Fendmenos de autoagregacion
e} Estructuras supramoleculares.
3. Evaluar las potenciales aplicaciones de los derivados en tecnologia farmacéutica,

1]
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Abreviaturas

AT, Descenso del punto crioscopico.

ay; drea de la cabeza polar del surfactante.

Asc: Acido ascorbico (vitamina C)

Ascyy: 6-0-ascorbil decanoato

Asey - 6-0-ascorbil undecanoato

Asciz: 6-O-ascorbil dodecancato

AsCs” 6=0-ascorbil tetradecanoato

Asgys: 6-0-ascorbil hexadecanoato (palmitato de ascorbilo)
AscsNa: Palmiato de ascorbilo sal sadica

Ascg: 6-O-ascorbil octanoato

Asc,: Ascorbil derivados, donde n es el nimero de dtomos de carbono del éster.
AscMa: Ascorbato de sodio

AT: Agente tensioactivo.

BHL: Balance hidrofilico-hipofilico

CE: Comunidad europea

CgC: Coageles cargados.

CMC: Concentracion micelar critica.

DL Dosis letal 50

DSC: Differential scanning calorimetry (calonimetria diferencial de barrido)
EO: Etilendxido,

FF: Forma farmacéutica

FFsS: formas farmacéuticas solidas

Gl: Gastrointestinal

Gili: Glicerina

HPLC: cromatografia liguida de alta performance

IM: Intramuscular

[R: Infrarrojo

I'V: Intravenosa

Ky Krafft Point

ly; Largo de la cadena hidrocarbonada

-
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p.a: Principio activo

Pi: Parimetro critico de empaguetamiento.
PDB. Potenciometria diferencial de barrido
PEG400:; Polietilenglicol 400,

PEQ: Polietilendoxido.

Pg: Propilenglicol.

PM: Peso molecular

Rf: Relacion de frente (TLC)

RMN: Resonancia magnética nuchear

SC: Subcutinea

SM: Tistemas micelares

SPD: Sistema portador de drogas

T%: Temperatura

TG: Termogravimeiria

TLC: Cromatografia en capa delgada ( Thin Layer chromatography )
TMC: Temperatura micelar critica

Uv-Vis: Espectroscopia ultravioleta visible
Vi Volumen de la cadena hidrocarbonada
Vii: Volumen molar aparente.
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Capitulo 1

Introduccion

En los Gltimos afios se ha evidenciado que solamente el desammollo de nuevas drogas
{sintesiz) no es suficiente para lograr un progreso importante en la efectividad de la
farmacoterapia,

El comportamiente “in vitro” de ciertas formas farmaceéuticas (FF) puede no
correlacionarse con los resultados observados “in vivo™. Distintos factores pueden ser
responsables de este comportamiento, entre los cuales se pueden citar;

a) Concentracidn insuficiente de droga en el sitio de accion debido a una pobre
absorcion, distribucion no especifica o rapido metabolismo y/o eliminacion
{por ¢jemplo péptidos y proteinas).

b) Propiedades fisicoquimicas de la droga que dificultan la formulacion. Por
gjemplo, una baja solubilidad del principio activo puede ser determinante a la
hora de formular invectables en soluciones acuosas.

c) Alta fluctuacion de los miveles plasmaticos de la droga debido a una
brodisponibilidad erratica después de una administracion peroral.



Introduccion

Debido a esto es una interesante estratega ¢l desarrollo de nuevos sistemas portadores
de drogas (SPD). Se denomina asi a las diversas alternativas posibles para “transportar”
la droga ( principio activo) hasta su sitio de accion.

En los ultimos afios la cantidad y calidad de publicaciones refenidas a este wpico han
ido en vertiginoso aumento. Mo obstanie, cabe destacar que no todos los sistemas

portadores que se estudian y que aparentan ser exitosos, ienen su punto culminante en

¢l desarrollo de un medicamento.
Como atributos deseables de un sistema portador de drogas se pueden citar:

Tabla 1.1: Atribuitos ideales de un SFI¥ para via oral

i

W R

|

Posibilidad de variar la velocidad de liberacidn de drogas para poder adecuar el
sistema a la farmacocimética particular (flexibilidad)

Positlidad de mantener un control preciso de la velocidad de liberacion que se
observa para cada droga (precision)

Baja sensibilidad del sistema ante las variables fisioldgicas como: (robustez)
Motilidad v vaciado gastnco, pH, volumen de los fluidos GIL

Presencia de enzimas

Alimentacion

Condicidn v actividad fisica del individuo,

Vanabilidad interindividual.

WVariables patologicas.

Que las formulaciones sean fisicoguimicamente estables,

CQue la estabilidad de la droga sea mantenida o aumentada.

Que el sistema responsable de la modulacién de la liberacion del pa apone
poca masa.

Aplicable a un amplhio rango v vanedad de drogas.

8. En la medida de lo posible que el costo sea razonable.

For otra parte, es necesario tener en cuenta algunas consideraciones relacionadas a la
factibilidad de disefio de un nuevo SPD:
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a) Capacidad de carga del sistema:

En general cuando se disefia un nuevo SPD se busca tener la misma dosis de p.a que
en los sistemas convencionales, salvo en los casos que el cambio de vehiculo mejore
la biodisponibilidad v haga posible la disminucion de la cantidad de farmaco a
utilizar. Es por ello que determinar la capacidad o efectividad de carga de un sistema
portador es fundamental para su evaluacion como potencial alternativa para la
vehiculizacion de drogas,

b) Posibilidad del sistema de dirigir el p.a a un sitio especifico;

Cuando un SPD logra que la droga llegue al sitio de accidn sin pasos previos por
otros organos o tejidos, s¢ puede disminuir la metabolizacion asi como aumentar
posiblemente el efecto del farmaco a igual dosis administrada,

¢} Interaccion del portador con los sistemas biologicos:

51 el SPD solo busca mejorar la vehiculizacion, los excipientes auxiliares deben
interaccionar lo mimmo posible con el entorne bioldgico, pero si el sistema tiende a
mejorar 0 modificar la liberacion de las drogas, probablemente los excipientes
tendran un rol central para lograr el efecto deseado.

d} Tomicidad aguda y cronica:
Ausencia de toxicidad aguda v cromica de todos los componentes & los fines de
garantizar la segundad en el uso de la formulacion.

g} Cambio de escala para la produccion de la forma farmacéutica:

Este punto es pocas veces considerado en algunas publicaciones donde se descnben
sistemas que se consideran de potencial gran impacto en la industria farmacéutica.
Como cualquier producto, un medicamento, puede presentar problemas a la hora de
redisefiar los procesos de manufactura a escala industrial

) Estabilidad fisicogquimica del sistema y de la droga durante su almacenamiento:
Tanto la droga, como el sistema en su totalidad, deben ser estables durante un plazo
preestablecido que sea acorde con la potencial aplicacion como producto industrial.
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2} Costos:
La naturaleza de un SPD necesariamente debe tener un compromiso entre la unlidad
de la innovacion tecnoldgica v los costos del sistema.

Entre las alternativas para los SPD se encuentran los sistemas dispersos, entre los cuales
se pueden incluir los estudiados en este trabajo de tesis.

Sistemas dispersos

El conocimiento de los femomenos interfaciales vy la famibanzacion con las
caracteristicas de sistemas de tamafio coloidal es fundamental para entender en
profundidad las propiedades de los sistemas dispersos.

Los sistemas dispersos consisten en un material, de tamafio y naturaleza variable,
conocido como fase dispersa, distnbuido en una fase continus o dispersante.

Los materiales que se utilizan como sistemas dispersos pueden tener un intervalo de
tamafio de particula que va desde lo atomico o molecular hasta tamafios medidos en
milimetros.

Es comin entonces clasificar los sistemas dispersos segun el tamafio promedio de las
particulas que los componen. En general se realiza una division en tres subsistemas
diferentes: a) dispersiones moleculares, b) dispersiones coloidales v ¢) dispersiones
pruesas. Los tamafios de estos sistemas vy algunas propiedades de los mismos son
mostrados en la tabla 1.2
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Tabla 1.2
Rango de
Dispersion tamafio de Caracteristicas del sistema Ejemplos
particula -
Particulas invisibles al microscopio : ;
Molecular < de 1.0 nm EloRmunon,: juedey pio & iivis ?:l?a::cslr[jisn::inﬂsmgmn:
; de ultrafiltros vy  membranas silist de I,
semipermeables DEHCER S SRR
WVisible al microscopio electronico. it v,
. Pueden pasar a través de filtro de .
Coloidal 1.0a0.5 um papel pefo no por membranas ﬁm naturales y
semipermeables. :
Particulas wvisibles al microscopio iﬁ;ﬁrx :: 4
Gruesa =de 0.5 um ORS00, Tick JISCCTH: DASK alravésdewmims de uso

filrps de papel o membranas
semipermeables.

farmacéutico, globulos

rojos,

Fuente: Martin, 1993

no s¢ pueden

enconirar limites claros enire una dispersion molecular v una coloidal o enire esta

Los hmites de tamafio son generalmente arbitrarios, basicamente

ultima y una gruesa.

Alpunos sistemas no pueden ser categonzados facilmente y quizas se los deba ubicar en
una cateporia de sistemas complejos. Ejemplo de esto son los sistemas de emulsiones
multiples (agua-aceite-agua, en donde pequeflas gotas de agua son dispersadas en
grandes potas de aceite que son a su vez dispersadas en una fase conlinua acuosa) y
suspensiones donde las particulas estan dispersas en una base emulsionada.

Por oira parte, los sistemas dispersos donde el iamafio de particula de la fase interna es
muy pequeiio (menos de |um) son [lamados sistemas coleidaies.

Es comun clasificar las dispersiones de tamafio coloidal en liofilicas o liofobicas segun
tengan afinidad o no con el solvente. Los sistemas liofilicos son muchos mis estables
que los liofobicos. Ademas de lo descnipto las dispersiones pueden ser clasificadas
como moleculares o micelares. En las dispersiones moleculares, como soluciones de
proteinas o polimeros, la fase dispersa esta compuesta por simples macromoléculas,



mientras que en los sistemas micelares (asociacion) la fase dispersa comprende muchas
moléculas asociadas formando un agregado ( supramolecular)..

La figura 1.1 esquematiza los tipos mas comunes de sistemas dispersos, reflejando de
manera simple algunas diferencias de tamafio y forma.

Wicroemulsien Emuision

Witk

Emulsicn muspls
Lipesoma

NN R el p]

Figura 1.1: Esquema de los tipos mas comunes de sistemas dispersos.

Los sistemas dispersos, en general son termodindmicamente inestables, especialmente
las dispersiones gruesas. Entre las estratepias mas utilizadas tendientes a estabilizar
estos sistemas se encuenira la incorporacion de agentes tensipactivos, los cuales

disminuyen la tension superficial entre las fases a ser dispersadas,
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De esta forma los agentes tensioactivos son sustancias utilizadas en un gran numero de
FF v sus caracteristicas de toxicidad, capacidad solubilizante v compatibilidad con otros
componentes de la formula deben ser temidos en cuenta.

1. Tensioactivos.

1.1 Definicion

[.as moléculas que se ubican en las interfases v que pueden cambiar las propiedades de
las mismas son denominadas agentes tensioactivos (AT) o simplemente tensioactivos.
Un termino muy utilizado para nombrar estos compuestos es la palabra surfactante, la
cual no aparece en muchos diccionarios. Esto no es solamente porque es un término
técmco, sino pnncipalmente por que es una contraccion de la frase en inglés surface
active agent.

Otra expresion altermativa es anfifilo, palabra que sugiere que estas moléculas tienen
cierta afinidad tanto por solventes o medios polares como apolares. Este
comportamiento es consecuencia de la estructura quimica de estos compuestos, que
poseen una parte de su estruciura de naiuraleza polar ¥ oira de naturaleza apolar. Ver
figura 1.2

Las membranas celulares estén compuestas poncipalmente por moléculas anfifilicas
autoagrepadas en bicapas donde los grupos hidrofilicos estan en la parte exterior de la
membrana, mientras que las porciones hidrofobicas se orientan hacia el interior.

El uso doméstico ¢s una importante aplicacion de estos compuestos, de todas maneras,
las aplicaciones industniales som inmensas, ¢ incluyen productos textiles, procesos
minerales, bioremediacién, pinturas, pesticidas, plisticos y  formulaciones
farmacéuticas.

Esto hace del uso de surfactantes una problematica mundial de dimensiones
importantes, a punto tal que por giemplo la Comumdad Europea (CE) posee un comité
de expertos en el area que se reune periddicamente para resolver y legislar sobre
problemas relacionados al uso de surfactantes en su terntonio,
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- NS

' Grupo Polar Cadana {alifaica) Agolar ‘

Figura 1.2: Modelo esquemitico de una molécula anfifilica

Dependiendo del mimero v naturaleza de los grupos polares vy apolares, ¢l surfactante
puede tener un efecto hidrofilico o hidrofobico, o también puede poseer caracteristicas
finales razonablemente balanceadas entre ambos perfiles. Por ejemplo, los alcoholes,
aminas v dcidos de cadena larga, son compuestos anfifilicos cuvas caracteristicas
cambian a medida que se incrementa la cadena alifaica; de una situacidn
predominantemente hidrofilica a una hidrofobica. Por lo tanto, el alcohol etilico es
miscible en agua en todas las proporciones, mientras que en el otro extremo, el alcohol
cetilico puede ser considerado una sustancia hidrofobica e insoluble en agua.

Las moléculas de naturaleza intermedia, tienen la propiedad de que sus grupos polares
son afines al entorno acuoso del solvente (agua), mientras que las pares apolares tienen
poca afinidad per el solvente, lo cual produce que el compuesto se ubigue en las
interfases

1.2 Propiedades

Un gjemplo clasico es la situacion de los acwdos grasos en mlerfases are/agua o
aceite/agua. Se puede observar que en la interfase aire/agua las cadenas lipofilicas estdn
en forma vertical hacia la fase aire, mieniras que en la interfase aceite/agua se
encuentran sobre la fase aceite. Debido a la orientacion en la imterfase aceite/agua, las
moléculas de surfactante forman un “puente”™ entre las dos fases, cambiando obviamente
las propiedades de la interfase (por ejemplo se pueden observar cambios en la tension
mterfacial). Como se dijo anteriormente la calidad y cantidad de grupos hidrofilicos o
lipofilicos determinan como se ubicaran las moléculas en la zona de contacto entre las
fases.
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Si la molécula es demasiado hidrofilica permanecera en el cuerpo de la fase acuosa v
no modificard de manera marcada la interfase. Del mismo modo, si la molécula del
surfactante es demasiado lipofilica, se disuelve completamente ¢én la fase oleosa sin
tener por lo tanto una ingerencia imporianie en la interfase.

1.3 Balance hidrofilico-lipofilico (BHL)

Griffin en el afto 1949 definid una escala arbitraria de valores que sirven para medir el
balance hidrofilico hpofilico {BHL) de surfactantes (Hiemenz, 1986). Por ejemplo los
Spans®, ésteres de sorbitan, son lipofilicos y tienen un BHL entre 1.8 v 8.6, Los
Tweens”, polioxietilen derivados de los Spans®, son hidrofilicos v tienen un alto valor
de BHL (9,6 - 16.7).

Por ejemplo, el BHL de un nimero importante de ésteres relacionados al gliceril
monoestearato, puede ser calculado utilizando la siguiente {drmula

BHL = 20 (1- S/A)

Donde S es el nimero de saponificacion del éster y A el indice de acidez del dcido graso
involucrado. En el caso del polioxietilen sorbitan monolaureato (Tween”™ 20) para el
cual S =455 vA = 276 ¢l BHL es:

BHL =10 (1- 45.5/276) = 16.7

Para aguellos materiales donde no es posible calcular un buen indice de sapomficacion
{ceras, derivados de la lanolina), se utiliza la siguiente frmula:

BHL=E+P
5

Donde E es el porcentaje en peso de las cadenas oxictileno v P el porcentaje en peso de
los grupos alcoholes polihidricos (por ejemplo glicerol, sorbitol) en la molécula
Finalmente, cuande la porcion hidrofilica del surfactante consiste solamente en grupos

oxietilenos, la ecuacion se convierte en:
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BHL = E/5
Donde E 5 nuevamente el peso porcentual de los grupos etilenddos,
De todas maneras para surfactantes idnicos, compuestos con grupos propilendxido,
nitrégeno, etc. v para muchos emulsificantes de origen natural, puede ser usado el
método original de Griffin de preparacion y observacion de una serie de emulsiones.
Los valores de algunos anfifilos comimmente usados son mostrados en la tabla 1.3,

Tabla 1.3: algunos surfactantes y sus BHL

Surfactante BHL
Acido oleico |
Monoestearato de glicerilo ER.
Monooleato de sorbitan (Span 80) 4.3
Monolaureato de sorbitan (Span 20) B.6
Oleato de trietanolamina 12
Polioxietilen monooleato de sorbitan (Tween 80) 15
Polioxietilen monolaureato de sorbitan ( Tween 20) 16.7
Dleato de sodio 180
Launl sulfato de sodio 40

Se caleularon los valores BHL de varios surfactantes separando las contribuciones de

cada parte de la molécula, asignando un midmero de griupo (N,
La sumatoria de los respectivos Np; para un surfactante en particular permite calcular su
BHL siguiendo la siguiente ecuacion:
BHL = E (N hidrofilicos) - £ (Vg lipofilicos) + 7
Algunos Mz son mostrados en la tabla 1.4, Usando los datos de esta tabla se puede

calcular el BHL del lauril sulfato de sodio:
BHL =38.7 - (0475 x 12) +7 = 40.0

Este resultado concuerda con el de la wabla 1.3,

10
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Tabla 1.4: Ng para grupos polares y apolares

Grupos hidrofilicos Ng
-S04 Na' 38.7
COONa" 19.1
Ester {anillo sorbitan) 6.8
Ester (libre) 2.4
Hidroxilo (libre) 1.9
Hidroxilo (anillo sorbitan) 0.5
Grupos lipofilicos

-CH- =

-CH;- 0.475
-CH;

=CH-

1.4 Tipos de tensioactivos.

Como va se ha descripto, los AT son aquellas moléculas que se ubican en las diferentes
interfases, esto es posible gracias a su estructura quimica, donde se observa la presencia
de una porcitn de naturaleza polar (hidrofilica) v otra apolar (hidrofébica). En general
la parte apolar es una o dos cadenas alquilicas, mientras que la porcion polar es de
naturaleza mucho mas vanable,

Generalmente los AT utiizados en formulaciones farmacéuticas se clasifican en
funcion de (o en base a) su estructura quimica. Basicamente se tiene en cuenta la
naturaleza de su porcion polar ya que la parte apolar esta generalmente formada por
grupos alquilo o arile. Los grupos polares pueden ser: a) anidnicos, b) catidnicos, )
anfotéricos, v d) no ionicos, estos dltimos son muy utilizados en el disefio de

formulaciones farmaceéuticas.

Tensivactives anidnicos:

Los mas usados en este grupo son aquellos que conbienen grupos carboxilato, sulfonato
v sulfato. Aquellos que contienen el grupo carboxilato son los denominados jabones, los
cuales se preparan generalmente por saponificacion de glicéridos naturales de écidos
grasos en soluciones alcalinas. Los caliones mas comunes que Se asocian a estos
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jabones son: sodio, potasio, amonio, trictanolamina, mientras que el largo de cadena de
los acidos grasos va de 12 a |8 atomos de carbono,

Tensipactivos catidnicos:

Muchos AT catiomicos de cadena larga, como las sales de amonio cuaternano, son
utilizados cominmente como tensioactivos disuelios en agua, pero su uso en
preparaciones farmacéuticas se restninge generalmente a la de conservadores
antimicrobianos vy no a la de apentes tensioactivos, debido a que los cationes se
absorben muy facilmente en estructuras de la membrana celular en forma inespecifica
provocando por tanto lisis celular, lo mismo que los agenies anionicos, pero en esie caso
en menor grado. Por este mecanismo actian destruyendo bactenias v hongos.

Tensioactives anfotéricos:

El grupe principal de moléculas de esta categoria es el que contiene grupos carboxilato
o fosfato como anidn, y grupos amino o amonio como cation. Desde el punto de vista de
la actividad tensioactiva tiene comportamientos intermedios entre 10nicos ¥ no- 10NICOS.

Tensioactives no idnicos:

Representan el grupo de AT mas utilizados en sistemas farmacéuticos debido a sus
ventajas en cuanto a compatibilidad, estabibidad v towcidad. Ademas es comun
dividirlos en aquellos que son relabvamente insolubles en agua v aquellos gue son
totalmente solubles.

El primer grupo esta compuesto principalmente por los acidos grasos de cadena larga v
sus derivados insolubles en agua. Estos incluyen: 1) alcoholes grasos como los laurnl,
cetil (16 dtomos de carbono) v estearil alcoholes; 2) ésteres del glicerilo como los
monoglicéridos, diglicéndos v triglicéndos naturales v 3) ésteres de acidos grasos de
alcoholes grasos y otros alcoholes como proplenghcol, pohetilengheol, sorbitan,
sacarosa y colesterol.

Para aumentar la hidrosolubilidad de estos v para formar el segundo grupo, se afaden
grupos polioxietilenos mediante una unidn éter con uno de sus grupos alcoholicos.

12
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2. Utilizaciin de surfactantes en tecnologia farmacéutica.

Los AT conforman uno de los grupos més importantes de excipientes auxiliares
utilizados en diferentes formas farmacéuticas (Wade and Weller, 1994). Los AT tienen
la propiedad de ubicarse en las interfases (liquido-liquido, liguido-sélido, liguido-gas) o
formar diferentes tipos de agregados supramoleculares en solucion, de alli su gran
utilidad en tecnologia farmacéutica.

El avance en el desarrollo de sistemas conteniendo AT ha consolidado varias dreas bien
definidas (Banker and Rodees, 1990), asi a los sistemas clisicos:

- Sisternas micelares o coloides de asociacion (asociaciones supramoleculares de AT).
« Suspensioncs (AT en interfase sohido-liqguido).
. Emulsiones (AT en interfase liquido-liquido).

s han incorporado nuevos sistemas constituidos por:

. Liposomas (vesiculas lamelares de AT (fosfolipidos)).
«  Niosomas (vesiculas lamelares de AT no idnicos).
«  Microemulsiones (AT en interfase liguido-ligudo).

Por otra parte, «¢stos compuestos tienen aphcaciones bien defimidas en formas
farmacéuticas solidas como comprimidos, cipsulas y supositorios, con el fin de mejorar
la disolucion de principios activos poco solubles ¢ hidrofébicos, a través de un aumento
de 1z humectabilidad de estos compuestos en medio acuoso.

3. Una nueva familia de surfactantes

En la presente tesis se trabajo con una nueva serie de compuestos denvados del acido
ascorbico (vitarmna C). El prototipo fue el palmitato de ascorbilo, 6-0-hexadecanoato
de ascorbilo (Asce), figura 1.3.

13
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Figura 1.3; 6-O-hexadecanoato de ascorbilo (Ascis)

Este compuesto fue sintetizado con el objeto de aumentar la lipofilicidad de la vitamina
C v extender sus propiedades antioxidantes a sistemas lipidicos (Wade and Weller,
1994) Si bien la estructura de la molécula presenta una porcidn polar (dcido ascorbico)
v una porcion apolar (cadena alifitica), la baja solubilidad del compuesto limita sus
propiedades tensioactivas.

Los ésteres del acido ascorbico (salvo el de cadena més corta, octanoato de ascorbilo)
son insolubles en agua a temperatura ambiente. Cuando se los calienta por encima de
una temperatura especifica para cada denivado, la solubilidad aumenta hasta alcanzar la
concentracion micelar critica. El enfriamiento del sistema no trae apargjado la
precipitacion del derivado sino la formacion de las estructuras supramoleculares con
caracteristicas de cristal liquido denominadas coageles (Kohler y cols., 1988),

Los coageles son estructuras supramoleculares que forman cierios agentes tensioactivos
v que no han sido descriptas, mi estudiadas en sistemas farmacéuticos.

El estudio de estas estructuras y su potencial aplicacién en SPD), es la tematica principal
de este trabajo.

Asimismo se explora la obtencion de derivados mas solubles (sales) a los fines de
evaluar la utilidad de estos compuestos en FF liguidas.

14



Capitule 2

Capitulo 2
Obtencion de los derivados

1. Introduecidn.

Como se menciond anteriormente, se seleccionaron como compuestos a estudiar,
algunos derivados del acido ascorbico, esterificados en posicion C6, con cadenas
alquilicas.

En la figura 2.1 se muestra la estructura quimica del palmitato de ascorbilo (Asc.). Este
compuesto fue clegido como prototipo. Como se vera mas adelante, haciendo uso de
las propiedades acido base de Ascis se obtuvo en nuestro laboratorio la sal sodica de
este derivado (AscisNa).
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En la figura 2.2 se presenta un esquema donde se puede apreciar la estructura quimica
de los otros derivados estudiados que fueron obtenidos en colaboracion con el grupo de
trabajo del Dr. Pierandrea Lo Nostro, de la Universidad de Firenze, Italia

Figura 2.1; Palmitato de ascorbilo (Ascg)

O
o—lr
l'I,.-n""". R= !_CH;}!.'CH]-

X Ay n nih.'].'l:;'iiihlrl

H—+—0OH 6 Asc 8 Ascy

(8] 0 8 Asc 10 Asecyg

9 Asc 11 Asey

12 Asc 14 Aseyy

HO H 14 Asc 16 Aserg

Figura 2.2: Ascorbil derivados (Asc,)
1.1 Asc,

El més representativo de esta serie de compuestos es el Palmitato de Ascorbilo (Ascs).
Este derivado fue preparado con la finalidad de aprovechar las propiedades
antioxidantes del acido ascorbico en sistemas lipidicos (Lo Nostro, 1997). El Asc; se
utiliza solo o en combinacién con Vitamina E como estabilizante (antboxidante) para
aceites en productos farmacéuticos v alimenticios; y es esencialmente no toxico y no
irritante { Wade and Weller, 1994). La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) estima
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como aceplable una ingesta diaria de Asc; de 1.25 mg/ kg de peso corporal. Por otra
parte las dosis letales 50 son:
D15 (ratom - oral): 25g / kg DLsy (rata — oral): 10g / kg

Aungue hipotéhicamente podrian ser atribuidas propiedades tensioactivas a esta
molécula debvdo a la presencia de un grupo polar v ofro apolar en su estructura quimica,
su utilizacidn como tal no ha sido explorada.

De todas maneras, su baja solubilidad en agua limita la capacidad de formar agregados
supramoleculares (ej: micelas). Este compuesto fue onginalmente tomado como
prototipo sobre el cual realizar modificaciones estructurales para aumentar su
hidrofilicidad.

