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ABREVIATURAS 
1D: en una dimensión 

2D: en dos dimensiones 

A: área de superficie de la membrana 

A: especie ácida en estado neutro  

A-: especie ácida en estado ionizado  

AS: aceite de Soja 

ASF: Análisis de Solubilidad de Fases  

B: especie básica en estado neutro  

BH+: especie básica en su estado ionizado  

C : concentración del fármaco en el lumen intestinal 

C FA : concentración de fármaco en la fase acuosa 

C FO :  concentración de fármaco en la fase oleosa 

C0 : concentración inicial de fármaco en el compartimento donor 

CD: ciclodextrina 

[CD]t : concentración total de ciclodextrina 

COL: colesterol 

d(H): diámetro hidrodinámico 

D: coeficiente de difusión translacional 

DLS: dispersión de luz dinámica (Dinamic Light Scattering) 

DPF: diagramas Pseudo-ternario de fases 

dQ/dt: cantidad acumulativa de fármaco permeado en función del tiempo (mg/min) 

DRV: vesículas secas reconstituídas (Dried Reconstituted Vesicles) 

DRX: Difracción de Rayos X  

DSC: Calorimetrías Diferencial de Barrido 

δ B : corrimientos químicos del fármaco en el complejo binario con CD 

δ F: corrimientos químicos del fármaco puro 

δ M : corrimientos químicos del fármaco en el complejo binario con MEG 

δ S : corrimientos químicos de sulfamerazina libre  

δ S:M : corrimientos químicos de sulfamerazina en el complejo binario con MEG 

δ C : corrimientos químicos de los protones de los fármacos en los complejos con ß-CD, 

M-ß-CD, HP‑ß-CD o MEG 

δ F(M): corrimientos químicos de los protones de los fármacos en ME libres de ligandos  

δF(ML): corrimientos químicos de los protones de los fármacos en los sistemas 

ME+ligando+fármaco 

δ M : corrimientos químicos de los protones de ME en las ME libres de ligando 
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δ M(L) : corrimientos químicos de los protones de ME en los sistemas ME+ligando 

δ M(LF) : corrimientos químicos de los protones de ME en los sistemas ME+ligando+fármaco   

dT : Corrimientos químicos de sulfamerazina en el complejo ternario  

Δδ : desplazamientos en los corrimientos químicos observados en los espectros de RMN-1H 

ΔHMEG: entalpía de fusión de MEG puro 

ΔHmuestra: entalpía de fusión de MEG calculada en la muestra   

EM : emulsiones  

EU: polioxietilenglicerol trihidroxiestearato (PEG)-40 (Eumulgin® HRE 40) 

%Fa: fracción de dosis absorbida en humanos  

F/CD: complejos fármaco/ciclodextrina 

F/L: relación molar del fármaco sobre la concentración total de lípidos 

F: fármaco 

Fabs : extensión de la absorción en humanos  

FAT: valores de fluorescencia de calceína medidos antes de la adición de Triton X-100 

FC: fosfatidilcolina 

FCL: fármaco-en-ciclodextrinas-en-liposomas 

FCS: fosfatidilcolina de soja  

FDA: Administración de Alimentos y Medicamentos de los EE.UU. (Food and Drug 

Administration). 

FDT: valores de fluorescencia de calceína medidos después de la adición de Triton X-100 

 [F]t: concentración total del fármaco 

Φc : fracción de volumen de agua crítica 

G: Geles  

Η: viscosidad 

HCD: metodología de hidratación de capa delgada 

HLB: balance hidrofílico-lipofílico 

HMBC: Heteronuclear Multiple Bond Coherence  

HPLC: cromatografía líquida de alta eficacia. 

HP-ß-CD: hidroxipropil-ß-ciclodextrina 

HSQC: Heteronuclear single quantum coherence  

IFA: ingrediente farmaceútico activo. 

INM: indometacina  

IPD: índice de polidispersidad 

IR: Espectrometría Infrarroja  

K: constante del Boltzmann 

K1:1 : constante de formación de los complejos F/CD de estequiometría 1:1. 
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Ka : constante de disociación ácida 

KC: constantes de formación de los complejos 

KCB : constantes de estabilidad de los sistemas binarios 

KCT : constantes de estabilidad de los sistemas ternarios 

Latencia 0 :porcentaje de  latencia inicial  

Latencia t : porcentaje de latencia a cada tiempo 

LUV: vesículas grandes unilamelares (large unilamellar vesicles) 

ME: microemulsiones  

MEG: N-metilglucamina o meglumina 

MEGGCR : grado de cristalinidad relativo de MEG  

MFB: mezclas físicas de los componentes liofilizados 

MFT: mezclas físicas  de los componentes ternarios liofilizados  

MLP: Microscopía de Luz polarizada 

MLV: vesículas grandes multilamelares (multilamellar large vesicles) 

M-ß-CD: metil-ß-ciclodextrina  

O/W: ME aceite en agua o ME en equilibrio con la fase oleosa  

O: fase oleosa  

P: coeficiente de partición 

PAMPA: permeabilidad de membranas artificiales paralelas [Parallel Artificial Membrane 

Permeability Assay] 

Papp: coeficientes de permeabilidad aparente  

Peff: permeabilidad efectiva del fármaco a través de la membrana 

PM: peso molecular 

% Retención: porcentaje de retención de calceína en los liposomas 

RMN-1H: Resonancia Magnética Nuclear de Protones 

ROESY: rotating-frame nuclear Overhauser effect correlation spectroscopy 

S: surfactantes  

S0 : solubilidad intrínseca del fármaco 

SBL: sistemas sólidos binarios obtenidos por liofilización  

SCB: Sistema de Clasificación Biofarmacéutico 

SF: Sistemas con separación de fases 

Smáx: solubilidades máximas aparentes 

SMEDDS: sistemas auto microemulsionables (Self-microemulsifying drug delivery systems) 

SMR: sulfamerazina 

SRF: solución reguladora de pH  de fosfatos  

ß-CD: ß-ciclodextrina 



 

Página 14 de 224 
 

St: solubilidad total del fármaco  

STL: sistemas sólidos ternarios obtenidos por el método de liofilización  

SUV: vesículas pequeñas unilamelares (small unilamelar vesicles) 

SW: solubilidades de los fármacos en las fases acuosas 

σ : Conductividad 

T: temperatura absoluta  

t: tiempo 

TEA: trietanolamina  

TGA: Análisis termogravimétrico 

t res : tiempo de residencia del fármaco en el lumen intestinal 

UV: ultravioleta 

V : volumen del compartimento receptor 

W/O: ME agua en aceite o ME en equilibrio con la fase acuosa  

W: fase acuosa   
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1.1.  INTRODUCCIÓN 
 
La disolución del fármaco, en los fluidos del tracto gastrointestinal, es una etapa esencial en 

la absorción de los compuestos que se administran por vía oral y por lo tanto, una adecuada 

velocidad de disolución en agua es un requisito fundamental para la absorción oral y el éxito 

clínico de los mismos cuando son administrados en formas farmacéuticas sólidas. Se estima 

que alrededor del 40 % de los ingredientes farmaceúticos activos (IFA) presentan baja 

solubilidad, lo cual puede influir sobre su eficacia terapéutica.  

 

1.1.1. SISTEMA DE CLASIFICACIÓN BIOFARMACÉUTICO (SCB) 

La solubilidad, la velocidad de disolución y la permeabilidad intestinal son los principales 

factores biofarmacéuticos que afectan la magnitud de la absorción de un fármaco. Debido a 

ello, la Administración de Alimentos y Medicamentos de Estados Unidos [“Food and Drug 

Administration” (FDA)] desarrolló un documento guía que refleja el impacto de estos 

procesos en el desempeño de un producto farmacéutico.1 El Sistema de Clasificación 

Biofarmacéutico (SCB), desarrollado por Amidon,2 es un lineamiento científico para la 

clasificación de fármacos, que se basa en la solubilidad acuosa y en la permeabilidad 

intestinal de los mismos. De acuerdo al SCB, los productos farmacéuticos pueden clasificarse 

de la siguiente manera: 

 

CLASE SOLUBILIDAD PERMEABILIDAD 

I Alta Alta 

II Baja Alta 

III Alta Baja 

IV Baja Baja 

 

La clasificación, en términos de solubilidad, establece que una sustancia 

farmacéutica es considerada de alta solubilidad cuando la mayor dosis de un producto, de 

liberación inmediata, es soluble en un volumen del medio acuoso de 250 mL o menor y en 

un rango de pH comprendido entre 1 y 7,5. El volumen estimado de 250 mL deriva de los 

protocolos de estudios de bioequivalencia típicos, que prescriben la administración del 

producto farmacéutico a voluntarios sanos con un vaso (de aproximadamente 250 mL) de 

agua. Por este motivo, la clasificación, en términos de solubilidad, debe llevarse a cabo 

mediante el cálculo del volumen de un medio acuoso suficiente para disolver la mayor dosis 

del IFA en el rango de pH entre 1 y 7,5. 

Por su parte, la clasificación, en términos de permeabilidad, se basa indirectamente 

en la extensión de la absorción (fracción de dosis absorbida) de una sustancia farmacéutica 

en humanos, así como directamente mediante determinaciones de la magnitud de masa 

transferida a través de la membrana intestinal humana.  Un IFA es considerado altamente 

permeable cuando la extensión de la absorción en humanos es igual o superior al 90% de la 

dosis administrada. Para demostrar la eficacia de un método determinante de 

permeabilidad, para la aplicación del SCB, debe establecerse una correlación entre los 
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valores de permeabilidad obtenidos y los datos relacionados con la extensión de la 

absorción del fármaco en humanos, utilizando un número suficiente de IFA modelos, los 

cuales deben representar un rango de baja (<50%), moderada (por ej. 50-89%) y alta  

(≥ 90%) permeabilidad.2 

1.1.2. INGREDIENTES FARMACÉUTICOS ACTIVOS (IFA) 

De acuerdo a lo establecido por la Farmacopea Argentina 7ma Edición, un ingrediente 

farmacéutico activo (IFA) es cualquier sustancia o mezcla de sustancias, destinadas a ser 

usadas en la fabricación de un producto medicinal y que, cuando es utilizada en la 

producción de una droga, se transforma en ingrediente activo del producto elaborado. Tales 

sustancias están destinadas a proveer actividad farmacológica u  otro efecto directo en el 

diagnóstico, cura, alivio, tratamiento, o prevención de enfermedades o para influenciar 

sobre la estructura del cuerpo.3  

Sulfamerazina (SMR) o 4-amino-N-(4-metil-2-pirimidinil)bencenoesulfonamida 

(Figura 1.1) es un IFA perteneciente a la familia de las sulfonamidas, la cual comprende a un 

grupo de bacteriostáticos sintéticos que poseen un amplio espectro contra la mayoría de las 

bacterias Gram-positivas y negativas. Actualmente, se las utiliza principalmente para el 

tratamiento de infecciones del tracto urinario, aunque también se emplean para combatir 

infecciones sistémicas y en preparaciones oftálmicas.4 La dosis terapéutica utilizada para su 

administración por vía oral en adultos es de 167 mg.5 SMR es tanto una base como un ácido 

débil y este último grupo, al estar ionizado, presenta carga negativa (Figura 1.2). De acuerdo 

a lo establecido por la Farmacopea Europea, SMR es un fármaco escasamente soluble en 

agua y, si bien no se encuentra clasificada aún de acuerdo al SCB, sulfadiazina, su análogo 

estructural, fue clasificada como perteneciente a la Clase IV, la cual establece que el fármaco 

posee baja permeabilidad y baja solubilidad.6 Además, la excreción renal lenta de SMR, 

puede contribuir a la  formación de cristaluria. Sumado a lo anterior, la absorción de SMR en 

el tracto gastrointestinal no conduce a valores suficientemente altos que eviten la necesidad 

de la administración del fármaco por vía parenteral.7  

 

 
Figura 1.1. Estructura química de sulfamerazina. 

La Indometacina (INM), o ácido 1-(4-clorobenzoil)5-metoxi-2-metilindolacético 

(Figura 1.3), es un antiinflamatorio no esteroideo (AINE), analgésico y antipirético. Su 

mecanismo de acción se basa en la inhibición de la ciclo-oxigenasa 8  y es ampliamente 

utilizado para el tratamiento del dolor causado por la artritis reumatoidea y otras 

enfermedades degenerativas de las articulaciones.9 Es usualmente administrado por vía 
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oral, utilizando dosis terapéuticas en adultos de 25 o 50 mg,10 aunque puede también ser 

suministrado por vía intravenosa, supositorios o geles. A través de su descomposición 

forma dos productos de degradación: ácido 4-cloro-benzoico y ácido 

5-metoxi-2-metilindolacético.8 INM es un ácido débil que al estar ionizado presenta carga 

negativa (Figura 1.4). Debido a que posee baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad, 

pertenece a la Clase II del SCB.9,11 Además, la escasa solubilidad de este fármaco puede 

incrementar la incidencia de efectos adversos, como la irritación del tracto gastrointestinal, 

debido a la prolongación del tiempo de contacto con la mucosa del mismo.11 

 

a) b) c) 

  

Figura 1.2. Equilibrios de ionización de sulfamerazina ( pKa1 = 2,60; pKa2 = 6,90), siendo:       

a) BH+ (especie básica en su estado ionizado); b) A o B (especie ácida o básica en estado neutro, 

según corresponda) y c) A- (especie ácida en estado ionizado). 

 

 

 
Figura 1.3. Estructura química de Indometacina. 

Considerando las dificultades asociadas al tratamiento con estos fármacos, el uso de 

estrategias apropiadas, que permitan incrementar la solubilidad acuosa o la absorción 

gastrointestinal, podría reducir los efectos adversos indeseados mediante la administración 

de dosis menores. También, los datos obtenidos de estudios experimentales aplicados a 

estos IFA podrían resultar útiles para otros fármacos de grado de hidrofilicidad-lipofilicidad 

similar. Diversas estrategias de formulación han sido aplicadas a SMR, de manera de 

mejorar su biodisponibilidad, como el uso de mezclas de co-solventes,12 nanocristales,13 

dispersiones sólidas amorfas conteniendo polímeros,14 películas de pectina,15 membranas 

de quitosano 16,17 y transformación de fase.18,19 Para INM, ha sido reportada la formación de 
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complejos con hidrolisato de caseína,20  dispersiones sólidas en hidrogeles,21 co-cristales con 

sacarina,22 cápsulas con agentes solubilizantes,23 hidrogeles poliméricos,9 dispersiones 

sólidas 24 y el uso de fluídos supercríticos,25  entre otros.  

 

 

a) b) 

  
Figura 1.4. Equilibrio de ionización de Indometacina (pKa1 = 4,50), siendo: a) AH (especie 

ácida en estado neutro) y b) A- (especie ácida en estado ionizado). 
 

1.1.3. SISTEMAS PORTADORES DE FÁRMACOS A PARTIR DE COMPLEJOS 

MOLECULARES  

En la literatura se encuentra una gran cantidad de trabajos donde se trata de revertir la baja 

biodisponibilidad de fármacos insolubles mediante la utilización de diferentes métodos. 

Dentro de estos, se destaca la encapsulación molecular de los IFA con ciclodextrinas (CD). 

Las CD son oligosacáridos cíclicos que poseen una superficie exterior hidrofílica y una 

cavidad central lipofílica. Se conoce que las ciclodextrinas son capaces de formar complejos 

de inclusión con una gran variedad de moléculas, tanto en estado sólido como en solución 

acuosa. La encapsulación de la molécula  afecta sus propiedades fisicoquímicas, dando como  

resultado, en la  mayoría de los casos estudiados, un incremento de la solubilidad y  de la 

permeabilidad a través de membranas y, en algunos casos, también de la estabilidad, tanto 

química como física.9,26–29 Sin embargo, por diversas razones, tales como su alto peso 

molecular, su solubilidad en agua y su posible toxicidad parenteral, la cantidad de este 

producto que puede utilizarse en las formulaciones farmacéuticas, es limitado. Se observó 

que la aplicación simultánea de formación de sales y complejación con ciclodextrinas 

mejora el desempeño farmacéutico de fármacos con carácter ácido o básico débil.30–35 

Debido a ello, podría decirse que la selección de un contraión adecuado, así como de la 

ciclodextrina correcta, es una estrategia poderosa para reformular fármacos genéricos de 

manera tal que le aseguren un desempeño comparable con aquellos productos de última 

generación. La N-metilglucamina o meglumina (MEG) es una amina polihidroxílica que es 

utilizada como excipiente en medicamentos. Esta molécula orgánico exhibe propiedades 

básicas y por lo tanto, es capaz de interaccionar con compuestos ácidos débiles, por lo cual 

se la ha utilizado para la obtención de sales de fármacos poco solubles en agua, con el 

objetivo de revertir este efecto negativo.35 Debido a ello, es de sumo interés poder evaluar a 
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la meglumina como un nuevo componente ternario para favorecer la complejación de IFA 

con carácter de ácido débil con ciclodextrinas. 

1.1.4. SISTEMAS PORTADORES DE FÁRMACOS NANOESTRUCTURADOS  

La nanotecnología es el área del conocimiento que trata acerca del saber y el control de la 

materia en dimensiones cercanas al intervalo de 1 nm a 1 μm. En la nanotecnología, la 

nanofarmacia se podría definir como el uso de la nanotecnología para la prevención, 

diagnóstico y tratamiento de enfermedades y heridas, así como para mejorar la salud y el 

funcionamiento del organismo humano y de otros seres vivientes. Algunas de sus 

aplicaciones incluirían el descubrimiento de nuevos agentes farmacéuticos, el desarrollo de 

sistemas de liberación de fármacos con localización o direccionamiento específico.  

El futuro de la farmacia, en el área de la nanotecnología, con respecto al desarrollo de 

productos terapéuticos y sistemas de suministro de fármacos, estaría ligado o sería relativo 

a: 

 El diseño de materiales estructurados, multifuncionales, capaces de atacar 

enfermedades específicas. 

 El diseño de materiales conteniendo funciones que permitan el transporte a través de 

las barreras biológicas. 

 El diseño de plataformas nanoestructuradas para la ingeniería de tejidos.  

 El diseño de dispositivos sensibles a estímulos para la liberación de fármacos. 

 El diseño de tratamientos orientados físicamente para la administración local de 

productos terapéuticos.36 

Dentro de las técnicas de solubilización, que han sido estudiadas en los últimos años, 

se incluye el uso de sistemas nanoestructurados, como las microemulsiones  y los 

liposomas. Las microemulsiones (ME) son sistemas isotrópicos nanoestructurados, 

termodinámicamente estables, constituidas usualmente por una fase oleosa, una fase 

acuosa, un surfactante y un cosurfactante. Cuando las concentraciones de estos 

componentes son favorables, estos se emulsionan espontáneamente para formar una 

microemulsión monodispersa y transparente. Las ME son conocidas por sus propiedades 

para aumentar la solubilidad, la biodisponibilidad y la estabilidad de fármacos.37–39  Los 

liposomas son vesículas coloidales cuyos tamaños se encuentran en el rango de unos pocos 

nanómetros a varios micrómetros de diámetro, con una o varias bicapas lipídicas rodeando 

compartimentos acuosos.40 Los liposomas han recibido atención por su utilidad como 

sistemas portadores de IFA ya que en ellos pueden ser incorporados fármacos hidrofílicos 

en la fase acuosa interna, mientras que fármacos hidrofóbicos pueden insertarse dentro de 

la bicapa lipídica hidrofóbica, mejorando así las propiedades desfavorables  de los IFA y 

permitiendo su transporte hacia el sitio de acción.41–43 

A su vez, la combinación de estos sistemas nanoestructurados con CD o MEG podría 

proveer sistemas con poder de solubilización sinérgico, lo que representa un avance con 

relación a la limitación de los sistemas individuales, en cuanto al poder de solubilización de 

fármacos poco hidrosolubles.  
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1.2. OBJETIVOS  

 

1.2.1. OBJETIVOS GENERALES 

El objetivo general de este proyecto contempla el desarrollo de estrategias que 

permitan aumentar la solubilidad de fármacos utilizando herramientas nanotecnológicas, ya 

que esta propiedad es un problema farmacotécnico/biofarmacéutico crítico.  

 

1.2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

Como objetivos específicos se propusieron: 

 Estudiar el  complejamiento con ciclodextrinas y/o meglumina sobre la solubilidad de 

SMR e INM. 

 Extender el estudio sobre los mismos sistemas, en estado sólido. 

 Preparar de formulaciones basadas en microemulsiones. 

 Preparar de liposomas para la vehiculización de los fármacos. 

 Estudiar de la asociación de los complejos moleculares con microemulsiones y 

liposomas. 

 Estudiar el efecto de las formulaciones sobre el transporte y la liberación in vitro de 

los fármacos. 

 Realizar estudios de permeabilidad a través de membranas artificiales para los 

fármacos seleccionados y sus complejos formados, en presencia y ausencia de 

microemulsiones o liposomas. 
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2.1.  INTRODUCCIÓN 

El objetivo del presente capítulo fue la evaluación de la formación de complejos de inclusión 

con ciclodextrinas (CD) y de sistemas binarios con Meglumina (MEG), tanto en solución 

como en estado sólido, así como su efecto sobre la solubilidad acuosa de los fármacos 

modelo, Sulfamerazina (SMR) e Indometacina (INM). Los estudios de caracterización, que se 

llevaron a cabo en solución, fueron Análisis de Solubilidad de Fases (ASF) y Resonancia 

Magnética Nuclear de Protones (RMN- 1H). La evaluación de la formación de los sistemas en 

estado sólido, fue realizada por Calorimetría Diferencial de Barrido (DSC), Análisis 

Termogravimétrico (TGA), Espectrometría Infrarroja (IR) y Difracción de Rayos X (DRX). A 

partir de los resultados obtenidos para complejos binarios, nos propusimos estudiar la 

formación de complejos ternarios de fármacos con CD, debido a la habilidad de la 

macromolécula para incrementar la solubilidad de fármacos poco solubles en agua, 

utilizando Meglumina como componente ternario, a fin de potenciar la solubilización por 

CD. Los sistemas obtenidos fueron también caracterizados en solución y en estado sólido 

mediante las técnicas mencionadas previamente. 