Por este motivo y teniendo en cuenta que los Asc, tienen la capacidad de formar sales,
de acuerdo al siguiente esquema (figura 2.3);

CH0- CO-R T“ED'E""'H
H_ll:—u:u H— G —0OH
0 a — o = + H
H H
HZ ©OH O OH

Figura 2.3: Esquema de disociacidn dcido-base,

Se realizaron las siguientes derivatizaciones:

a) Obtencién de sales del Ascy; Se obtuvieron sales de Ma, K, NH" v
irietanolamina, pero solo la primera de este grupo fue ublizada posteriormente,
{AscisMNa). La sal sodica de Ascys, fue obtenida en estado solido por dos vias diferentes
v caractenzada (ver proximas secciones).

Las pnmeras determinaciones de selubilidad para este compuesto arrojaron resultados
interesantes. AsciMNa presentaba un cambio abrupto de solubilidad dependiendo de las
pequedias varaciones de la temperatura ambiente.

La explicacion para este fendmeno se basa eén la baja solubihdad de algunos
surfaciantes, la cual impide alcanzar las concentraciones criticas de agregacion. Cuando
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la temperatura aumenta, la solubilidad hace lo propio hasta un punto donde la
solubilidad del AT alcanza la CMC. Este punio es llamado Temperatura Micelar
Critica (TMC) o Krafft Point (Kp).

Die este modo, se determind experimentalmente este fendmeno, observandose una TMC
para AscigMa de 26,5 °C,

Por otra parte como era de esperar, la estabilidad de AscisNa, es mucho menor que la
forma #cida. En este contexto, la estrategia para obtener derivados mas solubles debio
ser orientada hacia la obtencion de denvados de cadena mas corta. (Palma v cols.,
2002")

b) Sintesis de derivados de cadena mis corta.

Para obtener los denvados de la cadena mas corta se decidié comenzar una sene de
estudios multidisciplinanos con el Departamento de Quimica, de la Umiversidad de
Firenze, lialia, mas precisamente en el grupo de trabajo del Dr. Pierandrea Lo Nostro,
Este tesista wvisitd en el afo 2001, ¢l grupe mencionado, comenzando una sene de
trabajos en comin que tuvieron su punto de partida en la sintesis de los Asc,: Asca,
Ascyy, Ascip v Ascyy (Capuzzi y cols., 1997).

¢) Sintesis de Ase),

Posteriormente  se comenzaron a estodiar las propiedades de los denvados, esto se
describe con precision en los capitulos 3 y 4.

Ascy; fue sintetnzado a los fines de evaluar con mds detalle el comportamiento de
agregacion y reologico de los derivados, ya que se observaron estructuras diferentes
para derivados de cadena corta (n £ 10) comparativamente a los derivados de mayor
PM (n> 12) (Palma y cols., 2002%; capitulo 4, Coagefes).

2.  Obtencitn de los Derivados

2.1 Obtencitn de Ascis-Na

La sal sodica del hexadecanoato de ascorbilo fue obtenida por dos vias diferentes;
Precipitacion en etanol: Una cantidad exactamente pesada de Asc;: es disuelta en
etanol bajo constante burbweo con N;, Posteriormente se agrega una solucién acuosa de
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bicarbonato de sodio (NaHCO:) en una cannidad estequiometrica. Precipita entonces
AscisNa como un solido blanco, el cual es filtrado v secado hasta peso constante.
Liofilizacion: En este caso s¢ suspende una canbdad exactamente pesada de Ascis en
agua, para leego agregar, bajo constante agitacidn magnética, una cantidad
equimolecular de NaHCOs, Postenormente se eleva la temperatura por encima de la
TMC (26,5 °C), obteniéndose una solucién clara v homogénea Esta solucidn es
congelada vy posteriormente liofilizada

En ambos casos el solido obtemido se coloca en envases color ambar v los mismos son

sellados en atmosfera de Na.

2.2 Sintesis de 6-0-alquil derivados de dcide ascorbico (derivados de cadena mas
corta)

Los 6-0-ascorbil derivados (ésteres) pueden ser obtenidos por reaccion de un dcido
carboxilico (acido graso) sobre el grupe hidroxile primario hgado al Cé del acido
ascorbico.

La reaccion necesita de catalisis dcida con acido sulfunico concentrado. Los datos de la
literatura  indican que, en las condiciones empleadas, los hidroxilos secundarios en
posicion C3 no sufren estenficacion.

Fueron sintetizados los derivados del acido ascorbico con dcido octanoico, acido
decanoico, dcido dodecanoico v dcido 1etradecanoico, siguiendo un Unico proceso
sintético.

2.2.1 Sintesis:

En un balon de dos litros se colocan 300 ml de H:50y concentradoe al 96%. El oxigeno
disuelto se elimina burbujeando N: bajo agitacion constante durante 30 minutos a
temperatura ambiente.

Posteriormente se agrega con cuidado, 75 milimoles del acido ascorbico v 75 milimoles
del acido carboxilico. Sobre el balén se coloca un tubo de CaCly, v la solucion se
mantiene bajo agitacion por 16 horas en atmosfera mnerte.

Transcurrido este lapso de tiempo, se obtienc un liguido marron que se coloca en un
beaker de 2 hitros en un bafio de hiclo. Rapidamente s¢ forma unma suspension
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blanguecina que se filtra v postenormente se procede a hacer una extraccion con eter
etilico al menos tres veces.

Una vez terminada la extraccion, la fase orginica se lava con agua destilada para
eliminar el exceso de dcido y todas las sustancias solubles en agua. Posteriormente se
deseca con sulfato de sodio anhidro. Luego se filtra para eliminar el sulfato y se evapora
el solvente a presion reducida obteniendo un solido blanco-amanillo.

Este solido es redisuelto en eter y tratado con carbdn activado. La suspension es ahora
filtrada a presién atmosférica v el solvente eliminado a presion reducida.

El solido obtenido se recristaliza en éter etilico v éter de petraleo,

El rendimiento promedio de las diferentes sintesis fue de 66%.

Tabla 2.1: ejemplo de las cantidades utilizadas para la sintesis de los Asc,

Reactivos Peso (g)
Acido octanoico 10.8
Acido decanoico 12.9
Acido dodecanoico 15.0
Acido ascorbico 13.21

2.2.2 Caracterizaciin de los derivados obtenidos

2,2.2.1 Puntos de fusién de Asc, (recristalizades) (tabla 2 2)

Tabla 2.2

n FPto. Fusion (*C)
8 87.0-880
10 96.0 - 98.0
12 1055 - 106.5
14 108.0 - 109.0
16 113.0 - 114.0

16-Na Desc, 134-136
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2.2.2.2 TLC (cromatografia en placa fina)

Solvente de desarrollo: 20 cm3 acetato di etilo + 3 gotas de acido acético.
Rf del Ascorbil octancato (Ascl) = 6.5 (mancha simple).

Rf del Ascorbil decanoato (Ascl10) = 6.5 (mancha simple),

Rf del Ascorbil dodecancato (Ascl2) = 6.2 (mancha simple).

Rf del Ascorbil tetradecanoato (Ascl4) = 6.1 (mancha simple).

2.2.2.3 Aniilisis elemental

 Tebrieo Experimental
Ascy

C 5562 5538
H 7.34 1.30
0 3704 3732
Ascin

C 5817 57.52
H 7.93 1.84
& 3390 3464
Ascyy

60,32 60.15
H 8.44 8.52
O 31.24 31.33

2.2.2.4 RMN (5, ppm, DMSO-d;):
0,854 (triplete, CHa),:1.23 (-CHa-d¢ Ta cadena alifitica) 153 (triplete, CHa): 2,31
(triplete, CH;): 4.04 —4,06 (muitiplete, 0-CH;-CH): 4,67 (simplete, CH);. 8.40 {C;-OH);
11,11 {C-0H),

2.2.25 UviVis.: (Agay, nm, CH;-CN); 236 (A, nm, CH3-CH;-OH); 265

2.2.2.6 IR (KBr, cm™): 3400-300, 2918, 2849, 1742, 1690, 1472, 1292, 1179, 1115,
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3. Propiedades fisicoquimicas de AsecNa

Dehido a que AscisNa es un denvado de Ascis que no ha sido descripto, se considend
interesante determinar diferentes propiedades fisicoquimicas que nos permitiera conocer
algunos factores que pueden ser relevantes a la hora de utilizar estos compuesios como
tensioactivos. Los resultados obtenidos podrian ser extrapolados a otros denvados con
diferente largo de cadena.

De esta forma, se considerd innecesario realizar estos ensayos al resto de los denvados,
ya que se presumid mas importante su caracterizacion como agentes tensioactivos y su
aplicabilidad en tecnologia farmacéutica.

3.1 Caracteristicas Acido-base (Potenciometria diferencial de barrido, FDRB)

La PDB es una metodologia analitica desarrollada en nuestro grupo de investigacion
(Manzo and Luna, 1986). Las caracteristicas de la técnica son especificadas en el anexo
2, metodologias analificas.

La determinacion por potenciometria diferencial de barnido (PDB) se realizd sobre una
muesira solida de AscisNa (3,69 mg) e indica (figura 2.4} que la muestra corresponde a
un compuesto basico sin impurezas acidas corroborando la estructura quimica de la sal.
For otra parte la determinacion cuantitativa dio como resultado un 92 % de grupos
titulables, resultado que es consistente con la posible existencia de un solvate. Esta
hipotesis se sustenta también en los resultados obtenidos aplicando las técnicas de
analisis térmico {ver punto 3.4).

ApH
o “ B

Figura 2.4: Tiulacidn por PDB de Asc Ma.
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3.2 Solubilidad de Ascys en funcién del pH

Se determind la solubilidad de Asci; en funcion del pH Se observa un perfil
caracteristico para un dcido débil muy poco soluble en agua (pKa = 4.17) que por
reaccion dcido-base genera una sal de mayor solubilidad,

Esta determinacion es importante para poder entender que los derivados en forma de
acido tienen un comportamiento dependiente del pH del medio. Esto es fundamental
para poder establecer cnterios en este aspecto a la hora de evaluar las potenciales
aplicaciones en formulaciones farmacéuticas,
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Figura 2.5: Solubilidad de Ascy; en funcion del pH. El grifico pequefio representa la misma
determinacion pero a diferente escala
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3.3 Estabilidad de AseiNa

3.3.1 Degradaciin de AscicNa

Soluciones de AscisMa (1%; 0,021 M) fueron colocadas en ampollas herméticas y
envases no herméticos. Como conservante se agregd bisulfito de sodio en una
concentracion de 23 mM. A diferentes tempos se tomaron mediciones
espectrofotométricas a 265 nm utilizando un espectrofotometro Shimadeau  UV-VIS.
Todos los ensavos se reahizaron a temperatura ambiente,

Las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

En la figura 2.6 a) se observan los resultados obtenidos, para los sistemas con ¥ sin
bisulfito, tanto en envases herméticos (ampollas) como en aguellos gue no los son. Por
otra parie en la figura 2.6 b) se describe la cinética de degradacion de Asci:Na en
presencia de bisulfito de sodio,
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Figura 2.6; a) degradacion de AscisMa en diferentes condiciones, b) cinética de degradacitn de
Asc,,Na en presencia de bisulfito de sodio,

Como era de esperar el comportamiento de AscisMNa es similar al de la sal sodica del
acido ascorbico (AscNa) La cinétca de degradacion de la witamina C esta
estrechamente ligada al pH. A medida que el pH aumenta, la estabilidad disminuye de
manera marcada. Vale decir, el hecho de salificar el palmitato de ascorbilo disminuye
notablemente su estabilidad. De todos modos, el agregado de un agente antioxidante
(bisulfito de sodie) aumenta la estabilidad de las soluciones como se ve en la figura 2.6
(a,b). Después de un tiempo relativamente corto donde se verifica una degradacion
inicial con una cinética de primer orden, la velocidad de degradacidn se wvuelve
relativamente constante. Mas alld de los pnimeros 20 dias, las comelacion  entre la
concentracidn de Asc)sNa versus tiempo tiene una constante de orden cero (0,045%/dia)
v un intercepto de 94%, lo cual indica una rapida degradacidn imicial.

3.4 Anslisis Térmico (Asc;Na)

Los estudios a través de andlisis térmico fueron realizados con dos objetivos
principales: a) comparar los perfiles de Ascy, v AscizMNa, para confirmar la obtencion de
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la sal sodica en ausencia de impurezas dcidas v b) corroborar la posible existencia de un
solvato de acuerdo a lo obtenido por PDB (ver punto 3.1).

La calonmetria diferencial de bamido (DSC) y la termogravimetria (TG) fueron
realizadas bajo atmosfera de nitrogeno, utilizando portamuestras (pans) de alumimio
cerrados (no herméticos). La rampa de calentamiento fue de 10°C/min

Se wtilizé el siguiente equipamiento: DSC 2920 Modulated y TGA 2950 HI-RES,
ambos de TA instruments.

En el analisis térmico (DSC-TG) de Ase,.Na obtenido por precipitacion se observo, al
comienzo de la corrida (aproximadamente 40°C), una pérdida de peso correspondiente a
la formula Asc sNa.C;H;OH (ver figura 2.7), por otra parte, para el compuesto obtenido
por liofilizacion desde una solucidn acuosa se observd una pérdida de peso que se
corresponde con la formacidn de un hidrato (1:1) {ver figura 2.8). Cabe destacar que por
esta misma metodologia pudo observarse que las muestras de AscisMNa no presentan la
endoterma commespondiente a la fusion de  Ascy (113°C), confirmando la pureza de [a
sal Todas las muestras fueron almacenadas bajo atmodsfera de nitrdgeno mostrando una
estabilidad satisfactoria,

Ascti8-Na [pracipitacién)|
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Figura 2.7: DSC y TG de Ase, Na obtenida por precipitacian.
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Figura 2.8: DSC v TG de Asc)sMNa obtenida por liofilizacion,

1.5 Isoterma de compresion

Las areas moleculares v los comportamientos de fase de monocapas insolubles de Ascs
v Ascys fueron determinadas y reportadas en la literatura (Lo Nostro v cols., 1997,
Capuzz v cols., 1996")

Obtener estos datos cobran importancia 2 la hora de predecir los posibles arreglos
estructurales gue los compueestos anfifilicos pueden tener, v esto esta estrechamente
relacionado con la geometria de la molécula. Un analisis mas exhaustivo de esto se hace
en el capitulo 4, Coageles Se decidid entonces evaluar a través de una isoterma de
compresion el comportamiento de una monocapa de Asci;MNa en la interfase agua-aire.
De la extrapolacion de la tangente en la region mas condensada de la isoferma se
obticne ¢l drea por molécula de AscigNa (21,5 f-"mulécula}. Como ya s¢ menciond,
este dato adquiere utilidad en caso de intentar predecir las geometrias potenciales que
podrian tener los agregados de AscisMNa.

Para la isoterma de compresidn se prepard una solucion de la sal sodica en cloroformo-
metanol (1-1) v se dispers)d sobre 1a superficie de agua bidestilada (lermostatizada a 21
£ 0,5°C) usando una microjeringa, La instrumentacion v la metodologia utilizada estin
descriptas en bibliografia (Penllo y cols, 1994). Este experimento se realizd en el
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(Obtencidn de los Asca

departamento de Quimica Biologica, Facultad de Ciencias Quimicas, UNC, en el
leboratorio del Dr. Bruno Maggio).

La descripcion tedrica de la técnica se encuentra en el anexo 11, metodologias analiticas,
v la isoterma es observada en la figura 2.9.

T -

ua o
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LU

surfsce prssure, £ (miim)

L] 10 '2¢ 30 40 S8 w0 TFO AQ e@ w0 1@

imilecular wren, A (A% mndec)

Figura 2.9; [soterma de compresion para AseNa (21 + 0,5°C). Linea completa: compresion;
Linea de puntos {descompresion), {Palma v cols,. 2002")

4. Conclusiones generales del capitulo

La estrategia de sintetizar sales de Asc, puede ser una alternativa viable para obtener
derivados mas solubles v factibles de ser manipulados a T° ambeente desde el punto de
vista farmacéutico ( dispersiones micelares),

AscigNa mostrd una TMC de 265 °C. Esta disminucion de Kp permitio obtener
dispersiones micelares de este compuesto a T° < 30°C.

Sin embargo la sal sodica de Ascis es mucho menos estable que la forma dcida. Esta
caracteristica haria casi imposible la formulacion de este sistema sin el agregado de una
agente estabilizante (bisulfito de sodio).

En funcién de lo expuesto, se establecio la necesidad de obtener nuevos denivados de
cadena mas corta, con la consccuente vanacion de su TMC y la posibilidad de
utilizarlos en forma de acido.
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Capitulo 3

Propiedades de agregacion

1. Introduccidin

Las propiedades de los AT hacen posible su agregacion supramolecular dependiendo de
diversos factores entre los que se pueden contar, €l medio, la concentracion, la
temperatura, entre otros. Poder determinar estas propiedades vy relacionarlas con las
potenciales aplicaciones de estas moleculas es sin duda uno de los principales objetivos
del estudio de nuevos denivados con potencial actividad surfactante.

En las interfases (liquido-liquido), para un sistema en equilibrio, la concentracion
relativa en cada fase (acuosa — oleosa) puede depender del balance entre los grupos
hidrofdbicos e hidrofilicos que posee la molécula. Es obvio que el estado de minima
energia seria aquel en donde ¢l surfactante se ubique en las interfases de tal manera que
los grupos polares permanezcan en la fase acuosa v las cadenas hidrofobicas en la fase
oleosa. Cuando la concentracion AT es alta existen una gran cantidad de moléculas
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adyacentes en la interfase que en esencia se ubican en forma paralela una de otra, sin
embargo, el ordenamiento y agregacion de estas moléculas, tanto en interfases como en
medios acunsos, Son procesos complejos,

Uno de los parametros mds imporianies a tener en cuenia cuando se estudian las
propiedades de los compuesios anfifilicos, ademds de la habilidad que poseen de
ubicarse en la imterfase, es la tendencia a awfoagregarse. Cuando los surfactantes se
empaguetan  juntos en la interfase para formar monocapas, no  actian
independientemente, En efecto, s un  sistema altamente dindmico, con moléculas que
difunden desde ¥ hacia la interfase en una escala ripida de tiempo, existiendo una
interaccion entre diferentes moléculas vecinas

Asi como los surfactanies se ubican en las interfases, pueden también avloagregarse en
apgua produciendo una importante variedad de estructuras, siempre v cuando se supere
un range especifico de concentraciones. Estas estructuras incluyen, micelas (que
pueden tener diferentes formas: esferas, discos y cilindros), vesiculas, liposomas,
bicapas, etc. A altas concentraciones, algunos surfactantes forman eventualmente una
fase homogénea conocida como mesofase o cristal liguwdo. En estas mesofases las
moléculas de los surfactantes se autoensamblan denire de vanas geometrias posibles,
pero dos de ellas son las mds comunes, las lamelas, que consisten en estructuras
paralelas formadas por bicapas de surfactante y la fase hexagonal, donde agregados
cilindricos o esféricos se empaquetan hexagonalmente unos a otros.

Las estructuras supramoleculares son dindmicas por naturaleza. Las moléculas de
surfactante estin constantemente “entrando”™ v “saliendo™ de los diferentes sistemas en
una escala de tiempo que puede ser tan ripida como microsegundos.

En segundo lugar v claramente relacionado con lo anterior, las diferencias de energia
entre los distintos tipos de agregados son bastante pequefias, La consecuencia directa de
esto es que un agregado puede transformarse rapidamente en otro tipo de estroctura
simplemente por un pequefio cambio en las condiciones, tales como, temperatura,
concentracion, pH o fuerza iomica. Incluso cuando una fase oleosa es incorporada al
sislema como tercer componente, puede producirse espontineamente la formacion de
una microemulsion (O/W o W/0). Este fendmeno es actualmente utilizado en sistemas

farmacéuticos.
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Otro fepdmeno importante a considerar cuando sec habla de las propiedades de
agregacion de surfactantes s ¢l efecte hidrofdbice. La energia libre estandar (AG")
para la transferencia de una molécula hidrocarbonada desde una fase oleosa a una fase
acuosa es positiva y de un valor absoluto relativamente alto, reflejando su baja afimdad
por ¢l medio acuoso. Un comportamiento similar puede esperarse para las cadenas
hidrocarbonadas de los surfactantes. En la figura 3.1 puede observarse ¢l efecto sobre
los AG® debido a la transferencia de alcanos, alcanoles y acidos de alcanos desde una
fase no acuosa a una acupsa. Las rectas del grafico indican la relacion que se muestra
en la tabla 3.1 entre ¢l AG® de transferencia de fase y el largo de la cadena alquilica.

Figura 3.1: Variacién de la energia libve para la transferencia de alcanos, alcanoles y acidos de
alcanos desde una fase no aceosa a una acvosa en funcion ded largo de la cadena alquilica. @ n-
alcanos, & n-alcanoles, W n- alcancos dcidos {Gelbart v cols., 19947,

Tabla 3. 1:AG® de transferencia de fase.

Compuesios AG® | kI mol” Referencia
n- alcanos 129+ 330n  McAulife, 1966
n- alcanoles =372+ 344n  Kinoshita y cols., 1958

n- alcanos acidos 3014337 Goodman, 1858

El incremento negativo del intercepto { a n=0) refleja el incremento de polaridad
(hudrofilicidad) de las cabezas polares de los compuestos -H, -OH, y -COOH. Cada
grupo metileno agrega una cantidad constante de hidrofobicidad a la molécula, lo cual
s ve reflejado en el valor constante de la pendiente (3.4 KJ mol ™),
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Para los propositos de este capitulo, el valor citado de 3.4 KJ mol”! puede relacionarse
de una manera muy simple. Se puede considerar la transferencia del prupo —CH; desde
el entorno hidrofobico a uno acuose como la creacion de una interfase adicional
agua'fase hidrocarbonada, Por cierto el AG® de esta interfase puede ser asumido como
la tension interfacial entre el n-alcano liquido vy el agua, que tiene un valor aproximado a
50 mNm™' o mJ m™. La cadena hidrocarbonada del alcano se extiende aproximadamente
0,125 nm por cada CH: v ademds el valor del volumen molar de un grupo metileno
aislado en un alcano liguido es de aproximadamente 16 cm’. Por otra parte la interfase
agua/fase hidrocarbonada adicional por metileno puede estimase en 0,20 fm’,

De este modo el AG®/mol requerido para crear esta drea puede calcularse de la siguiente
MANEra;

0.20x 107" x 50 x 107 x 6 x 10° ] mol™

El valor obtenido es 6 KJ mol ', el cual es mayor al discutido previamente de 3,14 KJ
mol”! pero tiene el mismo orden de magnitud.

Independientemente de todo lo descnpto, quizas el proceso mas estudiado al menos
desde el punto de vista de las aplicaciones farmacéuticas de los surfactanles, es el
fendmeno de micelizacion el cual se descnbira a continuacion,

1.1 Concentracion Micelar Critica (CMC)

1.1.1 Concepto Basicos

Cuando un AT se encuentra en un medio liguido acuoso a baja concentracion, este se
encuentra como una entidad separada (mondmern) vy con un tamafio sub-coloidal

A medida que la concentracidn aumenta, las moléculas se ubican en la interfase. A
determinada concentracion, ¢l exceso de surfactanie produce una autoagregacion dando
lugar a la formacion de agregados supramoleculares, cuvas formas y dimensiones
dependen del tipo de surfactante. Los agregados mas sencillos, que pucden cstar
comprendidos por 50 mondmeros, son cominmente denominados micelas. Un esquema
de estas entidades se observa en la figura 3.2.
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Figura 3.2: Esquemarizacion de una micela.

En forma general se puede decir que un tamafio promedio de una de estas entidades
seria 50 A. La concentracion o el rango de concentracion de monomeros a partir del
cual comienza la formacion de agregados se denomina de manerm  general
Concentracign Micelar Critica (CMC). El nimero de monémeros que integran una
micela es conocido como Numero de Agrepacidn,

El fenomeno de agregacion en micelas puede describirse de la siguiente mancra,  Antes
de la CMC, los monomeros del anfifilo se ubican en las interfases, principalmente en
aquella aire-agua, y en el seno del solvente, Cuando tanto las interfases v la fase bulk se
encugniran saturadas, se alcanza la CMC, por lo tanto superada esta concentracion los
mMonGmeros que se incorporan al sistema se agregan en forma micelar, disminuyendo
por ende la energia libre del sistemaVale destacar, por ejemplo, que la tension
superficial del sistema permanece esencialmente constante después de la CMC, lo que
confirma el hecho que las interfases se encuentran saturadas,

Es impornante aclarar que cuando la fase dispersante del sistema es agua, las cadenas o
porciones apolares del anfifilo se ubican hacia el intenor del agregado supramolecular,
formando en efecto un entorno hidrofibico, Alrededor de este enfornoe se encuentran las
porciones polares del sistema que estdn en contacto con la parte acuosa, formando una
fase continua. D¢l mismo modo, la agregacion de los compuestos anfifilicos puede
ocurrir en sistemas de baja polaridad, con la onentacidn de los agregados de manera
inversa. Este fendmeno se esquematiza en la figura 3.5.
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Figura 3.3: Orentacidn de las moléculas del AT sepin el medio

Las micelas pueden formarse a concentraciones relativamente bajas de surfactante. A
altas concentraciones se¢ forman agregados de diversa forma y tamafio, que pueden
coexistir con micelas esféricas.

1.1.2 Modelos Clisicos en la Formacion Micelar
En la literatura, exisien dos modelos primarios que explican la formacion de micelas,
ambos han ganado aceptacion vy utilidad con el comer del tiempo. Las dos
aproximaciones son a) medele de accion de masas, en donde la interrelacion entre las
micelas v las especies monomeénicas s considerada una clase de equilibrio quimico, v &)
&l modelo de separacidn de fases, en donde las micelas son consideradas como una
nueva fase que se forma en el sistema por encima de la CMC. En ambos casos las
aproximaciones de la termodindmica clasica son usadas para desenbir el proceso de
micehzacion en su conjunto.
En el modelo de accion de masas, se asume que existe un equilibrio entre el surfaciante
monomeérico ¥ los agregados supramoleculares. Por ejemplo para el caso de surfactantes
na ionicos, el equilibrio monomero-micela puede escribirse como:
nS ++ 8,

con la correspondiente constante de equilibno, K

Ku = [Sal / [S]"
donde los corchetes indican la concentracion molar v n es el nimero de monomeros en
la micela (nimero de agregacidn).
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Una posibilidad alternativa de explicar los fendémenos de micelizacion, es pensar en
términos de una separacion de fases, en donde en la CMC, la concentracion de
surfactante como monomero, permanece constante (de manera similar a un limite de
solubilidad, K., mientras que las nuevas moléculas incorporadas al sistema
contribuyen a la formacidn de micelas

La utilizacién de una u otra feoria puede dar lugar a interpretaciones muy similares.

1.1.3 Métodos para Ia Determinacion de la CMC

En principio cualquier propiedad fisica ilustrada en la figura 3.4 podria ser util en la
determinacion de la CMC, pero en la practica algunas de ellas son mas utilizadas, en
general porque son de més sencilla aplicacion en la mayoria de los casos y porque los
datos obtenidos son mas reproducibles.

Figura 3.4; Variacién de las propiedades del sistema en funcion de la concentracion de AT

A contineacion se describirdn algunos de los meétodos mas utilizados en s
determinacion de la CMC, de todas maneras en el anexo [, metodologiar analiticas, se
hard una descripcion de aquellos métodos utilizados en el desarrollo experimental de
esla tesis,

Tension superficial: Estc cs un método muy interesante  porque no necesita de una
escala absoluta definida, ademas de ser bastante sensible vy reproducible. La
metodologia mas comin es la del anillo de DuNouy (ver Anexo I, metodologlas
analiticas). Los resultados cominmente obtenidos son esquematizados en la figura 3.5,
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donde la curva a) se observa generalmente en surfactanics puros, y presenta una
disminucion de la tension superficial hasta un punto donde permanece relativamente
constante; del corte de estas dos curvas se puede obtener el valor de la CMC. En las
curvas b) ¥ ) se esquematizan los resultados que se obtienen en caso de soluciones de
surfactanies que contienen impurezas, el primer caso, seria el de una impureza de
naturaleza tal que tiene un efecto sobre la disminucion de la tension superficial mas
marcado que el propio surfactante en estudio, mientras que la segunda curva es el efecto
contrario, vale decir, una solucion del surfactante donde la impureza tiene un efecto
sobre la disminucidn de la tension superficial menos impontante, gue la del surfactante.

Burface o berlacial leesan

Figura 3.5: Vanacion de la tension superficial en funcion de la concentracion de tensioactivo.

Esta metodologia estd descripta para la determinacion de la CMC de polisorbato 20 en
soluciones acuosas (Mintal, 1972), y para surfactantes no-iomcos de cadena mas larga
{Schott, 1969, entre otros,

Conductividad: Este método es bastante sencillo y ficil de impiementar. Es aplicable

a surfactantes iomicos, donde a concentraciones inferiores a la CMC, se observa una
curva de pendiente mas pronunciada que a concentraciones superiores la CMC, de esta
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manera, del corte de ambas curvas se puede extrapolar la CMC. Esto es debido que los
mondmeros del compuesto anfifilico son mucho mas eficientes como “transportadores™
de la carga de la molécula que las propias micelas, es por ello que se observa el
fenomeno antes descripto. La precision de los resuliados de CMC obtenidos por
conductividad es alta, aungue la sensibilidad del método disminuye marcadamente
cuando existe en el sistema un exceso de electrolitos.

Algunos giemplos de la utilizacion de esta metodologia son® la determinacion de la
CMC del picrato de dodecilalmonio, en donde se utiliza la conductimetria para estudiar
las propiedades de agregacion de un compuesto nuevo que se propone como surfacianie,
(Tomasic v cols, 2000)

Por otra parte, s¢ ha observado que la conductimetria puede aplicarse a sistemas mixtos
donde los surfactantes s¢ combinan con alcoholes (Castedo v cols, 1997, Kaneshina y
cols, 1981

Este métedo puede unlizarse cuando se presenta el surfactanie en sistemas
farmacéuticos, combinado con drogas v se quiere estudiar como estas afectan los
parametros de agregacion. (Hirata, 1997).

También cabe destacar que estd descripto eén bibliografia la utilizacion de la
conductimetria en la determinacion de la CMC de sales baliares, como un ¢jemplo del
alcance que ofrece la metodologia. (Volonte y cols, 1989).

Existen ademas publicaciones en donde se comparan diversos métodos para detenminar
CMC, los resultados obtenidos muesiran que la conductimetria permite obiener
resultados similares a otras metodologias muche més complejas, sin necesidad de

utilizar sustancias de referencias, o calibraciones engorrosas {Correla v cols, 19935).

Light Secattering: La variacion con la concentracion de la intensidad de la luz
dispersada, desde una solucidn de un AT muestra un cambio abrupto en la cercania de la
CMC. Por este motivo, la metodologia provee un resultado estimativo de la CMC. Una
ventaja seria que el light scattering ofrece ademas, bajo ciertas condiciones, idea del
tamafio v la forma de los agregados. No obstante, estos experimentos requieren de
cuidadosa filtracion de las soluciones para remover particulas extrafias que de estar
presentes interfenrian marcadamente con la determinacion, prnncipalmente para
surfactantes de muy baja concentracion micelar criica.
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Solubilizacion: Las micelas de surfactantes proveen de un microambicnie weal en
donde pueden ser solubilizadas sustancias hidrofdbicas (este proceso sera descripto con
mas detalle en el capitulo 5, propiedades de relevancia farmacéutica).

En forma general se utiliza una metodologia analitica apropiada para cada firmaco
{UV-Vis, HPLC, etc) y de esta manera determinar la concentracion a partir de la cual
comienza la formacion micelar.

Este método de determinacidn de CMC  presenta el inconveniente de que las moléculas
solubilizadas pueden alterar las propiedades de agregacion, ¥ por lo tanto alterar la
medicion.

Autodifusidn: En este caso el principio muy similar al deseripto para la
conductividad. §i el surfactante existe en forma radiomarcada, el coeficiente de
autodifusion puede wtilizarse para determinar la CMC. En virtud de la imposibilidad de
utilizar la conductividad para no electrolitos este método puede ser una buena

alternativa.

1.1.4 Factores que afectan la CMC

Influencia del grupo hidrofdbico: Cuando se trata de un surfactante con una sola
cadena alguilica la variacion de la CMC es lineal A medida que aumenta el PM
{agregado de CH;), se observa una disminucion de la CMC. No obstante esta relacion
puede ser variable para cadenas alquilicas cortas (n < 8), debido a la influencia relativa
del grupo polar.

Efecto del pH en la CMC: Cuando las moléculas de surfactantes poseen grupos
ionizables como —MH3, o —“COOH, el grado de ionizacion puede ser influenciado por el
pH. Comeo regla general se puede decir gue a pHs en donde el grupo esta disociado, la
CMC puede ser mas alta, por el contrano cuando el grupo polar no esta cargado la
CMC puede bajar,

Efecto de los electrolitos en la CMC: El efecto de los electrolitos en la CMC, es
marcado en el caso de surfactantes idnicos, En solucidn, cuando se incrementa la fuerza
iomica, las fucrzas clectrostaticas de repulsion entre los grupos polares en las micelas
son considerablemente reducidas, en consecuencia, estas estructuras se forman con
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mayor facilidad. En ofras palabras, la CMC puede ser reducida por adicion de
electrolitos.
Para surfactantes no-ionicos la situacidn es mucho mas compleja. Aguellos electrolitos
gue son capaces de producir el fenomeno de “salting out” reducen la CMC. Un ejemplo
de este fendmeno se observa en un articulo (Shick, 1962) en donde se evalia la
influencia KCl, NaBr y NaB0O; y se comprueba que, como regla general, los iones
hidratados pequefios son mas efectivos reduciendo la CMC.
Todo esto puede ser explicado también desde |a teoria de la doble capa elécinca.
Efecto de las variables intensivas: En algunas aplicaciones de los surfactantes, la
temperatura v la presion pueden alcanzar valores relativamente altos. Esta dltima es una
variable que dejaremos de lado en virted de que no tiene importancia practica en
sistemas farmacéuticos,
El efecto de la temperatura podria definirse como inverso al de los electrolitos, porgue
para surfactantes no idnicos la situacion es muy simple mientras que, para surfactantes
omicos, la situacidn se loma mas compleja.
Para surfactantes no idnicos basados en cadenas de polietilendxidos (PED), la CMC
decrece con el incremento de la temperatura con motivo de la disminucion de la
hidrofobicidad de la cadena apolar (Becher, 1967).
Como principales factores responsables de este comportamiento se pueden citar:

. Cambio de la estructura del agua alrededor de los grupes EO.

Cambios en los puentes hidrogenos de los grupos EO, v
. Cambios en la conformacion de las cadenas de EQ.

Por el contrario, el efecto de la temperatura en la CMC de los surfactantes idnicos es
bastante mas complejo. Usualmente la CMC tiene un mimimo y los datos para muchos
surfactantes anidnicos y catidnicos pueden reducirse a una simple curva pardbola
simétrica (La Mesa, 1990)



1.2 Temperatura Micelar Critica (TMC)

Otra propiedad muy importante de los agentes surfactantes y ej¢ principal de este
trabajo de tesis es la Temperatura Micelar Critica (TMC) o Krafft Point (Ky). Para
muchos solutos en agua, el incremento de la emperatura usualmente produce un
aumento gradual de la solubilidad. Al final del siglo XIX, se pudo comprobar que los
surfactantes pueden tener en algunos casos un comportamiento anomalo en este aspecto
(Krafft P, 1899) Los surfactantes que presentan esta particularidad tienen una
temperatura a la cual la solubilidad aumenta repentinamente. Este fenomeno ha sido
insuficientemente descripto en sistemas farmacéuticos.

1.2.1 Conceptos bisicos

En términos generales se describe la TMC como el rango de temperatura donde la
solubilidad del surfactante alcanza la CMC. Antes del £, la solubilidad del compuesio
anfifilice es insuficiente para formar agregados supramoleculares. Cuando [a
temperatura es incrementada, la solubilidad aumenta lentamente, hasta la temperatura
critica en donde se observa un incremento  marcado de la solubihidad, que es causado
por la formacion de micelas (Martin, 1993},

Solamente ciertos surfactantes iWnicos v no idnicos  presentan este fendmeno (Shott,
1969),

Este comportamiento csta también relacionado con las propiedades fisicas del sistema,
Algunos surfactantes forman cnstales hidratados (cnstales liqudos), cuyas propedades
estdn relacionadas con las caracteristicas de los dcidos grasos esterificados. De este
modo, la fusion de estos sustituyentes esta cuantitativamente relacionada con la TMC
de] tensicactivo.

La energia involucrada en la formacion del cristal hidratado es un parimetro importante
en ¢l K, Consccuentemente, surfactantes con altas TMC tienen grupos ionicos como
caheza polar o cabezas polares altamente compactas y largas cadenas hidrocarbonadas,
Estos arreglos estructurales aumentan la interaccion intermolecular. Contrariamente,
bajos K, pueden ser atribuidos a la introduccion de ramificaciones en las cadenas
apolares o grupos polares relativamente voluminosos (Clint, 1992,
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1.2.2 Métodos para determinar la TMC

El &, ha sido descripto en diferentes sistemas v puede ser determinado por diferentes
metodologias.

Por ejemplo, las soluciones de tetracaina, un anestésico local de naturaleza anfifilica,
poseen propiedades coloidales que son determinadas mediante ¢l uso de calonmetria
diferencial de barrido (DSC). Una de las propiedades estudiadas es el K;, v se describe la
enialpia de fusion del cristal hidratado (Kaneshina y cols, 1993), La misma
metodologia es utihzada para una sene de anesiésicos, en donde se describe el
fenomeno de Krafft (Matsuka y cols., 1996).

La conductimetria es otra metodologia descripta para la determinacion de TMC (Hirata
v cols, 1996), Valiéndose de esta altima téenica se ha reportado que la presidn
atmosfénca es un factor importante en el valor de K, de surfactantes i6nicos (Nishikido
y cols. 1982).

5i bien la mayoria de los trabajos publicados descnbiendo este fendmeno hacen
referencia a surfactanies idnicos, se ha informado que algunos surfactantes del tipo
zwiteridnico presentan fendomeno de Krafft (Tsuju and Mino, 1978).

1.3 Formacion de Coagel

Cuando los tensioactivos que presentan esta propiedad son colocados en agua a
temperaturas inferiores a la TMC se encueniran como una suspension, sin embargo
cuando aumenta la temperatura por encima del Kp forman agregados dependiendo de
sus posibilidades peométricas, El reforno del sistema a una temperafura menor a la
TMC no trae aparejado la precipitacion del temsioactive. Aparentemente el sistema
no tendria posibilidades cinéticas de perder la estructura formada y por lo tanto revierte
al sistema denominado coagel. (Kohler y cols., 1988).

Este fenomeno es conocido para algunos surfactantes (Mantsch v cols., 1984) pero ha
sido  insuficientemente  descnipto v s¢  desconocen  aplicaciones en  sistemas
farmacéuticos.

Esta situacion puede ser visualizada macroscopicamente en fotografias que se incluyen
en el capitulo 4, coageles.
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2.  Parte Experimental

2.1 Determinaciin de la Concentracion Micelar Critica (CMC)

Como se ha descripto anteriormente existen diferentes metodologias para determinar la
CMC. Para el presente trabajo se han seleccionado los métodos de conductimetria y
tensidén superficial. Asimismo, los valores de CMC para distintos denvados fueron
obtenidos como datos secundarios de la medicion de otras propiedades, como por
ejemplo, la solubilizacion de drogas poco solubles o la medicion de un denvado
insoluble en agua.

2.1.1 Conductimetria

Esta metodologia, posible de ser aplicada en el caso de surfactantes idmicos, €5 una
manera simple de obtener valores de CMC. Consiste en medir la conductividad de una
solucion a concentraciones crecientes surfactante. La conductividad como una
propiedad coligativa aumenta linealmente a medida que aumenta la cantidad de
surfactante, Cuando a cierla concentracion los mondmeros COMIENZan a agregarse sc
observa un cambio de pendiente en viriud del cambio de la relacion carga / masa,
debido a la incorporacion  de monomeros (especies cargadas) en las micelas (agregados
supramoleculares). De este modo, se observa habitualmente un grifico con dos curvas
de pendientes diferentes a concentraciones sub y supramicelares. De la interseccion de
estas curvas se pucde obtener el valor de CMC. Es muy importante tener en cuenta
ciertas consideraciones: a) que la CMC es un rango de concentraciones v b) que las
distintas metodologias pueden diferir liperamente en los resultados de acverdo a la
propiedad que midan.

En nuestro trabajo se determinaron las CMC de los derivados mas solubles en agua, es
decir, Asc8, Ascl0 y Asclé-Na, Para derivados de mayor PM (n 2 12), ¢l método
presentd problemas técnicos debido a la alta temperatura de trabajo (T° = TMC; T* =
45°C)

2.1.1.1 Metodologia v materiales utilizados

Los distintos valores de CMC fueron obtenidos por dilucidn continua wtilizando una
bureta automatica Metrohn Dosimat 665, v un conductimetro Metrohn 712 con una
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constante de celda de 0.942/cm. Todos los experimentos fueron realizados por
cuadriplicado. Los resultados obtenidos son observados en las figuras 36, 3.7y 38 v
resumidos en [a tabla 3.2 donde se coloca también la temperatura utilizada (siempre por
encima de la TMC) en cada determinacion. El agua utilizada fue M.

2.1.1.2 Resultados obtenidos
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Figura 3. 8: Determinacion de CMC de Ascy, por conductividad

1.1.2 CMC por Tension Superficial

La medicion de la tension superficial es realizada con un tensiometro. El aparato
sumerge un sensor, que puede ser de diferentes formas, en la fase bulk, para luego medir
por intermedio de una balanza, la fuerza necesana para “despegar” ¢l sensor de la
superficie. En el anexo [, metodologlas analificas, se describe con mis detalle esta
técnica.

2.1.2.1 Metodologia v materiales utilizados

Se utilizo como sensor ¢l anillo de DuMNouy. Este método utiliza la interaccion de un
anillo de platino con la superficie a ser testeada. (ver amexo I, mefodofogiar
amaliticas). El software del aparato informa un maximo de tension superficial promedio,
sin despegar el anillo de la superficie,

Esta determinacion se llevo a cabo con un tensiometro marca K5V modelo Sigma 70.
Se realizaron determinaciones sobre AscisNa y Asci. Se partio de soluciones
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concentradas de cada uno de los derivados, midiendo la tension superficial, de la
solucion de partida v posteriormente se diluyo agregando agua M().

2.1.2.2 Resultados obtenidos
70
[ ] &n E I
E |
[ hod E
| " 80 :
. 2
0 5
. 80 o E
30
. ' , . . 1
o - -2 3 4 5 "

Log Asci8-Na (M)

Figura 3.9: Determinacidn de CMC de Asci,Na por tension superficial
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2.2 Determinacidn de Temperatura Micelar Critica (TMC)

Si bien en bibliografia no hay descriptas tantas metodologias como en ¢l caso de la
CMC, existen algunas que pueden ser aplicadas y reproducidas sin problemas en los
sistemas en estudio.

2.1.1 Conductimetria

Esta metodologia también fue aplicada a la determinacion de TMC. Como se ha
mencionade antenommente, antes del Kp, la solubilidad de los surfactantes es
insuficiente para poder agregarse. Por lo tanto cuando se mide la conductividad de una
suspension del Asc, el valor obtenido esta dado en forma mayontana por la minima
cantidad de monomere disucho en ¢l medio. Cuando s¢ comicnza a aumentar la
temperatura, s¢ verifica un aumento gradual de la conductividad, Este aumento lineal es
interrumpido bruscamente en la zona de la TMC, por un salto de conductividad debido
al aumento de moléculas en solucion, este punto puede ser por lo tanto detectado y
medido sin problemas.

2.2.1.1 Metodologia v materiales utilizados

La determinacion de TMC fue realizada para todos los derivados, incluyendo Ascl6-Na
y Ascll, Se prepararon suspensiones con una concentracion del 0.5 % P/V v se registrd
la conductividad utilizando un aparato marca Radiometer versus la temperatura la cual
s¢ controld con un aparato marca CAT MCS 66 el cual permite medir la temperatura ¢n
la muestra v tener la posibilidad de regular la rampa de calentamiento. Esto altimo se
hizo a una velocidad de 1°C/5". Todas las determinaciones fueron realizadas por
cuadriplicado. El agua utilizada fue MC).

122 Calorimetria diferencial de Barrido (DSC)

Otra metodologia que se aplicd a la determinacion de la TMC fue DSC. De esta manera
lo que se hace es determinar la temperatura de transicion entre el coagel vy la fase
micelar (o gel, ver capitulo 4, coageles) Esto se observa en general como un pico
endotérmico en el grafico de flujo de calor vs. temperatura. 5i bien esta metodologia nos
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da otros datos importantes como por ejemplo la entropia y entalpia de la transicidn, en
este capitulo solo nos detendremos en el dato puntual de TMC,

1.2.2.1 Metodologia y materiales utilizados

La TMC mediante DSC fue calculada wiilizando un equipo marca TA instruments,
modelo DSC 2920, utilizando portamuestras de aluminio cerrados, pero no hermeéticos.
La comda fue realizada en atmosfera inerte (MN:) v con una rampa de calentamiento de
| *fmin.

Se prepararon suspensiones de los Asc, a una concentracion de 10% PYV, se calentd por
encima de la TMC y cuando se obtuvo la dispersion se colocaron 10 pl en el porta
muestra, sellindolo y dejindolo a T® ambiente durante 1 hora, a excepcion de AscB que
se mantuvo a 7-8°C por el mismo lapso de nempo. Todos los experimentos fueron
realizados por triplicado.

2.2.3 Resultados obtenidos por Conductimetria y DSC

Tanto la DSC como la conductimetria armojaron resultados muy similares por lo cual va
los fines de simplificar el analisis de los datos obtenidos se presentan los resultados en
graficos donde se superpone la determinacion por ambas técnicas.

Es importante aclarar que la determinacion de la TMC tiene algunas consideraciones
expenimentales a la hora de asignar un valor concreto a esta propicdad. En el caso de la
conductimetria s considerd el punto de interseccion de las dos curvas de distinta
pendiente (ver figuras 3.11, 3.12, 3.13, 3.14 y 3.15), pero teniendo en cuenta que la
TMC puede ser considerada como un rango de temperatura, se podria haber
determinado también el delta de temperatura en el cual la conductividad aumenta
bruscamente, o bien un punto intermedio. Por otra parte cuando uno observa los
termogramas (DSC) tiene la opeidn de considerar el minimo de la endoterma, o bien el
comienzo de la misma (onset). Considerar una u otra opcion fue arbitrano y se ve
reflejado en la tabla 3.2 (pagina 55),
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Figura 3_15: Determinacion de TMC de Asc. por conductividad v DSC

2.2.4 Solubilidad de Ascl0

Como se ha descripto anteriormente la TMC o el Krafft Point puede ser interpretado
como la temperatura a la cual la solubilidad de un agente surfactante alcanza la CMC,
vale decir que se aplicaria pricticamente a aquellos surfactantes poco solubles, que no
alcanzan a agregarse a temperaturas bajas

Para descnbir este fenomeno en estos términos se procedid a medir la solubilidad de
Ascl0 en funcion de la temperatura, de esta manera se comprobd que es posible
determinar por esta metodologia no solo la TMC sino también la CMC extrapolando el
cruce de las dos curvas en el eje de la concentracion.

Es importante destacar que si bien es una determinacion sumamente Gtil no se pudo
realizar con todos los derivados en virtud de la enorme cantidad de muestra necesaria
para determinar la solubilidad, principalmente en aguellos puntos, en los cuales la
temperatura es muy cercana a la TMC. Por otra parte la determinacion de puntos a
temperaturas de 3-4°C por encima de la temperatura critica es practicamente inviable en
virtud del importante aumento de solubilidad registrado,
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2.2.4.1 Metodologia y materiales utilizados

Para determinar la solubihdad de Ascyy en funcion de la temperatura s¢ procedio a
colocar un exceso del denivado en tubos de cerrado hermético contemendo agua MO,
Las muesiras (suspensiones) por tnplicado fueron colocadas en una gradilla a la
temperatura inicial y se dejo alcanzar el equilibno de solubilidad durante 6 hs. Pasado
este tiempo se procedid a filtrar las muestras v medir en espectrofotémetro a 265 nm.
Esta metodologia se repitié para todas las temperaturas elegidas y se graficaron los
resultados de dos maneras deferentes como puede observarse en figuras 3.16 y 3.17.
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Figura 3.16: Solubilidad de Asc), en funcion de la temperatura.
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3. Resumen de los resultados obtenidos
En la mbla 3.2 se pueden visualizar los resultados obtenidos en las diferentes

determinaciones de CMC v TMC.

3.1 CMC

En cste punto ¢s preciso rescatar la importancia de conocer los valores de CMC de los
Asc, En cualguier medicion posterior tanto de indole fisicoguimica como en aguellas
determinaciones actualmente en curso (ver perspectivas, pagina 128) donde se estudha ¢l
uso de los derivados en sistemas farmaccuticos, se necesita conocer la concentracion a
partir de la cual el sistema se encuentra agregado.

De todas maneras los datos obtenidos deben analizarse detenidamente en virtud de dos
consideraciones imporiantes: a) la CMC de los derivados se obtuvo en agua pura,
cualquier vanacion de la fase bulk debe ser correspondida con una nueva determinacion
en ese nuevo medio, b) la obtencion de la CMC para derivados de cadena mas larga se
considerd innecesana, por un lado porgue al haber un aumento de la TMC, la CMC se
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tendria que determinar a temperaturas més altas (poco apropiado), v por otro lado
porque con el hecho de disponer las CMCs de los denvados de cadena mas corta se
puede predecir que, para aquellos de cadena mas larga la CMC serd inferior, y esto ya
es un dato muy relevante principalmente cuando se necesita plantear una situacion
experimental con los Asc, de los cuales no se dispone de la CMC,

3.2 TMC

Como se ha comentado previamente la determinacion de la TMC fue importante para la
consecucion experimental de este trabajo de tesis. Si bien los datos se analizan en
detalle (pero de otra perspectiva) en ¢l capitulo 4, es conveniente destacar algunos
puntos relevantes: a) como se observa en la figura 3.18 existe una relacién directamente
proporcional entre el aumento de la TMC vy el aumento del largo de la cadena de los
denvados. Los resultados obtenidos fuerom similares independientemente de la
metodologia utilizada. Si se compara las TMCs con los puntos de fusion de los dcidos
grasos constituventes del Asc, comespondiente, s¢ superponén, Esto éx consisfente con
la hipdiesis de que el Kp es el punto de fusidn de la cadena htdrocarbornada hidratada.
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Figura 3, 18: TMC de los Asc,, por Conductividad v DSC, puntos de fusion de los Asc, v punto
de fusion de los acidos grasos.
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b) es imponante también destacar que en cualquiera de las metodologias utilizadas
{DSC o Conductividad) se puede interpretar la TMC de dos maneras diferentes v
nosotros hemos tomado una de ellas de manera totalmente arbitraria. En el caso de la
conductividad como se observa en las figuras 3.11, 3.12, 313, 3.14 y 3.15, se pueden
venficar tres rectas de pendientes diferentes, el pnmer tramo esta dado por el cambio de
conductividad que se registra a medida que la temperatura aumenta por aumento de la
movilidad de las especies cargadas ¥ por incremento de la solubilidad del Asc,,
posteriormente cuando se alcanza la TMC se verifica un cambio de pendiente
generalmente brusco, por ¢l incremento marcado de la cantidad de especies en solucion
(o solucion micelar), para luego observarse un tercer cambio de pendiente cuando todo
el denvado que estaba en suspension pasa a la dispersion micelar y desde ese punto la
conductividad vana solo por efecto de la temperatura. Por este motivo se debia definir
cual era ¢l punto a tomar ¢n cuenta para determinar el Kx Teniendo en cuenta
principalmente la reproducibilidad observada en los diferentes experimentos con el
mismo derivado a la misma conceniracion de partida (suspension), se tomd como punio
de referencia el de interseccion de las curvas del pnimer y segundo tramo.

Por otra parte para los graficos de DSC se planteaba un dilema similar, es decir, tomar
¢l comienzo de la endoterma o el valor del minimo del pico observado. Se considerd en
este caso que el valor del pico deberia ser el que se tomara como Kr pero en este caso se
informa también el onset correspondiente. Esta decision de tomar uno u otro punto se
realizd analizando a posterior: en forma global los resultados.

Cabe destacar por cierto que la TMC es un rango de temperatura,
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Tabla 3.2: Resumen de los datos de propiedades de agregacion para Asc,
cmc' cmc? ™C  T™MC TMC TMCE

Concentracion (M) Temperatura (°C)
AscB e1x107 60x107 193 18, 16,8 :
Asell 7.7x10" 93x10” 36,8 34.5 340 364
Ascl2 - - 44.5 473 464 -
Ascld - - 542 56,0 55,0 -
Asclé - - 61,3 63,8 59,2

Asclé-Na  79x10" 85x107 26,5 : . i

' CMC por conductimetria segiin graficos (3.6, 3.7, 3.4)

? CMC por tensidn superficial segiin grificos (3,9, 3.10)

* TMC por conductimetria segun graficos (3.11,3.12, 3.13,3.14, 3.15)

* TMC por DSC (determinado por el pico de la transicion) segin graficos (3.11, 3.12,
.13, 3.14, 3.15)

* TMC por DSC (determinado en el “onset” de la transicion) segin graficos (3.11, 3.12,
3.13,3.14, 3.15)

" TMC por solubilidad segin graficos (3.16, 3.17)

4. Conclusiones

La determinacion de las propiedades de agregacion es sin lugar a dudas el pnmer paso
para la evaluacion de las propedades de un compuesto quimico que ¢ propong como
agente surfactante.