2.1.1. ENCAPSULACIÓN MONOMOLECULAR  

La encapsulación monomolecular, a partir de la formación de complejos de inclusión, ha 

resultado promisoria para el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas. En general, la 

formación de complejos de inclusión monomoleculares involucra la encapsulación espacial 

de una molécula huésped en la cavidad de una molécula portadora sin formar enlaces 

covalentes entre ellos.1 

 

2.1.1.1. COMPLEJOS DE INCLUSIÓN CON CICLODEXTRINAS  

Las CD (Figura 2.1) son oligosacáridos cíclicos que consisten en seis, siete u ocho unidades 

de D-(+)-glucopiranosa (α, β o γ) unidos mediante enlaces glicosídicos α-D-(1→4). La forma 

de la molécula se asemeja a la de un cono truncado, con los grupos hidroxilos secundarios 

ubicados hacia la abertura mayor de la cavidad y los grupos primarios hacia la más angosta. 

Los átomos de hidrógeno se encuentran orientados hacia la parte interna de la cavidad, 

dando como resultado un interior hidrofóbico con una superficie externa de carácter 

hidrofílico. Por este motivo, las CD son solubles en agua y,  al mismo tiempo, pueden 

acomodar una gran variedad de especies hidrofóbicas dentro de su cavidad generando la 

formación de complejos de inclusión, siendo así los portadores más utilizados, debido a su 

habilidad para unirse a moléculas orgánicas en solución acuosa y en estado sólido mediante 

interacciones no covalentes,2,3 por lo que, de manera exitosa mejoran las propiedades 

farmacéuticas de moléculas activas.4–6 Debido a que el diámetro interno de la cavidad y el 

tamaño de la molécula huésped son de primordial significancia para la formación de 

complejos de inclusión,2 la β-CD es la más utilizada por la dimensión de su cavidad.7–10 

   



Tesis Doctoral Lic. Carolina Aloisio, Departamento de Farmacia, FCQ, UNC. 

 

Página 32 de 224 

 

  

 
α-CD β-CD γ-CD 

n 6 7 8 

PM 972 1135 1297 

S (H
2
0), g/100 mL, 25 

0
C 14,5 1,85 23,2 

Diámetro de la Cavidad, Å 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3 

Volumen de la Cavidad, Å
3
 174 262 427 

 

Figura 2.1. Diferentes tipos de ciclodextrinas (CD). 

 

Los complejos de inclusión normalmente exhiben mayor solubilidad acuosa5,11–13 y 

estabilidad química que los fármacos puros.15-19 Además, las CD pueden actuar como 

promotores de la permeación mediante la vehiculización de moléculas hidrofóbicas en 

solución y liberando las mismas sobre la superficie de una membrana biológica, 

conduciendo a incrementar la biodisponibilidad de los fármacos y la permeación 

transepitelial.2,5,12  
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2.1.1.1.1. DERIVADOS DE CICLODEXTRINAS 

A pesar de los beneficios que presentan las CD, el alto peso molecular, costo elevado, 

capacidad de producción y la isotonicidad de las formulaciones parenterales  han limitado 

su uso en formulaciones farmacéuticas, conduciendo a minimizar la concentración de las CD 

en caso de ser posible.14,15 Varios derivados de CD han sido desarrollados en las últimas 

décadas, los cuales expandieron extensamente las aplicaciones de estos oligosacáridos 

cíclicos y permitieron superar los serios inconvenientes de la CD nativa, como su baja 

solubilidad y toxicidad.16–22 Por ejemplo, la sustitución de los grupos hidroxilos podría 

romper los enlaces de hidrógeno e incrementar significativamente su solubilidad acuosa. La 

complejación de estos derivados de ß-CD, como metil-ß-ciclodextrina (M-ß-CD) e 

hidroxipropil-ß-ciclodextrina (HP-ß-CD) (Figura 2.2),8 con ingredientes 

farmacológicamente activos, produce propiedades diferentes a las de la molécula original y 

usualmente resulta en un aumento de la solubilidad acuosa,4,23,24 mejor estabilidad química 
25,26 y mayor permeabilidad y biodisponibilidad de los fármacos.27,28  

 

Figura 2.2. Derivados de Ciclodextrinas más utilizados. 

2.1.1.1.2. FORMACIÓN DE COMPLEJOS FÁRMACO-CICLODEXTRINA 

Los complejos fármaco/ciclodextrina (F/CD) de estequiometría 1:1  son  los más comunes. 

En ellos, una molécula de fármaco (F) forma un complejo con una molécula de ciclodextrina 

(CD): 

F   +  CD   F/CD
K 1:1 (1)

 
 

 2.1.1.1.3. ANÁLISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF) 

El análisis de Solubilidad de Fases (ASF) constituye un método tradicional para la 

determinación del efecto de agentes acomplejantes sobre la solubilidad de un sustrato y es 

adecuado no sólo para la estimación de la constante de formación, sino también para la 

elucidación de la estequiometría del complejo en equilibrio. El mismo fue desarrollado por 

Higuchi y Connors.29  
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Experimentalmente, un exceso de fármaco con escasa solubilidad acuosa (F) es 

incorporado dentro de varios tubos a los cuales se adiciona un volumen constante de un 

vehículo acuoso conteniendo concentraciones crecientes de CD. La necesidad de un exceso 

de sustrato se basa en mantener la actividad termodinámica del fármaco lo más alta posible. 

Los tubos deben ser agitados a temperatura constante hasta alcanzar el equilibrio. 

Posteriormente, las suspensiones son filtradas y la concentración total del fármaco en 

solución ([F]t) es cuantificada mediante técnicas analíticas apropiadas (espectrofotometría 

UV, HPLC, etc.). A partir de ello, puede obtenerse la gráfica de [F]t en función de la 

concentración total de ciclodextrina ([CD]t), que constituye el ASF. Tras el análisis del perfil 

de la isoterma, pueden identificarse diferentes comportamientos. En términos generales, 

existen dos  tipos de gráficos de ASF: A y B (Figura 2.3). 

En los Diagramas de solubilidad de tipo A, la solubilidad aparente del sustrato 

aumenta en función de la concentración de CD e indican la formación de complejos de 

mayor solubilidad que la del sustrato libre. A su vez, tres subtipos han sido definidos: 

  

Isotermas de tipo AL: se observa un incremento lineal de la solubilidad en función de 

la concentración del ligando e indican la formación de complejos de primer orden respecto 

a CD, puediendo ser de primer orden o de orden superior respecto al fármaco (F:CD; F2:CD; 

F3:CD; etc.). Si la pendiente de la isoterma tipo AL es mayor a la unidad, se asume la 

formación de complejos de alto orden. Generalmente, en ausencia de mayor información, 

cuando la pendiente de la isoterma es menor a la unidad se asume la formación de 

complejos 1:1. 

  

Isotermas de tipo AP:  presentan una desviación positiva de la linealidad, pudiendo 

sugerir que el agente solubilizante es proporcionalmente más efectivo a altas 

concentraciones, indicando la formación de complejos de alto orden respecto a la CD, a altas 

concentraciones de la misma (F:CD; F:CD2; F:CD3; etc). 

  

Isotermas de tipo AN:  presentan una desviación negativa de la linealidad, pudiendo 

insinuar que el agente solubilizante es menos efectivo a altas concentraciones, lo que puede 

atribuirse a cambios en la naturaleza del solvente por parte del ligando a diferentes 

concentraciones y/o a la auto-agregación del agente solubilizante a altas concentraciones. 

  

Los Diagramas de solubilidad de tipo B son indicativos de la formación de 

complejos con solubilidad acuosa limitada. Dos subtipos han sido definidos:  

Isotermas tipo Bs: a medida que se incrementa la concentración de CD, ocurre la 

formación de un complejo soluble que aumenta la solubilidad total del sustrato. En un punto 

del proceso de solubilización (Punto a, Figura 2.3 b) se alcanza la solubilidad máxima del 

fármaco, la cual es la suma del fármaco libre y acomplejado. Si bien esta porción inicial 

puede considerarse como un diagrama de Tipo A, tras la incorporación de cantidades 

adicionales de CD ocurre la formación de un complejo que precipita mientras existe fármaco 

sólido remanente, de manera tal que la disolución y la complejación del mismo pueden 

ocurrir de manera simultánea para mantener el valor de Ft. En el rango de concentraciones 
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en el que se observa una meseta en la gráfica (linea a-b , Fig 2.3 b) , se asume que ocurre el 

siguiente equilibrio: 

 

Fsólido                    Fen solución  +  CD                   F/CDen solución                  F/CDsólido
 

 

En un punto b, (Figura 2.3.b), todo el fármaco sólido habrá sido consumido y la 

adición de CD resultará en la formación de un complejo insoluble adicional, el cual 

precipitará disminuyendo la concentración total de fármaco en solución, [Ft].  

  

Isotermas tipo BI: son similares a los perfile Bs, a diferencia de que los complejos 

formados son tan insolubles que no presentan la porción inicial ascendente del diagrama.30 

La solubilidad aparente de sustrato permanece sin cambios perceptibles, hasta que este se 

convierte completamente en un complejo insoluble.29–31 

 

 

 
Figura 2.3. Diagramas de Solubilidad de Fases de tipo A y B [a) y b), respectivamente] de 

acuerdo a la clasificación de Higuchi y Connors.34 

 

2.1.1.1.4. ESTIMACIÓN DE LA CONSTANTE DE FORMACIÓN 

El valor de la constante de formación (K1:1) es usado para comparar la afinidad de fármacos  

por diferentes CD o derivados de las mismas. La solubilidad total del fármaco (St) en la 

solución acuosa con CD será: 

 

        
      

         
       

(2) 

 

donde S0 es la solubilidad intrínseca del fármaco y [CD]t, la concentración total de CD en el 

medio acuoso.  
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 De acuerdo a la ecuación (2), una gráfica de St en función de [CD]t, para la formación 

de un complejo soluble, da una línea recta, como puede observarse en los diagramas tipo AL 

y en las porciones iniciales de los diagramas tipo AP, AN y BS,  cuya pendiente               

[K1:1S0/(1 + K1:1S0)] es menor a la unidad cuando la estequiometria es 1:1 y el intercepto es 

igual a S0. A partir de la pendiente y de S0 puede calcularse K1:1 :29,31  

 

      
         

               
 

(3) 

2.1.1.2. FORMACIÓN DE SALES  

La formación de sales es una técnica bien establecida y efectiva para incrementar la 

solubilidad y la velocidad de disolución y consecuentemente, la biodisponibilidad oral de 

principios activos ácidos y básicos,32,33  por lo que la selección de un contraión adecuado es 

de suma importancia. 

2.1.1.2.1. MEGLUMINA (MEG) 

La N-acetil glutamina, también conocida como meglumina (MEG) (Figura 2.4), es una amina 

polihidroxílica que es utilizada como excipiente en medicamentos. Esta molécula orgánico 

exhibe propiedades básicas (Figura 2.5) y por lo tanto, es capaz de interaccionar con 

compuestos ácidos débiles, por lo cual se lo ha utilizado para la obtención de sales de 

fármacos poco solubles en agua, con el objetivo de revertir este efecto negativo.34 MEG ha 

demostrado incrementar la solubilidad,34,35 la velocidad de liberación36,37 y la 

estabilización37 de moléculas con propiedades ácidas débiles. 

 

 
Figura 2.4. Estructura química de Meglumina (MEG). 

 
 

2.1.2. COMPLEJOS MULTICOMPONENTE 

La solubilidad total de un IFA, en presencia de CD, puede ser aumentada considerablemente 

mediante el ajuste del pH o mediante el uso de un componente ternario apropiado, 

incluyendo la incorporación de polímeros al medio de complejación,1,14 la ionización del 

fármaco y la formación de sales,25,30,38,39 o la adición de sales orgánicas.21  

Se observó que la aplicación simultánea de formación de sales y complejación con 

ciclodextrinas mejora el desempeño farmacéutico de IFA con carácter ácido o básico 

débil.40–42 Recientemente, en nuestro laboratorio, se ha desarrollado un sistema ternario 

consistente en sulfisoxazol con hidroxipropil-ß-ciclodextrina (HP-ß-CD), usando 



Capítulo II: “Complejos binarios y ternarios” 

 

Página 37 de 224 
 

trietanolamina (TEA) como agente de co-solubilización, el cual mejoró la solubilidad y las 

características de disolución de este fármaco.42 La formación de un complejo de inclusión 

multicomponente de acetazolamida con HP-ß-CD y TEA, obtenido en nuestro grupo de 

trabajo, aumentó en forma significativa la solubilidad en agua y la velocidad de liberación, in 

vitro de este compuesto, utilizando una membrana sintética de nitrocelulosa.24 Además, se 

determinó que el sistema ternario acetazolamida:HP-ß-CD:TEA ha resultado una 

herramienta poderosa para la formulación de gotas oftálmicas, debido a que disminuye la 

presión intraocular, en estudios realizados en conejos.43 Debido a ello, podría decirse que la 

selección de un contraión adecuado, así como de la ciclodextrina correcta, es una estrategia 

poderosa para reformular fármacos genéricos de manera tal que le aseguren un desempeño 

comparable con aquellos productos de última generación. 

Para ello,  es de sumo interés poder evaluar la eficacia de MEG como un nuevo 

componente ternario para favorecer la complejación con CD de IFA con carácter de ácidos 

débiles, debido a que demostró revertir la baja solubilidad de fármacos insolubles mediante 

la formación de sales con los mismos.34,35  

 

 
Figura 2.5. Equilibrio de ionización de MEG (pKa1= 9,50). 
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2.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

2.2.1. MATERIALES 

Se utilizaron los siguientes productos de origen comercial: SMR (Parafarm®, Argentina) y 

MEG (Sigma Aldrich®,  St.  Louis, MO); ß-CD (PM= 1135), M-ß-CD (PM=1190) e HP-ß-CD 

(PM=1325) fueron cordialmente donadas por Ferromet® (Agente de Roquette® en 

Argentina). El resto de los materiales y solventes utilizados fueron de grado analítico.  

En los estudios se utilizó agua doblemente destilada y desionizada generada por un 

sistema de purificación de agua Millipore Milli-Q.  

2.2.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

2.2.2.1. ESTUDIOS EN SOLUCIÓN 

2.2.2.1.1.  ANÁLISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF) 

El ASF fue realizado de acuerdo al método reportado por Higuchi y Connors.34 Cada ensayo 

fue realizado por triplicado, en los cuales un exceso de sustrato, para mantener condiciones 

de saturación, fue suspendido en un volumen final de 5 mL de agua o solución reguladora de 

pH, conteniendo cantidades crecientes de los ligandos (ß-CD= 0-15 mM; M-ß-CD= 0-100 

mM; HP-ß-CD= 0-18 mM; MEG=0-250 mM), en relación a sus solubilidades acuosas. Para la 

evaluación de los sistemas ternarios fue adicionada una concentración fija de MEG (3 mM). 

Las suspensiones fueron mantenidas a una temperatura constante de  25,0 ± 0,1 °C durante 

72 h utilizando un baño termostatizado [HAAKE DC10 thermostat (Haake®, Paramus, NJ)] 

para alcanzar el equilibrio y, fueron colocadas en un baño de ultrasonido (Ultrasonic LC 30 

H Elma®), cada 12 h, durante 15 min, para favorecer la solubilización. Las soluciones 

reguladoras de pH fueron preparadas mezclando las cantidades correspondientes de 

KH2PO4 y K2HPO4 y ajustando los valores por adición de ácido fosfórico o hidróxido de 

potasio. Las determinaciones fueron realizadas con un pH-metro Hanna® HI 255, provisto 

de un electrodo de vidrio combinado, utilizando soluciones patrones McIlvaine para su 

calibración. Una vez alcanzado el equilibrio, las muestras fueron filtradas a través de 

membranas de polivinilidenofluoro de 0,45 m de tamaño de poro (Millipore, USA) y 

analizadas espectrofotométricamente (Shimadzu® UV-160) utilizando cubas de cuarzo de 1 

cm de paso óptico.  

Luego, las constantes de formación de los complejos binarios (KCB) fueron 

determinadas a partir de la pendiente obtenida por regresión lineal de los diagramas de 

solubilidad de fases tipo AL, o bien de la porción inicial de los diagramas tipo AP  o tipo AN, 

utilizando la siguiente ecuación:29  

     
         

                 
 

(4) 

 

donde S0 es la solubilidad intrínseca del fármaco puro. 
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Por su parte, para la determinación de las constantes  de formación de los complejos 

ternarios (KCT), la ecuación 4 fue adaptada a partir de la suposición de que la concentración 

fija de MEG adicionada formaría parte del solvente, manteniéndose como una condición 

constante en todos los puntos ensayados y, además, S0 fue sustituída por la concentración 

del IFA tras la adición de MEG 3 mM (SMEG), resultando en la ecuación 5: 

 

     
         

                    
 

(5) 

 

Además, los incrementos de solubilidad aparente fueron calculados a partir del 

cociente entre la solubilidad máxima aparente (Smáx) y S0 o SMEG. 

Por otro lado, con el objetivo de evaluar si el incremento en la solubilidad aparente de 

SMR debido a la presencia de MEG fue independiente del aumento del pH del medio, los 

porcentajes de las especies neutras o ionizadas del IFA (ver Figura 1.2) fueron calculadas a 

partir de la ecuación de Henderson–Hasselbalch:44 

 

          
    

    
 

  

2.2.2.1.2. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN- 1H) 

Los espectros de RMN-1H, ROESY-2D y 1D, Heteronuclear single quantum coherence (HSQC) 

y Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC) 2D fueron adquiridos a 298 K en un 

espectrómetro Bruker® Avance II 400 de alta resolución utilizando tubos de 5 mm de 

diámetro, a 400.16 MHz. De acuerdo a que de los datos obtenidos en los ASF, mediante los 

cuales se consideró que los complejos presentaban una estequiometría 1:1, los sistemas 

fueron preparados por la incorporación de una concentración de ligando fija a un exceso de 

fármaco en D20, para alcanzar la mayor solubilidad  posible del complejo y poder obtener 

una concentración cuantificable analíticamente. Para la preparación de los sistemas 

ternarios se adicionó una concentración fija de MEG de 3 mM. Se procedió de la misma 

manera para la obtención de las soluciones de los fármacos puros. Los sistemas fueron 

expuestos a un baño ultrasónico durante 1 h y posteriorimente filtrados, previo a su 

analisis. Los datos de RMN fueron procesados utilizando el programa  TOPSPIN  2.0, 

Bruker®. Las señales fueron calibradas utilizando la señal del solvente residual (4,80 ppm) 

como  referencia interna. Los desplazamiento en los corrimientos químicos, observados en 

los espectros de RMN-1H (Δδ) de las señales correspondientes a los fármacos o ligandos 

originados debido a la interacción entre ellos, fueron calculadas de acuerdo a las siguientes 

ecuaciones: 

 

= T – F  ; = T – B  y = T – M 

donde F,  T, B y M son los corrimientos químicos del fármaco puro, en el complejo 
ternario y en los binarios con CD y MEG, respectivamente.  
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2.2.2.2. ESTUDIOS EN ESTADO SÓLIDO 

2.2.2.2.1. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS SÓLIDAS 

Los sistemas sólidos binarios y ternarios fueron obtenidos mediante la técnica de 

liofilización en un equipo Labconco® Freeze Dry 4,5, a -40 ± 1 0C a 50 mbar durante 24 h. De 

acuerdo a  los datos obtenidos en los ASF, se consideró que los complejos presentaban una 

estequiometría 1:1,  por lo cual fueron preparados mediante la incorporación de una 

concentración de ligando fija a un exceso de fármaco en agua, para alcanzar la mayor 

solubilidad  posible del complejo y poder obtener una concentración cuantificable 

analíticamente. Se procedió de la misma manera para la obtención de las soluciones de los 

fármacos puros. Para la preparación de los sistemas ternarios se adicionó una 

concentración fija de MEG de 3 mM, los cuales fueron expuestos a un baño ultrasónico  

durante 1 h y posteriorimente filtrados previo a su analisis. Luego, se congelaron durante 

24 h, para asegurar la total solidificación, antes de comenzar el proceso de liofilización.  

Por otra parte, las mezclas físicas fueron preparadas en las mismas relaciones 

molares que los correspondientes sistemas liofilizados. Se realizó un simple amasado en 

seco de los componentes previamente liofilizados, en mortero de ágata, hasta obtener un 

sólido homogéneo.  

 

2.2.2.2.2. ESPECTROMETRÍA INFRARROJA (IR) 

Los espectros IR de las sustancias puras, de los complejos liofilizados y de las mezclas 

físicas fueron adquiridos disponiendo las muestras sólidas en pastillas de KBr, en un 

espectrofotómetro Nicolet® 5 SXC FT-IR. Los cambios en las señales, pertenecientes a los 

grupos funcionales más representativos en cada molécula, fueron analizados para inferir el 

modo de interacción entre los fármacos y los ligandos. 

 

2.2.2.2.3. CALORIMETRÍA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC) Y ANÁLISIS 

TERMOGRAVIMÉTRICO (TGA) 

El comportamiento térmico de los fármacos puros y de los complejos fue estudiando 

mediante el calentamiento de las muestras en cápsulas de aluminio herméticas perforadas, 

bajo una atmósfera de nitrógeno, en un rango de temperatura comprendido entre 25 y 350 
0C y a una velocidad de calentamiento de 10 0C min-1.  Las muestras que contenían MEG 

fueron analizadas en un rango de temperaturas de 25–200 0C debido a la prematura 

degradación térmica que sufre este compuesto. Las curvas de DSC y TGA fueron obtenidas 

en un equipo DSC TA 2920 y TGA TA 2920, respectivamente.  
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2.2.2.2.4. DIFRACCIÓN DE RAYOS X (DRX) 

Los patrones de difracción de rayos X de polvos de las sustancias puras, de los complejos 

liofilizados y de las mezclas físicas fueron obtenidos utilizando un equipo  Rikugu®, modelo 

Dmax 2500 PC, en un rango de a 2θ entre 4 y 500 utilizando radiación de Cu Ka (λ= 1,5406 

Å) a una velocidad de barrido de 0,050/min y bajo condiciones de temperatura ambientales. 
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.3.1. COMPLEJOS BINARIOS CON CICLODEXTRINAS Y MEGLUMINA 

2.3.1.1. ESTUDIOS EN SOLUCIÓN 

 2.3.1.1.1. ANÁLISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF) 

Los Diagramas de Solubilidad de Fases en agua, y en soluciones reguladoras de pH 2,0 y 8,0, 

de SMR con ß-CD, M- ß-CD, HP- ß-CD y MEG y de INM con ß-CD, M- ß-CD e HP- ß-CD se 

muestran en las Figuras 2.6 y 2.7, respectivamente. El sistema de INM con MEG no fue 

tenido en consideración para su estudio debido a que ensayos preliminares demostraron 

que MEG posee un efecto negativo sobre la estabilidad de INM. 

 
Figura 2.6. Diagramas de Solubilidad de Fases de SMR con: a) ß-CD; b) M-ß-CD; c) HP-ß-CD; 

d) MEG,  en agua (■), a pH 2 (●) y a pH 8 (▲) a 25 0C. 

En general, la mayoría de las isotermas pueden ser clasificadas como tipo AL, de 

acuerdo al modelo de Higuchi y Connors.29 Como puede observarse en los diagramas, la 

solubilidad acuosa de los fármacos aumenta linealmente en función de la concentración de 

ligando, a la vez que las isotermas presentan valores de pendiente menores a 1, indicando la 

formación de complejos, fármaco:CD y SMR:MEG, de estequiometría 1:1,  conforme a los 

resultados de ASF publicados por diferentes autores para diversos IFA.21,45–48    

 

a) b) 

c) d) 
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Figura 2.7.  Diagramas de Solubilidad de Fases de INM con: a) ß-CD; b) M-ß-CD; c) HP-ß-CD, 

en agua (■), a pH 2 (●) y a pH 8 (▲) a 25 0C.  

Como excepción, la isoterma de SMR con ß-CD, en solución de pH 8,0, resultó ser de 

tipo AN, lo que podría asociarse a la auto-agregación de la CD o a una alteración de la 

naturaleza efectiva del solvente en presencia de concentraciones altas de ligando, afectando 

el grado de complejación aparente, de acuerdo a lo manifestado en el trabajo de Brewster y 

a) 

b) 

c) 
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Loftsson.30 Por otro lado, el diagrama de INM:ß-CD a pH 8,0 fue de tipo AP, sugiriendo la 

formación de complejos de orden superior a altas concentraciones de ß-CD. 

 

Tabla 2.1. Valores de solubilidad intrínseca (So), solubilidades máximas (Smáx), constantes de 
estabilidad aparente (Kc) e incrementos de solubilidad (Smáx/S0) de: a) Sulfamerazina y b) 

Indometacina, obtenidos a partir de los estudios de Análisis de Solubilidad de Fases. 
 

a)    agua pH 2 pH 8 

SMR S0 (mg/mL) 0,22  ± 0,04 0,32  ± 0,06 1,6  ± 0,2 

SMR:ß-CD 

Smax (mg/mL) 0,83 ± 0,02  1,15 ± 0,08 3,768 ± 0,007 

Kc (M-1) 198 ± 22  207 ± 45 31 ± 8 

Smáx/S0 3,20  3,59 2,4 

SMR:M-ß-CD 

Smax (mg/mL) 2,2 ± 0,1 3,5 ± 0,1 8,1 ± 0,3 

Kc (M-1) 73 ± 21 118 ± 29 59 ± 13 

Smáx/S0 10,0 10,9 11 

SMR:HP-ß-CD 

Smax (mg/mL) 0,69 ± 0,08 0,99 ± 0,01 1,9 ± 0,3 

Kc (M-1) 144 ± 26 65 ± 17 20 ± 4 

Smáx/S0 3,14 3,06 1,2 

SMR:MEG 
Smax (mg/mL) 46,8 ± 0,3 0,350 ± 0,001 54,8 ± 0,4 

Smáx/S0 212,73 1,09 34,3 

     

b) 
 

agua pH 2 pH 8 

INM S0 (mg/mL) 0,010 ± 0,003 (8 ± 0,4) χ 10-5 3,9 ± 0,2 

INM:ß-CD 

Smax (mg/mL) 0,039 ± 0,003 0,0145 ± 0,0005 0,33 ± 0,04 

Kc (M-1) 173 ± 47 848 ± 77 133 ± 7 

Smáx/S0 1,4 9,4 0,8 

INM:M-ß-CD 

Smax (mg/mL) 0,63 ± 0,02 0,026 ± 0,002 15,8 ± 0,4 

Kc (M-1) 15 ± 7 2326 ± 115 63 ± 7 

Smáx/S0 649,0 321,7 4,1 

INM:HP-ß-CD 

Smax (mg/mL) 0,028 ± 0,007 (3,4 ± 0,6)χ10-3 0,08  ± 0,04 

Kc (M-1) 147 ± 38 940 ± 58 48 ± 5 

Smáx/S0 2,7 42,0 2,2 

 

Por otra parte, el sistema SMR:MEG en solución acuosa de pH 2,0 presentó una 

disminución en la concentración de SMR en función de la de MEG, lo que podría deberse a 

que los grupos amino de ambos se encuentran protonados en este medio                        

[pKa(SMR amino)= 2,6;49 pKa(MEG) = 9,5 50], provocando repulsión electrostática y de esta manera 

desfavoreciendo la formación de un sistema binario. Las constantes de formación de los 

complejos binarios fármaco:CD (KCB), calculadas a partir de las pendientes de los diagramas 

de solubilidad, las solubilidades máximas aparentes (Smáx) y los incrementos de solubilidad 

(Smáx/S0) para todos los sistemas son presentados en la Tabla 2.1. A partir de estos valores, 

fue posible deducir diferentes interacciones entre los fármacos y  los ligandos.  

Tanto la interacción de SMR como de INM con las CD se produjo de manera más 

eficiente a pH 2,0, evidenciada por valores de KCB mayores e incrementos superiores de 

solubilidad en este medio. Este comportamiento es principalmente debido a que el grupo 

sulfonamida de SMR y el grupo carboxilo de INM  son ácidos débiles, los que se encuentran 
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mayoritariamente en sus formas no ionizada en estas condiciones, lo que se condice con lo 

reportado en la literatura, que establece que la complejación de fármacos con ciclodextrinas 

ocurre de manera más eficiente cuando los principios activos se encuentran no 

ionizados,23,51 a la vez que sugiere la incorporación dentro de la cavidad lipofílica de los 

oligosacáridos cíclicos. Sin embargo, las mayores solubilidades fueron obtenidas a pH 8, 

cuando los grupos ácidos se encontraban totalmente ionizados, debido a la más alta 

solubilidad aparente de los IFA. Un comportamiento similar fue observado para SMR en 

presencia de MEG. De acuerdo a estos resultados, fue posible la obtención de una mayor 

solubilidad de los fármacos mediante la combinación de las estrategias de regulación del pH 

y complejación con ß-CD, M-ß-CD e HP-ß-CD, o a la formación de sistemas binarios de SMR 

con MEG. Por el contrario, la interacción de SMR con HP-ß-CD mostró una menor 

efectividad cuando se utilizaron soluciones reguladoras de pH, lo que podría estar asociado 

a la formación de sales, debido a que el efecto de un tercer componente podría ocasionar 

impedimentos estéricos del fármaco dentro de la cavidad, actuando como un regulador del 

espacio. Cabe destacar que la solubilidad obtenida a partir del sistema SMR:MEG fue mayor 

que la que podría haberse esperado debido únicamente a la modulación del pH, ya que con 

la mayor concentración de MEG utilizada, el pH alcanzó un valor de 9,5 y el porcentaje de la  

especie aniónica de SMR, calculada a partir de la ecuación de Henderson–Hasselbalch (Tabla 

2.2), es cercano al 100% a los valores de pH alcanzados tras la adición de las cantidades de 

MEG utilizadas en estos ensayos (pH entre 8,75 y 9,5) y aun así la solubilidad continuó 

aumentando. En base a estos resultados, podemos concluir que el aumento en la solubilidad 

de SMR podría deberse a un mecanismo que involucra la formación de un par iónico fuerte 

entre el fármaco y MEG.  A pH 8,0 se obtuvieron los mayores valores de solubilidad de los 

fármacos, tanto con las CD como con MEG, sugiriendo que la combinación de la 

complejación con la regulación de pH es una buena estrategia para modular la solubilidad a 

los IFA. M-ß-CD demostró conferir una mayor solubilidad de los fármacos que ß-CD o HP-ß-

CD (Smáx, pH 8 SMR= 8,1 mg/mL; INM= 15,8 mg/mL). A su vez, MEG concedió una mayor 

solubilidad de SMR que las CD (Smáx, pH 8 = 54,8 mg/mL).  

 

 
Tabla 2.2. Porcentajes de ionización de Sulfamerazina calculados a partir de la Ecuación de 

Hendersson- Hasselbach, a diferentes valores de pH obtenidos trás la adición de 
concentraciones crecientes de MEG. 

Ver Figuras 1.2 y 1.4 para equilibrios de ionización de SMR e INM, respectivamente. 

Medio  pH 2,0 Agua pH 8,0 

[MEG]/M pH %(BH+) %(A-) [MEG]/M pH %(A-) [MEG]/M pH %(A-) 

0,0000 2,07 49,42 0,0015 0,0000 6,26 18,47 0,0000 7,83 90,38 

0,0257 2,21 41,45 0,0021 0,0246 8,75 99,59 0,0205 8,40 97,90 

0,0513 2,36 33,39 0,0029 0,0492 9,03 100,25 0,0410 8,87 99,93 

0,0770 2,57 23,61 0,0047 0,0768 9,19 100,48 0,0513 8,92 100,05 

0,1027 2,87 13,41 0,0094 0,1045 9,27 100,57 0,1026 9,60 100,80 

0,1540 5,36 0,05 2,83 0,1537 9,40 100,68 0,1539 9,50 100,75 

0,2567 6,38 0,0048 23,43 0,2028 9,50 100,75 0,2565 10,00 100,92 
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2.3.1.1.2. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN-1H) Y 

ROESY.  

Los espectros de RMN-1H son una de las herramientas más eficientes para evidenciar en 

forma directa la formación de complejos de inclusión, ya que  la magnitud de los 

desplazamientos de los protones presentes dentro de la cavidad puede ser utilizada como 

una medida de la estabilidad del complejo y de la profundidad de inclusión.52,53 Los 

corrimientos químicos de los protones alifáticos de ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD y MEG y de los 

protones aromáticos de SMR e INM fueron determinados en D2O antes y después de la 

complejación y son presentados en las Tablas 2.3 y 2.4, respectivamente. Las asignaciones 

de las señales de los protones de ß-CD,2 M-ß-CD,54 HP-ß-CD,55   MEG 56 y SMR 57  fueron 

realizadas en base a publicaciones previas.  

En este estudio, los protones internos de la cavidad de M-ß-CD e HP-ß-CD, H3 y H5, 

presentaron los desplazamientos más significativos hacia campos bajos, como también el 

protón H6 de M-ß-CD, que se localiza en la apertura angosta de la cavidad de la CD. Por otro 

lado, los desplazamientos químicos relativamente bajos exhibidos por los protones de la 

superficie externa de la CD (H1, H2  y H4), indicaron interacciones débiles o nulas con la 

molécula huésped. Además, casi todos los protones de SMR o INM fueron modificados 

debido a la complejación, presentando desplazamientos, tanto hacia campos altos como 

hacia campos bajos, probablemente debido a interacciones tipo Van der Waals 58  entre el 

fármaco y el interior hidrofóbico de las CD. Para los sistemas conteniendo SMR, los 

desplazamientos más significativos fueron observados para los protones HA, HC y HE, que se 

encuentran ubicados en la posición meta al grupo sulfonamida, presentando menor 

densidad electrónica, lo que les otorga una mayor afinidad por la cavidad interna de la CD. 

También, estos hallazgos indican la inclusión de la molécula entera dentro de la cavidad del 

ligando. Un comportamiento similar fue observado para los sistemas conteniendo INM, ya 

que los protones que presentaron los desplazamientos más significativos hacia campos 

bajos fueron HC and HE, ubicados en posiciones orto al grupo metoxilo donor de electrones, 

presentando menor densidad electrónica, lo que les otorga una mayor afinidad por la 

cavidad interna de la CD. Los protones HA, HB y HD también presentaron corrimientos 

químicos de menor magnitud, sugiriendo la incorporación de la molécula entera dentro de 

la cavidad del ligando. 
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Tabla 2.3.Corrimientos químicos de cada ligando en presencia de: a) SMR; b)INM. 
 
                 CD                                           MEG 

 
a) 

              SMR:ßCD  SMR:MßCD  SMR:HPßCD  SMR:MEG 

  δ L δ C Δδ δ L δ C Δδ δ L δ C Δδ δ L δ C Δδ 

H1 5,068 5,118 0,051 5,251 5,245 -0,006 5,252 5,237 -0,015 3,724 3,731 0,007 

H1a / / / 5,064 5,058 -0,006 5,098 5,089 -0,009 / / / 

H2 3,647 3,430 -0,217 superposición con H4 3,649 3,630 -0,019 3,867 4,050 0,183 

H2a / / / 3,384 3,399 0,015 / / / / / / 

H3 
3,965 3,995 0,030 

4,008 3,995 -0,013 3,984 4,046 0,062 3,792 3,740 -0,052 

H3a / / / 3,928 3,954 0,026 / / / / / / 

H4 3,584 3,632 0,049 superposición con H2 3,521 3,526 0,004 3,606 3,622 0,016 

H5 
3,851 3,871 0,021 

3,670 3,799 0,129 3,745 3,848 0,102 / / / 

H6 3,877 3,922 0,044 3,862 3,888 0,025 3,895 3,893 -0,002 2,644 3,162 0,518 

H7 / / / / / / / / / 2,325 2,731 0,406 

OCH3 / / / 3,552 3,579 0,027 / / / / / / 

b) 
  

 
         

  INM:ßCD  INM:MßCD  INM:HPßCD  

     δ L δ C Δδ δ L δ C Δδ δ L δ C Δδ 

   H1 5,068 5,095 0,027 5,251 5,256 0,006 5,252 5,25 -0,002 

   H1a / / / 5,064 5,074 0,010 5,098 5,103 0,005 

   H2 3,647 3,673 0,026 superposición con H4 3,649 3,638 -0,011 

   H2a / / / 3,862 3,399 -0,463 / / / 

   H3 3,965 3,972 0,007 4,008 3,955 -0,053 3,984 4,037 0,053 

   H3a / / / 3,928 3,915 -0,014 / / / 

   H4 3,584 3,61 0,026 superposición con H2 3,521 3,526 0,004 

   H5 3,851 3,851 8χ10-4 3,67 3,840 0,170 3,745 3,856 0,110 

   H6 3,877 3,902 0,024 3,862 3,875 0,279 3,895 3,902 0,007 

   OCH3 / / / 3,552 3,567 0,015 / / / 
   

L: ligando; C: complejo; a: posición metilada; /: no corresponde asignación de señal. 
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La técnica de RMN ROESY es frecuentemente utilizada para establecer la interacción 

entre la molécula huésped y la molécula portadora en el estudio de complejos 

supramoleculares.59,60 En los espectros ROESY 2D  de ß-CD, M-ß-CD e HP-ß-CD con SMR 

(Figura 2.8), es posible observar picos de cruce intermoleculares de HB con H5  y también 

con H3 en SMR:M-ß-CD y de HD con H5 en SMR:ß-CD, indicando claramente la inclusión de 

SMR, donde los protones de la cavidad (H3 y H5) se encuentran afectados por 

apantallamiento anisotrópico debido al grupo sulfonamida e interacciones de tipo Van der 

Waals.  

 
Tabla 2.4. Corrimientos químicos de: a) SMR en presencia de ciclodextrinas y Meglumina y de: 

b) INM en presencia de ciclodextrinas. 
 

SMR INM 

 
a)                   

    SMR:ß-CD  SMR:M-ß-CD  SMR:HP-ß-CD  SMR:MEG 

  δ SMR  δ C Δδ δ C Δδ δ C Δδ δ C Δδ 

HA 8,1764 8,3176 0,1412 8,3406 0,1624 8,2656 0,0892 8,029 -0,1474 

HB 7,7369 7,7968 0,0599 7,753 0,0161 7,7543 0,0174 7,6342 -0,1027 

HC 6,867 6,9471 0,081 6,9449 0,0779 6,8932 0,0262 6,7889 -0,0781 

HD 6,8091 6,8322 0,0231 6,6426 -0,1665 6,8034 -0,006 6,6471 -0,162 

HE 2,3901 2,4765 0,0844 2,4522 0,0621 2,4323 0,0422 2,2701 -0,12 

          b)               
      INM:ß-CD  INM:M-ß-CD  INM:HP-ß-CD  

    δ INM  δ C Δδ δ C Δδ δ C  Δδ 

  HA 7,7464 7,7329 -0,0135 7,7000 -0,0464 7,8055 0,0591 
  HB 7,6335 7,6259 -0,0076 7,5780 -0,0555 7,7534 0,1199 
  HC 7,1147 7,518 0,4033 7,4644 0,3497 7,3975 0,2828 
  HD 7,1006 7,1554 0,0548 7,1283 0,0277 7,1674 0,0668 
  HE 6,7834 6,9458 0,1624 6,9058 0,1224 6,9229 0,1395 
  HF 3,9020 φ  φ φ  φ φ  φ 
  HG 3,6100 φ φ φ φ φ φ 
  HH 2,2563 2,1132 -0,1431 2,1129 -0,1434 2,215 -0,041 
  C: complejo; φ: señal indistinguible 
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Figura 2.8. Contornos parciales de los espectros ROESY 2D de: a) SMR:ß-CD; b) SMR:M-ß-CD y 

c) SMR:HP-ß-CD en D2O a 25 0C.    
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Figura 2.9. Espectros ROESY 1D de: a) INM:ß-CD; b) INM:M-ß-CD y c) INM:HP-ß-CD en D2O 

a 25 0C.    

Por otro lado, para establecer el tipo de interacción entre INM y las CD, se 

obtuvieron los espectros ROESY 1D, debido a que posibilitan la adquisición de un mayor 

número de ciclos  y, por lo tanto, la visualización de señales de mayor intensidad (Figura 

2.9). En los espectros fue posible observar la interacción de los protones de la cavidad 

interna de las CD (H3 y H5) y  del protón ubicado hacia la apertura angosta de las mismas 

(H6) con los protones de INM (HA, HB para INM:ß-CD e INM:HP-ß-CD, HC para los tres 

complejos y HE para  INM:M-ß-CD e INM:HP-ß-CD), sugiriendo la inclusión total en el caso 
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de los complejos con ß-CD y M-ß-CD,  y parcial en el complejo con HP-ß-CD, con orientación 

hacia la apertura angosta de la cavidad. 

En el espectro RMN-1H de SMR:MEG, fueron observados desplazamientos hacia 

campos bajos de H6 y H7, pertenecientes a MEG y desplazamientos hacia campos bajos de 

todos los protones de SMR, sugiriendo la existencia de interacciones electrostáticas, ya que 

el grupo amino ocasiona un apantallamiento de los protones de SMR próximos al grupo 

sulfonamida. Además, el desplazamientos hacia campos bajos del protón H2 de MEG podría 

indicar también la presencia de interacciones de tipo Van der Waals. El espectro ROESY 2D 

de SMR:MEG (Figura 2.10) confirmó estas interacciones, ya que HB y HE  presentaron picos 

de cruce con H2 y H6, a la vez que HE con H7. En base a estos resultados, proponemos que un 

sistema binario entre SMR y MEG fue formado, donde no solo se llevan a cabo interacciones 

electrostáticas, sino que también se encuentran implicadas interacciones de tipo Van der 

Waals. 

 

 

 
Figura 2.10. Contornos parciales de los espectros ROESY 2D del sistema binario SMR:MEG en 

D2O a 25 0C. 
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2.3.1.2. ESTUDIOS EN ESTADO SÓLIDO 

Se procedió a la caracterización de las sustancias puras y de los sistemas sólidos binarios 

obtenidos por liofilización (SBL), así como también de las mezclas físicas de los 

componentes liofilizados (MFB), obtenidas por amasado, mediante Espectrometría 

Infraroja, Análisis Térmico y Difracción de Rayos X.  