Se determind la CMC en agua para los compuestos de TMC mas baja, AscicNa, Ascy v
Acs)y. Para los derivados de cadena mas larga se considerd innecesario realizar estas
determinaciones. Los resultados permibieron establecer parametros para postenores
ensayos, como por ejemplo los estudios de solubilizacidn de drogas donde a) se venfico
la capacidad de carga en las micelas, b) s¢ pudo reafirmar los datos de CMC obtenidos
(porque la solubilidad aparente de drogas aumentd a partir de la CMC) v ¢) en cierta
forma inferir que, en funcion de lo que se desprende del punto b) las drogas probadas no
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modifican las CMC de los denvados en cuestion.  Esto se puede ver en detalle en el
capitulo 5, propiedades de relevancia farmacéutica

Por otra parte se determinaron las TMCs para todos los derivados en estudio al menos
por dos tecricas diferentes (DSC y Conductividad). Los resultados fueron importanies
para determinar las potencialidades de uso de cada derivado (sistemas invectables,
sistemas semschdos) vy ademas como guia para posteniores estudios tendientes a
interpretar la naturaleza del dato de la TMC y de que manera se puede modificar este
pardmetro én caso de Ser necesario.

Por otra parte en este tramo del trabajo de tesis se obtuvieron los coageles de los Asc,

que posteriormente fueron sometidos a diversos estudios.
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Capitulo 4

Coageles

1. Introduccitn general

A temperatura ambiente la solubilidad en agua de los Asc, es baja, a excepcion del
derivado de cadena mas corta, Ascy (Palma y cols., 2002")

Como ¢s de esperar, la solubilidad aumenta con la temperatura, dependiendo del largo
de la cadena hidrocarbonada, Por otra parte, estos derivados forman dispersiones claras
a concentraciones superiores a la CMC v a temperaturas mayores a la TMC (Palma y
cols., 2002°),

Diespués de enfriar estas dispersiones, se observa la apancion de un sistema semisolido,
descripto en algunos casos como un coagulo opaco. Esta fase es tipicamente definida
como una mesofase semicristaling, un cristal pobremente hidratado o mas usualmente
como “coagel” (Cg) (Kohler y cols., 198%)
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La omacion de Ces es caracteristica  en muchos surfactantes. Esto ha sido observadi
para moleculas anfitilicas catidnicas, como por ejemplo sales de alquilamonio. Los
coageles se forman también con especies anidnicas como los alquil sulfatos «
carboxilatos v los monoglicéridos (Kodama v cols,, 1981)

En la siguiente secuencia de fotos, figura 4.1 v tabla 4.1, se puede ver el fendmeno de
formacion de estas mesofases de modo macroscopico para Asc)

Estas mesofases usualmente aparecen de color blanco, este es el caso de los coageles de
ASCy, a0 csiruciura "l'IiL'-"I"‘.v-.'I."|."iL5-:| MUCSITd 0 '-.‘I'I'It"l'll.;jll-.!'li!l':'li'i."l"'-l cemrado  de CakEs
lamelares que producen patrones caracteristicos de difraccion de ravos X, como asi
también birrefringencia optica

En la fase coagel, las cadenas hidrocarbonadas tienen una movilidad limitada, v una
distancia interlamelar de aproximadamente 10A. Una pequeiia cantidad de apua
fuertemente unida y estructurada separa las bicapas lamelares (Tsuchiva y cols.. 1994).

Experimentalmente se observaron diferencias entre los distintos derivados tanto en la
apariencia macroscopica de los coageles, coma asi también en la transicion gue ocurria
a temperaturas superiores al Krafft Point.

Por este motivo se resolvid avanzar en la dilucidacion de aquellas estrocturas
mvolucradas en estas ansiciones. lo cual puede teper imporfancia en algunas

propiedades de relevancia farmacéutica
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_ Coageles

Tabla 4.1: Descripcion de las fotografias de la figua 4.1
Temperatura Observaciones

a) inferior a 30 °C Se observa una sus-pcmiﬂn de ﬁscm. A esta
temperatura  {inferior a su TMC) el
derivado es insoluble.

b) = 36-37 °C 5S¢ observa en la parte infenor del tubo la
formacion de la dispersion micelar,

e)=40*C Mo se observa exceso de solido. Se forma
una dispersiin transparente.

d) = 40°C La desaparicion de las  burbujas

provenientes de la agitacidon permite
observar con mas mtidez el efecto.

e)=35°C Se comienza a observar la apanicidn de la
mesofase de color blanco.

f=30°C = punio anterior,

g) menos de 30°C Se puede observar la totalidad del sistema

en forma de coagel.
h) menos de 30°C (dos horas después) Se puede observar el coagel consolidado

2. Transiciones de Fase. Fase micelar — coagel / Fase gel - coagel

2.1 Introducecion

2.2.1 Fases mesomdrficas, Cristales liguidos,

Esta descnipto que cuando aumentan las fuerzas atractivas enire las micelas, éstas
pueden eventualmente separarse ¢n dos fases. Una alternativa para aumentar esta
atraccion intermicelar es aumentar la concentracion del agente surfactante. En otras
palabras, simplemente “forzar™ a que las micelas estén mas juntas.

Se describe entonces la formacion de estructuras alternativas de formas geométricas que
sean compatibles con los parametros criticos de la molécula del surfactante
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Estructuras tipo fases cubicas, hexagonal o lamelar son cominmente encontradas como
fases simples en diagramas de fases de surfactantes y son conocidos como mesofases o
cristales liguidos.

El nombre de cristal liguido es altamente descriptivo del estado fisico de estas fases. El
grado de ordenamiento de las moléculas es intermedio entre un liguido y un cristal y, las
propiedades de flujo son intermedias entre un liquido viscoso y un solido cristalino
elastico. En la tabla 4.2 se mencionan los diferentes tipos de mesofases. No es objetivo
de la presente tesis describir cada una de ellas.

Tahla: 4.2
Simbole Geometria
I, Cubica

H; Hexagonal

Vi Cibica (bicontinua)
L. Lamelar

V; Cibica reversa

H; Hexagonal reversa
I Cibica

1.1.2 Transiciones encontradas para Asc,

Se ha descripto que dispersiones concentradas de surfactantes pueden producir fases pel
(Fg) transparentes, las cuales exhiben un grado menor de eristalinidad que los coageles.
En ¢l estado Cg las cadenas hidrofobicas poseen un minimo grado de libertad pero, un
aumento de temperatura resulta en una expansion anisotropica de las cadenas, lo que
trae apargjado una disrupcion parcial del empaguetamiento lamelar, con un consecuente
ingreso de agua entre los grupos polares, que dan lugar a la Fg, ver figura 4.2
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Figura 4.2: Diferentes tipos de agregados presentes para Asc,

De acuerdo a lo descripto antenormente, la temperatura a la cual el Cg se encuentra en
equilibrio con la fase micelar (Fm), es conocida como Kraffi Point, &),

Este parametro depende de la clase de surfaciante, su concentracion, v el contraidn, en
el caso de especies ionicas. (Sapper v cols,, 1981; Kodama y cols., 1991; Matsuki v
cols,, 1995).

En adicién al interés cientifico de estudiar las diferentes estructuras, inleracciones ¥
propiedades de los coageles, se ha descnpio que estos fendmenos pueden ser
imporiantes en procesos de manufactura de alimentos, elucidacion de mecanismos de
anestesia local (Matsuki v cols., 1996 ) v principalmente en el disefio de formulaciones
farmacéuticas, drea en la cual su utilizacion ha sido escasamente explorada.
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1.2 Materiales y metodologia
Se utilizaron dos técnicas que fueron Gtiles para determinar las transiciones de fase
asociadas los Ascy;

2.2.1 Difractometria de rayos X (XRD)

Se obtuvieron difractogramas utilizando un equipo marca Philips modelo PW 10-5/25,
con una radiacion incidente de Ko, A = 15405 A, equipado con una platina de
calentamiento. Se aplicod un voltaje y una comiente de 30 kV y 20 mA respectivamente.
El derivado utilizado fue el Asc;; al 10% P/P.

Esta técnica se describe en detalle én el anexo de metodologias analiticas.

2.2.2 Microscopia electrinica de barrido (SEM)

Los experimentos de SEM sobre coageles fueron obtenidos utilizando un equipo marca
Philips modelo SEM XL 30 a 10 kV a  una temperatura de 10°C v una humedad
relativa ambiente entre 45% v 85%. Esto corresponde a una presidn de 2,9 6,0 mmHg.

Esta técnica se descnibe en detalle en el anexo de metodologias analiticas.

2.3 Resultados obtenidos

2.3.1 Estructuras supramoleculares involocradas,
Debido a que los surfactantes en estudio poseen la misma porcion polar, es de esperar
que la cadena hidrocarbonada sea la responsable de los diferentes comportamientos de

fase de las sistemas,

La geometria del agregado supramolecular para un surfactante puede ser predecida por
Ve

el calculo del parametro critico de empaquetamiento Fi =

, donde Vi, b ¥ 80

somn el volumen, el largo de la cadena v el area de la cabeza polar, respectivamente.
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La observacion macroscopica de los comportamientos de fase de los Asc, al 0%,

indican que los coageles AscE v Ascl0 formarian, después del calemtamiento, una fase

or el contrario los coageles de Ascl

transparente (mucelar), Fm, ver figura 4.1, |
Ascl2, Ascl4 v Ascl6 dan lugar a la formacidon de una Fg (ver figura 4.3). Este

comporiamento s consistente con el valor de P de los derivados.
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Capitule 4

En la figura 43 a) y b) puede apreciarse el estado micial del sistema, donde ¢l
surfactante se encuentra en suspension. A medida que aumenta la temperatura y a partir
de un valor determinado ( TMC) comienza a producirse la transicion de fases debido a la
formacion del agregado supramolecular, En este caso, a diferencia del Asc, de bajo peso
molecular (n = 10), coando el sistema alcanza la TMC no adquiere una apariencia
translicida, de baja viscosidad, caracteristica de las dispersiones micelares, sino que se
observa una dispersion opalescente, relativamente viscosa, debido a un ordenamiento en
lamelas, dando lugar a una estructura tipo gel (figura 4.3 ¢) v d)).

Finalmente, cuando el sistema vuelve a T° infenores a la TMC, puede obseérvarse la
formacién de coageles (figura 4.3 ¢) v 1)), con su caracteristica configuracién altamente
estructurada.

Por otro lado, los Pc fueron publicados oportunamente y se reproducen en la tabla 4.3
{Palma v cols., 2002%)

Para Ascs ¥ Asc)y este parametro arroja un valor de 0,29 y 0,36 v esto es caracteristico
¥ necesario para agregados pequefios v relativamente esféricos (Palma y cols., 2002"-
2003, lIsraelachvilli y cols., 1975).

Tabla 4.3 parametros geométncos para Asc,

n Vi (AY) I (A) a (A7) P,

8 2057 103 % 024
10 269.5 129 57 0.36
12 3233 15.4 33 0.64
14 3771 1749 25 0.84
16 430.9 205 21 1.00

En la figura 4.4 se puede apreciar como el Pr influye sobre las estructuras
supramoleculares posibles,

La teoria muestra que para valores de 0.3 < P =05, la fase hexagonal es la optima.
Cuando el valor de P- incrementa por encima de (L5 (incremento del largo de la

65



Coageles

cadena) existen dos posibilidades: si las cadenas estan rigidas el sistema revierte a una
fase lamelar (o cubica), si por ¢l contrario las cadenas no estin rigidas s¢ obtienen
estructuras vesiculares unilamelares. Estas consideraciones termodindmicas son
especulaciones teoricas que deben ser comprobadas experimentalmente para cada
sisterna en particular.

Debido a que los F- de los Ase, con n=10 exceden el valor de 0.5, era de esperar que la
fase hexagonal no apareceria v por la tanto la coexistencia de una fase gel con la fase
coagel es predecible. El SEM que se presenta en la figura 4.5 confirma la presencia del
coagel con una red tridimensional, una fase lamelar y agea atrapada.
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LETd 1]
AH,

Figura 4.5: Microfotografias para coageles de Asc,. a) Ascy. b) Ascyg, ©) Ascps, d) Ase

Continuando con la dilucidacion de las estructuras que aparecen en los Asc, la figura 4.6
muestra los difractogramas de Rayos X obtenidos para las muestras de Asc; en agua pura
en funcién de la temperatura, Un pico a 26 = 2.25* permanece inalierado en todas las
determinaciones y corresponde a un espaciamiento = 39.2 A lo cual es equivalente al
doble del largo de la cadena hidrocarbonada de Asci: en una conformacitn estrecha

{Palma y cols., 2002°)
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Figura 4.6: difraccién de rayos X para Ascz

Las determinaciones realizadas para Ascy: muestran la presencia de una estructura
cristaling a todas las temperaturas con un cambio en el perfil del difractograma entre
45" y 55°C, rango de temperaturas donde ocurre la transicion coagel - gel { = 47°C para
Ascl2).

Los termogramas (D8C) muestran la presencia de picos endotérmicos que commesponden
a las transiciones de fase (TMC), La metodologia v los resultados fueron descriptos
parcialmente en el capitulo 3.

Para Ascy v Ascp, las muestras al 0% de estos coageles muestran una transicion
coagel - micela, y para los derivados de cadena mas larga (Ascy, Asciz, ASCii, ASCie),
s¢ observa una transicion coagel — gel.

Las temperaturas de transicion obtenidas son descriptas en la tabla 4.4, La figura 4.7
muesira las temperaturas de transicidn en funcion de los dtomos de carbono de la cadena
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de cada derivado (n). En esta figura se puede observar la relaciom entre los puntos de
fusion de los derivados en estado sdlido y de los acidos carboxilicos que los componen

[Acidos grasos).

Tabla 44: Valores de TMC obienidos para Asc,. Entropia v entalpia de los procesos
involacrados,

&

i DSC (pico) DSCi{onset) Conductividad sp (g) AS{J/g K)
e
8 18.5 6.8 193 554 0.20
10 34.5 34.0 368 g1.1 0.26
11 40.0 387 3RS 9.7 0.29
12 47.3 464 44.5 102.8 0.32
14 56.0 55.0 54.2 123.8 0.38
16 638 592 613 1467 043
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Figura 4.7: TMC en funcidn del largo de la cadena de los Asc,
5

aa



148 : 0.5
! -~ 0.4
145
o4
o
0,36
118 o o
- o T 83 T
g 108 o » | 8,28 5
=
R}
- & . (o2 <
B0 ™
-~ .15
Lo
w0 i
L 008
1 L b
[] | 10 11 14 L] 18
w Entalpis o Entropia

Figura 4.8: Cambios entropicos v entalpicos obtenidos por DSC para Asc,

Como se pucde apreciar, tanfo la entropia como la entalpia de las transiciones de fase
involucradas tienen una correlacion lineal con el nimero de atomos de carbono de la
cadena.

Por otra parte y como se ha comentado anteriormente el Kp esta descripto por algunos
autores como la fusion de las cadenas hidrocarbonadas hidratadas. Los puntos de fusidn
de los acidos grasos constituyentes de los Asc, tienen una excelente correlacion con las
TMC obtenidas (ver figura 4.7),

3. Efecto de las moléculas de agua v de la concentracion de Asc, en las transiciones
de fase de los coageles,

3.1 Introduoceibn
La presencia de agua y su ubicacidn en los agregados supramoleculares son
determinantes del tipo de sistema a ser formado,
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La sacarosa y la urea pueden modificar la estructura del agua ligmda. Utilizando una
terminologia convencional la sacarosa es un “estructurador” de las moléculas de agua,
mientras que la urea tiene un efecto contrario.

Estos compuestos actuan sobre la red de puentes hidrogeno, en el caso de la urea
logrando un debilitamiento de estas redes, mientras que la sacarosa provoca un efecto
INVErso.

Fstos fendmenos, donde se observan cambios la estructura del agua, se pueden
encontrar en las interacciones burbuja-burbuja, el fendmeno de “cloud point™ y la
autoagregacion de surfactantes {Vinogradova y cols., 1995, Bunkin y cols, 1996 v
1997). En las transiciones coagel — micela o coagel — gel, las uniones puentes hidrogeno
entre los grupos polares del surfaciante v las moléculas de solvente adyacentes, juegan
un rol central,

Por lo tanto, se podia esperar que la presencia de sscarosa o urea en ¢l medio
modificaria las temperaturas de transicidn asi como las entalpias asociadas a estos
cambios.

Para evaluar la influencia de urea v sacarosa sobre las propiedades de autoagregacion de
Asc, se utilizaron determinaciones calorimétricas (DSC).

El objetivo central de los estudios en presencia de sacarosa y urea, fue determinar la
importancia de la estructura del agua y los puentes hidrégenos en la formacion de
coageles y en las transiciones de fase asociadas, y establecer si la concentracion de los
Asg,, tiene impacto en las transiciones de fase que han sido descriptas para los denivados
del acido ascorbico.

3.2 Materiales y metodologia utilizada.

3.2.1 Conductividad

La temperatura de Krafft (TMC) fue determinada en suspensiones acuosas de Ascy; por
medicion de la conductividad especifica en funcion de la temperatura. El conductimetro
utilizado fue un Radiometer Type CDM con una constante de celda de 1,25 em™. Los
experimentos fueron realizados en agua pura (MQ) ¥ en soluciones acuosas (MOQ) de
sacarosa vy urea, La concentracidn de estos ltimos cosolutos vario de ImM a 3 M.

La concentracion de Asc; fue de 1 % P/V. Todas las determinaciones fueron realizadas
por triplicado.
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3.2.2 DSC

La TMC de los Asc, fue obtenida a través de DSC con un equipo marca TA mstruments
In¢, modelo DSC 2920, utihzando portamuestras no herméticos de alumimio, bajo
atmosfera de nitrégeno. La rampa de calentamiento utilizada fue de 1°C/min. La TMC
fue obtenida en el pico endotérmico. Los experimentos fueron realizados utilizando
agua (M) ¥ en soluciones acuosas (M) de sacarosa y urea. La concentracion de estos
ultimos varid de ImMa 3 M.

Por otra parte se realizaron determinaciones para coageles de Asc. en agua pura (MQ) a
concentraciones que variaron del 5 al 50%.

3.3 Resuliados obtenidos.

3.3.1 Efecto de la sacarosa y Ia Urea

3.3.1.1 DsC

Utilizando DSC, se estudio el efecto de los cosolutos sacarosa y urea en las transiciones
de fase de los coageles. En pnimera instancia, s¢ seleccionaron soluciones de Ascy, al
10% (P'V). En la figura 4.9 se puede apreciar las temperaturas de transicion coagel-
micela a diferentes concentraciones de cosoluto (sacarosa — urea). Sacarosa produce un
aumento marcado de la TMC, mientras que urea tiene un efecto contrario.

Estas observaciones se fundamentan en que, la sacarosa fortalece la red de puentes
midrégenos, por lo tanto, temperaturas mayores son necesanas para romper la estructura
lamelar del coagel v obtener la fase micelar. Por el contrario, la urea debilita este tipo
de interacciones, por lo que la transicion es observada a temperaturas inferiores,
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Figura 4.9; Variacion de la TMC (*C) en funcién de la concentracion de cosoluto. & Urea, A
Sacarosa. (grafico obtenido del articulo publicado por el tesista, Lo Nostro y cols,, 2003),

3.3.1.12 Conductividad

[nformacion complementana pudo ser obtenida de las mediciones de conductividad.

Se realizaron mediciones de conductividad sobre muestras de Ascl2 al 1% (CMC =9 x
10° M, a 30°C). En el figura 4.10 {a) v (b) s¢ observa la conductividad en funcion de la
temperatura para diferentes concentraciones de sacarosa y urea

Los resultados obtenidos confirman que fanto sacarosa como urea poseen un efecto
marcado sobre la transicion coagel-gel.
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Figura 4.10: Conductividad (en pS/om) en funcion de la temperatura para  Ascy; (1%) en
presencia dé (a) sacarosa y (bjurea én las siguientes concentraciones de los cosolutos @ 107 M,
®0CMEOIMO I MY 2M sh:3M

{grafico obtenido del anticulo publicado por el tesista, Lo Nostro v cols., 2003).

En presencia de urea, la conductividad presenta valores de un orden de magnitud
superior a los obtenidos para sacarosa, v el comportamiento es totalmente diferente, En
efecto, en presencia de sacarosa, la conductividad de Ascp; (1%) decrece regularmente
con el incremento de la concentracion del cosoluto. Con urea, la conductividad primero
aumenta con la concentracion (en ¢l rango 1x10* M hasta 2 M), para luego disminuir
rapidamente a concentraciones iguales o superiores a 3 M

A los fines de determinar si los efectos de sacarosa y urea sobre los coageles eran
debidos a un cambio de las propiedades del medio o s1 realmente estos solutos afectaban
estructuralmente estos agregados facilitando o immdiendo las interacciones lamelas-
agua, se evaluaron comparativamente propiedades como densidad, descenso crioscopico
y viscosidad de las soluciones de sacarosa v urea con ¢l comportamiento observado en
los coageles.

La figura 4.11 muestra la conductividad de Ascy: (1%) a 29°C, 42°C y 53°C (antes y
después de la transicion), en funcidn de la concentracion de sacarosa (a) y urea (b).
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En el caso de la sacarosa en el mismo grafico se observa la viscosidad de las soluciones
de este cosoluto, En este grafico se observa claramente que la conductividad decrece
linealmente en funcién del log, [sacarosa) v esto no es proporcional al incremento de

viscosidad de las soluciones de sacarosa.
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Figura 4.11: Conductividad para moestras de Ascs (1%) en presencia de a) sacarosa y b) urea a
temperaturas superiores @ inferiores a la TMC.  Los simbolog indican: O: Conductividad a 29°
C; [ Conductividad a 42° C; A: conductividad a 53° C; @: Viscosidad (n) a 20° C {in mP*),
{grafico obtenido del articulo publicado por el tesista, Lo Nostro v cols., 2003)
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De esta forma se observa que el decrecimiento de la conductividad no seria solamente
consecuencia del aumento de la viscosidad, v que estaria relacionado con un mecanismo
mucho mas complejo que incluye la modificacion de la estructura del agua.

En el caso de la urea, la conductividad muestra un maximo a alrededor de 2 M. Pama
entender este comportamiento es interesante observar el comportamiento que lenen
cstos cosolutos (urea vy sacarosa) sobre  algunas propiedades del agua pura v que
reflejan los cambios en la estruciura de la misma por parte de estos compuestos. Estas
propiedades son el wlumen molar aparente (Vi) y el descenso del punto crioscopico
{AT.). Esto puede ser observado en las figuras 4.12y 4.13
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Figura 4.12: Volumen Molar parcial para soluciones acuosas de sacarosa (@ jy urea (O)
{gratico obienido del anticalo publicado por el tezsista, Lo Nostro vy cols., 20035
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El Vy esta defimdo como:

v, M_]D{]{l[p—p,,]

pomepgy

Donde, M, F, Jﬂ, y m, son el peso molecular del soluto, la densidad de la solucidn y
del solvente puro a la misma temperatura, vy la molalidad de la solucion
respectivamente.

El Vi de las soluciones de sacarosa aumenta en funcion de la concentracion de
cosoluto, como se ve en la figura 4.12 donde se observa una curva exponencial.

La urea se comporia de una manera un poco mas complicada, el Vi tiene un minimo a
una concentracion de 2 M y un méximo a 7 M. Este comportamiento tan disimil entre
sacarosa y urea en cuanto a su efecto sobre el agua es también observado en los
coageles de Asc, permitiendo inferir que estos solutos interaccionan estructuralmente
con las moleculas del agua afectando del mismo modo las propiedades de los coageles.
De este modo puede observarse que la concentracidn de maxima conductividad de
coageles de Ascy; en presencia de urea (= 2 M) es coincidente con la concentracion de
minimo volumen molar aparente para este soluto.

El mecamsmo por el cual estos solutos interaccionan con el solvente es objetivo de
estudio v debe aun ser dilucidado,

Asimismo este comportamiento particular de urea v sacarosa sobre el agua puede ser
observado evaluando el descenso crioscopico de sus soluciones, La figura 4.13 muestra
€] descenso del punto cnoscopico para soluciones de sacarosa v urca, y la linca teorica
para soluciones diluidas (AT. = K.m, donde K, es la constante crioscipica y m la
molalidad del soluto),
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Figura 4.13: Descenso del punto crioscopico para soluciones acuosas de sacarosal®) y urea (O).
La linca recta indica cl valor tetrico para soluciones dilwidas (AT, = k;m)
( grifico obtenido del anticulo publicado por el tesista, Lo Nostro y cols., 2003)

Las soluciones concentradas de urea y sacarosa se comportan de manera diferente. Las
soluciones de sacarosa muesiran valores mayores de AT, con respecto al valor calculado
(tedrico), mientras que para soluciones de wurea sc observan valores menores.
MNuevamente, esta observacion permite infenr que para sacarosa el incremento de AT,
esta directamente relacionado al fortalecimiento de las interacciones entre las moléculas
de agua, mientras que para wrea, la disminucion del AT, es consecuencia de su
capacidad de debilitar la estructura de puente hidrogeno del solvente.

Estas observaciones basadas en la viscosidad, Vi ¥ AT, confirman la influencia de urca
y sacarosa sobre la estructura del agua v la imteraccion del solvente con los grupos
polares de los Asc,,.
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3.3.2 InNuencia del largo de cadena (o PM) v la concentracién en las propiedades
de los coageles.

Fueron preparados coageles en agua a diferentes concentraciones, ¥ como s¢ ve en la
figura 4,14 la TMC es graficada en funcion de la concentracion del derivado para todos
los Ascy,

Para Ascg v Ascg, las rectas observadas separan la region donde existe la fase micelar
{amba) de la region de fasc coagel (abajo).

En el caso de Asciy, Ascyy, v ASCs, eslas rectas separan la fase pel de la fase coagel,
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Figura 4.14: TMC obtenidas para Asc, a diferentes conceniraciones. Ascs ®; Asc. ik
AsC): W, ASCi#. ASC]ﬁ*
(grafico obtenido del articulo publicado por el tesista, Lo Nostro v cols,, 2003)

La figura 4.15 (a) muestra las entalpias de transicion expenmentales (AH ) en K)/g en
funcidn de la concentracion de surfactante,
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Figura 4.15 {a): Entalpias de transicion experimentales para Asc, a diferentes concentraciones.
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{grafico obtenido del articulo publicado por el tesista, Lo MNostro y cols., 2003)

Sc observa que los cambios entilpicos dependen marcadamente del N¥ de atomos de
carbono del derivado, La figura 4,15 (b) muestra los correspondientes AS,., calculados

como AH,./T.
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Figura 4.15 (b} Cambios entropicos experimentales para Asc, a diferentes concentraciones.