 

2.3.1.2.1. ESPECTROMETRÍA INFRARROJA (IR) 

Con el objetivo de determinar la interacción entre los fármacos y las CD y entre SMR y MEG, 

en estado sólido, la metodología de Espectrofotometría Infrarroja fue utilizada, a partir del 

análisis de los cambios en las formas, desplazamientos e intensidad de los picos de 

absorción IR del huésped  o portador, ya que otorgan información acerca de la formación de 

complejos de inclusión.61 Los espectros IR de las sustancias puras, sistemas liofilizados 

(SBL) y mezclas físicas (MFB) de SMR e INM con  ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD  y de SMR con 

MEG fueron adquiridos y se presentan en las Figura 2.11 y 2.12, respectivamente.  

 

 
Figura 2.11. Espectros IR de: a) pura SMR; b) ß-CD pura; c) MFB SMR:ß-CD 1:1;  d) SBL SMR:ß-CD 

1:1; e) M-ß-CD pura; f) MFB SMR:M-ß-CD 1:1;  g) SBL SMR:M-ß-CD 1:1; h) HP-ß-CD pura;  
i) MFB SMR:HP-ß-CD 1:1; j) SBL SMR:HP-ß-CD 1:1; k) MEG puro; l) MFB SMR:MEG 1:1;    

m) SBL SMR:MEG 1:1.  
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Las bandas características de SMR presentaron cambios debido a la presencia de CD 

y MEG, tales como las señales correspondientes a la vibración del anillo aromático (1642 y 

1630 cm-1) cuyas relaciones de intensidades fueron modificadas en los SBL con ß-CD y 

M-ß-CD, o desaparecieron en el SBL con HP-ß-CD. Además, se observaron cambios en las 

intensidades de los picos a 1596 y 1555 cm-1. También, las intensidades relativas de los 

picos de los estiramientos simétricos y asimétricos de SO2  (1327 y 1303 cm-1) fueron 

modificadas en los SBL con MEG e HP-ß-CD y la banda de estiramiento del enlace S=O (1092 

cm-1) presentó un desplazamiento hacia menores frecuencias en la MFB y el SBL de 

SMR:ß-CD (1087 y 1090 cm-1, respectivamente). En adición, se observó que otras señales, 

ubicadas en la región de la huella digital de SMR, presentaron inversión en las intensidades 

relativas o presentaron desplazamientos hacia menores frecuencias en el SBL en 

comparación con la MFB de los sistema de SMR con M-ß-CD, HP-ß-CD y MEG. Por otro lado, 

la banda de MEG, correspondiente a la vibración en el plano del enlace O-H, fue desplazada 

hacia mayores frecuencias  (de 1239 a 1245 cm-1) debido a la presencia de SMR en el SBL. 

Las diferencias entre las MFB y los SBL sugieren la formación de verdaderos complejos de 

SMR con las CD y de un sistema binario con MEG cuando los sistemas fueron preparados 

mediante el método de liofilización, en los que se vieron involucrados principalmente el 

anillo aromático y el grupo sulfonamida en la interacción de SMR con las CD, así como el 

grupo sulfonamida en la interacción con MEG. 

Por otro lado, las bandas características de INM presentaron cambios debido a la 

presencia de las CD, tales como las señales correspondientes al estiramiento del enlace 

carbonilo presentes en las MFB con M-ß-CD (1717 y 1690 cm-1) e HP-ß-CD (1743 y 1688 

cm-1) que presentaron desplazamientos (1731 y 1694 cm-1) en los SBL con M-ß-CD y 

desaparecieron en los SBL con HP-ß-CD. Además, bandas de absorción correspondientes a 

la vibración del anillo aromático presentes en las MFB con ß-CD (1477; 1470; 1456; 1423; 

1412; 1398, 1370; 1359; 1324; 1292; 1261;1233; 1224; 1188 cm-1), M-ß-CD (1324; 1305; 

1290 cm-1) e HP-ß-CD (1186; 1149 cm-1)  desaparecieron en los correspondientes SBL, o se 

observaron picos en las MFB con M-ß-CD (1233 y 1222 cm-1) e HP-ß-CD (1477 y 1454/ 

1368 y 1359 /1260; 1232 y 1222/ 1065; 1065 y 1001 cm-1) que se fusionaron en una banda 

ancha (1227 cm-1 y 1460/ 1365/ 1260/1031 cm-1, respectivamente) o presentaron 

desplazamientos (1191 a 1195 cm-1 y 1306 a 1308/ 1164 a 1156 cm-1, respectivamente) en 

los SBL. En adición, bandas de absorción correspondientes a la vibración de enlace C-H 

fuera del plano C=C presentes en las MFB con ß-CD (905; 855; 804; 736 cm-1), M-ß-CD (737; 

690 cm-1) e HP-ß-CD (925;801;737;689;656 cm-1), desaparecieron en los correspondientes 

SBL, a la vez que se observaron señales presentes en las MFB con ß-CD (946;935 y 926/704 

y 692 cm-1) e HP-ß-CD (853 y 837 cm-1) que se fusionaron en una sola banda (944/701 cm-1 

y 853 cm-1, respectivamente)  y se detectaron desplazamientos en los SBL de ß-CD (838 a 

833 cm-1 y 752 a 757 cm-1), M-ß-CD (840 a 833 cm-1) e HP-ß-CD (904 a 889 cm-1 y 756 a 753 

cm-1) respecto a las correspondientes MFB. También, se registró ausencia de señales 

ubicadas en la región de la huella digital de las MFB con ß-CD (599 y 562 cm-1) e HP-ß-CD 

(562; 480; 431 cm-1)  o desplazamiento de picos  en la MFB de HP-ß-CD (585 a 581 cm-1) 

respecto a los SBL. Las diferencias entre las MFB y los SBL sugiere la formación de 

verdaderos complejos de INM con las CD cuando son preparados mediante el método de 
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liofilización, en los que se ven involucrados principalmente los dos anillos aromáticos y el 

grupo carbonilo de INM. 

 

 

 

Figura 2.12. Espectros IR de: a) INM pura; b) ß-CD pura; c) MFB 
INM:ß-CD 1:1;  d) SBL INM:ß-CD 1:1; e) M-ß-CD pura; f) MFB 

INM:M-ß-CD 1:1;  g) SBL INM:M-ß-CD 1:1; h) HP-ß-CD pura; i) MFB  
INM:HP-ß-CD 1:1; j) SBL INM:HP-ß-CD 1:1.  
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2.3.1.2.2. CALORIMETRÍA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC), ANÁLISIS 

TERMOGRAVIMÉTRICO (TGA) Y ANÁLISIS TERMOGRAVIMÉTRICO DIFERENCIAL 

(DTG). 

DSC, TGA y DTG son frecuentemente las técnicas de análisis  térmico farmacéutico de 

elección para el estudio de complejación, debido a que proveen información detallada 

acerca  de las propiedades energéticas y físicas de las sustancias.61 En las Figuras 2.13, 2.14, 

2.15 y 2.16 se ilustran los termogramas de los fármacos puros, de las CD, de MEG, y de las 

MFB y de los correspondientes SBL de  SMR con ß-CD y M-ß-CD, de SMR con HP-ß-CD y MEG 

y de INM con ß-CD, M- ß-CD e HP-ß-CD, respectivamente, así como los datos más relevantes 

se resumen en la Tabla 2.5.  

Las curvas de SMR e INM [Figuras 2.13 a) y 2.15 a), respectivamente] presentaron las 

características típicas de sustancias cristalinas, caracterizadas por presentar picos agudos 

endotérmicos (a 237,71 y 161,77 0C, respectivamente), asignados a sus puntos de fusión, y 

descomponiéndose por encima de los 270 y 250 0C, respectivamente. Como puede 

observarse, mediante la comparación de las curvas de TGA y DSC, las CD presentan 

deshidratación en el rango de 25 a 150 0C y se descomponen por encima de los 250 0C, 

evidenciado por la pérdida de masa en las curvas de TGA. Las MFB de las CD con SMR 

(Figuras 2.13 y 2.14) presentaron picos endotérmicos debido al punto de fusión del 

fármaco, seguido de descomposición, representado por una pérdida de masa continua en las 

curvas de TGA, como también, estas curvas presentaron desplazamientos de temperatura y 

cambios en los valores de pérdida de masa del evento de deshidratación. Además, en la MFB 

de SMR:HP-ß-CD [Figura 2.14 a)], el pico de fusión de SMR se encuentra ligeramente 

desplazado  hacia menores temperaturas. En registros de los DSC y TGA de las MFB de INM 

con ß-CD, M- ß-CD e HP- ß-CD (Figuras 2.15 y 2.16) se registraron la endoterma de fusión 

de INM  y su descomposición evidenciada por una pérdida de masa continua por encima de 

los 275, 250 y 225 0C, respectivamente. También pudieron observarse en las curvas de DTG 

desplazamientos de las endotermas de deshidratación de las CD. Estos eventos pueden ser 

explicados mediante interacciones moleculares débiles entre el fármaco y la CD a altas 

temperaturas, pero no fueron evidencias de la formación de verdaderos complejos de 

inclusión. Paralelamente, el pico de fusión de SMR se encuentra ausente en las curvas de 

DSC de las muestras liofilizadas, así como también estos diagramas presentan 

desplazamientos en las temperaturas de deshidratación de las correspondientes CD y 

cambios en los valores de pérdida de peso. Las curvas de los SBL de SMR:ß-CD y 

SMR:M-ß-CD (Figura 2.13) también presentan eventos térmicos a  211,92 0C/232,35 0C y 

212,73 0C, respectivamente, ausentes en la curva de SMR. A partir de esto, sugerimos que 

estos eventos podrían estar relacionados a la fusión de la droga libre o al comienzo de la 

descomposición, ya que el primer pico en DSC de cada uno coincide con el comienzo en la 

pérdida de masa en la curva de TGA.  En los SBL de INM con CD (Figuras 2.15 y 2.16) el pico 

de fusión del IFA puro se encuentra ausente en las curvas de DSC y se observan 

desplazamientos en las temperaturas de deshidratación máxima de ß-CD e HP-ß-CD. Sin 

embargo, se observó una disminución en las temperaturas de descomposición de los SBL 

con ß-CD y M-ß-CD respecto a las MFB, con perfiles de TGA similares al de INM pura. Las 

diferencias entre los perfiles de las MFB y los SBL podrían sugerir la formación de 
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verdaderos complejos de inclusión de SMR e INM con las CD cuando  son preparados 

mediante la técnica de liofilización. Por otro lado, al igual que SMR, la curva de DSC de MEG 

[Figura 2.16 b)] presenta un pico endotérmico agudo sin pérdida de peso correspondiente a 

su punto de fusión, a la vez que se descompone por encima de los 200 0C. En la curva de la 

MFB de SMR:MEG, el pico endotérmico correspondiente al punto de fusión de MEG se 

encuentra ensanchado y desplazado hacia menores temperaturas, lo que podría indicar la 

interacción entre los componentes. Además, esta señal no está presente en el SBL y la 

descomposición ocurre a mayores temperaturas y con menor pérdida de peso, 

probablemente demostrando la formación de una nueva entidad con mayor estabilidad 

térmica. También, existen tres eventos en la curva de DSC del SBL a 113,55; 155,4 y      

213,37 0C que podrían corresponder a la fusión de MEG y SMR libres remanentes, así como 

al comienzo de la descomposición, respectivamente. El grado de cristalinidad relativo de 

MEG (MEGGCR) en la MFB y en el SBL fue estimada mediante la relación entre la entalpía de 

fusión de MEG calculada en la muestra (ΔHmuestra) y la de MEG pura (ΔHMEG), de acuerdo a la 

siguiente ecuación:62 

  

MEG GCR = ΔHmuestra /ΔHMEG 

  

donde ΔHmuestra es la entalpia de fusión de MEG calculada en la mezcla física o en el complejo 

y ΔHMEG es la entalpía de fusión de MEG pura. Los valores reportados en la Tabla 2.6 

muestran que el SBL presentó menor grado de cristalinidad que la MFB, lo que indicaría que 

ocurre la formación de un sistema binario entre SMR y MEG.  
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Figura 2.13. Curvas de DSC, TGA y DTG de los complejos binarios de SMR con a) ß-CD y         
b) M-ß-CD, siendo: SMR pura (   ); CD pura (   ); MFB (   ) y SBL (   ). 
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Figura 2.14. Curvas de DSC, TGA y DTG de los complejos de SMR con a) HP-ß-CD y b) MEG, 

siendo: SMR pura (   ); CD pura (   ); MFB (   ) y SBL (   ). 
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Figura 2.15. Curvas de DSC, TGA y DTG de los complejos de INM con a) ß-CD y b) M-ß-CD, 

siendo: INM pura (   ); CD pura (   ); MFB (   ) y SBL(   ). 
 
 

 
 
 
 
 
 
 



Capítulo II: “Complejos binarios y ternarios” 

 

Página 61 de 224 
 

 
 
Figura 2.16. Curvas de DSC, TGA y DTG de los 

complejos de INM con c) HP-ß-CD, siendo: 
INM pura (   ); CD pura (   ); MFB (   ) y SBL (   ). 
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Tabla 2.6. Grado de cristalinidad relativo de MEG (MEGGCR) en la MFB y en el SBL con SMR. 

ΔHMEG (J/g) 
ΔH SMR:MEG MFB 

(J/g) 

ΔH SMR:MEG SBL 

(J/g) 

MEG GCR en 

MFB 

MEGGCR en 

SBL 

264,7 98,78 14,05 0,37 0,05 

 
Tabla 2.5. Datos extraídos de las curvas de DSC, TGA y DTG para los componentes puros, mezclas 

físicas y complejos liofilizados de: a) SMR e INM con CD, y de b) SMR con MEG 
 

a) 
 

 
Evento de deshidratación 

 
Fusión 

 
Evento de descomposición 

 

  DSC (°C) 
TGA  

(PP 25-100 
0C) 

DTG (0C) DSC (°C) DSC (°C) 
TGA  

(PP 200-350 
0C) 

DTG 
(0C) 

  SMR / 0,28% 37,2 237,51 >270 48,87% 252,81 

SMR:ß-CD 

ß-CD 131,41 12,49% 52,42 / >290 77,63% 324,47 

MFB 88,7 9,98% 59,51 237,16 >235 35,95% 248,8 

SBL 85,25 8,21% 53,12 / >240 48,73% 262,34 

SMR:M-ß-CD 

M-ß-CD 112,2 5,08% 35,85 / >300 90,43% 337,25 

MFB 69,94 6,42% 38,17 239,86 >240 50,69% 265,03 

SBL 56,87 6,14% 28,22 / >250 54,17% 264,25 

SMR:HP-ß-CD 

HP-ß-CD 119,57 4,47% 32,93 / >300 88,29% 338,61 

MFB 58,74 5,31% 36,38 223,66 >225 56,75% 253,75 

SBL 47,98 6,18% 29,26 / >260 71,31% 285,84 

  INM / 0,19% 38,96 161,77 >250 98,24% 275,55 

INM:ß-CD 

ß-CD 131,41 12,49% 52,42 / >290 77,63% 324,47 

MFB 75,24 10,39% 55,66 160,78 >275 78,76% 323,19 

SBL 155,4 8,40% 140,61 / >200 43,16% 242,8 

INM:M-ß-CD 

M-ß-CD 112,2 5,08% 35,85 / >300 90,43% 337,25 

MFB 44,5 5,09% 34,59 159,52 >250 55,03% 350 

SBL 143,04 6,42% 124,8 / >200 42,58% 253,19 

INM:HP-ß-CD 

HP-ß-CD 119,57 4,47% 32,93 / >250 88,29% 338,61 

MFB 59,7 4,08% 40,95 161,06 >225 73,74% 325,43 

SBL 55,51 5,27% 37,04 / >250 62,60% 

225,26 
329,31 

         

b) 
 

Deshidratación Fusión 
 

Descomposición 
 

 

 
PP 25-100 0C 

DTG 
(0C) 

MEG 
(°C) 

SMR(°C) 
Descomp. 

(°C) 
PP 200-350 0C DTG (0C) 

SMR:MEG 

SMR 0,28% 37,2 φ 237,51 >270 48,87% 252,81 

MEG 0,41% 28,42 130,73 / >200 93,67% 265,72 

MFB 0,37% 30,39 120,1 / >220 75,47% 265,72 

SBL / / / / >225 61,87% 270,76 

PP: pérdida de peso; /: no  aplicable;  
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2.3.1.2.3. DIFRACCIÓN DE RAYOS X (DRX) 

La Difracción de Rayos X de polvos es una metología apropiada para la determinación del 

estado molecular de un complejo.63 Las Figuras 2.17 y 2.18 muestran los patrones de 

difracción de Rayos X de SMR e INM y de las MFB de los correspondientes componentes 

liofilizados o de los SBL con CD y MEG, respectivamente.  

En el difractograma de Rayos X de SMR pura (Figura 2.17 a), existen picos agudos a  

24,20; 24,70; 27,40; 28,90; 29,90; 30,80; 32,40; 36,70; 38,00 ; 44,90; 45,50 que sugieren que el 

fármaco se presenta como un material cristalino, del mismo modo que INM (Figura 2.18 a) 

con picos a 2θ =  21,9 0; 23,5 0; 24,2 0; 26,70; 29,4 0 y MEG, cuyo patrón de difracción presentó 

picos agudos a 2θ = 17,10; 18,10; 19,70; 21,60; 21,90; 26,20; 29,50; 32,90; 34,50; 35,30; 38,00; 

41,50; 42,40. ß-CD también exhibió un patrón de difracción típico de una sustancia cristalina 

(a 2θ = 22,90; 27,10; 34,90); pero M-ß-CD e HP-ß-CD exhibieron carácter amorfo (Figuras 

2.17 b, e y h, respectivamente).  

 
Figura 2.17. Difractogramas de Rayos X de: a) pura SMR; b) ß-CD pura; c) MFB SMR:ß-CD 1:1;  d) SBL 

SMR:ß-CD 1:1; e) M-ß-CD pura; f) MFB SMR:M-ß-CD 1:1;  g) SBL SMR:M-ß-CD 1:1; h) HP-ß-CD 
pura; i) MFB SMR:HP-ß-CD 1:1; j) SBL SMR:HP-ß-CD 1:1; k) MEG puro; l) MFB SMR:MEG 1:1;   m) SBL 

SMR:MEG 1:1.  
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Figura 2.18. Difractogramas de Rayos X de: a) pura INM; b) ß-CD pura; c) MFB SMR:ß-CD 1: 1;  

d) SBL SMR:ß-CD 1:1; e) M-ß-CD pura; f) MFB SMR:M-ß-CD 1:1;  g) SBL SMR:M-ß-CD 1:1;  
h) HP-ß-CD pura; i) MFB SMR:HP-ß-CD 1:1; j) SBL SMR:HP-ß-CD 1:1.  
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Con el objetivo de evaluar el efecto del proceso de liofilización en la cristalinidad de 

los componentes, fueron adquiridos los patrones de difracción de las sustancias cristalinas 

puras liofilizadas (SMR, INM, ß-CD y MEG). Los patrones de DRX de las MFB confirmaron la 

presencia de las especias sólidas aisladas, debido a que los patrones de difracción presentan 

picos correspondientes a SMR, INM, ß-CD o MEG o las bandas amorfas de M-ß-CD o 

HP-ß-CD, respectivamente. Por el contrario, en los SBL se observó un patrón totalmente 

amorfo de la droga, caracterizado por patrones de difracción que presentaron únicamente 

bandas amplias donde no es posible distinguir los picos característicos del fármaco. Estos 

resultados sugieren que SMR e INM ya no están presentes como un material cristalino y que 

los complejos sólidos con CD existen en estado amorfo. Por otro lado, algunos picos de 

difracción permanecieron en el SBL de SMR:MEG atribuibles a cristales de MEG, lo que 

puede corresponder a la presencia de un exceso de MEG aislado. No hubo ninguna 

coincidencia con el patrón de DRX de SMR y se visualizaron picos a diferentes ángulos de 

difracción, sugiriendo la formación de una nueva entidad con diferente orden de 

cristalinidad a la de los componentes aislados.  
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2.3.2. COMPLEJOS TERNARIOS 

2.3.2.1. ESTUDIOS EN SOLUCIÓN 

2.3.2.1.1. ANÁLISIS DE SOLUBILIDAD DE FASES (ASF) 

Con el objetivo de evaluar la formación de complejos ternarios entre SMR, MEG y las tres CD 

(ß-CD, M-ß-CD o HP-ß-CD) y analizar el efecto sobre la solubilidad acuosa del principio 

activo,  los análisis de solubilidad de fases en agua y en soluciones acuosas de pH 2,0 y pH 

8,0 con cada ciclodextrina, fueron realizados tras la adición de  una concentración fija de 

MEG de 3 mM, como componente ternario, los que son presentados en la Figura 2.19. Los 

sistemas ternarios de INM no fueron tenidos en consideración para su estudio debido a que 

ensayos preliminares demostraron que MEG posee un efecto negativo sobre la estabilidad 

de este IFA, incluso en presencia de las CD. 

 
Tabla 2.7. Solubilidades de SMR, constantes de formación aparentes  de complejos binarios (KCB) 
y ternarios (KCT) e incrementos de solubilidad respecto a la solubilidad intrínseca de SMR 
(Smáx/S0) o  respecto a la solubilidad de SMR tras la adición de MEG 3 mM (SMEG). 
 