Ascp el Aok Asci; B Asciye Asc,, Y
{grafico obtenido del articulo publicado por el tesista, Lo Mostro y cols., 2003)
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La formacion de agregados supramoleculares involucra distintas interacciones entre las
moléculas del tensioactive, Estas interacciones tienen asociados pardmetros energéticos
que permiten caracterizar y cuantificar el proceso.

Los cambios entdlpicos observados (AH.) en una transicidn como la que ocurre con
los Asc, comprenden tres contribuciones que pueden ser descriptas como:

AHe = AHeaq + AHe+ A Ec. 1

Donde el AH.s esta involucrado en los cambios conformacionales v de
empaguetamiento de la cadena hidrocarbonada, AH. esta relacionado con las
interacciones clectrostaticas cntre los grupos polares v AHpig 5 ¢l cambio entdlpico
debido a la hidratacion de las cabezas polares,

Cuando el coagel es calentado, las interacciones electrostaticas entre el grupo polar y su
coniraidén disminuyen y el AH,4 es determinado. Posteriormente estos grupos son
hidratados por el solvente (agua) v el AHyu. obtenido. Finalmente el AH.q €5 hiberado y
las estructuras se reordenan ¢n una fase micelar o gel. Debido que los grupos polares
son los mismos en todos los derivados estudiados, se espera que los AH,; ¥ AHpy,, sean
los mismos, y por lo tanto los cambios entdlpicos relacionados a la interaccion de las
cadenas apolares (AH,g) serdn los factores dominantes en la transicion que determinara
si el sistema revierte a una fase micelar o una fase gel.

A los fines de individualizar y calcular la contribucion de las cadenas alifiticas a la
interaccion cabeza polar/solvente se puede analizar el proceso de acuerdo a la siguiente
ecuacion que describe como estaria compuesto el fendmeno entalpico experimental:

AHep = AHed + AHy = pAHT + AH,, Ee. 2

AH,, indica la contribucion total por las interacciones, cabeza polar / solvente (agua) v
aquellas entre las uniones fuertes y el agua mtermediana.

Se asumio que AH.; es proporcional al AHf del punto de fusion de los Asc, puros
dependiendo del peso del surfactante en la muestra del coagel (p). Esta manera de
asumir las contribuciones seguramente pueede sobrestimar el valor de AHuaa ¥
subestimar el AH,.
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La tabla 4.5 indica los valores de AH,, para diferentes muestras de Asc, en agua en
concentraciones del 10% - 20%% y 40%.

Tabla 4.5: Valores de AH,, para diferentes muesiras de Asc,.

3 AH,, (10%) AH,, (20%) AH, (40%
KV molgyes

8 8.1 8.6 8.6

10 5.5 4.1 1.6

12 7.3 6.6 6.3

14 8.5 6.6 5.5

16 -10.8 -8.1 6.9

Para Ascy, el valor de AH. s¢ incrementa muy lentamente con ¢l aumento de la
concentracién de surfactante. En el caso de los derivados de cadena larga este valor
decrece (en valor absoluto), siendo esio muy marcado en el caso de Asci. Es
interesante observar que cuando la transicion que se observa es coagel-gel los valores de
AHy som negativos. Esto podria explicarse como que algo de la energia liberada en csta
transicion es debida a las interacciones surfactante-solvente (agua) y solvente-solvente
dando lugar a la formacion de una estructura mas desordenada. En todos estos casos el
valor calculado de AH,, esta entre 5 v 11 KJ/mol,g. 51 tenemos en cuenta que la energia
promedio de un puente hidrogeno es de 12-30 Kl'mol v que la ecuacion (Ec. 2)
seguramente subestima el AH,, se puede concluir que estos cambios entilpicos son
debido a la ruptura y formacion de peentes hidrogenos en la interfase cabeza polar /
agua ¥ dentro de la estructura del solvente. Para Ascg v ascip el caso es el inverso
debido a la formacion de micelas esféricas, en virtud de la imporianie energia necesaria
para la idratacion de las cabezas polares en la microfase autoagregada.
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3.4 Conclusidn

Para evaluar la importancia de la estructura de agua en la formacion de los coageles se
utilizaron técnicas de DSC y conductimetria. Se midieron las temperaturas de transicion
en presencia de sacarosa y urea, de las cuales se han descnipto sus propiedades
modificadoras de la estructura del agua.

Teniendo en cuenta que en los coageles de los Asc, las interacciones entre las moléculas
del solvente vy los grupos polares son dominantes en las transiciones coagel-gel o
coagel-micela, se estimd importante evaluar la influencia de este tipo de compuestos
sobre el comportamiento de estas transiciones.

La presencia de sacarosa y urea modificod sigmficativamente algunas propiedades de los
coageles, debido principalmente a la influencia de estos compuestos sobre la capacidad
de formacion de puentes hidrbgeno v la estructura de agua.

Dependiendo del tipo de cosoluto evaluado, la TMC se ve afectada de forma diversa. De
este modo, la sacarosa “fortalece™ la estructura del solvente y por lo tanto aumenta las
temperaturas de transicion, mientras que la urea “debilita” estas uniones, teniendo un
efecto contrano.

Por otra parte también se evalud el efecto de la concentracion del derivado en las
transiciones de fase, guedando en cvidencia que este factor no influencia
significativamente los procesos que dan lugar a las transiciones de fase.

4. Efecto de Cosolventes

4.1 Introduccitn y objetivos

Die acuerdo a los resultados obtenidos, los Asc, son agentes tensicactivos con capacidad
de formar diversos agregados supramoleculares, dependiendo de su PM, concentracidn
v T% La estrategia de utilizar tensioactivos para aumentar la solubilidad aparente de
drogas poco solubles ha sido ampliamente utilizada en tecnologia farmacéutica para
optimizar su formulacion én sislemas Acuosos.

(Otra alternativa para lograr esta meta es la cosolvencia, donde distintos cosolventes son
utilizados para aumentar la solubilidad de drogas poco solubles. Del mismo modo, la
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combinacion de ambas estrategias ha permitido vehiculizar drogas de interés
farmacéutico en soluciones acuosas.

En el caso de Asc, la imposibilidad de los derivados de PM mas alto (n=>12) de formar
dispersiones micelares o lamelares a temperaturas compatibles (T7 < 30°C) hace que en
principio se pucda esperar poca utilidad de estos sistemas. D este modo, se evalud la
nfluencia del agrepado de cosolventes (polialcoholes) en la TMC de los Asc, v la
capacidad de solubilizacion de distintas drogas.

4.2 Materiales y metodologia utilizada.

Los cosolventes utilizados fueron: Glicenna (Glhi), Propilenglicol (Pg) y Pohietilenglicol
400 (PEG400),

4.2.1 Conductimetria

Se realizaron mediciones conductiméincas sobre Asci, Ascy, Asciy ¥ Asclb en
presencia de mezclas de concentraciones vanables de cosolventes (Pg, Gli, PEG 400) v
agua. El conductimetro wtilizado fue un Radiometer Type CDM con una constante de
celda de 125 ecm”'. La concentracion de los Asc, fue de 1 % P/V. Todas las
determinaciones fueron realizadas por triplicado.

4.3 Resultados obtenidos

Como puede apreciarse en las figuras 416, 4.17 y 4.18 los efectos de los cosolventes no
fueron uniformes. Mientras la ghicerina esencialmente no afecta las temperaturas de
transicion (TMC), propilenglicol v polietilenglicol 400, disminuyen la TMC de todos
los derivados a medida que la concentracidn del cosolvente aumenta.
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4.4 Conclusidn.

La presencia de Gili en el medio no afecta la TMC de los Asc.. En cambio, tanto Pg
como PEG400 disminuyen la temperatura de transicion de fases del sistema para todos
los Ascy estudiado,

Estos resultados son sumamente atractivos porque se puede pensar en utilizar estos
cosolventes para “regular” la TMC de un derivado, De esta manera la posibilidad de
utilizar denvados de cadena mas larga (con mayor capacidad de carga) con TMCs
menores puede ser una alternativa Gfil para obtener dispersiones micelares o lamelares,
donde la incorporacion de un principio active poco soluble permitiria obtener una
formulacidn con cuahdades farmacéuticas aceptables.

Por otra parte, algunos resultados preliminares indicarian que ¢l uso de cosolventes
tendria un efecto aumentando la capacidad de carga de los sistemas.
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5, Reologia

5.1 Introduccién

El término reologia, deriva del griego rheo (flujo) y logos (ciencia). Esta palabra es
utilizada actualmente para describir ¢l campo de la ciencia que estudia el flujo de
liguidos v la deformacion de los solidos. La viscosidad, término también muy utilizado,
es una expresion de la resistencia de un fluido a fluir, por 1o tanto, cuando hay alta
viscosidad existe alta resistencia al flujo. Los liguidos simples pueden ser descriptos en
terminos de viscosidad absoluta, pero en cambio los sistemas heterogéneos, entre los
que se incluyen la mayoria de los sistemas farmacéuticos, son mucho mas complejos,
por lo tanto no pueden ser expresados por un simple valor,

El estudio de las caracteristicas reolégicas de los materiales es importante sin lugar a
dudas en vanadas areas. En medicina, la reologia gobierna la circulacion de la sangre y
el flujo linfatico en capilares y grandes vasos, el flujo del mucus, la resistencia de los
huesos, el estiramiento de cantilagos v la contraccion de los musculos entre muchos
otros fendmenos, También en medicina cobra importancia préctica en soluciones para
ser inyectadas como asi también la flexibilidad de tubos v catéteres, La importancia de
la reologia en farmacia es indiscutible, El conocimiento de las propiedades reologicas se
utiliza activamente en la formulacion y el anahisis de productos tales como, emulsiones,
pasias, supositorios v agentes de recubnmientos de comprimidos, entre otros. Por otra
parte en la manufactura de cremas de uso farmacéutico o cosmético, como asi también
pastas y lociones, se deben mantener lote a lote parametros reoldgicos apropiados para
asegurar la reproducibilidad.

Los sistemas heterogéncos farmacéuticos presentan generalmente flujo de tipo no
newtoniano. En la mayoria de los sistemas farmacéuticos este comportamienio puede
favorecer la estabilidad v condiciones de aplicacion, como por ejemplo en formas
farmacéuticas (FF) topicas v en la dispensacion FF liquidas de uso oral,

De este modo, es importante conocer ¢l comportamiento reologico de estos sistemas y
evaluar su implicancia ¢n su formulacion.

Mayores consideraciones sobre reologia y las metodologias que se utilizan para estudiar
este aspecto de los sistemas heterogéneos, se¢ pucden obscrvar en el anexo de
metodologias analiticas.
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5.2 Objetivos

Una de las potenciales aplicaciones de los coageles obtemdos a partir de los ésteres del
acido ascorbico seria la de vehiculizar drogas a ser utilizadas en terapias por via tdpica.
Por este motivo resultd importante caracterizar reologicamente los coageles pensando
en una potencial formulacion topica, va sea para conocer el comportamienio de los
mismos cuando son aplicados sobre la piel, como asi también determinar algunas
condiciones de manufactura y de envasado,

Como se ha descripto en capitulos anteriores, la solubilidad de los Asc, decrece con el
largo de la cadena alquilica e incrementa con la temperatura. Estos compuestos forman
dispersiones transpareniés én agua, por encima de la TMC v la CMC de cada denvado.
51 estas dispersiones son enfriadas por debajo de su TMC, se obtienc una mesofase
semicristaling que en forma peneral se denomina coagel. Si estos coapeles son ghora
nuevamente calentados, lo que se observa es la aparicion de una solucién micelar
homogénea para n=10 o una fase gel transparente para n=11 (Palma vy cols., 2002°),

El objetivo de esta parte experimental fue obtener informacion sobre las propicdades
replogicas de los coageles de Asc, El estudio reolégico ademds de aportar ciena
informacion sobre el wso de estos sistemas en formulaciones topicas, aportd
informacion relacionada las posibles estructuras tridimensionales de estos denvados,

5.3 Materiales y metodologias utilizadas

5.3.1 Reogramas

Los derivados Ascs, Ascio, Asciz, Ascy ¥ Ascys (2% P/V) fueron suspendidos en agua
destilada y calentados por encima de su TMC. Cuando no se observo ninguna particula
en suspension se coloco la muestra en la copa del sensor del viscosimetro, v se dejo a
una temperatura de 5-6°C durante tres horas, pasado este lapso de tiempo, se montd
junto al sensor del aparato y se procedio a la obtencidn de la curva de flujo. El equipo

utilizado fue un viscosimetro marca Haake VT500 equipado con un software
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VTS00/VT 3.01, v un sensor NV, Las diferentes curves y el andlisis estadistico fueron
realizados usando el programa Microcal Origin® version 3.5.

Las condiciones de la curva de flujo se resumen en la tabla 4.6 dividida en segmentos
consecutivos que ¢l programa de computacion adosado al viscosimetro usa para
determinar las secuencias de las diferentes curvas,

Tabla 4.6: Condiciones empleadas en las diferentes curvas de flujo realizadas para los Asc,

5 5 Velocidad Tiempo Temperatura
i L r.p.m min. °C

1 1] 15 20

2 - 100 3 20

3 100 - 100 3 20

4 100 -0 3 20

3.3.2 Microscopia electronica de Barrido (SEM)

La SEM fue utilizada con el objeto de recabar informacién de la estructura
tridimensional de los coageles y su implicancia en la reologia de los mismos. Se utilizo
la misma técnica v equipamiento que los descriptos en el punto 2,

5.4 Resultados Obtenidos

5.4.1 Observacidn macroscopica

En primer lugar, importante informacion cualitativa puede ser obtenida por observacion
macroscopica del comportamiento de los coageles.

Los sistemas obtenidos para Asce, AsCio, ASCis ¥ Ascis permanecen en el fondo del
recipiente que lo contiene cuando el mismo es inveriido o agitado. Por el contrano para
coageles de Ascip y Ascy; se observa un aparente flujo pseudoplastico v pueden ser
facilmente desplazados en el recipients que los contiene.

Antes de aplicar el stress, los coageles de Ascy, Ascyy, Ascis ¥ Ascis son de apariencia
homogéneas, no se observa en ellos separacion de fases durante un periodo de por lo

89



Coageles

menos 15 dias, sin embargo la degradacion del dcido ascorbico puede conspirar contra
la exactitud de los resultados para estudios en pernodos de nempo mas prolongado.
Luego de aplicar el stress comrespondiente a la medicion reoldgica algunos cambios
macroscopicos son observados. Coando transcurren menos de 30 minuios (de la
aplicacion del stress) se verifica una separacion de fase y se observa una pérdida de
agua del sistema. No ocurre lo mismo con los coageles de Ascyy v Asc; donde esta
separaciion de fases es observada anies de la aplicacion del stress,

Estas diferencias en el comportamienio macroscopico pueden estar relacionadas a la
configuracion estructural que adquiere cada sistema. La SEM permite observar estas
estructuras. Para este fin, se obtuvieron microfotografias de coageles de Ascy, Ascyg,
Asci; v Ascye. Para Ascy y Ascyg las estructuras halladas podrian ser descriptas como
lamelas planares continuas, donde las bicapas figura 4.20 a) - h) estan ordenadas en
ldminas, sin embargo se pueden observar importanies diferencias de tamafio entre Ascy
v Ascyp figura 4.20 &) - b).

5.4.2 Reogramas

El andlisis reologico fue realizado obteniendo las curvas de flujo para cada coagel, las
cuales consisten en los perfiles de fuerza aplicada (shear stress) versus velocidad de
flujo (shear rate).

Todos los coageles muestran flujos No Newtomanos, y las diferencias encontradas estan
estrechamente relacionadas con su estructura,

Los coageles de Ascyn ¥ Ascy) muestran un flujo pseudoplastico v para el caso de Ascy
s posible observar tixotropia 4.19 b) y ¢).

Por otra parte los coageles de Ascs, Ascyz, Ascis v Asce exhiben una reologia mucho
miés compleja 4.19 a)d)e)f) este comportamiento es camcteristico de sistemas
semisolidos de alta estructuracion los cuales son descrniptos en bibliografia.
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Como puede ser observado en las figuras 4.19 (a),(d),(e)(f), la caracteristica principal
de estos sistemas ¢s la presencia de una histéresis que se acentia en la curva ascendente
con un valor donde el sistema se “rompe” v da lugar & un sistema con un flujo diferente,
gue se evidencia en una curva de menor fluidez. Este valor esta descripto como “spur
value™ y serfa una medida de la fuerza que se le debe aplicar al sistema para generar esta
rupiura ¢ el cambio estructural que da lugar a estos reogramas complejos.

Los coageles que fueron estudiados presentaron un alto valor de ruptura o “spur value™
En este caso el valor podria definirse como la fuerza necesana para romper la estructura
ordenada, cambiando asi las caracteristicas reologicos del sistema.

El valor de fuerza (Shear stress) comrespondiente a este punto es denominado (valor de
ruptura estatico (static vield value, o5). Por otro lado, un valor similar {dynamic yield
valug, o) puede ser obtemido por la extrapolacion de la porcion lineal de la curva
inferior con el egje x (shear stress), el cual es una medida de la encrgia necesana para
lograr a ©'D constante la disrupcion parcial o total durante la curva ascendente (Barry,
1974). Ademas, otro valor que puede ser obtenido es lo que se denomina “loop area™
(LA) v nos puede indicar la “cantidad™ de estructura que se ha roto durante la aplicacion
del stress.

Los valores de oS, oD y LA para coageles de Ascs, AsCz, ASCiy ¥ AsCs 50N reportados
en la tabla 4.7.

Tabla 4.7: Valores de LA, of y oD obtenidos de los diferentes reogramas.

Coagel de LA aS(Pa) aD(Pa)
O Ase 1283 6.24 042
Aseyz 1574 3.7 1.06
Aseyy 2977 249249 1.02
Aseys 643 6,86 0,18

Para estos sistemas, una ruptura irreversible de la estructura es observada cuando el 1
(D) = a8, La estructura original que presentaban los coageles no es recuperada
después del stress, ain cuando el sistema es mantenido en reposo. Los valores de of
observados son proporcionales al largo de la cadena alquilica para Asce, Asciz v Ascp
El valor relativamente bajo para Asc. indicaria una red de menor estructuracion. Los
semisolidos exhiben un flujo pseudoplastico a © 2 a5
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543 Comportamiento reolégico vs. microestructura de los coageles.

Las diferencias estructurales que se observan en las microfotografias obtenidas por
SEM pueden ser relacionadas con ¢l comportamiento reologico que se ha descripto
antenormente.

Para Ascy, ¢l coagel muestra una tipica estructura lamelar, con laminas paralelas
bimoleculares v flexibles {Clint, 1992). Esta estructura esti en concordancia con el flujo
pseudoplastico obtenido.

Una estructura similar es observada para Asce, sin embargo este sistemna muestra una
reologia mis compleja que para Ascye, con un punto de ruptura o “spur value”.

Una explicacion para este fendmeno podria ser la diferencia de iamafio observada entre
las placas de Ascs ¥ Ascin. La estructura del derivado Ascs es mucho mas grande que la
de Asci.

Los coageles de Asciz, Ascy v Ascis muesiran un comportamiento similar al de Ascy en
cuanto a la reologia, sin embargo las microfotografias figura 4.20 ¢).f).g) v h) muestran
un arreglo de las lamelas del tipo “castillo de naipes™. Esta estructura seria debido a la
presencia de una region de agua fuertemente unida en las regiones de las bicapas. Esto
no seria posible para Ascyy ¥y Asc).

Cuando los coageles de Ascy;, Ascyy y Ascy; son sometidos a fuerzas de agitacion
intensas (t = oS) las estructuras s¢ rompen imeversiblemente y los valores de
viscosidad disminuyen significantemente. Ahora los coageles adquieren una estructura
menos ordenada similar a Asco. Este fendmeno puede ser observado con claridad con
la microfografia obtenida sobre el coagel de Asc,; después de la aplicacion del stress
(figura 421). La estructura de Asc; ahora es similar a la de Ascy, figura 4.20 b} y el
sistemna adquiere flujo pseudoplastico.
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Figura 4.21: Microfotografia obtenida para Asc,; después de la aplicacion del stress

54 Conclusiones

Ascy, Ascpa, Ascie ¥ Ascyg muestran una reologia compleja (spur value), mientras que
los coageles obtenidos a partir de Ascig v Ascy cxhiben flujo pseudoplistico, v
tixotropia para el caso de Asecyy. El arreglo estructural de estos sistemas es el factor
clave para estos comportamientos. Ascyz, Ascis ¥ Ascyy forman “castillos de naipes”,
mientras que Ascyy ¥ Asgy estarian restringidos estructuralmente para lograr esios
arreglos v forman laminas paralelas bimoleculares.

Cuando el T = a3 (spur value) los coageles adguieren flejo pseudoplistico. Debido a
esto la manipulacidn de los sistemas puede afectar el comportamicento reoldgico, siendo
este un dato de importancia para el potencial diseflo de formas farmacéuticas

sermisdlidas utilizando los derivados del ascorbico como portadores,
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6. Conclusiones penerales del capitulo.

Las conclusiones penerales de este capitulo pueden basicamente dividirse en tres

pares:

a)

b}

c)

Se estudio la formacion de coageles de los Asc,, determinando las
estructuras involucradas, haciéndose uso de los datos obtemidos y de
un andlisis de la escasa bibliografia que existe sobre este tema,

Se estudid la influencia de algunos factores que se consideraron
importantes para conocer estos sistemas. Entre estos factores se
destacan la importancia de la estructura del agua en la estructura v
transiciones  involucradas en estos sistemas v la influencia de la
presencia de cosolventes en las transiciones de fase. En este sentido
se pudo comprobar que la estructura del agua en los coageles es vital
en la estructura de los mismos, v que ¢l agregado de cosolventes
comunmente utilizados en farmacia puede influir én las transiciones
de fase posibilitando disefiar sistemas incluyendo estas variables.

Y por dltimo y asumiendo la potencial utilizacion de los coageles
como vchiculos en formas farmacéuticas topicas, se colectd
informacion sobreé la reologia de los mismos. Estos resultados
aportaron por un lado el conocimiento bésico de los sistemas, como
dato de preformulacion en caso de utilizar estos sistemas en
semisolidos de aplicacion topica y por otro lado arrojaron
interesantes datos sobre la estructura tndimensional y estabilidad
fisica de los coageles.
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Capitulo 5

Propiedades de relevancia farmacéutica

1. Imtroduvecién general

1.1 Tecnologia farmacéutica

La tecnologia puede ser defimda como la utilizacion o aplicacion de la ciencia para el
beneficio de la sociedad.

Por lo tanto cuando se habla especificamente de tecnologia farmaeéutica, se describe
aquellos usos y aplicaciones que se hacen de los conocimientos basicos adquiridos en el
disefio, preparacion, control v almacenamiento de formulaciones farmacéuticas.

En las ultimas décadas el arsenal terapéutico se ha incrementado exponencialmente, se
han disefiado v probado un gran namero de drogas para un gran nimero de patologias.
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Entre los procesos involucrados en la obtencion de un efecto farmacoldgico por parte de
una droga, s¢ pueden identificar claramente tres fases: i) la fase farmacéutica, aquella
donde se pueden incluir todos los procesos que sufre la formulacion hasta que libera el
principio activo (p.a) en el sitio de absorcion {que puede ser el sitio de acciom en
aplicaciones topicas), 1) la fase farmacocinética, aquellos procesos que incluyen la
absorcion, distnbucién, metabolismo v excrecion del firmaco, vale decir aguella fase
que regulard la cantidad de p.a que alcanzard el sitio de accidn, y por altimo iii) la fase
farmacodinamica, que describe la accion especifica del farmaco en su sitio de accion,
donde esta involucrada la interaccion droga-receptor,

En muchos casos la modificacion de aspectos relacionados a la fase farmacéutica, puede
mejorar aspectos relacionados a la fase farmacocinética, o bien disminuir efectos
secundanos yo indeseados, o en muchos casos por ejemplo extender el tiempo durante
¢l cual la droga ¢jerce su actividad

La eficacia de muchas drogas es usualmente himitada por su potencial de alcanzar el
sitio de accion. En muchos casos, solamente una pequefia cantidad de la dosis
administrada alcanza este sitio, mientras que la mayor parte de la droga ¢s distnbuida
por el resto del cuerpo dependiendo de sus propiedades fisicoquimicas v
biofarmacéuticas.

Por otra parte las propiedades fisicoquimicas de los p.a en numerosas oportumdades
pueden dificultar la formulacion de un medicamento: solubilidad en distintos solventes,
estahilidad, propiedades fisico-mecanicas (fluidez, densidad, compactabilidad), son en
muchos casos limitantes para poder lograr la formulacion deseada.

Por 1o tanto una “buena droga™ debe necesarniamente estar ligada a un “buen envase™ es
decir no solo es necesario que el p.a tenga una farmacodinamia apropiada, sine que sc
debe asegurar que la formulacion en todos los aspectos sea exitosa.

Por lo antes descripto y por muchos factores mas es que, la investigacion en Sistemas
Poradores Drogas ha tenido en los (ltimos afios un incremento imponante, Esto se ve
ejemplificado en la gran cantidad de publicaciones que se observan en este topico en la
literatura cientifica principalmente en los Gltimos diez afios. Nuevas revistas (journals)
se han sumado a las ya existentes por la demanda de ediciones especificas en campos
puntuales de la investigacion. (Breimer, 1998).
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En el marco de la presente tesis, se evalud la potencial utilizacion de agregados
supramoleculares de Asc,, en sistemas portadores contenmiendo drogas insolubies y/o de
baja estabilidad en sistemas acuosos.

1.2 Utilizacitn de compuesivs anfiliscos en sisiemas farmacéuiicus,
i.2.1 Aplicaciones generabes
Las aplicaciones generales de los AT son comentadas en capitulo |, miroducciion,

1.2.I Aplicaciones especilicas

De todas mancras ¥ a los fines de clanficar un poco mas la imponancia que los
tensioactivos tienen en sistemas farmacéulicos, e$ que a continuacion se hara una
descnipeion de algunas aplicaciones que se ven en Ineratura cientifica,

En este orden de cosas, es comun en fecnologia farmacéulica ulibzar los agenles
tensioactivos para aumentar la absorcion de principios activos por diferentes vias, La
literatura contiene un numero imporianie de repories donde esta claramenie demostrado
que los surfactantes pueden influenciar la velocidad v la cantidad de absorcion de
ciertas drogas. Sin embargo también se ha reportado que la inclusion de surfactantes en
las tormulaciones puede tener un efecto contrario.