  Isoterma 
S

max 

(mg/mL) 
S

max
/S

0
 Smax/SMEG  

K CT  

(M
-1

) 

KCB  

(M
-1

) 
  pH 

 agua A
P
 0,97 ± 0,05 4 ± 1 2,5 ± 0,3 35 ± 14 215 ± 42 7,43 

SMR:ß-CD: MEG pH 2,0 A
N

 1,30 ± 0,08 4 ± 1 2,4 ± 0,3 200 ± 18 207 ± 45 1,72 

 pH 8,0 A
L
 2,36 ± 0,05 1,5 ± 0,2 1,15 ± 0,09 15 ± 4 31 ± 8 8,03 

 agua A
L
 6,28 ± 0,06 29 ± 2 3,5 ± 0,3 29 ± 3 73 ± 21 7,85 

SMR:M-ß-CD: MEG pH 2,0 A
L
 2,8 ± 0,5 9 ± 1 3,6 ± 0,6 42 ± 2 118 ± 29 1,81 

 pH 8,0 AN 11 ± 1 7 ± 1 5,0 ± 0,8 88 ± 9 59 ± 13 7,95 

 

 
agua A

L
 4,4 ± 0,4 20 ± 5 1,6 ± 0,3 76 ± 9 144 ± 26 7,92 

SMR:HP-ß-CD: MEG pH 2,0    A
L
 1,23 ± 0,01 3,9 ± 0,7 1,70 ± 0,09  58 ± 4 65 ± 17   1,85 

 pH 8,0 A
L
 2,5 ± 0,1 1,5 ± 0,3 1,1 ± 0,1 7 ± 3 20 ± 4 8,00 
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Figura 2.19. Diagramas de Solubilidad de Fases de SMR con: a) ß-CD; b) M-ß-CD;     

c) HP-ß-CD, en presencia de MEG 3 mM, en agua (■), a pH 2 (●) y a pH 8 (▲) a      

25 0C. 
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En general, la mayoría de las isotermas pueden ser clasificadas como de tipo AL de 

acuerdo a Higuchi y Connors,29 observándose un aumento lineal en la solubilidad de SMR en 

función de la concentración de CD y que se formaron complejos solubles sin existencia de 

precipitado en el rango de concentración de CD utilizada. Estos resultados se condicen con 

los datos reportados previamente para los complejos binarios de SMR:CD y SMR:MEG en la 

Sección 2.3.1. Excepcionalmente, las isotermas de SMR:ß-CD:MEG y SMR:M-ß-CD:MEG a pH 

2,0 y 8,0, respectivamente, fueron clasificadas como tipo AN, que en general sugiere la 

auto-agregación de las CD o la alteración de la naturaleza efectiva del solvente en presencia 

de grandes concentraciones de ligando, afectando el grado de complejación aparente.29,30 

Por otro lado, el diagrama de SMR:ß-CD:MEG en agua fue tipo AP, sugiriendo un 

incremento en la relación estequiométrica huésped-receptor a concentraciones altas de 

ß-CD. Considerando los resultados previamente reportados para los correspondientes 

complejos binarios, cuyas isotermas de solubilidad fueron de tipo AL con las tres CD, podría 

establecerse que, en ciertos casos, la incorporación de MEG modifica la complejación del 

fármaco con la CD. Los valores de las pendientes de todos los diagramas menores a 1, 

sugieren la formación de complejos SMR-CD de estequiometría 1:1 en solución. Además, las 

constantes de estabilidad aparentes (KC) fueron calculadas utilizando la ecuación de Higuchi 

y Connors.  

Las solubilidades máximas alcanzadas (Smax), los incrementos de solubilidad y las 

constantes de estabilidad (KC) para todos los sistemas son presentados en la Tabla 2.7. A 

partir de estos valores, pueden deducirse diferentes interacciones entre el fármaco y las 

tres CD, en presencia de MEG. La mayor constante de estabilidad para el complejo 

SMR:ß-CD:MEG fue obtenida a pH 2,0, cuyo valor no presentó diferencia significativa con el 

del sistema binario SMR:ß-CD, indicando que la interacción con ß-CD fue producida de 

manera más eficaz cuando el grupo ácido sulfonamida del fármaco existe en su forma no 

ionizada y sugiriendo que MEG no afecta la incorporación del IFA dentro de la cavidad. Los 

valores de las constantes de estabilidad de los sistemas ternarios (KCT) fueron menores a los 

de los correspondiente sistemas binarios (KCB), excepto para el complejo ternario con 

M-ß-CD a pH 8,0, cuyo KCT fue  mayor que su KCB.  En adición, es importante recordar que en 

la Sección 2.3.1.1.1 se expuso que la solubilidad de SMR disminuye, a pH 2,0, con 

concentraciones crecientes de MEG, lo que puede atribuirse a la repulsión electrostática de 

MEG y SMR, ya que ambos presentan sus grupos aminos protonados a este valor de pH. Sin 

embargo, este comportamiento no fue observado para los sistemas ternarios a pH 2,0 con 

las concentraciones de MEG utilizadas en estos estudios. Analizando los valores de  Smax  

obtenidos para cada sistema, podría concluirse que, aunque en todos ellos fue observado un 

incremento, para los sistemas ternarios con M-ß-CD e HP-ß-CD en agua, los aumentos en los 

valores de Smax fueron mayores, con incrementos de 29 y 20 veces, respectivamente, en 

relación con la solubilidad en ausencia de ligandos. 

De acuerdo a estos resultados, podemos concluir que ocurrió un incremento en la 

solubilidad debido a la co-presencia de CD y MEG, ya que los valores de  Smáx obtenidos con 

los sistemas ternarios fueron superiores a los obtenidos con los complejos binarios. El 

comportamiento de las tres CD sugiere que sus  estructuras químicas influyen en el 

diferente modo de interacción con SMR en presencia de MEG. 
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2.3.2.1.2. RESONANCIA MAGNÉTICA NUCLEAR DE PROTONES (RMN-1H). 

Con el objetivo de estudiar los modos de interacción entre SMR, MEG y cada una de las tres 

CD en los complejos ternarios, se compararon los corrimientos químicos de los protones de 

los componentes puros, de los complejos binarios y ternarios. Debido a que los espectros 

RMN-1H de CD y MEG presentaron interferencias entre ellos, lo que fue también reflejado en 

ROESY, fueron llevados a cabo experimentos de doble resonancia (2D NMR), [Heteronuclear 

single quantum coherence (HSQC) and Heteronuclear Multiple Bond Coherence (HMBC)], 

para elucidar las señales  con mayor resolución. Los corrimientos químicos fueron extraídos 

de los espectros HSQC (Figura 2.20) y son enlistados en las Tabla 2.8 y 2.9.  

En los complejos ternarios, todos los protones de SMR presentaron desplazamientos 

hacia campos altos en comparación con el fármaco puro y los correspondientes complejos 

binarios con cada CD, sugiriendo un fenómeno de apantallamiento predominante del grupo 

amino de MEG en las proximidades del grupo sulfonamida de SMR, también observado 

previamente en el sistema binario SMR:MEG.38 Por el contrario, todos los protones de SMR 

presentaron desplazamientos hacia campos bajos en comparación con el sistema binario 

SMR:MEG, probablemente debido a interacciones de tipo Van Der Waals entre SMR y la 

cavidad interna de CD, como se observó también para los complejos binarios.38 

Los protones de CD presentaron desplazamientos hacia campos bajos en comparación con 

los correspondientes ligandos puros, observándose los corrimientos más significativos en 

los protones H5 y H3 para los complejos ternarios con M-ß-CD e HP-ß-CD, respectivamente. 

Los protones de ß-CD presentaron desplazamientos hacia campos altos en el sistema 

SMR:ß-CD:MEG con respecto al complejo binario SMR:ß-CD, probablemente debido al efecto 

de apantallamiento del grupo amino de MEG, lo que podría indicar la interacción de ß-CD 

con MEG libre. Por otro lado, los protones de M-ß-CD e HP-ß-CD presentaron 

desplazamientos a campos bajos en comparación con los sistemas binarios, sugiriendo la 

interacción del par SMR:MEG con la cavidad interna hidrofóbica de CD mediante fuerzas de 

tipo Van Der Waals. Estos hallazgos podrían explicar los apreciables incrementos en la 

solubilidad observados en los estudios de solubilidad de fases realizados en agua, cuando 

SMR es combinada con M-ß-CD o HP-ß-CD en presencia de MEG, indicando la formación de 

verdaderos complejos ternarios. 
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Tabla 2.8. Desplazamientos químicos de cada CD pura(CD), en el complejo binarios(B) y 

ternario(T). 
 

CD                                        

  

 
SMR:ßCD:MEG 

 
δ βCD δ B δ T δ T -δ βCD δ T -δB 

H1 5,0678 5,1184 5,0976 0,0298 -0,0208 

H2 3,6470 3,4301 3,6758 0,0288 0,2457 

H3 3,9654 3,9952 3,9872 0,0218 -0,0080 

H4 3,5835 3,6322 3,611 0,0272 -0,0215 

H5 3,8505 3,8709 3,8800 0,0295 0,0091 

H6 3,8774 3,9216 3,9024 0,250 -0,0192 

SMR:MßCD:MEG 

 
δ MβCD δ B δ T δ T -δ MβCD δ T -δB 

H1 5,2507 5,2447 5,2808 0,0301 0,0361 

H1a 5,0638 5,0581 5,0981 0,0343 0,0400 

H2 Superposición con H4 / / 

H2a 3,3993 3,3993 3,4222 0,0229 0,0229 

H3 4,0081 3,9952 4,0231 0,0150 0,0279 

H3a 3,9541 3,9541 3,9683 0,0142 0,0142 

H4 Superposición con H2 / / 

H5 3,6698 3,7985 3,7990 0,1292 0,0005 

H6 3,8624 3,8877 3,8973 0,0349 0,0096 

OCH3 3,5518 3,5788 3,6024 0,0506 0,0236 

SMR:HPßCD:MEG 

 
δ HPβCD δ B δ T δ T -δ HPβCD δ T -δB 

H1 5,2517 5,2372 5,2565 0,0048 0,0193 

H1a 5,0978 5,0886 5,1054 0,0076 0,0168 

H2 3,6489 3,6302 3,6900 0,0411 0,0598 

H3 3,9839 4,0458 4,8735 0,8896 0,8278 

H4 3,5214 3,5256 3,5348 0,0134 0,0092 

H5 3,7454 3,8476 * / / 

H6 3,8947 3,8932 3,9009 0,0062 0,0077 

a: posición metilada; *: indistringuible; /: no corresponde asignación, 
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Tabla 2.9. Corrimientos químicos de Sulfamerazina libre  (S), en el complejo binario con MEG (S:M) o con la 

correspondiente CD (B) y en el complejo ternario (T). 

 

SMR 

 
      SMR:ß-CD:MEG 

  δ S δ S:M δ B δ T δ T - δ S δ T - δ B δ T - δ M 

HA 8,1764 8,0290 8,3176 8,0858 -0,0906 -0,2318 0,0568 

HB 7,7369 7,6342 7,7968 7,6916 -0,0453 -0,1052 0,0574 

HC 6,8670 6,7889 

6,6471 

6,9471 6,8119 -0,0551 -0,1352 0,0230 

HD 6,8091 6,8322 6,6844 -0,1247 -0,1478 0,0373 

HE 2,3901 2,2701 2,4765 2,3214 -0,0687 -0,1551 0,0513 

   

SMR:M-ß-CD:MEG 

  δ S δ S:M δ B δ T δ T - δ S δ T - δ B δ T - δ M 

HA 8,1764 8,0290 8,3406 8,1989 0,0225 -0,1417 0,1699 

HB 7,7369 7,6342 7,7530 7,7306 -0,0063 -0,0224 0,0964 

HC 6,8670 6,7889 6,9449 6,7982 -0,0688 -0,1467 0,0093 

HD 6,8091 6,6471 6,6426 6,7543 -0,0548 0,1117 0,1072 

HE 2,3901 2,2701 2,4522 2,3873 -0,0028 -0,0649 0,1172 

   

SMR:HP-ß-CD:MEG 

  δ S δ S:M δ B δ T δ T - δ S δ T - δ B δ T - δ M 

HA 8,1764 8,0290 8,2656 8,1574 -0,0190 -0,1082 0,1284 

HB 7,7369 7,6342 7,7543 7,7247 -0,0122 -0,0296 0,0905 

HC 6,8670 6,7889 6,8932 6,8404 -0,0266 -0,0528 0,0515 

HD 6,8091 6,6471 6,8034 6,7758 -0,0333 -0,0276 0,1287 

HE 2,3901 2,2701 2,4323 2,3704 -0,0197 -0,0619 0,1003 
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Figura 2.20. Contornos parciales de los espectros RMN HSQC 2D de los complejos:                   

a) SMR:ß-CD:MEG; b) SMR:M-ß-CD:MEG y c) SMR:HP-ß-CD:MEG, superpuestos con los 

correspondientes complejos binarios con CD y MEG (a la izquierda y a la derecha, 

respectivamente) 
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2.3.2.2. ESTUDIOS EN ESTADO SÓLIDO 

Del mismo modo que con los complejos binarios, los sistemas sólidos ternarios fueron 

preparados por el método de liofilización (STL), así como mediante simple amasado fueron 

obtenidas las mezclas físicas de los componentes ternarios liofilizados (MFT), los cuales 

fueron caracterizados mediante DSC, TGA, IR y DRX.  

2.3.2.2.1. CALORIMETRÍA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC), ANÁLISIS 

TERMOGRAVIMÉTICO (TGA) Y ANÁLISIS TERMOGRAVIMÉTRICO 

DIFERENCIAL (DTG). 

En la Sección 2.3.1, se describió detalladamente la formación de verdaderos complejos de 

inclusión de SMR con ß-CD, M-ß-CD e HP-ß-CD y de un sistema binario con MEG, mediante 

DSC y TG.  La isoterma de SMR fue típica de una sustancia cristalina y se caracterizó por un 

pico endotérmico agudo (a 237,51 0C), asignado a su punto de fusión, descomponiéndose 

por encima de los 270 0C. Las CD presentaron deshidratación en un rango de temperaturas 

de 25 a 150 0C y descomposición por encima de los 250 0C. Por otro lado, la curva de DSC de 

MEG presentó una endoterma aguda, sin pérdida de peso, correspondiente a su punto de 

fusión, descomponiéndose por encima de los 200 0C. En la presente Sección, el 

comportamiento térmico de los complejos ternarios de  SMR:MEG:CD fue monitoreado 

utilizando el mismo procedimiento, mediante la comparación de los patrones obtenidos de 

las sustancias puras, las MFT, SBL y STL, los cuales se presentan en la Figura 2.21.  

En las curvas de las MFT de ß-CD, M-ß-CD e HP-ß-CD los picos endotérmicos 

correspondientes a los puntos de fusión de SMR y MEG desaparecieron o se presentaron 

pequeños desplazamientos hacia menores temperaturas  (125,24, 128,64 y 125,75 0C), 

respectivamente. En adición, los eventos de deshidratación de ß-CD, M-ß-CD e HP-ß-CD se 

desplazaron hacia menores temperaturas (85,39, 63,09 y 63,09 0C) en comparación con los 

correspondientes ligandos puros. Estos eventos podrían indicar la ocurrencia de una 

interacción molecular débil entre los componentes a altas temperaturas, pero no fueron 

evidencias de la formación de verdaderos complejos de inclusión. Por el contrario, en las 

curvas de DSC del STL las endotermas de fusión de SMR y MEG no se observaron. También, 

el evento de deshidratación de HP-ß-CD en el STL desplazó hacia menores temperaturas  

(56,05 0C) respecto a la correspondiente MFT (63,09 0C). Además, la descomposición del 

STL con ß-CD y M-ß-CD ocurrió a mayores temperaturas (262,34 y 264,25 0C) y la MFT 

(281,84 y 288,85 0C), probablemente demostrando la formación de una nueva entidad con 

mayor estabilidad térmica. Estos  resultados sugieren que una interacción diferente ocurre 

entre SMR y CD en presencia de MEG, cuando los sistemas ternarios son preparados 

mediante la técnica de liofilización, a la vez que sustentan los hallazgos anteriores de los 

estudios de RMN, que indicaron la formación de verdaderos complejos de inclusión cuando 

son utilizadas HP-ß-CD y M-ß-CD. 
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Figura 2.21. Curvas de DSC, TGA y DTG de los complejos: a) SMR:ß-CD:MEG; b) SMR:M-ß-CD:MEG y 
  c) SMR:HP-ß-CD:MEG,  siendo: SMR pura (    ); MEG puro (    ); SBL con MEG (    ); CD pura (   ); 

SBL con CD (    ); MFT (    ); STL (    ). Escalas: Y1: para SMR y MEG; Y2: para el resto de las curvas; 
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Tabla 2.5. Datos extraídos de las curvas de DSC, TGA y DTG para los componentes puros, mezclas físicas 
y complejos liofilizados de SMR e INM con CD, y de SMR con MEG. 

 

      
Evento de 

deshidratación    Fusión   
Evento de 

descomposición   

  
DSC 
 (0C) 

TGA  
(PP 25-100 0C) 

DTG  
(0C) 

DSC  
(0C) 

DSC 
(0C) 

TGA  
(PP 200-350 0C) 

DTG 
(0C) 

SMR φ 0,28% 37,2 237,51 (S) >270 48,87% 252,81 

MEG φ 0,41% 28,42 130,73 (M) >200 93,67% 265,72 

SMR:MEG SBL φ φ φ φ >225 61,87% 270,76 

A. 

CD pura 131,41 12,49% 52,42 φ >290 77,63% 324,47 

SBL 85,25 8,21% 53,12 φ >240 48,73% 262,34 

MFT 85,39 7,73% 70,84 125,54 (M) >213 57,07% 281,84 

STL 69,06 7,32% 
28,93 
55,92 

φ 
175-275 

>275 
16,47% 
58,43% 

233,85 
289,28 

B. 

CD pura 112,2 5,08% 35,85 φ >300 90,43% 337,25 

SBL 56,87 6,14% 28,22 φ >250 54,17% 264,25 

MFT 63,09 5,52% 38,12 128,64 (M) >200 61,34% 288,85 

STL 61,3 4,98% 35,19 φ >220 53,49% 312,19 

C. 

CD pura 119,57 4,47% 32,93 φ >300 88,29% 338,61 

SBL 58,74 6,18% 29,26 φ >260 71,31% 285,84 

MFT 63,09 4,28% 37,76 125,75 (M) >200 64,81% 277,92 

STL 56,05 3,75% 36,85 φ >200 70,08% 286,07 

PP: pérdida de peso; φ: no  aplicable; (S): pico de fusión corresponde a SMR; (M): pico de fusión corresponde a 
MEG. 

 

2.3.2.2.2. ESPECTROMETRÍA INFRARROJA (IR) 

La espectrometría infrarroja fue utilizada para evaluar la interacción entre  SMR, MEG y 

ß-CD, M-ß-CD o HP-ß-CD en estado sólido, debido a que a través de la complejación del 

huésped, ocurren desplazamientos o cambios en el espectro de absorción.1 Los espectros 

FT-IR de las sustancias puras, de los sistemas binarios liofilizados (SBL), de las mezclas 

físicas ternarias (MFT) y de los sistemas ternarios liofilizados (STL), se presentan en la 

Figura 2.22.  

Algunas bandas características de SMR presentaron cambios en el STL en 

comparación con la MFT y el SBL, como las señales correspondientes a la vibración del 

anillo aromático (1642  y 1630 cm-1) que se desplazaron hacia frecuencias mayores o 

menores en el STL con ß-CD e HP-ß-CD (1557; 1577 y 1556 cm-1, respectivamente) o 

desaparecieron en comparación con el correspondiente SBL (1548; 1567 y 1575; 1562 cm-1, 

respectivamente). En particular, las bandas de vibración del anillo pirimidínico (1444 y 

1407 cm-1) se modificaron a una sola banda (1423 cm-1) o desaparecieron en el STL con 

ß-CD respecto a la MFT y al SBL (1490; 1444; 1408 and 907 cm-1), lo que puede estar 

relacionado a la diferente interacción de ß-CD con SMR en presencia de MEG, observada en 

los estudios de RMN. Además, la banda del estiramiento S=O de SMR (1092 cm-1) que se 
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observó a 1127 cm-1 en el SBL y la MFT, se eliminó en el STL con M-ß-CD, así como las 

bandas del estiramiento S-O en la MFT y SBL con ß-CD y M-ß-CD (967; 837; 887 y 797 cm-1, 

respectivamente) se desplazaron (797 a 804 cm-1)  o desaparecieron. En adición, muchas 

otras señales presentes en la región de la huella digital de SMR de los espectros de los SBL y 

de las MFT se desplazaron en el STL con  ß-CD  (556  a 552 cm-1) o HP-ß-CD (855 a 859 

cm-1) o desaparecieron con M-ß-CD (654 cm-1). Estos resultados confirman que una 

interacción diferente ocurrió entre SMR, MEG  y cada una de las CD cuando los sistemas 

ternarios son preparados mediante la técnica de liofilización, indicando la formación de 

nuevos compuestos que difieren de los correspondientes complejos binarios, lo que fue 

también evidenciado mediante los estudios de RMN y los incrementos de solubilidad 

observados.  

  

 
Figura 2.22. Espectros FT-IR de: a) MEG puro; b)SMR pura; c) SBL con MEG; d) ß-CD pura; 

e); MFT con ß-CD; f) SBL con ß-CD; g) STL con ß-CD; h) M-ß-CD pura; i) MFT con 
M-ß-CD; j) SBL con M-ß-CD; k) STL con M-ß-CD; l) HP-ß-CD pura; m) MFT con 

HP-ß-CD; n) SBL con HP-ß-CD; o) STL con HP-ß-CD. 
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2.3.2.2.3. DIFRACCIÓN DE RAYOS X (DRX). 

Los patrones de difracción de Rayos X de polvos de las sustancias puras liofilizadas, los 

sistemas binarios liofilizados (SBL), las mezclas físicas ternarias (MFT) de los componentes 

liofilizados y los sistemas ternarios liofilizados (STL), son expuestas en la Figura 2.23. 

El estado molecular de los complejos  binarios de SMR con ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD y 

MEG utilizando DRX fue previamente descripto en la Sección 2.3.1.2.3, donde la presencia de 

cada especie como sólido aislado fue confirmada en la MFB y una amorfización total de la 

droga fue inducida cuando los complejos solidos con CD fueron obtenidos mediante la 

técnica de liofilización, deducida a partir de la superposición de los patrones de las 

sustancias puras o mediante la presencia de amplias bandas de difracción, en las cuales no 

es posible distinguir los picos característicos del IFA, respectivamente. En base a esto, el 

estado molecular de los complejos ternarios SMR:MEG:CD fue investigado utilizando el 

mismo procedimiento.  

Los difractogramas de las MFT fueron aproximadamente la superposición de los 

patrones de los materiales puros, del mismo modo que se observó en las MFB. Por otro lado, 

los STL mostraron patrones de difracción difusos con disminución del carácter cristalino 

respecto a los SBL, desapareciendo también los picos de difracción cristalinos 

correspondientes a MEG libre, los que podían detectarse en el sistema liofilizado de 

SMR:MEG. Esto podría indicar que la combinación de CD y MEG otorga mayor eficacia para 

favorecer el estado amorfo que los complejos binarios, cuando los complejos ternarios son 

obtenidos mediante la técnica de liofilización. 
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Figura 2.23. Difractogramas de Rayos X de los complejos: A)SMR:ß-CD:MEG; B) SMR:M-ß-CD:MEG 
y C) SMR:HP-ß-CD:MEG, siendo: a) SMR pura; b) MEG puro; c) SBL con MEG; d) CD pura; e) SBL 
con CD; f) MFT; g) STL. 
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2.4. CONCLUSIONES PARCIALES 

La formación de complejos de inclusión con CD y sistemas binarios con MEG pudo 

demostrarse mediante RMN, IR, DSC/TGA y DRX. Los complejos con CD mostraron un 

aumento significativo en la solubilización en comparación con los IFA libres. MEG produjo 

crecimientos de solubilidad debido a diversos factores. El mayor incremento fue obtenido 

con la estrategia de combinar la formación de sistemas binarios con MEG y el ajuste del pH. 

Estos hallazgos presentan aplicaciones relevantes en la preparación de formulaciones 

farmacéuticas orales conteniendo los fármacos estudiados. 

Por otro lado, se observó un efecto de solubilización adicional al de M-ß-CD e 

HP-ß-CD en presencia de MEG. Los estudios de RMN demostraron la formación de 

complejos ternarios genuinos cuando SMR y MEG son combinados con ambas CD, lo que 

también fue evidenciado mediante estudios por IR, DSC, TGA y DRX que indicaron la 

ocurrencia de una interacción diferente en SMR, MEG y M-ß-CD o HP-ß-CD, cuando los 

sistemas ternarios son preparados mediante la técnica de liofilización. Además, se observó 

una mayor eficacia para favorecer el estado amorfo del fármaco con los sistemas ternarios 

liofilizados en comparación con los complejos binarios. Los sistemas ternarios mostraron 

una clara superioridad frente a los complejos binarios en términos de solubilidad. 
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 3.1. INTRODUCIÓN  

El principal objetivo de este capítulo fue desarrollar microemulsiones biocompatibles para 

la vehiculización de fármacos escasamente solubles en agua. En base a los resultados 

obtenidos con complejos con CD y MEG y con microemulsiones, resulta de interés examinar 

otras estrategias de formulación a partir de microemulsiones modificadas biocompatibles 

mediante la incorporación de ß-ciclodextrina (ß-CD), metil-ß-CD (M-ß-CD), 

hidroxipropil-ß-CD (HP-ß-CD) o MEG en la fase acuosa de los sistemas.  

Los sistemas obtenidos fueron caracterizados utilizando la metodología de 

Diagrama Pseudo-ternario de Fases, microscopía de luz polarizada, espectroscopía RMN-1H, 

conductividad y determinaciones del tamaño de partícula, índice de polidispersidad y 

potencial zeta. Se evaluó la cantidad de fármaco incorporado en los sistemas utilizando SMR 

e INM como fármacos modelo escasamente solubles en agua, con el fin de que los datos 

obtenidos sean también de utilidad para otros fármacos con propiedades fisicoquímicas 

similares. 

3.1.1. MICROEMULSIONES (ME) 

Las microemulsiones (ME) son dispersiones isotrópicas, ópticamente transparentes, 

nano-estructuradas y termodinámicamente estables, compuestas por dos líquidos 

inmiscibles, una fase acuosa (W) y una fase oleosa (O), estabilizados mediante una capa 

interfacial de surfactantes (S) generalmente asociada a un cosurfactante.1–5 Las ME pueden 

presentar diferentes microestructuras, las cuáles son expuestas a continuación de acuerdo a 

la clasificación de Winsor y se encuentran representadas en la Figura 3.1:6,7  

 O/W: ME aceite en agua o ME en equilibrio con la fase oleosa (O) (Winsor I) 

 W/O: ME agua en aceite o ME en equilibrio con la fase acuosa (W) (Winsor  II) 

 ME bicontinuas o de fase media  o ME en equilibrio con la fase acuosa (W) y la fase 

oleosa (O)(Winsor  III) 

 ME de fase simple o ME “pura” (Winsor IV)  

 
Figura 3.1. Diferentes microestructuras de microemulsiones de acuerdo a la Clasificación de Winsor. 
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La formación de microemulsiones agua en aceite (W/O) o aceite en agua (O/W) 

depende de las propiedades de la mezcla de surfactantes, de la proporción 

aceite/surfactante y de la temperatura.8 

 3.1.2. MICROEMULSIONES DE USO FARMACÉUTICO 

En las últimas décadas, fueron publicados un gran número de investigaciones acerca de 

sistemas microemulsionados para aplicación farmacéutica.4–6,9–13 El estudio de  

microemulsiones en la vehiculización de fármacos se encuentra bien descripto en la 

literatura y muestra una influencia favorable sobre la modificación de la biodisponibilidad 

de numerosos fármacos. Por ejemplo  la modulación de la actividad antimicrobiana de 

glicerol monolaurato utilizando ME O/W,5 microemulsiones a base de tween que han sido 

desarrolladas para la vehiculización de dosis fijas de combinaciones de tres fármacos de 

primera línea para el tratamiento de la tuberculosis,6 para aumentar  la solubilidad de 

fármacos tales  azitromicina,14 cloranfenicol 4 y varios péptidos hidrosolubles de diferentes 

estructuras moleculares, tamaño y carga.8 Además, estudios recientes sugieren que las 

microemulsiones son potenciales moduladores de la absorción transdérmica de fármacos 

hidrofílicos y lipofílicos, tales como naproxeno,15 testosterona,16 curcumina,2 T4,17 

ketoprofeno, lidocaína y cafeína.18  

3.1.3. COMPONENTES DE MICROEMULSIONES 

Una de las principales ventajas de las microemulsiones es que pueden obtenerse a partir de 

componentes biocompatibles para ser utilizadas como vehículo de ingredientes 

farmacológicamente activos.19–23 La fosfatidilcolina  (Figura 2 a) es un surfactante de origen 

natural que forma parte de las membranas celulares, por ende, es altamente biocompatible 

y es ampliamente utilizado como adyuvante  farmacéutico para todas las vías de 

administración incluyendo la vía endovenosa.1,24,25 

La estructura de una microemulsión juega un papel muy importante en la liberación 

de los fármacos.13,19,22,26 Los ácidos grasos mono-insaturados, tales como ácido oleico, han 

recibido atención debido a su capacidad como promotores de la permeación.16 Un análisis 

típico de aceite de soja puro indica que los principales ácidos grasos que lo componen son 

ácido palmítico (9-13%), ácido esteárico (3-6%), ácido linoleico (50-57%), ácido oléico 

(17-26%) y ácido linolénico (5-10%) (Figura 3.2. b-e).  

Los surfactantes son moléculas que contienen una cabeza formada por un grupo 

polar y una cola apolar, que presentan un fuerte dipolo químico, activas en superficie y con 

capacidad de autoagregación en micro/nanoestructuras. Estos compuestos pueden ser 

iónicos (catiónicos o aniónicos), no iónicos o zwiteriónicos. Las moléculas de surfactantes se 

auto-asocian tanto mediantes fuerzas inter- e intramoleculares como también debido a 

factores entrópicos. El balance hidrofílico-lipofílico (HLB) del sistema de surfactantes debe 

ser considerado para racionalizar el comportamiento del mismo. En general, sistemas 

surfactantes con valores de HLB de 3-6 favorecerán la formación de microemulsiones agua 

en aceite (W/O), mientras que sistemas con valores de HLB de 8-18 se prefieren para 

formar microemulsiones aceite en agua (O/W).27 El interés en el uso de surfactante no 

iónicos asociados a cosurfactantes, en la composición de microemulsiones, es común debido 
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a su alta estabilidad, baja toxicidad y a la biodegradabilidad de estos compuestos.3,6,16 El 

aceite de castor hidrogenado polioxietilenglicerol (PEG)-40 (Figura 3.2 f) es un surfactante 

no-iónico para uso farmacéutico28,29 que puede proveer las condiciones necesarias para 

estabilizar microemulsiones O/W cuando es utilizado en mezclas de surfactantes.9,30,31 

 

Figura 3.2. Estructuras químicas de surfactantes y de ácidos grasos componentes de 
microemulsiones: a) fosfatidilcolina de soja (FCS); b) ácido palmítico (O) o ácido esteárico (O) 
cuando : n=12 o n=14, respectivamente; c) ácido linoleico(O);  f) Eumulgin® (S);  

*: señales débiles indistinguibles mediante RMN-1H. 

 

3.1.4. MICROEMULSIONES MODIFICADAS MEDIANTE LA ADICIÓN DE 

LIGANDOS 

Las microemulsiones requieren concentraciones altas de surfactantes para poder 

proveerles muy baja tensión interfacial. Sin embargo, niveles muy altos de estos pueden 

resultar inaceptables debido a bioincompatibilidad, desempeño o razones económicas.3 Las 

ciclodextrinas (CD) son ampliamente utilizadas para la formación de complejos con 

fármacos debido a su habilidad de unirse a moléculas orgánicas en solución acuosa  y en 

estado sólido mediante enlaces no covalente,32,33  lo que es exitosamente aplicado para 

mejorar las propiedades farmacéuticas de fármacos.34,35 Los IFA que forman complejos de 

inclusión con CD normalmente exhiben una mayor solubilidad acuosa 35–38  y una mayor 

estabilidad química que la especie libre.39–43 Por otro lado, la N-acetil glutamina, también 

conocida como meglumina (MEG), ha demostrado ser un contraión adecuado para la 

formación de sales con fármacos ácidos débiles, lo que constituye una estrategia para 

aumentar la solubilidad de los mismos,44 modular la tasa de liberación,45–47 y 

estabilización.47 En el capítulo II fueron expuestos los resultados de los complejos de 
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inclusión de SMR e INM con ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD y MEG a partir de los cuales se 

obtuvieron incrementos significativos de la solubilidad acuosa de ambos fármacos.    

La interacción de IFA con microemulsiones en combinación con CD o MEG, puede mejorar 

notablemente las propiedades no deseadas de ingredientes farmacológicamente activos, 

pudiendo incrementar los beneficios individuales de los sistemas por separado. Además, la 

adición de ligandos, como cosurfactantes en microemulsiones, puede modificar la 

estabilidad y estructura de los sistemas permitiendo reducir la cantidad utilizada de 

surfactantes. En base a los resultados obtenidos con complejos con CD y MEG, asi como con 

microemulsiones, resulta de interés examinar varias estrategias de formulación a partir de 

microemulsiones modificadas biocompatibles, mediante la incorporación de ß-ciclodextrina 

(ß-CD), metil-ß-CD (M-ß-CD), hidroxipropil-ß-CD (HP-ß-CD) o MEG en la fase acuosa de los 

sistemas, y los resultados se presentan en la Sección 3.3.2. 

3.1.5. METODOLOGÍA DE CARACTERIZACIÓN DE MICROEMULSIONES 

 3.1.5.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIOS DE FASES 

Los Diagramas Pseudo-ternarios de Fases (DPF) son triángulos equiláteros que 

describen el comportamiento de fase de un sistema según su composición y proporcionan la 

visualización de las diferentes fases formadas con un sistema W/S/O.15,55  Los vértices 

representan los componentes puros, cada lado del triángulo representa las mezclas 

binarias de dos componentes  y el interior representa mezclas de  los tres componentes del 

sistema.15 A modo de ejemplo, el punto a de la Figura 3.3 representa una formulación 

compuesta por un 50% de W, un 20% de O y un 30% de S. A partir de los DPF pueden 

describirse las condiciones experimentales ideales en las cuales los componentes deben ser 

combinados para la formación de microemulsiones termodinámicamente estables.9,15 El 

procedimiento más empleado para la construcción del DPF es la preparación de una serie de 

mezclas binarias y la posterior titulación con el tercer componente, evaluando la mezcla 

tras cada adición, pudiendo necesitar calentamiento o sonicación.55 La evaluación de las 

formulaciones puede realizarse tanto visualmente como aplicando técnicas apropiadas de 

caracterización, como microscopía de luz polarizada, conductividad y dispersión de luz 

dinámica. 
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 Figura 3.3. Diagrama Pseudo-ternario de Fases. El punto a representa una formulación 

compuesta por un 50% de W, un 30% de O y un 20% de S. 

 3.1.5.2.  MICROSCOPÍA DE LUZ POLARIZADA 

Como fue mencionado anteriormente, las ME son sistemas coloidales isotrópicos y gracias a 

ellos pueden ser diferenciados de los cristales líquidos debido a que los mismo tienen un 

comportamiento anisotrópico y muestran comportamiento birrefringente bajo el 

microscopio de luz polarizada. Para observar el efecto de isotropía birrefringente, se 

requiere luz polarizada, la cual consiste en ondas de luz que sólo se propagan en una 

dirección, y puede generarse mediante el uso de filtros polarizantes o polarizadores. Por 

encima del objetivo un segundo filtro es posicionado, llamado analizador, el cual es 

usualmente posicionado a 900 del otro filtro. Luz blanca de una fuente ordinaria de luz es 

irradiada en dirección al polarizador a través del  cual podrá pasar únicamente la luz 

propagada en una determinada dirección, lo que conduce a la producción de luz polarizada 

en el plano. La misma, subsecuentemente viaja a través de la muestra y es desdoblada un 

haz de luz ordinario y uno extraordinario si la muestra es anisotrópica y muestra 

birrefringencia (tal como cristales líquidos de fases lamelares, hexagonales o hexagonales 

reversos). Por otro lado, si la muestra es isotrópica, tal como microemulsiones, la luz 

atravesará la muestra sin disturbios. Por este motivo, la microscopía  de luz polarizada 

permite un estudio más en detalle de las fases observadas en un diagrama pseudoternario 

de fases.56   

3.1.5.3. CONDUCTIVIDAD (σ) 

El principio para el estudio del comportamiento de fase de una ME, mediante la 

conductividad, recae en la propiedad conductora de la corriente eléctrica del 

agua.48  Recientemente, numerosos estudios han sido realizados acerca de la correlación 

existente entre la estructura de las ME con su comportamiento electro-conductor,6,16,49–51 

permitiendo la determinación del fenómeno de percolación, en el cual la conductividad 
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permanece alta hasta cierta fracción de volumen crítico de agua  (Φc), donde ocurre un 

cambio dramático en la conductividad debido a una inversión de fase:  

%W< Φc →  Existencia de gotículas W/O,  aisladas, inmersas en la fase continua 

oleosa no conductora, las cuales contribuyen muy poco a la conductividad (Región W/O, 

Figura 3.4)  

%W > Φc → Existencia de gotículas en contacto, formando dominios cuya formación 

incrementa rápidamente al alcanzar percolación, observándose grandes cambios en la 

conductividad. (Región O/W, Figura 3.4)  

Si ocurre un cambio drástico en la conductividad a una determinada fracción de 

volumen de agua, se sugiere una inversión de fase de micelas invertidas W/O a micelas 

directas O/W. Esta transición es explicada  mediante la formación de estructuras 

bicontinuas las cuales poseen tensión interfacial muy baja. Este tipo de ME presentan 

conductividades relativamente mayores que las W/O.13,48 

 

 
 

Figura 3.4. Curva de Conductividad en función del porcentaje de agua (%), en el que puede 
observarse el fenómeno de percolación en ME.  

 

Finalmente, con el incremento en la proporción del agua en el sistema, la presencia 

de gotículas de agua en aceite produce una disminución en la conductancia, estableciendo 

los límites de la existencia de cada tipo de estructura en el sistema. De hecho, siendo el valor 

de conductividad del agua destilada inferior a 11 µS/cm,52 la considerable reducción final de 

la conductividad es principalmente debida a la dilución por el medio acuoso de las 

microgotículas oleosas. 

3.1.5.4. DIÁMETRO  DE PARTÍCULAS 

En el campo de la industria farmacéutica, el diámetro  de las gotículas de la fase interna de 

microemulsiones  que contienen ingredientes activos influye en parámetros o 

características críticas, incluyendo la uniformidad de contenido, disolución y tasa de 

absorción.53 Diámetros  de partículas pequeños y valores altos de carga de superficie 

(potencial zeta) incrementarán la estabilidad de microemulsiones.54–56 Un alto contenido en 

gotículas submicrónicas  conduce a considerables aumentos en el área de superficie 
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produciendo mejoras en la absorción.57–59 La caracterización de la influencia de cada 

componente, en el diámetro  de las gotículas oleosas de una microemulsión, es de suma 

importancia ya que las dimensiones  de la fase interna tienen un impacto directo sobre la 

biodisponibilidad del fármaco incorporado.12,26 La metodología de dispersión de Luz 

Dinámica (Dinamic Light Scattering, DLS) ha sido descripta como una técnica apropiada 

para la determinación del diámetro  de partículas de microemulsiones.26 Mediante la misma 

es posible determinar el diámetro hidrodinámico  de partículas suspendidas en un líquido. 

Una preparación coloidal se encuentra en estado de movimiento aleatorio debido al 

movimiento Browniano. La velocidad de una dada gotícula  es inversamente proporcional a 

su tamaño, por lo cual gotículas menores se moverán más rápido que los de mayor tamaño. 

Cuando la fase dispersa de una microemulsión  es iluminada por un láser, el movimiento, y 

por ende el tamaño de las estructuras, puede ser medido mediante el análisis de la tasa a la 

cual la intensidad de la luz fluctúa como resultado de la dispersión de luz.60 La velocidad del 

movimiento Browniano se encuentra definido por una propiedad conocida como el 

coeficiente de difusión translacional (D) a partir del cual puede calcularse el tamaño de una 

partícula mediante la utilización de la ecuación de Stokes-Einstein: 

  

      
   

       
 

  

donde d(H) es el diámetro hidrodinámico; D es el coeficiente de difusión translacional; k es 

la contante del Boltzmann; T es la temperatura absoluta y η es la viscosidad.22 
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3.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

3.2.1. MATERIALES 

Sulfamerazina e Indometacina fueron obtenidos de Parafarm®, Argentina. ß-CD                 

(MW = 1135), M-ß-CD (MW = 1190), HP-ß-CD (MW = 1325) y MEG fueron proporcionados por 

Sigma Aldrich®, USA; Para la preparación de las ME se utilizaron Fosfatidilcolina de soja 

(FCS), (Degussa Texturants, Alemania); Polioxietilenglicerol trihidroxiestearato (PEG)-40 

(Eumulgin® HRE 40) (EU)  (número CAS 61788-85-0, proporcionado por Pharma Special, 

São Paulo, Brazil) y Oleato de Sodio (OS) como sistema de surfactantes (S). El oleato de 

sodio fue obtenido mediante la reacción estequiométrica de ácido oléico con NaOH 1 M 

durante 30 minutos. El precipitado formado fue filtrado y lavado con 3 porciones de 100 mL 

de acetona. La fase oleosa (O) fue constituida por Aceite de Soja (AS) (Liza®), mientras que 

la fase acuosa (W) fue conformada por Agua o Solución Reguladora de pH  de Fosfatos 

(SRF). El agua purificada fue obtenida por un sistema de purificación Millipore Milli-Q. 

Todos los demás materiales y solventes utilizados fueron de grado analítico o superior.  

3.2.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

3.2.2.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIO DE FASES (DPF). 

Los diagramas pseudo-ternarios de fases fueron realizados a partir de estudios  en nuestro 

laboratorio acerca de los valores de Balance Hidrofílico-Lipofílico (HBL) para el mismo 

sistema de surfactantes.9 Se seleccionó un sistema de surfactantes conteniendo FCS/EU/OS 

(35:35:30) (S) correspondiente a un HBL=12. Se prepararon mezclas semisólidas en 

proporciones 1:9 a 9:1 de fase oleosa/sistema de surfactantes (O/S) (1,0 g), las cuales 

fueron tituladas con la fase acuosa bajo agitación ultrasónica utilizando un equipo  

Ultrasonic Liquid Processor, Heat System XL 2020. La totalidad del experimento fue llevado 

a cabo a temperatura ambiente.  

Se registró la transición de mezclas semisólidas a dispersiones opacas (emulsiones), 

de emulsiones (EM) a microemulsiones (ME) translúcidas o sistemas con separación de 

fases (SF), las cuales fueron reproducibles con una precisión de 0,1 mL. Para las ME 

conteniendo los fármacos, se adicionaron 0,021 g de SMR o 0,0071 g de INM a la mezcla O:S  

previo a la titulación con la fase acuosa y posteriormente, se procedió del mismo modo que  

con las ME sin fármaco. 