Por otra parte, no debe perderse de vista que existen surfactantes fisiologicos (por
ejemplo las sales biliares) que pueden por si mismo modificar fa absorcion de ciertas
drogas (Gibaldi v cols., 1970,

Un gjemplo de lo que se viene planteando se¢ ve reflejado en diversos articulos donde se
utilizan surfactantes en la solubilizacién e incremento de la absorcién intestinal de
ciertas drogas como sulfadiazina v sulfaisoxazol en ratas (Reddy v cols., 1976), o bien
tetraciclina (Allen vy cols., 1981). Por otra parte también s¢ utilizan surfactantes para
aumentar la permeacion transdermal de ciertas drogas (Chowhan y cois., 197%; Funke y
cols., 2002), como asi también es el caso de ciertas formulaciones donde el rensicactivo
es utihzado para aumentar la permeacion de drogas por via rectal, un caso particular de
estos es la adovedina (Kawaguch y cols., 1991).

Por supuesto no habria que perder de vista aquelias aplicaciones de los surfactanies
como agentes de suspension, emulgentes o mojantes (formas farmacéuticas solidas).
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Por lo tanto. a manera de resumen, la utilizacion de agentes tensioactivos en sistemas

farmacéuticos se puede ordenar o clasificar de la siguiente manera:

a) Modificadores de propiedades biologicas

Enhancers {transdermales, rectales, etc)

b) Modificadores de propiedades farmacotécnicas v biofarmacéuticas:

- Agentes de suspension (FF liquidas y semisolidas)
Emulgentes (FF hiquidas v semisohdas)

- Solubilizantes (FF liquidas)
« Agentes humectantes (FF solidas)

Como una sintesis de lo antes descripto en la tabla 5.1 se puede observar un grupo de

drogas que tienen en sus formulaciones surfactantes.

Tahla 5 1 Drogas de interés Fammrim_gy_-i H@E@E_mrfamam:ﬁ cn su formuolacion

Drroga Surfactante Ruta
Hnrdiaze;n‘midu HCI Polisorbato 8 IM
Acetato de hidrocortisona IM
Acetato de dexametasona M
Etoposido v
Acetalo de medroxiprogesterona M
Agetato de metilprednisolona M
Loxapina HCI 1Y
Vitaming A I
Ampicilina Polisorbato 40 IM eIV
Penicilina G benzatinica IM
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Testolactona Polisorbato 20 M
Anfotericina B Desoxicolato de Na v
Frtonadiona FE_IE (s IM,5CelV
acidos grasos)

Ciclosporina POE {aceite de castor) v
Penicilina G benzatinica POE (sorbitan) M
Penicilina GG procainica Monopalmitato I

2. Objetivos

Los estudios relacionados a la potencial utilizacion de los agregados supramoleculares
de Asc, en el disefio de distintas formas farmacéuticas nos permitid recabar la
informacion necesaria para culminar el trabajo de tesis con un criterio racional, De esta
manera, los estudios iniciales de preformulacion dieron origen al juicio critico para
proponer distintas formulaciones con potencial éxato como medicamento posible de ser
utilizado terapéuticamente.

Todas las propiedades evaluadas en los estudios de preformulacion son un significante
aporte para dilucidar el comportamiento como tensioactivo de los Asc,, ya que cstos
compuestos no han sido descriptos anteriormente como tales.

D¢ todas maneras, el objetivo pnmano de este trabajo v que se intentard reflgjar en este
capitulo es la aplicabilidad de los Asc, en sistemas farmacéuticos.

D¢ acuerdo a los resultados obtenidos, los Asc, pueden formar sistemas sermsolidos por
debajo de la TMC, los cuales pueden ser utilizados como ponadores de farmacos. Estos
tipos de sistemas, con caracteristicas de cristales liquidos, han side descriptos como
vehiculos para distintas drogas (Nesseem, 2001; Lee and Kellaway, 2000; Farkas y
cols., 2000, Schneeweis and Muller-Goymann, 1997, Wahlgren y cols., 1984; Mueller-
Goymann and Hamann, 1993)
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Las caracteristicas semisdlidas de los mageles de Asc, los hace de espe::iaJ nterés en el
disefio de FF topicas. En este contexto, los objetivos que se presentan en este capitulo
fueron:

a) Solubilizacion de drogas poco solubles vio inestables.

b) Incorporacion de drogas en coageles de Asc,
Por un lado la solubilizacion de drogas insolubles vio inestables en sisternas  micelares,
es decir a temperaturas superiores & la TMC del derivado, v por otra parte, aquellos
sisternas donde se carga la droga por encima de la TMC pero se deja enfriar el sistema

con la consecuente obtencion de un coagel cargado

Estos procesos son esquematizados a continuacion:

Drogas (poco solubles
v/D inestables)

a) cargada en las micelas de b} la droga se carga en el

Asc, por encima de la TMC agregado de Asc, por

respectiva. Para derivados encima de su TMC pero se

de cadena mas corta con o restablece  luego la T

sin cosolventes ambiente. La droga queda

Sistemas micelares (SM) “atrapada” en e coagel
Para dernvados de cadena
mas larga.

Coageles Cargados (Cg(’)
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3. Solubilizacitn de drogas poco solubles. Asc, a temperaturas superiores a su
TMC. Sistemas Miceiares (SMj

3.1 Introduccion

Uno de las propiedades mas importantes de los surfactantes en solucion es la habilidad
de las micelas u otros agregados de aumentar la solubilidad (aparentc)} de compuestos
que son reportados habitualmente como insolubles o poco solubles en ¢l medio de
dispersion usados,

Este fendmene, conocido normalmente como solubilizacion, ha sido extensamente
revisado por muchos autores (Mulley, 1964, Nakagawa, 1967; Elworthy y cols., 1968) y
utilizado intensivamente en diversos sistemas farmacéuticos.

Para entender los aspectos cinéticos de la solubilizacion micelar v la interaccion de las
diferentes drogas con las micelas es de suma importancia conocer la localizacion,
distribucion y orientacion de dichas drogas en los agregados.

Estos factores pueden tambien afectar la estabilidad y biodispomibilidad de los
compuestos solubilizados, cuya localizacion en las micelas depende de la naturaleza
{polar o no polar) de las moléculas. Existen vanos sitios donde pueden localizarse los
compuestos solubilizados; se sugiere que las moléculas apolares en sistemas acuosos de
surfactanies ionicos pueden localizarse en el centro drocarbonadoe de la micela (figura
5.1 a)), mientras que sustancias polares pueden adsorberse sobre la superficie figura 5.1
d). También es posible para moléculas de naturaleza variable ubicarse en la zona
intermedia (zona de empalizada) , entre la zona estrictamente apolar y la cabeza polar
del surfactante (figura 5.1 ¢)). En la figura 5.1 b) se observa una situacidn intermedia
entre a) v c).
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ab centro (oore) micelar

i) sector de empalizada (no ionicos) d} superficie micelar

Figura 5.1° distintas posibilidades de localizacion de drogas en una micela. a) ubicacion en of
contro  micelar. b) localizacion mtermedia entre of cenmtro v el sector de empalizada: c)
localizacion en el sector de empalizada v d) Incalizacion en la superficic micelar

Los surfactantes no ionicos son en general los mis utilizados en sistemas farmacéuticos,
principalmente por su baja toxicidad. Sus micelas muestran un gradiente de polaridad
creciente desde el centro de la micela hacia la zona de los grupos polioxietileno cercana
al agua ¥ obviamente a la superficie de la micela.

La extensa zona interfacial entre el centro micelar v la solucion acuosa es un sector muy
hidratado. La distribucion anisotropica de las moléculas de agua en este sector puede
ser utilizada para la sclubilizacion de una gran variedad de moléculas. Este sector se
denomina sector de empalizada de la micela v puede ser también utilizado para la carga

de drogas dentro del agregado
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3.1.1 Factores que afectan la solubilizacion

La capacidad de solubilizacion de un sistema varia segin la naturaleza del surfactante y
la droga a ser solubilizada.

Si una droga hidrofébica es solubilizada én el intenor de la micela (core), un aumento
del largo de la cadena drocarbonada, v por lo tanto de la hidrofobicidad de la micela,
aumenta la capacidad solubilizante del sistema.

Para micelas de surfactanies ionicos un aumento del tamafio del centro hidrofobico
micelar es el pnncipal mecamsmo para aumentar la solubilizacion de compuestos.
Mientras que para micelas constrndas con surfactantes no 1w0mcos este fendomeno no
esta muy claro ni definido en la Iteratura,

El pH puede afectar el poder solubilizante de sistemas micelares de surfactantes no
ionicos por modificacion del equilibrio entre la droga ionizads v no ionizada. Esto
afecta la solubilidad en agua y modifica la particion de la droga entre la fase micelar v
la fase acuosa. Un gjemplo de esto puede ser el caso del acido benzoico, donde la forma
no ionizada es mejor solubilizada en una micela de polisorbato 80 que la forma 1onizada
(Collet y cols., 1975).

3.1.2 Termodindmica de (a solumnzacien

La solubilizacion puede ser considerada como una particion de la droga enire la fase
micelar v ¢l entorne acuoso. Por lo tanto la energia libre estindar de solubilizacion AG,”
esta relacionada con el coeficiente de particion & entre la micela y ¢l medio acuoso:

AG,' = -RTLnK Ee, |

La entalpia y entropia estdndar de solubilizacion pueden describirse con las siguientes

BCUACIONES,
LnK=-AH,"1 + constante Ec. 2
R T
AG. "= AH," - T AS” Ec. 3
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El signo v la magnitud de las funciones termodinimicas AH," v AS.' pueden
relacionarse con la localizacion del compuestc solubilizado en la micela La
solubilizacion de una molécula hidrofobica en el centro micelar es similar a la
transferencia de la molécula de una fase acuosa a un medio organico, en ambos casos, el
orden y la magnitud de las variables termodinamicas es la misma La entalpia es
aproximadamente cero o un numere pequefic positivo v la energia libre es generalmente
negativa El mayor aporte a la negatividad de la energia libre es el importante cambio
entrdpico que se produce.

Para solutos polares el AG,” de la transferencia desde el medio acuoso al centro de la
micela es positive v el cambio entropico es negativo. Esto da una obwvia explicacion
termodindmica de porgque solutos polares no tienen una tendencia a ingresar en el
interior de la micela,

Las funciones termodinamicas para la transferencia de varios solutos desde el agua a
una solucion micelar o solventes orginicos son mostradas en la tabla 5.2 El acido
benzoico es un soluto modelo de aguellos gue se adsorben en la superficie micelar en
surfactantes no ionicos, para este compuesto las tres vanables termodindmicas son
negativas. Los derivados del acido barbittrico solubilizados en launl sulfato de sodio,
un surfactante anionico, muestran que los valores de las varables son similares a las del

acido beazoea,

Tahla5 2: Funciones fermodinamicas para la transferencin de solutes desde agua a wna

i il

Soluto Medio orgdnico : ot . A AS®
{cal/mol) (cal'mol) (cal/mol

Cloruro de amomio Etanol + 5010 =2850 =203
Metano Ciclohexano -2280 + 2380 + 15.6

Amobarbital Solucion micelar -2340 -17040 + 21

Barbital Solucion micelar’ -7910) -2600 6.0

Acido Benzoico Solucion micelar’ -2320 -3700 4.7
Etano Solucion micelar -3450 + 20K} + 18.3

Fenobarbital Solucion micelar -1850 -3800 6.5
Propano  Soluciénmicelar 4230  +1000  +17.5

" Launl sulfato de sodio

~ Alguil polioxietlileno
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Los barbituratos pueden distribwirse en la parte extenior de la micela (la regidn de los
polioxietilenos) més que en el core micelar, por lo tanto deben tener un cambio
entropico negativo.

3.1 Materiales y metodologia

Para cstos estudios fucron scleccionados AscigMNa, Ascy v Ascy. Estos denvados
presentan |a caracteristica de poseer TMC por debajo de 37°C. Esto posibilita la
obtencion de dispersiones micelares con potencial utilizacion en FF liguidas, Las drogas
que se utilizaron fueron fenacetina (FEN), Parafarm® (Argentina); griseofulvina (GRI),
Parafarma® (Argentina); Antralina (ANT), Parafarma” (Argentina) vy acido retinoico
(RET), Sigma-Aldrich® (USA)

Se prepararon soluciones de concentracidn creciente del Asc, Posteriormente se
procedio a colocar un exceso de la droga bajo estudio vy homogenizar las muestras a
tiempos determinados por un lapso de 2 horas. Transcurnido este tempo se filtran las
muestras, se diluyen en caso se ser necesario y s¢ realizan determinaciones
espectrofotomeétricas a las siguientes longitudes de onda: FEN (305nm), GRI (333nm),
ANT (366nm), v RET (350nm). Las determinaciones en dispersiones de AsciNa v
Ascy fueron realizadas a una temperafura de 30°C, mientras que para Asc;y la
temperatura fue de 40°C. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado.

3.3 Resultados obtenidos

En las figuras 5.2 y 5.3 se observa la solubilidad de gnseofulvina y femacetina en
dispersiones de AscisNa, Como se puede observar la CMC (ver capitulo 3, propiedades
de agregacian) no se modifica por el agregado del soluto.
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Figura 3 2: Solubilidad aparente de griseofulvina en dispersiones de AscNa
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Figura 5 3: Solubilidad aparente de fenacetina en dispersiones de AscizNa
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Para el caso de gnseofulvina se verificod un aumento de 5.6 de veces la solubilidad en
agua pura.

Para el caso de fenacetina, después de la CMC se puede observar una pendiente de 0,5,
esto indicaria que se incorpora una molécula de soluto cada dos moléculas de AscisNa
Ascy posee la TMC mas baja (= 18 °C) de la serie de compuestos estudiados, por lo
tanto a temperatura ambiente, si se supera la concentracion critica, el sistema
funcionaria como un SPD.

Por este motive se procedio a venificar la capacidad de carga de Ascs utilizando como
drogas modelos, gnseofulvina, fenacetina, antralina y acido retinoico,

Los resultados condensados se mucstran en las figuras 54,55y 5.6,

3,5E-04 - |

3 0E-Dd 4

2 BE-Dd J

10E-D4

1.2E-Dd 4

Grisecfulvina (M)

10E-04

SIELS o og @

@,0E+20

o 8,0 Doz 0,03 o,04

Asc A (M)

Figura 5.4: Solubilidad aparente de grniseofulvina en Asc,
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Figura 5 6: Solubilidad aparente de antraling v acido retimoeco cn Ases
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Para el caso de Ascyy (TMC > 36°C) se realizaron los expenimentos de solubilizacion
micelar con griseofulvina. Los resultados pueden observarse ¢n la figura 5.7

4 BE-DE -
3 5E-B5

JDE-85 -
2.5E86 - .

2 BE-B8

Griseofulying (M)

18608 -I

- g
10E-98 -

8 0E-06 4

0, 0E+@0

[ 80028 9,803 0078 LE ) 0,018
Ancid (M)

Figura 5.7: Solubilidad aparente gnseofulvina en Ascy

3.4 Conclusion
De los resultados obtenidos se puede decir que los tres derivados estudiados poseen

capacidad de cargar drogas poco solubles v el agregado de estos p.a no afecta la CMC
en forma marcada de ninguno de los tres Asc,

4, Coageles cargados

4.1 Introduccion

4.1.1 Aspectos generales

Los resultados obtenidos de la evaluacion de propiedades fisicoguimicas, propiedades
de agrepacion y estudios de preformulacion de los Asc, permiten suponer que los
agregados supramoleculares (micelas, geles y coageles) pueden tener potencial
aplicacion como sistemas portadores de farmacos.

El analisis racional del comportamiento de los distintos Asc, indica que las aplicaciones
de estos sistemas pueden ser vanables, dependiendo del tipo de derivado,
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A partir de los Asc, de cadena mibs corta (n = 10), pueden ser formulados sistemas

liguidos {a T% ambiente) con potencial utilidad en el diseflo de soluciones para uso oral,
inyectables, efc.

Por otra parte, los derivados de cadena mas larga (n = 12) poseen TMC relativamente
altas (TMC > 40°C) lo cual permite obtener a T* ambiente agregados supramoleculares

semisolidos (coageles)
De esta forma, estos sistemas podrian ser utihzados como vehiculos para admimstraciin
topica de distintas drogas, entre otras aplicaciones,
En virtud de esto se comenzo a trabajar sobre el siguiente esquema.
Calermsamianin por

2 enimm e ln TMC ;
Suspension de los Fase micelar o Fase

Asc, en agua " el

[ncorporacion de drogas 0 ln
fame comrespondienle

'

Enliidnziio oo dihajo

e L THIC

El sisterna cargado se fiftra
Coagel cargado - para eliminar la droga no
CgC cargada

Figura 5 &: Proceso esquemitico general para obtener un CaC
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4.1.2 Coageles cargados como vehiculos semisélidos.

Los sistemas semisolidos han sido usados por varias cenfurias para tratar diversas
patologias de la piel, o bien para preservar este organo del desgaste natural,

La definicion de semisdlide en realidad tiene un origen y un alcance estrictamente
farmacéutico. Son aquellas formulaciones que a T° ambiente poseen propiedades de
solidos, pero cuando son aplicadas modifican sus propiedades reologicas tendiendo mas
a un comportamiento liquido, Esto es sin lugar a dudas una simple generalizacion y
actualmente los sistemas portadores de farmacos de aplicacion topica, que poseen
caracteristicas semisolidas, forman parie de un grupo demasiado heterogéneo como para
describirlos en esta tesis.

De todas formas, existen algunos criterios importantes a tener en cuenta cuando se
seleccionan excipientes para vehiculizar drogas de accion topica o bien, y este es el
caso, cuando s¢ proponen nuevos sistemas portadores:

a) Propiedades reoldgicas:

Como se menciond anteriormente, los sistemas miés apropiados de aplicacion topica
deben tener propiedades de flujo que garanticen por un lado su filcil envasado vy
conservacion, pero gue al momento de aplicarse en el sitio de accidén puedan ser
distribuidos homogéneamente.

b) Estabilidad:

La estabilidad quimica v fisica de un sistema debe ser lo suficientemente alta como
para asegurar la potencia v utilidad del medicamento. Basicamente el sistema debe
ser fisica vy quimicamente estable, no interaccionar con otros excipientes y la droga,
y en lo posible mantener o mejorar la estabilidad del p.a,

¢} Posibles interacciones con la piel:

La palabra vehiculo ¢s de amplia difusion pero, en algunos casos puede ser un tanto
desafortunada. Este es ¢l caso de cuando uno analiza las posibles interacciones que
los mismos tienen sobre la piel, ya que no solo sirven de portadores de la droga sino
que en muchos casos pueden interaccionar favorable o desfavorablemente,
cambiando las propiedades de una formulacion. En muchos oportunidades
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simplemente pueden ser irritantes ¢ alergénicos, pero también pueden aportar
emoliencia u oclusion; en esta ultima consideracion se pondera incluso un efecto

promotor de la absorcion de ciertos farmacos

d) Liberacion de los p.a:
Definitivamente, un paso crucial en una formulacion es la liberacion de las drogas
contenidas en la misma En sistemas semisolidos no existe una excepcion en este

punto, El wehiculo debe, de acuerdo a las necesidades biofarmacéuticas
presstablecidas, liberar la droga para que ejerza su efecto.

Los coageles de Asc, tienen propiedades gue hacen posible pensar en ellos como
portadores de drogas de accion topica. Entre estas propiedades se pueden citar;
. Capacidad de carga de Frmacos poco solubles gue en otros sistemas deberian
estar dispersos en el vehiculo.
« Una reologia apropiada para la utilizacion que se pretende (ver capitulo 4,
corgefex)
Un potencial efecto estabilizante sobre drogas inestables a la oxadacion
La posibilidad de tener sistemas con un alto porcentaje acuoso que haga factible
su facil retiro de la zona de aplicacion pero con una potencial actividad oclusiva
remanente cuando el agua del sistema se pierda por evaporacion
En funcion de estos conceptos, se selecciond Antralina como pa. a ser vehiculizado
Este compuesto es una droga uhilizada en terapéutica para el tratamiento topico de la
psoriasis, motivo por el coal es vehiculizada en formas farmacéuticas semisdlidas
(Mahrle v cols., 1997; Federman v cols, 1999) Tanto la crema como ungiento
contemendo esta droga estan codificados en USP XXIV
La psoriasis es un desorden comun cronico que se manifiesta en la piel, que causa alta
morbilidad. se estima que entre 1-3 %o de la poblacion estd afectada
Los tratamientos antipsoriasicos utibzando antralina presentan varias desventajas
debido principalmente a las propiedades fisico-guimicas, a sus efectos adversos v a su
formulzcion  {Asheroft v cols,, 2000). La Antralina (Ditranol, 1,8-dihidroxi-9-antrona)
es un polve mcrocnstaline color amanllo insoluble en agua (ver figura 59) En

soluciones de solventes organicos existe casi totalmente en la forma cetonica (antrona),
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mientras que en solventes organicos alcalinos (¢): aminas y pindina) cambia a la forma
tautomérica endlica (antranol ) (Baba v cols., 1968),

Figura 5.9: Estroctura quimica de antralina

La antralina es una droga inestable y sufre oxidacién espontinea dando lugar a la
formacion de mondmeros y dimeros de quinona. El principal producto de degradacion,
dantrona, es relativamente inestable y sufre también oxidacién. La oxidacion de
antralina es favorecida por la luz wisible y ultravioleta, presencia de oxigeno,
incremento de temperatura, metales, soluciones alcalinas v el contacto con lipidos,
proteinas y enzimas. Eventualmente, dependiendo de las condiciones, se puede producir
polimenzacion de los productos de degradacion

Los tratamientos antipsoniasicos uwhlizando antralima han mostrado ser seguros y
efectivos, sin embargo, una serie de efectos adversos estdn presentes y conspiran contra
la efectividad del tratamiento (Ashcroft y cols, 20001 Su aplicacion puede ser
problematica ya que produce efectos immitantes, ardor, tincidn y necrosis de la piel
normal y enferma. Las formas farmacéuticas actualmente disponibles son poco efectivas
en moderar los efectos adversos de esta droga v generalmente no mejoran la estabilidad
quimica de la Antralina Los vehiculos convencionales como parafina poseen capacidad
limitada de solubilizacion de Antralina, por lo que se hace necesario incorporar
cantidades “extras™ de droga en estado solido (suspension} para mantener la
concentracion requenda en el sitio de accion. Debido a esto, el exceso de droga solida
en la superficie de la lesion y su distribucion indiscnminada en la region perilesional
causa normalmente iritacion v tincion de la piel sana,

De esta forma, como objetivos del disefio de una forma farmacéutica semisolida para la
vehiculizacion de antralina se pueden establecer: 1) solubihizacidn del principio activo
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en el sisterna, ii) aumento de la estabilidad de la droga en el vehiculo, iii) contribuir a
paliar los efectos irritantes sobre la piel no lesionada, 1v) disminuir los efectos de
tincion sobre la piel y vestimenta v, v) posibilitar el retiro de la formulacion a través del
lavado de la zona de aplicacion a los fines de facilitar la aplicacion de tratamientos de

contacto de tiempos cortos (Prins, 2002).

4.2 Objetivos

a) Evaluar la posibilidad de utilizar a los Ase, en forma de coageles como
portadores de farmacos de aplicacion topica, utibzando como modelo una droga
antipsoniasica (antralina),

b) Establecer el efecto del largo de cadena sobre la capacidad de carga de la droga
en los coageles de Asc,

¢) Estudiar la capacidad estabilizante de los coageles de Asc,, teniendo en cuenta
que antralina es inestable a la oxidacion.

d) Ewvaluar la influencia de la incorporacion de antralina en los coageles sobre el

eomportamiento reologco de estos sistemas

4.3 Materiales vy metodologia

4.3.1 Materiales
La antralina utilizada en este trabajo fue marca Parafarm” (Argentina, origen Suiza) La
dantrona utilizada fue marca Sigma® (USA). El agua utilizada fue bidestilada v
purificada (M)}

4.3.2 Metodologia

En todos los casas los coageles de Asc, fueron obtenidos suspendiendo una cantidad
exactamente pesada de cada derivado en agua para luego elevar la temperatura por
encima de la TMC correspondiente. Cuando era obtenida la fase micelar o la fase gel,
se agregd un exceso de antraling. Cada muestra (a temperaturas superiores a la TMC)
fue mantenida en esa condicion por un lapso de 2 hs. Pasado este tiempo se filtrd a la
misma temperatura v se dejaron enfiiar, Posteriormente, una cantidad exactamente
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pesada de cada coagel “cargado™ se llevd a un matraz de 10 ml, se¢ enraso con ctanol, se
diluyd en caso de ser necesano, y se procedio a la medicion espectrofotométrica.

Para las determimaciones reologicas se realizo el mismo procedimiento, a excepcion de
que se dejo enfriar el coagel (cargado o no) en la copa portamuestra del viscosimetro. Se
mantuvo ¢l sistema a 8°C duranie 3 hs. para luego proceder a la determinacion reologica
en un equipo marca Haake modelo VTS00 dotado de un software VTS00/VT 3.01 y un
sensor NV (ver capitule 4, coageles), Los ensayos de estabilidad se realizaron utilizando
una técnica espectrofotométrica para multicomponentes teniendo en cuenta el Amax de
antralina {366 nm) v su producto de degradacion dantrona (427 nm). De esta manera a
distintos intervalos de tiempo se siguid la concentracion de antralina sin interferencia
analitica de dantrona ¢n coageles de Ascys.

Todas las determinaciones fueron realizadas por tniplicado.

4.4 Resultados obtenidos

Los detalles estructurales y el andlisis de las interacciones involucradas en la
conformacion de coageles de Asc, fueron recientemente publicados (Palma y cols.,
2002%, Lo Nostro v cols., 2003) v descniptos ¢n ¢l capitulo 4, coageles.

Asimismo, los valores de TMC para los derivados fueron determinados por dos
metodos independientes y los resultados obtenidos se reproducen en tabla 5.3, Esta tabla
es una igual a la que se incluye en el capitulo 3, propiedades de agregacidn.