 Además, se construyeron los DPF de ME conteniendo 1,8% ß-CD, 12% M-ß-CD, 

2,4% HP-ß-CD o 5% MEG como fase acuosa, de acuerdo a datos  experimentales previos 

acerca de la máxima solubilidad acuosa de cada ligando. 
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3.2.2.2. MICROSCOPÍA DE LUZ POLARIZADA (MLP). 

ME seleccionadas a partir del DPF con una cantidad fija del 5% (Tabla 3.1) de O fueron 

analizadas en ausencia y en presencia de los fármacos mediante Microscopía de Luz 

Polarizada (Jenamed 2, Carl Zeiss – Jena), con la finalidad de diferenciar microemulsiones 

(comportamiento no birefringente) de estructuras líquido cristalinas (comportamiento 

birefringente). Las imágenes microscópicas fueron capturas con una cámara digital (Nikon 

CoolPix 990, Japan) accesoria al microscopio. 

 

 

3.2.2.4. CONDUCTIVIDAD (σ) 

Con el fin de evaluar la validez de la teoría de percolación en los sistemas estudiados, se 

realizó un seguimiento de la conductividad de las ME variando diferentes componentes, 

como la cantidad de agua, la relación O/S, la incorporación de fármacos o ligandos. Las ME 

conteniendo ligandos fueron evaluadas a tres niveles de concentración de estos (0,005; 

0,010 y 0,015 M) incorporados en la fase acuosa. Se utilizó un conductimetro Digimed® 

DM-32 con una constante de celda de 1 cm−1, previamente calibrado con una solución 

estándar 1 M de KCl correspondiente a un valor de 1413 µS/cm. Las mediciones se 

realizaron por duplicado a 25 ± 1 0C. La composición de las ME seleccionadas para todos los 

estudios se presenta en la Tabla 3.2.   

 

 

Tabla 3.2. Composiciones porcentuales (p/p) de microemulsiones seleccionadas a partir de DPF. 

Composición ME
1
 ME

2
 ME

3
 ME

4
 ME

5
 

FC 8,5 7,0 5,0 4,0 2,5 

EU 8,5 7,0 5,0 4,0 2,5 

OS 1,5 3,0 5,0 6,0 7,5 

O 1,5 3,0 5,0 6,0 7,5 

W 80 80 80 80 80 

O/S 0,0796 0,1765 0,3333 0,4286 0,6000 

 

 

 

Tabla 3.1. Composición de las muestras analizadas mediante microscopía de luz polarizada. 

Muestra O% S% W% 

A 5 8 87 

B 5 15 80 

C 5 24 71 

D 5 71 65 

E 5 65 50 
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3.2.2.5. DETERMINACIÓN DEL COEFICIENTE DE PARTICIÓN (P) 

Con el objetivo de simular la partición de los fármacos en las ME, se llevaron a cabo estudios 

de partición entre las fases acuosas utilizadas y aceite de soja. Los coeficientes de partición 

fueron calculados de acuerdo a la concentración remanente de SMR o INM en la fases luego 

de la separación de sistemas fase acuosa/fase oleosa 1:1. 

Para ello, 3 mL de agua,   SRF 7,4 o SRF 8,0 y aceite de soja fueron adicionados a 5 o 

10 mg de SMR o INM, respectivamente. Las mezclas fueron mantenidas a 25 ó 37 ± 1 0C con 

agitación constante a 200 rpm durante 72 h utilizando un equipo  Shaker Ferca®, 

Argentina, y fueron posteriomente centrifugadas durante 30 min a 3000 rpm para la 

separación de fases con una centrífuga Rolco®, Argentina. La concentración de los sustratos 

fue determinada a partir de la absorbancia de las muestras utilizando un Espectrofotómetro 

UV-vis Agilent Tecnologies® Cary 60. 

Los coeficientes de partición (P) fueron calculados utilizando la siguiente ecuación: 

 

P = C FO/C FA 

 

donde C FO y C FA fueron las concentraciones de fármaco en la fase oleosa y acuosa, 

respectivamente. 

  

3.2.2.6. ESTUDIOS DE INCORPORACIÓN DE FÁRMACOS EN 

MICROEMULSIONES  

Con el propósito de evaluar la influencia de la composición de los sistemas en la cantidad 

incorporada de SMR o INM, se seleccionaron muestras conteniendo diferentes relaciones 

O/S a partir de la región de ME del DPF, con una concentración de agua fija de 80% p/p, 

para la obtención de ME O/W biocompatibles (Tabla 3.2). Las mismas fueron preparadas 

mediante la adición lenta de la fase O a la mezcla semisólida FCS/EU/OS. Luego, el 

correspondiente volumen de W fue incorporado con agitación constante para permitir la 

disolución de los surfactantes. La dispersión fue posteriormente sonicada utilizando un 

ultrasonicador Ultrasonic Liquid Processor, Heat System XL 2020 durante un período de 10 

minutos, con pulsos de 59 segundos, cada 20 segundos. Se disolvieron cantidades en exceso 

de SMR o INM directamente dentro de la ME líquida y la dispersión fue sonicada 

nuevamente por un período de 15 min. Las suspensiones fueron filtradas a través de 

membranas de 0,45 µm de poro y, posteriormente, apropiadamente diluidas en etanol y 

analizadas a 230 o 270 nm para SMR o INM, utilizando un Espectrofotómetro Hewlett 

Packard®  89090A UV-visible con cußs de 1 cm de paso óptico. Las cantidades solubilizadas 

fueron graficadas en función de la relación O/S.  

Para la evaluación de la adición de ligandos en la ME sobre la cantidad incorporada 

de los fármacos, las formulaciones fueron preparadas utilizando diferentes contenidos de la 

fase acuosa: en ausencia de ligandos, 1,8% ß-CD, 12% M-ß-CD, 2,5% HP-ß-CD o 5% MEG en 

agua o en SRF pH 8. Además, con el fin de elucidar la afinidad de los fármacos por los 

ligandos en los sistemas, las constantes aparentes de formación de los complejos 

fármaco:CD (KC) fueron determinadas en función de la concentración de ligando adicionada 
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([CD]). Debido a que los diagramas de solubilidad de fases de estos complejos fueron de tipo 

AL (ver Capítulo II) lo que permitió asumir la formación de complejos de estequiometría 1:1, 

las KCB fueron calculadas utilizando las pendientes obtenidas a partir del análisis de 

regresión lineal de las curvas de incorporación utilizando la siguiente ecuación: 

 

    
         

                 
 

 

donde S0 es la solubilidad del fármaco puro. 

  

Para la ME en ausencia de ligando, la KC fue también calculada, ya que provee 

información acerca de la afinidad del fármaco por la gotícula surfactante/fase oleosa 

dispersa en la fase acuosa, ya que son capaces de incorporar a los fármacos en la fase 

interna oleosa o en la interfase, y a la vez que las CD contribuyen a reducir la constante 

dieléctrica del medio, incrementando la disolución de fármacos lipofílicos. 

3.2.2.7. DETERMINACIÓN DEL MODO DE INTERACCIÓN 

FÁRMACO-COMPONENTES. 

Las señales de los espectros de  RMN-1H de la ME fueron asignadas en base a los espectros 

de los componentes puros. A partir de las diferencias en los corrimientos químicos de las 

señales de la ME, en presencia o en ausencia de fármacos, se evaluó el modo de interacción 

entre ellos. Los estudios de RMN-1H fueron realizados a 298 K en un Espectrómetro  

Bruker® Advance II de Alta resolución utilizando tubos de 5 mm de diámetro. Los espectros 

de las ME, en presencia y en ausencia de fármacos fueron obtenidos tras la incorporación de 

0,1 mL de D2O a 0,5 mL de ME (5/15/80) O:S:W en presencia y en ausencia de los fármacos. 

Las ME conteniendo ligandos fueron preparadas mediante la utilización de diferentes 

composiciones de las fases acuosas  (agua, 1,8% ß-CD; 12% M-ß-CD; 2,5% HP-ß-CD o 5% 

MEG en agua). Los espectros de los componentes puros fueron obtenidos mediante la 

dilución de cantidades apropiadas en D2O para FCS, EU y OS o en DCCl3 para el aceite de 

soja. Todos los estudios fueron realizados a 400,16 MHz y los datos fueron procesados 

utilizando el software Bruker® TOPSPIN 2.0. La señal residual del solvente (4,80 ppm) fue 

utilizada como referencia interna. Los cambios inducidos en los corrimientos químicos (Δδ) 

para los fármacos y los componentes de la ME, originados debido a la interacción, fueron 

calculados de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 

  

Δδ = δ ME con Fármaco – δ ME vacía  

 

Δδ = δ fármaco en ME – δ fármaco  

 

Por otro lado, para las ME conteniendo ligandos los cambios inducidos debido a las 

interacciones entre los  componentes de ME, los fármacos y los ligandos fueron analizados 

de acuerdo a las siguientes ecuaciones: 

  

 Δδ fármaco = δ F(ML) -  δC 
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 Δδ fármaco = δF(ML) -  δ F(M)  

  

donde δ F(ML), δC, δ F(M) son los corrimientos químicos de los protones de los fármacos en los 

sistemas ME+ligando+fármaco [F(ML)], los correspondientes complejos con ß-CD, M-ß-CD, 

HP-ß-CD o MEG (C) y de los fármacos en ME libres de ligandos [F(M)], respectivamente. 

   

 Δδ ME = δ M(L) - δ M 

  

 Δδ ME = δ M(LF) - δ M(L) 

  

donde δ M(L), δM y δ M(LF)   son los corrimientos químicos de los protones de ME en los 

sistemas ME+ligando [M(L)], en las ME libres de ligando (M) en los sistemas 

ME+ligando+fármaco  [M(LF)], respectivamente.  

 3.2.2.8. DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULAS, ÍNDICE DE 

POLIDISPERSIDAD Y POTENCIAL ZETA. 

El tamaño de partículas, el índice de polidispersidad y el potencial zeta de las ME estudiadas 

fueron determinados a 25 0C utilizando un equipo Beackman Coulter® DelsaTM  Nano C 

Particle Analyser. La función de autocorrelación de la intensidad fue medida a un ángulo de 

1650 asumiendo un valor de viscosidad de 0,8878 Pa y un índice de refracción de 1,3328. 

Las muestras fueron apropiadamente diluidas con agua MilliQ previo a su análisis. Se 

evaluaron el aumento de la relación O/S en ausencia y en presencia de los fármacos, como 

también la incorporación de ligandos. 
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.3.1. MICROEMULSIONES 

3.3.1.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIO DE FASES (DPF). 

El diagrama pseudo-ternario de fases (DPF) describe las condiciones experimentales ideales 

en las cuales los componentes deben ser combinados para obtener preparaciones 

transparentes.9 El DPF obtenido a partir de los sistemas pseudo-ternarios conteniendo 

aceite de soja (O),  FCS/EU/OS (S) y agua como fase acuosa (W) se presenta en la Figura 3.5. 

Es posible observar un amplio rango de combinaciones para la obtención de 

microemulsiones (ME) O/W en las cuales grandes volúmenes de W y O pueden ser 

adicionadas manteniendo la estabilidad termodinámica del sistema. En el DPF de los 

sistemas en ausencia de fármaco se observa claramente la transición de separación de fases 

a emulsiones opacas (EM), y de EM a ME translúcidas (Figura 3.5 a). Dependiendo del 

contenido de O, se requiere alrededor de un 22% de W para la obtención de EM. Las ME 

trasparentes prevalecieron en una región en el 72% de W, alrededor de un 14 % de O.  

 

 
Figura 3.5. Diagrama Pseudoternario de Fases de: a) ME en ausencia de fármacos;            
b) ME conteniendo SMR; y c) ME conteniendo INM. 

● A-E: formulaciones seleccionadas para los estudios de microscopía de luz polarizada  
(Tabla 3.1). 
O: MEs seleccionadas para los estudios de incorporación (Tabla 3.2) 
ME: microemulsión; EM: emulsión; G: gel; SF: separación de fases. 

 

Para los sistemas conteniendo SMR o INM (Figura 3.5 b y c, respectivamente) se observó 

una región similar donde prevalecen las ME O/W y también se presentó una área de 

sistemas translucidos de mayor viscosidad designados como Geles (G). Además, se observó 

que la región de obtención de ME translúcidas se encontró amplificada en comparación con 

la de las ME en ausencia de fármacos, ya que se obtuvieron sistemas de hasta un 19% de O 

sugiriendo que los fármacos actúan como estabilizadores para la ME. También, se detectó 
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que dependiendo en el contenido de O y S se requiere al menos de un 25% de agua para la 

obtención de G o EM. 

3.3.1.2. MICROSCOPÍA DE LUZ POLARIZADA (MLP). 

Con el objetivo de evaluar el comportamiento de refringencia de los sistemas, se 

seleccionaron muestras con una concentración fija del 5% de O (Tabla 3.1 y Figura 3.5, A-E) 

las cuales fueron analizadas mediantes microscopía de luz polarizada y las microfotografías 

se presentan en la Figura 3.6 para sistemas en ausencia de fármaco o conteniendo SMR o 

INM, respectivamente. Todas las formulaciones mostraron comportamiento no 

birrefringente, ya que se observaron campos oscuros en las microfotografías. El análisis de 

los resultados muestra que las características de transparencia no se encontraron alteradas 

en los sistemas en ausencia de fármacos, y que en los sistemas conteniendo SMR sólo en la 

más alta proporción de tensioactivo (formulación a-E y b-E) es posible sugerir que hubo 

modificaciones en las características estructurales de los sistemas, induciendo sistemas más 

organizados. Para los sistemas conteniendo INM las características de transparencia fueron 

independientes de la proporción de tensioactivo, siendo posible afirmar que la estructura 

organizacional de los sistemas permaneció inalterada. Los resultados confirmaron que las 

formulaciones A y B fueron sistemas organizados como nanogotículas de fase oleosa 

dispersas en la fase continua acuosa (ME) y las formulaciones C, D y E fueron EM o G para 

los sistemas en ausencia o en presencia de fármacos, respectivamente. 

 
Figura 3.6.  Imágenes obtenidas mediante Microscopía de Luz Polarizada de muestras 

seleccionadas a partir del Diagrama Pseudo-ternario de Fases (A-E) para: a) ME en ausencia de 
fármacos; b) ME conteniendo SMR; c) ME conteniendo INM.  
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3.3.1.3. CONDUCTIVIDAD (σ) 

La conductividad eléctrica (σ) fue determinada en función de la composición de las 

microemulsiones, debido a que fue previamente demostrado que existe una fuerte 

correlación entre ambas.6,16,49,50 Se analizaron formulaciones con diferentes relaciones O/S y 

a lo largo de la línea C-A en la Figura 3.5, la cual representa un amplio rango de 

microemulsiones estables conteniendo cantidades crecientes de agua. En la Figura 3.7 

puede observarse que la curva de  σ en función del contenido de agua exhibe un perfil 

característico de conductividad percolativa, donde la conductividad disminuye tanto con el 

incremento del porcentaje de agua (Figura 3.7 a) como de la proporción de O (Figura 3.7 b), 

sugiriendo que el contenido de agua utilizado en las formulaciones se encuentra por encima 

de la fracción crítica, es decir, es adecuada para la obtención de estructura de ME O/W. 

Además, se evaluó el efecto de la presencia de los fármacos en la conductividad (Figura 3.7 

c), donde no se apreciaron cambios significativos en  la conductividad, sugiriendo que la 

microestructura interna continua en el régimen de ME aún en presencia de los IFA. 

3.3.1.4. DETERMINACIÓN DE LOS COEFICIENTES DE PARTICIÓN (P) 

La partición de los fármacos entre la fase oleosa (aceite de soja) y las diferentes fases 

acuosas utilizadas (agua, SRF 7,4 y SRF 8) fueron estimadas a 25 y 37 0C y se presentan en la 

Tabla 3.3.  

Ambos fármacos presentaron valores de P  menores al incrementarse el pH, 

indicando una menor afinidad por la fase oleosa, lo que se relaciona con el incremento en el 

porcentaje de las especies ionizadas de los IFA de acuerdo a los valores calculados 

utilizando la ecuación de Henderson-Hasselbalch (Tabla 3.4). 

El CO/W fue mayor a 25 0C,  debido a la mayor solubilidad de los fármacos en la fase 

acuosa a 37 0C, indicando una mayor afinidad por la fase hidrofílica  al incrementar la 

temperatura. En base a la partición y a los datos de solubilidad, puede inferirse que INM 

presenta una mayor afinidad por la fase lipofílica que SMR. 

 

Tabla 3.3. Coeficientes de partición entre diferentes fases acuosas y aceite de soja realizados 
a 25 y 37 0C. 

                                             Fase acuosa 

Temperatura Fármaco agua SRF 7,4 SRF 8,0 

25 0C SMR 8 ± 1 2,5 ± 0,3 0,26 ± 0,09 

 

INM 809 ± 152 7,5 ± 0,3 3,0 ± 0,3 

37 0C SMR 3,7 ± 0,2 2,7 ± 0,8 0,14 ± 0,03 

 

INM 398 ± 94 2,8 ± 0,3 0,26 ± 0,08 
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Figura 3.7. Variación de la conductividad eléctrica (σ) en función de: a) el contenido de agua 

(%) (a lo largo de la línea A-C del DPF, Figura 3.5); b) la relación O/S; c) el contenido de 
fármaco (%); para ME en ausencia de fármaco (●), conteniendo SMR (♦) o INM (▀). 
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Tabla 3.4. Porcentajes de los fármacos ionizados y no ionizados a diferentes valores de pH 
calculados a partir o la ecuación de Henderson-Hasselbalch (ver equilibrios de ionización de 

SMR e INM en Figuras 1.2 y 1.4, respecivamente).  
  

Fase acuosa 
pH 

SMR INM 

pKa1=2,6 pKa2=6,9 pKa=4,5 

[B] [BH+] [AH] [A-] [AH] [A-] 

agua 5,5 94,78 5,22 80,22 19,78 26,89 73,11 

SRF 
7,4 99,18 0,82 37,75 62,25 5,22 94,78 

8,0 99,55 0,45 24,97 75,03 2,93 97,07 

 

3.3.1.5. ESTUDIOS DE INCORPORACIÓN DE FÁRMACOS EN 

MICROEMULSIONES  

Con el objetivo de evaluar el efecto de la relación O/S en la solubilización de los fármacos en 

las ME, se realizaron estudios de incorporación utilizando agua o SRF  pH 8 como fase 

acuosa y los resultados se presentan en la Figura 3.8. 

 

  
Figura 3.8. Curva de incorporación de: a) SMR e  b) INM en microemulsiones O/W 

conteniendo  agua (▀) o SRF pH 8 (●) en la fase acuosa. 

El experimento también fue llevado a cabo utilizando SRF pH 2 como fase acuosa, 

con la cual no fue posible obtener ME debido a que el grupo carboxilato de SO se encuentra 

en su estado neutro a este pH (pKa = 6,2 - 7,3 61),  encontrándose su polaridad disminuida y 

la actividad tensioactiva del mismo reducida sustancialmente. En las curvas de 

incorporación de SMR e INM en ME con W=agua, con un volumen constante de 80%, pudo 

observarse un aumento lineal de la solubilidad de la droga en función de la relación O/S. Las 

concentraciones máximas disueltas fueron de 22,0 y 62,3 mg/mL para SMR e INM, 

respectivamente. Por otro lado, las concentraciones máximas incorporadas de los fármacos 

fueron de 16,63 y 59,91 mg/mL para SMR e INM, respectivamente, cuando se utilizó SRF pH 

8 como fase acuosa. Además, los incrementos de solubilidad obtenidos fueron mayores 
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cuando se utilizó agua como fase acuosa (Tabla 3.5), lo que podría deberse a que ambos 

ingredientes activos se encuentran ionizados a pH 8, dificultando la partición de los 

fármacos hacia los dominios oleosos,  sugiriendo que la solubilización de los fármacos 

dentro de las ME ocurre principalmente debido a un efecto hidrofóbico. 

 

Tabla 3.5. Solubilidades intrínsecas de los fármacos (S0), Solubilidades máximas (Smáx) e 
incrementos aparentes de solubilidad (Smáx/S0) utilizando ME.  

 

Fase acuosa (W) So (mg/mL) Smax (mg/mL) Smáx/S0 

SMR 
Agua 0,2213 21,9879 99,38 

SRF pH 8 1,6576 16,6277 10,0312 

INM 
Agua 0,01824 62,3168 3416,4912 

SRF pH 8 1,4276 59,91334 41,9679 

  

3.3.1.6. DETERMINACIÓN DEL MODO DE INTERACCIÓN 

FÁRMACO-COMPONENTES. 

Con la finalidad de determinar la posible localización de los fármacos dentro de la 

dispersión coloidal, se realizaron estudio de RMN-1H con la ME5. Las señales de la ME fueron 

asignadas en base a los corrimientos químicos de los componentes puros. Las asignaciones 

y los corrimientos químicos de los protones de ME en ausencia y en presencia de los 

fármacos, y de los protones de SMR e INM se presentan en las Tablas 3.6 y 3.7, 

respectivamente. 

 

Tabla 3.6. Corrimientos químicos de ME en ausencia y en presencia de fármacos. 
 