Tabla 5.3; TMC de Asc,

TMC (° C)
n - DSC  Conductividad
8 185 19.3
10 34.5 36.8
11 40.0 385
12 47.3 44.5
14 6.0 54.2
16 63.8 61.3
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El tipo de agregado supramolecular que estos compuestos forman por encima de la
TMC depende del largo de la cadena alquilica. Para derivados con n=l10 se obtienen
dispersiones micelares, mientras que para n=12 se observa la formacion de geles

{capitulo 4, coageles)

4.4.1 Vehiculizacion de Antralina en coageles de Asc,

Para la obtencion de estos sistemas puede proponerse una secuencia de procesos
aplicable a distintos principios activos, que son esquematizados en la figura 5.8,

Para cada Asc, se evaluo su capacidad de solubilizacion de Antralina a una temperatura
de unos pocos grados por encima de su TMC, Los resultados obtenidos son mostrados

en la figura 5.10
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Figura 5.10: Antralina cargada en los coageles de Asc,

Como era de esperar, para todos los derivados se observa un aumento de la
concentracion de Antralina solubilizada a medida que la concentracion de Ase,
gumenta. En la figura 510 también puede observarse que la pendiente de la recta,
mdicativa de la capacidad de solubilizaciin de cada derivado, aumenta a medida que
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aumenta el largo de la cadena alquilica. Esto es concordante con ¢l aumento del entormo
lipofilico dentro de los agregados supramoleculares, con el consecuente aumenio de la
eficiencia de solubilizacion. No obstante, s1 se correlaciona la pendiente de estas rectas
con ¢l nomero de atomos de carbono de los Asc,, puede observarse claramente un
significativo aumento de la capacidad de carga para derivados de n=12 (ver figura 5.11).
Esto estd directamente relacionado con las estructuras supramoeleculares que los Asc,
forman por encima de la TMC. Las conformaciones tipo gel correspondientes a Ascs,
AsCis ¥ Ascye permitinian solubalizar mayor cantidad de droga debido probablemente a
un medio hpofilice con mayor capacidad de solubihizacion (lamelas de geometria
planar) comparativamente a las dispersiones micelares (esféricas) formadas por los

denvados de menor peso molecular,
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Figura 5,11: Capacidad de carga para Asc, determinada por la pendiente obtenida para cada
denivado de la figura 5.10.

Este fenomeno puede también ser observado s1 se analiza la eficiencia de solubihzacion
evaluando la relacidn molar de Asc./Antralina (ver tabla 54). La cantidad de moléculas
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de surfactante necesanias para solubilizar una molécula de droga disminuye

significativamente a medida que aumenta e largo de cadena alquilica (n) de los Asc,

T ™
________ ol o

17 106

12 67

14 23

16 15

Tabla 5.4 " MM = moles de Asc, necesarios para solubilizar un mol de antralina.

Las concentraciones de Antralina usualmente utilizadas para el tratamiento de la
psoriasis van del 0.5 al 3% (Mahrle ¥ cols., 1997). Actualmente se estan realizando
estudios tendientes a evaluar la posible incorporacion de cosolventes a los sistemas con

el objeto de: a) disminuir las TMC v b) aumentar la capacidad de carga de los sistemas. .

4.4.2 Estabilidad quimica de la Antralina en coageles de Ase,

La baja estabilidad de antraling debido a sus propiedades de auto-oxidacion es uno de
los principales inconvenentes de la formulacion de esta droga en FF semisolidas
(FFs5). Antralina es usualmente vehiculizada en ungilentos, pastas y cremas. Estos
sistermnas no garantizan la estahilidad v ademas son muy dificiles de retirar de la zona de
aplicacion, va que se formulan sobre la base de vehiculos cleosos con propiedades
oclusivas. Este problema se ve especialmente agravado en zonas de aplicacion como el
cuero cabellude, donde es necesario retitar ¢l medicamento mediante lavado Otro
aspecta importante es la baja solubilidad de la droga en estos vehiculos, lo gue hace que
antralina deba ser dispersada en la formulacion Como consecuencia de esto, es
indispensable un tratamiento previo del principio activo tendiente a minimizar y
homogeneizar su tamafio de particula. Distintas alternativas han sido evaluadas para
mejorar |a estabilidad de Antralina en FF semisolidas. El agregado de antioxidantes
como acido salicillico parece haber mejorado la estabilidad, sin embarge se han
nformado resultados disimiles dependiendo del tipo de vehiculo utilizado. Del mismo
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modo se reporta la utilizacion de acido ascorbico como antioxidante (Whitefield v
cols., 1981)

De esta forma, el disefio de una FFsS convencional conteniendo antralina presenta
vanos inconvementes muy dificiles de superar. Los sistemas semisolidos constituidos
por cristales liquidos han sido descriptos como una alternativa sumamente atil para el
disefio de FFsS debido principalmente a alta eficiencia de solubilizacion v aumento de
la estabilidad por un efecto de encapsulacion. Los sistemas semicristalinos lamelares
han sido propuestos como vehiculos para la administracion topica de distintas drogas
(Nesseem v cols., 200; Swarbrick v cols., 19927

Sobre esta base se evalud la estabilidad de Antralina en coageles de Ascye,
comparativamente a soluciones alcohdlicas de la droga con v sin Ascys. Los resultados
son resumidos en la tabla 5.5 donde puede observarse que el aumento de estabilidad de
la antralina en coageles de ASC,. fue muy significativo.

Tabla 5.5
Antralina en etanol (con Aseyg)
Tiempao %e de antralina remanente
Ascig (1% PIV) | Asey (5% PIY)
24 hs. 99.5 100
72 hs. 96.8 100
3 semanas 16.1 15.9
Antralina en etanol (sin Ascyg)
24 bs. 86.2
72 hs. 503
3 semanas 142
| Antralina en Coagel de Aseyg
4 meses' 94 97

' 8¢ phivieron datos intermedios que no son informados debido a que las variaciones no
fueron significativas

Cabe destacar que la presencia de Ascis en la solucion etandlica tuvo un minimo efecto
como antioxidante. Esto indicaria que la solubilizacion de Aniralina en las lamelas de
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los coageles producinia un efecto de encapsulacion, el cual seria el principal responsable
de la proteceiom de la droga en el medio acuoso. Otro aspecto a destacar es la influencia
de la concentracion de antralina sobre la velocidad de degradacion, Las preparaciones

con menor concentracion de droga son menos estables que las mas concentradas

4.3.3 Comportamiento reoldgico de coageles de Asc, en presencia de antralina.

En las figuras 5.12 v 5.13 se presentan los resultados obtemdos de coageles de Ascy
con y sin presencia de antralina Estos coageles mostraron un comportamiento reologico
caracteristico de sistemas semisobidos altamente estructurados similares a los descriptos
para sistemas que presentan estructuras tipo “castillo de naipes” (ver capitulo 4,
coggeles). El reograma presenta un grafico donde la curva descendente es desplazada
hacia la izquierda de la curva ascendente. Este fipo de reogramas presentan un valor
critico de fuerza ( “spur value™) en la curva ascendente v puede ser tomado como una
medida de la fuerza necesaria para romper en forma irreversible la alta estructuracién
que los coageles poseen imicialmente luego de su obtencion cuando se encuentran en
reposo.

La mcorporacion de Antralina en coageles de Ascys no parece afectar las caracteristicas
reologicas del sistema. Se observa tambien un sistema altamente estructurado, similar al
anterior, indicando que la droga estaria realmente solubilizada en el interior hidrofobico
de las lamelas, sin afectar la estructuracion del coagel provocada por la presencia de

agua.
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4.5 Conelusion.

La utilizacion de FFsS constituidas por coageles de Asc,, portadores de Antralina, seria
ventajosa con respecto a FFsS tradicionales fundamentalmente debido al aumento de la
solubilizacion de la droga, a un entorno que favorece la proteccion del compuesto frente
a la degradacion y a que se facilita la eliminacion de la formulacion del sitio de accion
por lavado {Asc, actuaria como tensinactivo)

Los Asc, presentan la capacidad de formar agregados supramoleculares por encima de
la TMC y depende del largo de cadena alquilica del derivado. Por encima de la TMC, se
obtiene una dispersion micelar para derivados con ns10, o bien geles para nzll
Cuando la temperatura del sistema desciende por debajo de la TMC, estos derivados no
precipitan sine que forman cristales liguidos con caractensticas semisolidas v son
conocidos como coageles

Para todos los derivados estudiados se observa un saumento de la cantidad de Antralina
solubilizada a medida que la concentracion de Asc, aumenta La capacidad de
solubilizacion de cada dervado aumenta con el largo de la cadena alquilica. Esto es
concordante con el aumento del entorno hipofilico dentro de los agregados. Para los
derivados de n=12 puede observarse claramente un significativo aumento relativo de la
capacidad de carga Las conformaciones tipo gel correspondientes a8 Ascy:, Asc v
Ascye permitirian solubilizar mayor cantidad de droga comparativamente a las
dispersiones micelares formadas por los derivados de menor peso molecular.

Los coageles de Ascys mostraron un comportamiento reologico caracteristico de
sistemnas semisdlidos altamente estructurados similares a los descriptos para sistemas
que presentan estructuras tipo “castillo de naipes”. La incorporacion de antralina no
parece afectar las caracteristicas reoldgicas del sistema. La droga estaria solubilizada en
el intenior lidrofdbico de las lamelas. sin afectar la estructuracion del coagel provocada
por la presencia de agua.

El aumento de estabilidad de antralina en coageles de Ascis fue significativo. La
presencia de Ascie en la solucion etanolica tuvo un minimo efecto como antioxidante,
La solubilizacion de Antralina en las lamelas de los coageles produciria un efecto de
encapsulacion, el cual seria el principal responsable de la proteccion de la droga en el
medio acuoso. Las preparaciones con menor concentracion de droga son menos estables

que las mas concentradas
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Conclusiones generales

Las conclusiones de la presente Tesis se puaden resumir en los siguientes puntos

Los Ascy son un grupo de surfactantes que presentan la caracteristica de formar
agregados supramoleculares dependiendo de la temperatura (TMC) v el largo de
la cadena alquilica.

Los derivados estudiados forman coageles. Estas estructuras supramoleculares
presentan caracteristicas interesantes desde ¢ punto de wvista farmacéutico como
potencizles vehiculos en formas farmacéuticas solidas, semisdlidas y liguidas.
Estos sistemas tendnan potencial utilidad en la formulacion de distintas FF. Las
propiedades  tensioactivas de estos  compuestos  permitinan  solubilizar,

estabilizar y vehiculizar distintas drogas en FF liqguidas, semisolidas y salidas
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Perspectivas

Los estudios realizados permiten presentar & los Asc, como nuevos vehiculos portadores
de drogas Teniendo en cuenta los resultados obtenidos como asi tambien una sene de
ensayos en curso, que no han sido incluidos en el presente trabajo, se pueden platear las

siguientes perspectivas de trabajo

| Ewaluar la incorporacion en los coageles de diferentes drogas de uso topico,

Los estudios realizados hasta el momento hacen suponer que los Asc, son una
interesante alternativa como portadores en sistemas semisolidos. Por un lado han
demostrado tener una importante capacidad de carga de farmacos sumado a la
posibilidad de mejorar la perfomance de drogas con problemas de estabilidad ante la
oxidacion, Por otra parte en forma prehminar se estan reahzando experimentos que
demuestran que los derivados del acido ascorbico promueven la penetracion de

drogas en la piel dependiendo de largo de la cadena alquilica del derivado.

2 Obtener formulaciones de uso oral o parenteral wutilizando los derivados de
cadena mas corta

Como se ha descripto los derivados de cadena mas corta tienen la capacidad de
formar agregados micelares a temperatura ambiente. Para el caso de Ascs esto se da
en dispersiones acuosas, micniras que para Ascyo esto se puede lograr mediante el
agregado de cosolventes en la fase continua

Debido a esto, puede ser promisoria (de hecho se han realizado algunos estudios
preliminares) la obtencidn de sistemas micelares para la administracion enteral o

parenteral de drogas insolubles v/o inestables.

3 Obtencion de sistemas sdlidos por la adsorcién de coageles sobre excipientes
Inertes.

Existen numerosos materiales solidos, generalmente de naturaleza inorganica, que

poseen una alta capacidad de adsorber agua debido a su alta superficie especifica.

Un ejemplo de estos materiales es el dioxido de silicio. Una de las estrategias de
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trabajo que se plantean a futuro es la carga de coageles cargados sobre dioxido de
silicio para poder aprovechar las propiedades de los coageles en sistemas solidos y
poder disefiar, por ejemplo, formas farmaceuticas compactas, tales como

comprimidos

4. Estudiar el comportamiento de sistemas mixtos, donde se podrian realizar
mezclas de diferentes derivados.

En estudios preliminares se observo que cuando se mezclan dos derivados se puede

apreciar una sola temperatura de transicion {TMC) correspondiente al denvado de

cadena mas corta. Esta opcidbn permitiria por un lado regular las TMC e

hipotéticamente aumentar la capacidad de carga debido al aumento de entorno

hidrofobico del sistema

5, Simtetizar derivados de doble cadena para poder obtener vesiculas como una
alternativa para vehiculizar drogas.

Otra potencial alternativa en el estudio de los Asc, seria la de sintetizar denvados

con dos cadenas alifiticas para la potencial obtencidn de vesiculas Estos sisiemas

podrian ser utilizados en el disefio de formas farmaceuticas de distinto tipo con

mayor versatilidad que los sistemas micelares.
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Anexo 11
Metodologias analiticas

El sigmiente anexo descnbe en forma mas detallada las diversas metodologias analiticas
utilizadas en este trabajo de tesis.
El orden en el cual se muestran las diferentes técnicas es arbitrario v no refleja la

utilizacion de las metodologias de manera cronologica.

1. Métodos Térmicos

Por métodos térmicos se entiende un conjunto de técnicas instrumentales basadas en la
medida de una propiedad del sistema en funcion de la temperatura,

En ¢l tercer Congreso de la Confederacion Internacional de Andhisis Térmico (ICTA),
se adopto el criterio de clasificar los métodos térmicos de la siguiente forma:
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A) Métodos asociados a cambios de peso:
a) Métodos estaticos
1} Determinacion isobara de cambio de peso
2} Determinacion isotérmica de cambio de peso
by Métodos dinamicos
1} Termogravimetria (TG)
2} Termogravimetria derivada (DTG)
B) Métodos asociados a cambios de energia
1} Curvas de calentamiento
2} Anilisis térmico diferencial (DTA)
3) Calorimetria diferencial de barmido (DSC)
4) Anilisis entalpico diferencial (DEA)

C} Métodos asociados a desprendimiento de gases
1) Andlisis de gas desprendido (LGA)
D)y Métodos asociados a cambios de dimension
1) Dilatometria diferencial
E) Métodos mixtos
1} Termogravimetria v andlisis térmico diferencial simultancos
(TGDTA)
2} Termomicroscopia { TOA)

Durante el calentamiento o enfriamiento de los matenales, su estructura, estado o
composicion quimica, cambia, Estas transformaciones v reacciones estdn intimamente
relacionadas con el intercambio de calor entre la muesira v la aimdsfera circundanie
Los distintos métodos térmicos proporcionan diferente informacion sobre estos procesos
de intercambio de calor v por consiguiente de un gran numero de cambios fisicos v
fisicoquimicos que tienen lugar en la muestra, tales como: absorcidn, adsorcidn,
desorcion, quimisorcion, hidratacion, deshidratacion, fusion, vaporizacion, sublimacion,
reacciones en estado solidos, transiciones entre estados mesoforficos, reacciones gas-
solido, descomposicion, degradacion, ete.
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Aungue los métodos térmicos fueron desarrollados onginalmente para el estudio de
reacciones quimicas vy estructura de matenales morgamicos (minerales, arcillas,
materiales de construccion, etc), actualmente su utilizacion ¢s bastante mas abarcativa,
incluvendo el estudio de algunos procesos fisioldgicos, estructura de polimeros v
fundamentalmente en farmacia para el control de calidad v desarrollo de farmacos.
Entre estos métodos se destacarin, la termogravimetria (TG) v la calonmetria
diferencial de barrido (DSC) por haber sido usados en este trabajo de tesis,

1.1 Termogravimetria (TG)

La termogravimetria consiste en segwir las variaciones de peso que experimenta la
muestra sometida a un incremento continuo v lineal de la temperatura.

La representacion de la variacion de peso de la muestra en funcion de la temperatura
constituye una curva termogravimétrica o termograma (ver figura IL1). El peso de la
muestra se puede expresar indistintamente en peso absoluto, en porcentaje del peso
total, 0 en porcentaje de pérdida de peso,

En un termograma se distinguen tramos honzontales o plataformas, en las que el peso
de la muestra permanece constante v tramos de fuerte pendiente descendente que
marcan la velocidad de pérdida de peso.

Figura IL1: Esquema de un fermogramsa
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Con frecuencia se usa una variante de esta metodologia denomimada termogravimetria
de derivada (DTG). Las curvas de termogravimetria de derivada (ver figura 112}
relacionan la velocidad de pérdida de peso con la temperatura.

Figura 11.2: Termogravimetria derivada,

En estas curvas, los valores de ordenada cero (dP/di) = 0) corresponden a las
plataformas de los termogramas corvencionales vy los maximos coinciden ¢on los
puntos de méxima pendiente de los tramos descendentes. Los puntos donde existe un
minimo distinto de cero en la curva derivada, pueden indicar la formacion de un
compuesto o transicion intermedia, aungue también pueden ser ambuwbles a causas
experimentales, tales como iregulandad en la rampa de calentamiento o en la respuesta
del termopar involucrado en la medicion de la temperatura, Las curvas de derivada
suelen ofrecer una mejor resolucion que los termogramas comunes, por ejemplo un
pequeiio hombro en la curva DTA ¢s una posible indicacion de reacciones consecutivas
que pueden pasar desapercibidas en una curva normal.

Los instrumentos que permiten el registro continuo de curvas lermogravimétnicas, es
decir la variacion de peso en funcion de la temperatura que aumenta continuamente a lo
largo del tiempo, se denominan fermobalanzas. Suelen tener la posibilidad de variar la
velocidad de calentamiento (rampa) v de registro, controlar la atmosfera en la que se
encuentra la muestra (inerte, oxidante, reductora, vacio, etc), etc.
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Esencialmente una termobalanza consta de tres partes principales (ver figura 11.3): el

harno, la balanza y el sistema de registro,

1}

2)

Figura Il 3: Esguema deseniptivo de una termobalanza

El Horno (H), de matenal refractano, contiene en su itenor un cnsol (C) en el
que s¢ coloca la muestra. E] sistema calefactor eléctrico esta controlado por un
microprocesador (CH) que permite un incremento lineal de la temperatura de la
muesita a velocidad regulable. En el interior del homo la temperatura debe ser
los mas uniforme posible El control de la temperatura se logra mediante un
termopar (T) situado en un punto proximo a la muestra. En la mayor parte de los
hornos se alcanzan temperaturas maximas del orden de los 1100 a 1500 °C
mediante resistencias de nicrom o de platino-rodio.

Las Balanzas (B) utilizadas pueden ser de compensacion o desviacion Las
balanzas de compensacion se basan en la aplicacion continua sobre el brazo, de
una fuerza restauradora mecinica o eléctrica, proporcional al peso de la muestra,
que mantiene el brazo en una posicion fija. Ello se consigue mediante un servo
mecanismo  accionadoe  por un sistema  detector que percibe  pequefias
desviaciones que se registran a la posicion de equilibrio. El sistema detector

regisira el valor de la fuerza restauradora que hay que aplicar en cada momento,
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proporcional al peso de la muestra. Las balanzas de deswiacion, miden ¥
registran, como en el sistema clasico, la amplitud del desplazamiento del brazo
de la balanza, proporcional al peso de la muestra. Normalmente para la medida
de este desplazamiento, llevan acoplado un sistema optico digital basade en la
reflexion de un rayo luminosos por el brazo de la balanza. Este método, gue
puede legar a ser tan sensible o mas que el anterior, presenta varias dificultadas
cuando quiere utilizarse para medidas al vacio o en atmosferas especiales.

3) El Sistema de Registro {Rxy) esta conectado al termopar del horno para
registrar, en abeisas, la temperatura de la muestra, v a la balanza para registrar,
en ordenadas, el peso de la muestra en cada temperatura.

Entre las diversas aplicaciones de esta técnica se pueden destacar
« Contenido de solventes (solvatos)
Estequinmetria de descomposicion
+  Temperatura de descomposicion
«  Contenide de cenizas
Cabe destacar que esth técnica es de gran utilidad cuando se la combina con la de DSC.
Por ejemplo un pico endotérmico en un DSC gue coincida con una meseta (sin cambio

de pesa) en TG presume un fendmeno de fusion.

1.2 Calerimetria Diferencial de Barrido
La calorimetria diferencial de barrido (DSC), es un método directo y cuantitativo para la
determinacion de calor de transferencia v los cambios de entalpia En esta técnica se
realiza la medida de la diferencia de cantidad de calor entre una sustancia v una
referencia en funcion de la temperatura de la muestra cuando ambas estan sometidas a
un programa de temperatura controlado.
El flujo de calor es siempre una medida indirecta, por esta razon existen dos sistemas
reconocidos por el ICTA

1) DSC por flujo de calor: en esta técnica se mide la diferencia de cantidad de

calor, entre la muestra y la referencia, cuando la temperatura de la muesira

aumenta o disminuye linealmente.
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2) DSC por compensacion de potencia® la muestra v el matenal de referencia son
calentados por calefactores separados, si bien sus temperaturas se mantienen
iguales mientras las temperaturas se aurmnentan o disminuyen linealmente.

A modo de ejemplo se deseribe a continuacion un DSC por compensacion de potencia.
Desde el punto de vista instrumental es similar al DTA, como en ella la muestra se
somete a una temperatura programada con gradiente determinado, pero se diferencia en
que muestra v sustancia de referencia tiene resistores de calefaccion independientes
Cuando los termopares de la muestra v la referencia sefialan una diferencia de
temperatura, se produce autométicamente una mayor calefaccitn en ¢l elemento de
menor temperatura (muestra o referencia) suficiente para volver a igualar ambas
temperaturas.

En la figura 114 se muestra un esquema de un instrumento multivse de DSC
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Figura 11.4: Esquema de un equipo de DSC

La unidad de control, produce un incremento lineal de la temperatura en la sustancia

referencia (y por consiguiente también en la muestra). El registrador indica la potencia
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eléctrica adicional que ha habido que suministrar a la muestra (positiva o negativa con
respecto a la referencia) para mantener las condiciones isotérmicas, en funcion de la
temperatura de referencia.
El termograma obtenido es similar al clasico del DTA, pero el drea bhajo el pico es una
medida de la energia requerida por la muestra para compensar el proceso endotérmico, o
por la sustancia de referencia para igualar la energia emitida por la muestra cuando se
trata de un proceso exotérmico. Los errores producidos por las diferencias de
conductividad térmica, capacidad calorifica, ete, carecen en este caso, de importancia.
La DSC v en definitiva los métodos  térmicos diferenciales, estan indicados entre otras
cosas para la determinacion de:
« Temperatura vy calor de fusion
«  Temperatura y calor de cnistahzacion
Temperatura y calor de descomposicidn u oxidacion
»  Compatibilidad de productos
Capacidad calorifica
+ Analisis de pureza
Chleulo de cinéticas
Por este motive la DSC ha alcanzade en la industnia farmacéutica un desarrollo
importante. En ese sentido se destacan entre otras aplicaciones, la determinacion de
la pureza de los pnncipios activos o el estudio de la compatibilidad de las drogas
con los excipientes de la formulacion.
En el presente trabajo de tesis la DSC se wtilizd principalmente para

determinar las temperaturas de transicion (TMC) de los Asc, en agua.
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2. Conductimetria
La medida de la capacidad de conduccion de la corriente eléctrica de una solucidn
electrolitica recibe el nombre de conductancia (G). Es igual a la inversa de la

resistencia que opone el electrolito al paso de la cormiente eléctrica
G=UR

Dado que en el 51 la unidad de resistencia es el ohmio {£2), la conduciancia se expresa

en 0, unidad que recibe el nombre de siemen (S)

La conductancia depende directamente del nimero de particulas cargadas que existen en
solucion. Por ello, para poder comparar adecuadamente la conductancia de dos
soluciones de electrolitos se debe llevar a cabo la normalizacion de la geometria del
electrodo, de la concentracion y de la carga del won, lo que conduce a defimr tres
nuevas magnitudes. conductividad, conductividad molar (o conductancia molar) v
conductividad equivalente

Al igual que en los conductores de primera especie, la resistencia, R, (v por
consiguiente la conductancia) de una solucidn de un electrolito depende tanto de la
superficie transversal (area), A, delos electrodos como de la distancia (d) de separacidn
de los mismos, va que ambos factores determinan la cantidad de electrolito que circula

por la cormente.

R=p{d'A)
¥ por lo tanto
G=1 A
pod

donde p, es la resistividad o resistencia especifica del conductor
La Conductividad o conductancia especifica (k) de una solucion de electrolitos, es la
conductancia en cubo de lem de ansta. Es la inversa de la resistividad v se mide en

Scm’
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El cociente d/A. caracteristico de cada celda conductimétrica, se denomina constante de
celda (K.u) va que depende de sus caracteristicas geometricas (area de los electrodos v

distancia de separacitm entre ellos), de forma que se obtiene la ecuacion:

K=GKg

El valor de la conductividad varia con la concentracion del electrolito en la solucidn,
por lo tanto este valor no resulta apropiado para definir la propiedad de un electrolito
para conducir la corriente eléctrica. Es mas conveniente para esta finalidad fijar un
nimero de iones, respecto al cual medir el poder conductor de la solucion con
independencia del wvolumen requendo para incluir dicho numero de iones. El nimero
de iones seleccionado es el contenido en un mol o equivalente de soluto, lo que permite
definir los nuevos pardmetros, la conductividad meolar (Aw) v la conductividad
equivalente (A).

Para medir la Conductividad se emplea un instrumento denominado conductimerro. que
consta csencialmente de un puente, donde en uno de sus brazos se monta la celda gue
consiste en dos electrodos entre los que se encuentra la solucion cuva resistencia o
conductividad se pretende medir v recibe el nombre de celda conductimeétrica

Las aphicaciones farmacéuticas de la conductividad son vanadas. Como es una medida
de la cantidad de iones que contiene el agua, se puede utilizar el método para infenr la
pureza de la misma, Asi por ejemplo, para un agus desionizada destinada a la
preparacion de formas farmacéuticas orales, se acepta una conductividad del orden de
10® S/cm, mientras que para formas inyectables se exigird un agua bidestilada cuya
conductividad sea como miximo del orden de 107 Sfem,

Si bien las aplicaciones mas importantes en el campo farmacéutico de la conductividad
son las valoraciones conductimetnicas, seria innecesano describir esta situacion en este
trabajo de tesis

Una aplicacion importanie y de directa incumbencia en este trabajo de tesis es la
determinacion de la CMC de spstancias tensioactivas, por encima de la cual
forman agregados supramoleculares. Esio se observa en detalle en el eapitulo 3,

propiedades de agregacion.
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3. Isotermas de compresion

Es conocido que muchas moléculas anfifilicas forman capas monomoleculares en la
interfase entre agua y aire. Si la molécula es poco soluble en la fase bulk, forma un film
inscluble que es denominado monocapa de Langmuir

Estas monocapas pueden formarse cuando existe un comecto balance entre la
solubilidad de la cabeza del compuesto anfifilico v la naturaleza hidrofobica de la
cadena hidrocarbonada, Para sustancias como dcidos grasos, este balance puede ser
alcanzado para largos de cadena de entre 12 y 30 dtomos de carbono. Monocapas
insolubles de fosfolipidos v esteres simples también son relativamente faciles de formar.
La naturaleza macroscopica de estas monocapas €5 esquematizada en la figura 115, Los
grupos polares estan “sumergidos” en la fase subfase (agua) v las cadenas
hidrocarbonadas permanecen fuera del agua.

-

Figura I1.5: Esquema de una monocapa de un compuesto anfifilico

Para lograr la secuencia a-c se debe aumentar la densidad exastente entre las moléculas v
esto se logra sometiendo el sistema a una compresion (isoterma). A bajas densidades
las cadenas estas desordenadas v pueden con ciertas restricciones tener algunos puntos
de contacto con el agua (se debe tener en cuenta que la hidrofobicidad de las cadenas no
implica necesariamente interacciones repulsivas con el agua), Si la densidad de la
monocapa es incrementada por compresion & temperatura constante, las cadenas
comienzan a interactuar entre si, “despegandose™ de la subfase, Cuando la densidad es
maxima tanto las cadenas como los grupos polares esta altamente ordenados y

empaquetados como en un sistema 3D observados cominmente en solidos.
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Las complejas interacciones energeticas v factores entropicos que participan en la
formacion de monocapas son similares a otros sistemas  formados por agentes
tensivactivos, Lo que aparece como algo nuevo agui es la posibilidad del cambio
continuo en el area por molécula del anfifilo por las interacciones que ocurren entre las
cadenas v los grupos polares en la subfase cuando se aumenta la presion ejercida al
sigtemna

'na complicacion para estos tipos de sistemas es que los anfifilos son esencialmente
dipolares, por lo tanto cuando la densidad es suficientemente alta para onentar las
cadenas, los dipolos moleculares son alineados v repelidos unos a otros,

Las monocapas de Langmuir pueden ser preparadas mediante la deposicion de pequefas
cantidades del surfactante disuelto en un solvente wvolatil apropiado en una superficie
perfectamente de agua perfectamente impaa.

La monocapa se forma espontaneamente cuando el solvente es sprayadado sobre la
superficie v el mismo se evapora.

El dispositivo (ver figura 11.6) es generalmente de poca profundidad para minimizar el
volumen de  agua pura requerida vy recubierto de un material hidrofobico usualmente
teflon (A). La monocapa es usualmente confinada a un drea conocida de agua mediante
una barrera hidrofobica (B), que en un aparato simple puede ser accionada
manualmente, pero en los aparatos mas sofisticados posee dispositive que le da el
movimiento deseado (C) mediante un motor (D). La fuerza horizontal que desarrolla la
barrera es medida mediante un dispositive (E) La monocapa no puede escaparse por la

accion de una barrera que se encuentra en el borde del dispositivo (F).

Figura IL.6: Esquema de un dispositive para la medicidn de isotermas de compresion.
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Las aplicaciones de la monocapas de Langmuir son realmente vanadas, pero de todas
maneras una de las aplicaciones méas imporiantes es la obtencion de isotermas de
presion de superficie vs. drea de la molécula anfifilica. Esto tiene la utilidad de obtener
el dato de la dimension de la cabeza polar lo cual permite tener aproximaciones
geometricas de las posibilidades de empaguetamiento que tiene una molécula anfifilica
cuando se autoagrega.

Como se pudo ver en el capitulo 2, obtencion de los derivados, se realizbé una
isoterma de compresion (monocapa) para la AsciNa para establecer el parimetro

critico de empaquetamiento Pe.

4. Microscopia electranica (ME)

El microscopio Optico ordinarie solo es capaz de resolver objetos de dimensiones
mayores a 107 m. Muchos virus por ejemplo tiene un tamafio mucho menor a este y
numerosos detalles estructurales de las células también estan por debajo de dicho limite,
Para aumentar el poder de resolucion, se wiiliza un microscopio que utiliza longitudes
de onda muche menores que las de la luz visible. Estas exigencias se logran con el
microscopio electronico, con el que se puede alcanzar un limite de resolucion que, en
ciertas condiciones, llega a ser inferior al del &tomo de uranio (5 A aproximadamente).

Si se sustituye entonces la luz visible por un haz de electrones v las lentes opticas por
lente eléctricas 0 magnéticas, se logra aumentar el poder de resolucion

La teoria de De Broglie considera la dualidad onda-particula. Asi como el foton tiene
asociada una onda, una particula en movimiento (por ejemplo, un electron) tene
también asociada una onda

La energia de un foton viene relacionada con la frecuencia de la radiacion v esta con la

longitud de onda;

E=hv =hco'k
En condiciones adecuadas, una particula en movimiento, como el electron, presenta
propiedades ondulatonas, expenmentando difraccion ¢ interferencias.

Puesto de los haces de electrones poseen caracteristicas de una onda, fue posible

utilizarlos para construlr microscopios
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Potenciales acelerantes de 50-60 k'V son frecuentes en microscopia electromca, siendo
la longitud de onda asociada del orden de los picometros, obviamente mucho més cortas
que las de las visibles. El poder de resolucion aumentara enormemente aungue no hasta
los limites tedricamente previsibles

Tedricamente, la resolucion de un microscopio electronico caeria dentro de unos niveles
similares a4 las distancias existentes entre los dtomos de una molécula Sin embargo,
técnicamente es dificil de lograr resoluciones superiores a 0,10 — 0,12 nm, cotas casi
imposibles de lograr en muestras biolomcas.

Las formas mas importantes de nteraccion entre un haz de electrones de alta energia v

la muestra a estudiar, se resume en la figura 11.7.

HAZ NCIDENTE
UIE ELECTRINES

(E Bl

¢ ReFulisufiakag

Lux visible
O v hamesisoenai )

|

RFFLEXE M

__________________________________

S5TEM TEM

TEARNSMINILN
o dspersiilin

o alisprermnles
v lestizmenly chastrmeniy
* r dmperswios ¢ dismorsring
malsticamenic inclasicamani:

L
SR TR TTTS T A

Figura 117 Interacciones entre un haz de electrones de alta energia v la muestra a estudiar
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Descendiendo al nivel atomico, estas interacciones pueden explicarse segin tres
factores
a) El electrén incidente no choca con mngun #tomo de la muesira,
transmitiéndose sin sufrir dispersion
by El electron choca (interaccion) con el nicleo atbmico, La gran diferencia de
masas entre ambos hace que el electron sea dispersado sin gue haya
intercambic de energia. La dispersion es, por lo tanto, de tipo elastico. El
angulo de dispersion  puede ser peguefio, transmitiéndose el electron, o muy
grande, reflejandose.
¢} El glectron incidente choca con una electron de la muestra (preparacion). Al
tener la musma masa tienden a intercambiar su energia; la dispersion es
inelistica, en consecuencia el electron incidente pierde velocidad, aumentado
la longitud de onda El dngulo de dispersion es menor que en el caso antenor,

y por lo tanto, todos lo electrones son transmitidos.

Como se menciono anteriormente existen “lentes de microscopia electronica”

El haz de electrones puede ser desviado por un campo electromagnético o©
electroestatico. Las lentes electroestaticas forman una imagen mejor que las
electromagnéticas, pero liene la desventaja de precisar de una corriente de muy alta
intensidad, corriendo el pebigro de gue pueda establecerse un arco electnco en el
interior de la columna, especialmente s1 ¢l vacio no es bueno.

Las lentes electromagnéticas estas formadas por un solenoide

Al igual que en las lentes del tipo luminicas, las lentes electronicas presentan diferentes
tipos de aberraciones La aberracion que en mayor grado afecta ¢l poder de resolucion
e el astigmatismo. Esto puede corregirse hasia niveles optimos gracias a un sistema de
piezas electrostaticas v electromagnéticas (o en ocasiones mecanicas), que en conjunto
constituyen el astigmador. Tanto en la lente objetivo como en la ocular existe al menos
un astigmadaor.

Por altimo se podria destacar que las lentes van acompafiadas de diafragmas. El
diafragma corrige en gran medida las aberraciones, pero reduce el poder de resolucion.
Existen diferentes tipos de microscopios electronicos que pueden ser clasificados en tres

categonas:
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a) Microscopios electrdmicos de formacidn de indeenes estigmatioas (imagenes de
Crauss). Como en los microscopios convencionales, la imagen esta formada por
lentes electronicas. Las leyes clasicas de la optica se aplican a la onda de
electrones. Estos microscopios funcionan generalmente por transmision

by Aicroscopios electranicas de barvido (SEM) La imagen se forma de manera
secuencial por tratamiento de las informaciones suministradas, al interaccionar
un haz de electrones que barre el objeto. Estos microscopios forman parte de la
imagen por reflexion o por transmision, pero sobre todo por emision secundana
En este dltimo tipo la imagen puede ser formada no solamente por los electrones
emitidos sino por los secundanios. rayos X, infrarrojos, lones y hasta ondas
SOMOTAS

e Microscopios de efecto “tunel”, Es el de mas reciente desarrollo. La imagen se
forma por la cormente térmica que se forma entre la muestra y un pumto muy
fino, una sonda a escala atomica explora el potencial de la nube electromea que
envuelven la superficie de los solidos v que suministra una topografia de la

superficie.

Las muestras destinadas a la ME deben ser muy delgadas, debido a la capacidad de la
materia de dispersar los electrones, dependiendo de las resoluciones 8 conseguir el
espesor de las muestras han de variar. Para una resolucion de 10 nm el espesor debe
ser coma maxima de 01 micrometro v de 5 a 10 nm de espesor si se quiere tener
resoluciones de 1 nm.

El microscopio electronico de barride (SEM) es el utiizado en este trabajo de tesis.
La diferencia entre ¢l SEM v el microscopio de transmision es que en el primero la
imagen no se forma en el lente objetivo. La téenica de formacién es similar a la
utilizada en television con formacion de imagenes secuenciales.

De esta manera se pueden obiener en este tipo de equipos. fotografias donde se
puede evaluar la topografia de los sistemas.

Por lo tante es el apropiade para determinar estructuras de sistemas

supramoleculares como aguellas que se forman con los Asc,,
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5. Difraccitn de Ravos X

Los rayos X constituyen un pequeio miervalo de frecuencias del espectro general de
radiaciones electromagnéticas, que se confunde con los rayos ultravioletas en la zona
de frecuencias mas bajas, v con los rayos v en la zona de mas alta frecuencia. En este
sentido puede asignarse a los rayos X longitudes de onda comprendidas entre 0,1 v 100
A Loa ravos X con longitudes de onda mas cortas reciben el mombre de duros,
misniras que los de longitudes de onda mas larga se denominan blandos, con estos
nombres se diferencian las radiaciones gue son menos ¢ mas facilmente absorbidas por
la materia respectivamente,

Los aspectos corpuscular vy ondulatorie de la radiacion se mamfiestan muy
diferenciadamente en los diversos fendmenos que presentan los rayos X

Algunos minerales radiactivos v ciertos radioisotopos emiten espontaneamente Tayos
X esta emision constituye un fendmeno secundanio provocado por la liberacidn de
particulas oo, B o de radiacion y, durante el proceso de desintegracion radiactiva. Por otra
parte, la propia radiacion X procedente de un emisor primario, puede excitar a su vez la
radiacion X de un emisor secundario (muesira), denominandose esta Gltima radiacion
de fluorescencia

Como fuente de radiacion primaria pueden emplearse isdtopos, pero este procedimiento
esta bastante imitado. La fuente mas usual para la obtencion de rayos X es un tubo de
rayos X o tubo Coolidge

Este tubo de rayos X tipo Coolidge esta basicamente constituido por una ampolla de
vidrio en la gque se ha hecho un vacio elevado, gue contiene un filamento, que hace de
catodo, y un anodo metilico enfrentado al mismo. S entre ¢l filamento v el anodo
también llamado placa anticitodo, se aplica una diferencia de potencial de algunas
decenas de miles de wvoltios, los electrodos emitidos por el filamento, previamente
puesto incandescente mediante una corriente eléctrica, son fuertemente acelerados
hacia el anticitodo produciéndose la colision los rayos X, merced a la perturbacion que
se produce en el estado energetico de los atomos de matenial bombardeado. Estos rayos

X se emiten en todas direcciones, pero solo se permite su salida al exterior a través de
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una o mds ventanas, constituidas por un material muy transparente a la radiacion
{weneralmente beriho),

El fendmeno de la absorcion de los rayos X por la materia es de una cierta complejidad,
ya que al mismo tiempo contribuyen no solo la naturaleza del absorbente (0 sea. su
composicion atdmica), sino también la energia o longitud de onda de la radiacion sobre
el mismo.  Suponiendo una radiacion monocromatica, la atenuacion de su intensidad al
atravesar el absorbente es proporcional al espesor del mismo, b, cumphendo una ley
analoga a la lev de Beer gque nge los procesos de absorcion de la a radiacion

electromagnética En este caso, la ley adopta la expresion:
I
I= lu E1I

donde 1 es la intensidad de la radiacion transmitida. Iy la de la radiacion incidente v p
una constante proporcionalidad lamada coeficiente de absorcicn lineal, La utilizacion
de este coeficiente presenta dificultades en la practica Como su magnitud esta
determinada por la cantidad de materia atravesada (o por el nimero de dtomos), es mas
conveniente expresario en funcion de la densidad (p) del absorbente.

El nuevo coeficiente. i - [Wp. se denomina coeficiente de absorcidn mdsico (cm™ g”}
Contrariamente al coeficiente de absorcion lineal, py  es una magnitud aiomica,
posibilitande la comparacion de las propiedades absorbentes  de las sustancias en
funcion del contenide de los atomes de las mismas.

Los rayos X, por tener longitudes de onda del mismo orden de magnitud que las
distancias interatomicas de las redes cristalinas, expenmentan procesos de difraccion en
los eristales, El fenomeno de la difraccion es esencialmente un proceso de dispersion de
las radiaciones electromagnéticas por un conjunto de atomos dispuestos regularmente en
el espacio. como ocurre en un cristal Los rayos dispersados por cada atomo se
refuerzan en  determinadas direcciones del espacio. produciéndose interferencias
constructivas de ondas, en cuyo caso se dice que las ondas estan en fase, es decir, sus
amplitudes en un punto cualquera de la direccion de propagacion tiene la misma
direccion, originandose una onda resultante reforzada, cuva amplitud es la suma de las

amplitudes parciales de cada componente
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El tratamiento teorico de la difraccion de rayos X es un proceso bastante complejo v
extenso. La ley de Bragg, sin embargo, sintetiza de una forma muy simple toda la
geometria de la difraccion, considerando ¢l fenomeno como una reflexion optica de los
rayos X en las familias de los planos paralelos equidistantes del cristal.

Entre las miltiples aplicaciones de la difraccion de rayos X, deben distinguirse dos de
singular relevancia: la wdentificacion v el analisis cuantitativo de fases cristalinas y la
determinacion de estructuras cristalinas.

Cualquier especie cristalina produce siempre un diagrama de difraccion caracteristico v,
s1 la muestra esta constituida por una mezcla de diferentes especies, el diagrama
correspondiente manifestara la suma de efectos de difraccion de cada una de ellas. El
difractograma puede ser considerado por lo tanto, como la “huella dactilar™ de la fase
cnstalina que lo ha producido, pudiéndose usar para su inequivoca identificacion. La
caracteristica mas interesante de este método de andlisis deriva del hecho de que la
informacion que proporciona se refiere en exclusiva a la fase cristalina integramente
considerada, independientemente de los elementos que la integran. Asi por ejemplo, si
la formula de la sustancia es A.B, el diagrama sera representativo de la fase A,B, como
tal identidad estructural, mientras que ¢l analisis quimico solo pondria de manifiesto la
existencia de los constituyentes elementales xA + yB. Si la sustancia en cuestion existe
en dos o mas vanedades alotropicas, los diagramas de difraccion serdn diferentes en
cada una de ellas. Tal es el caso, por ¢jemplo, de la determinacion de las distintas
variedades del 510, C0sCa, C, Ti(s,

Especificamente en este trabajo de tesis se utilizé la técnica para determinar las
estructuras presentes en los cristales liquidos que conforman los coageles de los
Ascy,

6, Determinaciones de Solubilidad ¥ Solubilizaciin

En el presente trabajo de tesis uno de los datos mas importantes colectados fue la
determinacion de solubilidad de diversas entidades quimicas. En un plano mas concreto
s¢ determind también la cantidad solubilizada en sistemas micelares,

Por lo tanto en esta seccion se hard hincapié al menos en algunos aspectos relacionados
a la manera de obtener e interpretar los datos de solubilidad
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En primeras instancias uno podria verse tentado en decir que las de terminaciones de
solubilidad no revisten mayores complicaciones para llevarse a cabo. Esto es porgue
basicamente la medicion de la solubilidad puede dividirse en tres etapas:
a) Preparacion de una solucion saturada del soluto a medir en el solvente adecuado
(agua o una solucion por ejemplo de Asc,)
b) Separacion generalmente por filtracion del exceso de soluto.
¢) Utilizacion de alpuna técnica analitica para determinar la concentracion del
soluto,

Cada una de estas etapas debe ser realizada cuidadosamente v determinar para cada
compuesto a anahzar las vanantes de la técnica que séan necesanas,

Por ejemplo, en la preparacidon de las soluciones saturadas se debe extremar la
precaucion de que penddicamente el sistema sea homogeneizado, ademas se debe
determinar para cada soluto v solvente ¢l punto final donde se alcanza un equlibno de
solubilidad y por lo tanto se pase al siguiente paso que es eliminar el exceso de solido.
En la mayoria de los casos esta recomendada la filtracion con un filtro apropiado, salvo
en aquellas determinaciones donde la diferencia de temperatura entre la solucion
saturada v el sistema de filtrado pueda arrojar resultados erroneos. En estos casos se
puede echar mano a la centnfugacion. En el caso de los Asc, las técnicas fueron
evaluadas por separado arrojando resuliados muy similares por lo gque se opto por
la centrifugacion va que de esta manera se evitaron problemas con la formacion
del coagel dentro del filtro.

Por dltimo la espectroscopia UV-Vis utilizada para cada compuesto, fue puesta a punto
en cada caso, teniendo como principal inconveniente la interferencia analitica que en
algunos casos aportaban las soluciones de Asc, por la absorcidn caracteristica del dcido
ascorbico a 265 nm del espectro.

Otro punto muy importanie a ener en cuenta en este anexo s que cuando ¢l solvente en
el cual se determina la solubilidad no es agua, sino una solucion micelar (o cualquier
otro agregado supramolecular) estamos hablando entonces de una selubilizacidn v cl
resultado por cierto s¢ convierte en la solubilidad aparente (S,) de la droga en ese
sistema
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Por lo tanto asi como es normal expresar la solubilidad acuosa o en algin otro solvente
purt en términos como: moles/], g/l o partes relativas, para el proceso de solubihzacion
la interpretacion no parece ser tan sencilla.

Una de las posibilidades mas atractivas parece ser presentar los resultados como una

relacion del tipo coeficiente de particion entre un solvente organico (centro de la

micela) v el agua en el medio circundante. Por lo tanto se trata a la micela como una
pseudofase en donde se particiona o no la droga seleccionada. Se puede establecer esta

relacion de la siguiente manera:

P= Neiceta !/ Xease but

Donde X, representa la fraccion molar de soluto solubilizado en la micela v KXo pun
es la fraccion molar del soluto en la fase bulk extramicelar (tambien llamada fase
MONOMETica)
Otra alternativa es expresar la solubilizacion siguiendo la ley de accion de masas, y
relacionar el fenomeno con la constante de equilibrio para una “reaccion™
K= [soluto en la micela]
[surfactante en forma de micela] [soluto én la fase bulk]

donde los corchetes indican la concentracion molar medida en cada caso.

7.  Tension superficial

La tension interfacial es una medida de la energia cohesiva de un liguido:

Esto es ¢l exceso de encreia libre en la interfase de contacto entre dos liquidos. Cuando
uno de los fluidos es un gas la tension se denoming tension superficial v cuando los dos
son liquidos se denomina tension interfacial

Esto es expresado en unidades de miliNewtons'metro (mMN/m) o bien dynas/cm.

La tension superficial es ung medida de la enerma cohesiva presente en una interfase
Las moléculas de un liquido se atraen unas a otras

Las interacciones de las moléculas en la fase bulk de un hguide se encuentran

balanceadas por fuerzas atractivas en todas las direcciones, Salvo las moléculas de la
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superficie en donde las fuerzas estin desbalanceadas como se ve en la figura [1L8 que se
observa abajo.

Air
NI INININDS
L .f'\:"*u"k;’
X f"\ A NN f’

— o

3 j{}f_\;"\:"xf {}
Efkfufkfk{jﬁﬁ

Liguid

Figura 11.8; Interacciones de moléculas en una mierfase agua-aire

El efecto de red que ofrece esta situacion amoja como resultado un exceso de energia
libre en la superficie. Este exceso es llamado energia libre de superficie y puede ser
cuantificado mediante la medicion de la relacion energia‘area. Liguidos polares, como el
agua, tienen fuerfes mmferacciones intermoleculares y por lo tanmto altas tensiones

superficiales,

De todos modos existen algunos factores que pueden hacer disminuir esa tensidn
superficial elevada. Por ¢jemplo ¢] aumento de la temperatura pucde hacer decrecer la
tension superficial. También los agentes lensioactivos (como lo indica su nombre)
pucden hacer disminuir considerablemente este factor.

La medicion de la tension superficial es realizada mediante el uso de un tensibmetro,
Este equipo fundamenta la medida en la interaccion de un sensor con la superficie a
medir. Basicamente se coloca sobre la superficie v se mide la fuerza necesania para
despegar el dispositivo. El tensiometro dispone de una balanza la cual determinara cual
fue la fuerza necesana para lograr el despegue del sensor y el equipo extrapolard este
valor al de tension superficial. De todas maneras es imponante destacar que las fuerzas
medidas por la balanza dependen de los siguientes factores: forma v tamafo del sensor,
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angulo de contacto entre el solido (sensor) v el liguido, ¥ la tension superficial del
liquido, El tamafio v la forma del sensor son facilmente controlables. El angulo de
contacto debe tender a cero (completo mojamiento del sensor), por lo tanto se usan
sensores construidos de materiales con una alta energia de superficie, como el platino o
el indio gue aseguran un completo mojade del sensor v una ficl v reproducible
limpieza La interpretacion matematica de los datos de fuerza obtenidos dependen del
tamafio v la forma del sensor. Existen dos sistemas para este fin' ¢l amllo de DuNouy v
el plato de Wilhelmy. En este trabajo de tesis se utilizé el primero de ellos construido
integramente de platino. En esta metodologia el anllo se sumerge en el liguido
susceptible a la medicion y posteriormente es levantado el sistema hasta llegar a la
superficie, lograndose un menisco. Posterormente se comienza a elevar el sensor hasta
logra medir el maximo de fuerza necesario para vencer este memsco siguiendo la
secuencia que se observa en la figura 119 v descriptos abajo.

JI.I—.'\_. 3 i K |
! 1! 2 l s || £
B I/I J\.
{ k] —_— L _..l_. .
| 5 !l s | 7 ll-l 8 —‘
Fioroe T.ﬂ
B
1
i B Timg

Figura 11,9 Secuencia de eventos que suceden en la determinacion de la tension
superficial.

1} El anilio se encuentra por encima de la superficie por lo que la fuerza es
CEro.
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2) El anillo es colocado sobre la superficie registrandoos una fuerza positiva
por la interaccion del sensor con la superficie,

3) El anillo es forzado a penetrar ¢l liquido por lo que se puede registra una
fuerza negativa en este punto.

4) Se registra una pequefia fuerza positiva debido a que el anillo se encuentra
sumergido.

5) Se comienza a levantar el sensor y s¢ determina una aumento de la fuerza
6) La fuerza aumenta hasta. ..
Trque la fuoerza maxima es alcanzada.

£) Despues de determinar el maximo s¢ registra una pequeiia disminucion antes de
que el sistema colapse v el sensor se levante de la superficie. Este fenomeno es
aprovechado por el aparato para determinar maximos sucesivos pasando del punto & al &
y del 6 al 8 hasta conscguir un resultado reproducible sin levantar ¢l sensor.
En la presente tesis se utilizé esta metodologia para determinar la concentraciin

micelar critica (CMC), ver capitulo 3, propiedades de agregacion.

8. PDB

La potenciometria diferencial de bamido (PDB) es una wécmca desarrollada en nuestro
grupo de trabajo que se basa en la medicion del drea delimitada por la curva de un
grafico  ApH vs. Vyon donde el ApH se define como la diferencia de pH entre una
cormda de referencia R (dcido fuerte AH - base fuerie MOH) v comda problema P a la
que se le agrega una pequefia cantidad de una muestra 5 (4cido o base) antes de titular
(AH + 5+ MOH.

Debe destacarse que en esta técnica, un sustrato con grupos basicos origing un drea
positiva A+, mientras que los grupos dcidos originan un drea negativa A-.

El hecho de que la PDB produzea dreas como respuesta en lugar de puntos de inflexion,
le confiere algunas wventajas frente a la potenciometria dcido-base convencional,
principalmente en agquellas situaciones donde los puntos de inflexién son total o
parcialmente enmascarados. La comparacion frente a la potenciometria convencional
muestra una mayor sensibilidad tanto en lo que respecta a la concentracion como a la
fuerza acido-base de la muestra a determinar. La automatizacion le confiere a la PDB la
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reproducibilidad necesaria para convertirla en una técnica analitica atractiva. Esto se
logra acoplando una bureta automatica, & un pHmetro v a una computadora.

La técnica de PDB se aplico para determinaciones de concentraciones v estimaciones de
pKa En el campo del analisis farmacéutico se aplico & la determinacion de muestras de
diferentes condiciones analiticas tales como: control de identidad /o pureza quimica de
drogas puras, control de estabilidad, sales de acido debil — base debil, determinacion de
especies poco solubles v en el analisis de formulaciones. Por otra parte se extendio la
aplicacion a la determimacion de macromoléculas tales como p- globulina, albimina v
carboximetilcelulosa sodica, con el objeto de explorar posible aplicaciones en otras
areas relacionadas.

En el presente trabajo de tesis se utilizo la metodologia de la PDB para estudiar ¢
comportamiento dcido-base de la sal sodica del palmitato de ascorbilo (AscieNa)
Por un lade se utilizdé para determinar si tenia un comportamiento como sal de un
dcido débil ¥ por otro lado comprobar que el sélido obtenido no temia como

impurezas restos dcidos provenientes de la obtencion a partir de Ascyg.
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