 
δ ME vacía δ ME con SMR δME con SMR - δME vacía δ ME con INM δME con INM - δME vacía 

H1 0,9178 1,0297 0,1119 0,8923 -0,0255 

H2 1,3186 1,4416 0,123 1,282 -0,0366 

H3 1,5965 1,7139 0,1174 Ø X 

H4 2,0684 2,179 0,1106 2,0307 -0,0377 

H5 2,2558 2,3716 0,1158 2,2256 -0,0302 

H6 2,7988 2,9097 0,1109 2,7589 -0,0399 

H7 3,2836 3,3947 0,1111 3,1897 -0,0939 

H8 3,736 3,8531 0,1171 3,7025 -0,0335 

H9 5,3455 5,4674 0,1219 5,3932 0,0477 

Ø: señales indistinguibles debido a la superposición de señales;; x: corresponde a señal indistinguible. 

(Ver estructuras químicas de los componentes en Figura 3.2). 

 

Se observaron desplazamientos hacia campos bajos, tanto para la señal 

correspondiente al grupo sulfonamida de SMR, como para las de los protones de las cadenas 

carbonadas correspondientes a los ácidos grasos. Estas observaciones indicarían la 

presencia de interacciones no covalentes (tipo Van Der Waals y/o hidrofóbicas), sugiriendo 

la ubicación de la SMR dentro de la fase oleosa de la ME.  A su vez, el incremento de la 
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cantidad incorporada de fármaco en función de la relación O/S se condice con lo expuesto 

anteriormente.  En el sistema INM:ME, los corrimientos hacia campos altos de protones 

aromáticos de INM podrían deberse a la proximidad del grupo amino de FCS, ya que los 

protones de éste se desplazan hacia campos bajos; así como también a  las cadenas apolares, 

presentes en algunos de los componentes de la ME, que presentaron desplazamientos de 

menor magnitud. También los protones vinílicos de ácidos grasos se encuentran más 

desplazados hacia campos bajos, lo que podría sugerir la interacción de estos con INM. 

Probablemente INM estaría interaccionando con FCS mediante interacciones de tipo 

electrostáticas, así como con las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos mediante 

interacciones de tipo hidrofóbicas. Considerando el incremento de la incorporación de INM 

en función de la relación O/S, podríamos decir que este fármaco se  ubica principalmente en 

la fase oleosa de la ME. 

 

 

Tabla 3.7. Corrimientos químicos de SMR e INM en D2O y en ME 

 

 
δSMR δ SMR en ME δ SMR  - δ SMR en ME δ INM δ INM en ME δ INM  - δ INM en ME 

HA 8,1764 Ø X 7,7464 7,7499 0,0035 

HB 7,7369 7,918 0,1811 7,6335 7,4916 -0,1419 

HC 6,867 6,9364 0,0694 7,1147 7,141 0,0263 

HD 6,8091 6,5874 -0,2217 7,1006 6,7812 -0,3194 

HE 2,3921 Ø X 6,7834 6,569 -0,2144 

HF 
 

/ / 3,902 Ø X 

HG 
 

/ / 3,61 Ø X 

HH 
 

/ / 2,2563 Ø X 

Ø: señales indistinguibles debido a la superposición de señales; /: no corresponde asignación de señal; 

X: corresponde a señal indistinguible. 

 

 

 

 

SMR INM 
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3.3.1.7. DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULAS (DLS) Y POTENCIAL 

ZETA 

El tamaño de partículas y el potencial zeta de los sistemas fue determinado, obteniendo 

valores en el rango de 101-177 nm y (-66)-(-52) mV, respectivamente, para ME vacías y un 

único pico en la gráfica de distribución. El potencial zeta negativo de las ME vacías puede 

deberse a la presencia de OS en su forma ionizada en la interface aceite/agua                    

(pKa= 6,2-7,3 61). En presencia de SMR e INM se registraron valores menores de tamaño de 

partículas, probablemente debido a la deposición de algunas moléculas de los fármacos en 

la interfase afectando la movilidad de los surfactantes, reduciendo de esta manera el 

tamaño. 

 

 

Tabla 3.8. Tamaño de partículas, índice de polidispersidad (IPD) y  
potencial zeta de ME en ausencia de fármaco y en presencia de SMR e INM. 

   
ME vacía 

  

  
O/S Tamaño (nm) IPD 

Potencial  
Zeta (mV)   

 
ME1 0,084 145 ± 1 0,247 -66,1 ± 0,4 

  
 

ME2 0,178 150 ± 1 0,180 -52 ± 13 
  

 
ME3 0,334 177 ± 4 0,271 -68 ± 3 

  
 

ME4 0,428 152,6 ± 0,4 0,294 -56,0 ± 0,5 
  

 
ME5 0,620 101 ± 6 0,279 -57 ± 9 

  

            

   
ME con SMR 

  

  
O/S Tamaño (nm) IPD 

Potencial  
Zeta (mV)   

 
ME1 0,084 85,4 ± 0,6 0,241 -61 ± 2 

  
 

ME2 0,178 115 ± 7 0,296 -51 ± 1 
  

 
ME3 0,334 138 ± 2 0,311 -59 ± 5 

  
 

ME4 0,428 118 ± 4 0,290 -67 ± 3 
  

 
ME5 0,620 107 ± 3 0,300 -61 ± 2 

  

            

   
ME con INM 

  

  
O/S Tamaño (nm) IPD 

Potencial  
Zeta (mV)   

 
ME1 0,084 105 ± 2 0,299 -73,2 ± 0,3 

  
 

ME2 0,178 136 ± 7 0,250 -54 ± 1 
  

 
ME3 0,334 160 ± 2 0,271 -72 ± 3 

  
 

ME4 0,428 132 ± 3 0,317 -58 ± 5 
  

 
ME5 0,620 117 ± 1 0,304 -68 ± 1 

  

            
Por otro lado, la incorporación de SMR e INM no afectó significativamente el valor de 

potencial de superficie negativo de las ME vacías, lo que podría indicar que la mayor 

proporción de fármaco permanece dentro de la fase interna oleosa, ya que ambas moléculas 

activas se encuentran ionizadas al pH de las ME (9,8 ± 0,9), lo que presentaría consistencia 

con los resultados obtenidos por RMN y en los estudios de incorporación. Los valores 
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obtenidos de tamaño de partículas y potencial zeta de las microemulsiones resultan 

adecuados para mantener la estabilidad de los sistemas y para el buen desempeño 

terapéutico de las formulaciones. 
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3.3.2. MICROEMULSIONES CONTENIENDO LIGANDOS 

3.3.2.1. DIAGRAMA PSEUDO-TERNARIO DE FASES (DPF) 

Para la caracterización de microemulsiones es necesario determinar el diagrama 

pseudoternario de fases que describe las condiciones experimentales en las cuales es 

posible obtener sistemas ópticamente transparentes.9 Los diagramas pseudo-ternarios de 

fases de los sistemas conteniendo aceite de soja (O), FCS/EU/OS (S) con diferentes fases 

acuosas (W) (1,8% ß-CD, 12% M-ß-CD, 2,5% HP-ß-CD o 5% MEG  en agua) fueron 

construidos para representar la relación entre la composición y el comportamiento de fase 

de las muestras y son presentaron en la Figura 3.9. La región correspondiente a la fase 

líquida isotrópica fue mayor tras la incorporación de los ligandos en la fase acuosa de un 

mínimo de 70% de W a un máximo de 16% de O a 60; 50; 50% de W y 20; 30; 35% de O con 

ß-CD, M-ß-CD y MEG, respectivamente. Esto se debe posiblemente a que los ligandos actúan 

como cosurfactantes, disminuyendo la tensión interfacial y produciendo la formación de 

fases isotrópicas, permitiendo la incorporación de mayor cantidad de W y O en la 

microemulsión con el mismo contenido de S. La presencia de sustancias en la fase acuosa 

influencia el área óptima de agrupación de las cabezas polares de los surfactantes mediante 

la alteración de la solubilidad acuosa de esta región de la molécula.62 En contraste, se 

observó que la región de obtención de ME fue menor tras la incorporación de HP-ß-CD en 

W, con un mínimo de 75% de W y un máximo de 10% de O. M-ß-CD y MEG fueron los 

cosurfactantes más apropiados para la obtención de ME en el rango estudiado, ya que el 

incremento en la cantidad de fase oleosa en ME puede proveer una mayor posibilidad para 

la dispersión de fármacos escasamente solubles en agua.5 

3.3.2.2. CONDUCTIVIDAD (σ) 

En la Sección 3.3.1, se observó que las microemulsiones en ausencia de ligandos 

presentaron un perfil característico de conductividad percolativa, indicando que la cantidad 

de agua en las formulaciones se encontraba por encima de la fracción de agua critica 

necesaria para obtener ME O/W estables y se encuentran formadas por nanogotículas que 

existen como una fase dispersa formando dominios inmersos en la fase continua. En la 

presente sección, la conductividad eléctrica (σ) de ME5 conteniendo tres concentraciones 

diferentes (0,005; 0,010 y 0,015 M) de cada ligando, ß-CD, M-ß-CD, HP-ßCD o MEG 

incorporados en la fase acuosa fue determinada a 25 ± 1 0C con el objetivo de caracterizar la 

estructura interna de los sistema (Figura 3.10). Los valores de conductividad eléctrica de las 

formulaciones se encontraron dentro del rango estudiado de ME1-5 (de 9,9 a 13,3 mS/cm), 

indicando que los sistemas en presencia de los ligandos se mantuvieron dentro del régimen 

de ME O/W. Además, no se observaron cambios significativos en los valores de 

conductividad con la variación del contenido de ligando, sugiriendo que la microestructura 

de la microemulsión permaneció inalterada con porcentajes crecientes de los mismos. 
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Figura 3.9. Diagrama pseudoternario de fases de ME conteniendo: a) agua; b) 1,8% ß-CD;         

c) 12% M-ß-CD; d) 2,5 % HP-ß-CD o e) 5% MEG, en la fase acuosa. 
ME: microemulsión; EM: emulsión; G: gel; MG: microemulsión gel; SF: separación de fases.  
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Figura 3.10. Variación en la conductividad eléctrica (σ) con el incremento de las 

concentraciones de los ligandos. 

3.3.2.2. EFECTO DE LA PROPORCIÓN O/S EN LA SOLUBILIDAD APARENTE DE 

LOS FÁRMACOS DENTRO DE ME CONTENIENDO LIGANDOS 

La disolución de fármacos escasamente solubles en agua mediante la vehiculización en 

microemulsiones puede ser favorecida mediante la incorporación CD y MEG en los sistemas. 

Con el objetivo de evaluar el efecto de los ligandos sobre la disolución de SMR e INM en ME, 

se seleccionaron muestras conteniendo diferentes proporciones O/S y con diferente 

contenido de la fase acuosa (en ausencia de ligando; 1,8% ß-CD; 12% M-ß-CD; 2,5% HP-ß-

CD o 5% MEG  en agua o en SRF 8) y la curva de O/S en función de la concentración de 

fármaco fue graficada y se presenta en la Figura 3.11. Las solubilidades de los IFA en las 

fases acuosas (SW), las solubilidades máximas (Smáx), el incremento de solubilidad aparente 

(Smáx/S0 o Smáx/SW ) y las constantes de estabilidad (KC) fueron determinadas y se presentan 

en la Tabla 3.9.  

Del mismo modo que fue reportado para las ME1-5 en ausencia de ligandos en la 

Sección 3.3.1,  se observó un crecimiento lineal en la concentración de los fármacos 

incorporados en función de proporciones O/S crecientes. Si bien los mayores valores de Smáx 

de SMR e INM fueron obtenidos con las ME con W=5% MEG (35,6 mg/mL) y W=1,8% ß-CD 

en SRF 8  (73,1 mg/mL), respectivamente, el mayor  valor de Smáx/SW fue obtenido con 

W=agua, el cual presentó el mayor valor de KC y el mayor     Smáx/S0 fue obtenido con W=5% 

MEG en agua y con la ME con W=agua, respectivamente.  La contribución de MEG para el 

aumento de la solubilización de SMR puede ser explicado en términos del incremento en la 

concentración del fármaco solubilizado en la fase acuosa. 
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Tabla 3.9. Solubilidades de los fármacos en la fase acuosa (Sw), solubilidades máximas (Smáx), 
incrementos aparentes de solubilidad utilizando las ME (Smáx/S0 o Smáx/SW) y constantes de 

estabilidad (Kc). 
  Sulfamerazina 

Fase acuosa (W) 
Sw 

(mg/mL) 
Smáx 

(mg/mL) 
Smáx/SW Smáx/S0 KC (M-1) 

Agua (S0) 0,2213 21,9879 99,36 99,36 167,55 
SRF pH 8 (S0) 1,6576 16,6277 10,03 10,03 17,72 

ß-CD 1,8% en agua 0,83 17,30 20,84 78,17 31,37 
ß-CD 1,8% en SRF pH 8 3,768 20,18 5,36 12,17 11,21 

M-ß-CD 1,8% en agua 2,2 9,62 4,37 43,47 2,15 
M-ß-CD 1,8% en SRF pH 8 8,1 12,24 1,51 7,39 2,48 

HP-ß-CD 2,5% en agua 0,69 22,53 32,65 101,80 101,8 
HP-ß-CD 2,5% en SRF pH 8 1,9 26,39 13,89 15,92 15,92 

MEG 5% en agua 46,8 32,36 0,69 146,25 0,2359 
MEG 5% en SRF pH 8 54,8 35,96 0,66 21,69 0,5741 

        Indometacina 

Fase acuosa (W) 
S0  

(mg/mL) 
Smáx 

(mg/mL) 
Smáx/SW Smáx/S0 KC (M-1) 

Agua (S0) 0,02 67,01 302,80 302,80 6771,83 

SRF pH 8 (S0) 1,43 59,91 36,14 36,14 64,65 

ß-CD 1,8% en agua 0,04 65,26 1652,08 294,88 3706,39 

ß-CD 1,8% en SRF pH 8 5,86 73,11 12,48 44,11 15,02 

M-ß-CD 1,8% en agua 0,11 25,77 241,95 116,44 297,65 
M-ß-CD 1,8% en SRF pH 8 14,65 36,77 2,51 22,18 3,67 

HP-ß-CD 2,5% en agua 17,71 64,99 3,67 293,65 175,33 
HP-ß-CD 2,5% en SRF pH 8 76,34 62,06 0,81 37,44 43,47 

 

 

 
 
Figura 3.11. Curvas de incorporación de: a) SMR e b) INM en microemulsiones en ausencia de 
ligando (■) o conteniendo 1,8% ß-CD (●), 12% M-ß-CD (♦), 2,5 % HP-ß-CD (►) o 5% MEG 
(▼) en agua (figura vacía) o en SRF pH 8 (figura llena), como fase acuosa.   
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3.3.2.3. DETERMINACIÓN DEL MODO DE INTERACCIÓN 

FÁRMACO-COMPONENTES. 

Las interacciones intermoleculares entre los fármacos y los componentes de ME fueron 

investigadas mediante RMN-1H para esclarecer la ubicación de las moléculas de  SMR e INM 

dentro de los sistemas. Los espectros de ME5 vacía y conteniendo los fármacos con 

diferentes contenidos de la fase acuosa (agua; 1,8% ß-CD; 12% M-ß-CD; 2,5% HP-ß-CD o 

5% MEG en agua) fueron obtenidos mediante la apropiada dilución de las muestras en D2O. 

Los desplazamientos químicos de SMR e INM incorporados en los sistemas 

ME+ligando+fármaco (δF(ML)) con respecto a los correspondientes complejos  con ß-CD, 

M-ß-CD, HP-ß-CD o MEG (δC) y con los fármacos en las ME en ausencia de ligandos (δF(M)) 

fueron obtenidos y se presentan en la Tabla 3.10. Por otro lado, los desplazamientos de las 

señales de ME dentro de los sistemas ME+Ligando  (δM(L)) con respecto a la ME en ausencia 

de ligando y fármaco (δM) y en el sistemas  ME+Ligando conteniendo el fármaco (δM(LF)) con 

respecto al sistema ME+Ligando fueron analizados y son expuestos en la Tabla 3.11.  

 

Tabla 3.10. Desplazamientos químicos de SMR e INM incorporados en los sistemas ME + ligando 
(δF(ML)) con respecto al correspondiente complejo con ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD o MEG (δC) y al 

fármaco en la ME libre de ligando (δF(M)). 

SMR 
 
                   INM 
 

 

 
SMR:ßCD SMR:MßCD SMR:HPßCD SMR:MEG 

 
δF(ML)- δC δF(ML)- δF(M) δF(ML)- δC δF(ML)- δF(M) δF(ML)- δC δF(ML)- δF(M) δF(ML)- δC δF(ML)- δF(M) 

A -0,2541 Ø -0,1705 Ø -0,1930 Ø 0,0065 Ø 

B -0,1331 -0,2543 -0,0115 -0,1765 -0,0789 -0,2426 0,0232 -0,1394 

C -0,1666 -0,1559 -0,1207 -0,1122 -0,0784 -0,1216 0,0091 -0,1491 

D -0,1698 0,075 0,1216 0,1768 -0,1396 0,0765 -0,0296 -0,2147 

         

 
INM:ßCD INM:MßCD INM:HPßCD 

  

 
δF(ML)- δC δF(ML)- δF(M) δF(ML)- δC δF(ML)- δF(M) δF(ML)- δC δF(ML)- δF(M) 

  
A -0,0539 -0,0709 -0,0111 -0,061 -0,0571 -0,0015 

  
B -0,1915 -0,0572 -0,1176 -0,0312 -0,2300 0,0319 

  
C -0,4259 -0,0489 -0,3664 -0,043 -0,2846 -0,0281 

  
D -0,3976 -0,0234 -0,2587 0,0884 -0,2978 0,0884 

  
E -0,4081 -0,0313 -0,2962 0,0406 -0,2895 0,0644 

  
Ø: señal indistinguible   
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En la ME vacía conteniendo 1,8% ß-CD, se observaron desplazamientos hacia 

campos bajos para las señales correspondientes al grupo éster de EU y para la 

correspondiente al grupo metileno próximo al ácido carboxílico de OS, sugiriendo la 

presencia de  ß-CD en la proximidad de las moléculas de surfactantes. En las ME con SMR 

conteniendo 1,8% ß-CD, se registraron desplazamientos hacia campos altos respecto a  

ME:ß-CD, SMR:ME y SMR:ß-CD para la mayoría de las señales de ME y SMR, lo que podría 

indicar la presencia de interacciones de tipo Van Der Waals o hidrofóbicas entre el fármaco, 

la CD y los componentes de la ME. Los mayores desplazamientos fueron observados para las 

señales de FCS y EU, sugiriendo la interacción de SMR con los surfactantes en la interfase, lo 

que podría estar relacionado a la mejor disolución de SMR en las ME conteniendo  ß-CD con 

respecto a las ME en ausencia de ligandos. En la ME vacía conteniendo 12% M-ß-CD; 2,5% 

HP-ß-CD y %5 MEG se observaron desplazamientos hacia campos altos más significativo fue 

registrado para los protones vecinales al enlace vinílico y los protones vinílicos de ácidos 

grasos, lo que podría indicar la interacción de estos ligandos con OS, FCS y las cadenas 

laterales de ácidos grasos. En la ME con SMR conteniendo 12% M-ß-CD los desplazamientos 

hacia campos altos más significativos fueron observados para  los protones vecinales al 

enlace vinílico y los desplazamientos hacia campos bajos más significativos fueron 

observados para los protones vinílicos y para los grupos metilenos de las cadenas 

carbonadas de ácidos grasos. La ME con SMR conteniendo 2,5% HP-ß-CD  presentó los 

mayores desplazamientos hacia campos bajos  para los protones vinílicos y los grupos 

metilenos de las cadenas carbonadas de ácidos grasos y para las señales correspondientes a 

los grupos metilenos de las cadenas laterales de EU y los grupos metilenos próximos al 

ácido carboxílico de OS, sugiriendo la presencia de HP-ß-CD en la proximidad de las 

moléculas de surfactantes. En las ME con SMR conteniendo 5% MEG presentó 

desplazamientos hacia campos altos de las señales de FCS, OS y EU lo que podría deberse al 

efecto de apantallamiento del grupo amino de MEG, y los protones de SMR presentaron 

desplazamientos hacia campos altos respecto a  SMR:ME sugiriendo la interacción con MEG.  

Todos los protones de SMR presentaron desplazamientos hacia campos altos en todas las 

ME,  indicando la presencia de interacción con grupos donores de electrones como las 

cadenas laterales de ácidos grasos. 

En la ME con  INM conteniendo 1,8% ß-CD se observaron desplazamientos hacia 

campos altos para la mayoría de los protones de ME, siendo los más significativos los de 

FCS, EU y los grupos metilenos de las cadenas laterales de ácidos grasos y todos los 

protones de INM presentaron desplazamientos hacia campos altos, indicando la presencia 

de interacción con grupos funcionales donores de electrones como las cadenas laterales de 

ácidos grasos.  Esto podría indicar la interacción de INM tanto con los surfactantes como 

con la fase oleosa, lo que presenta consistencia con la mayor disolución de INM cuando fue 

incorporada en la ME conteniendo  1,8% ß-CD. En las ME con  INM conteniendo 12% 

M-ß-CD, la mayoría de los protones de ME presentaron desplazamientos hacia campos 

bajos, siendo los más significativos los correspondientes a los protones vecinales al ácido 

carboxílico y a los grupos metilenos de las cadenas laterales de ácidos grasos, sugiriendo así 

la incorporación de INM principalmente en el dominio oleoso dentro de este sistema. En las 

ME con  INM conteniendo 2,5% HP-ß-CD, los desplazamientos más significativos fueron 

registrados para FCS y para las señales de los grupos metilenos de las cadenas laterales de 

ácidos grasos.  En las ME conteniendo M-ß-CD e HP-ß-CD se registraron desplazamientos 
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hacia campos altos para los protones HA, HB y HC  de INM los cuáles se encuentran con 

mayor densidad electrónica lo que les confiere mayor afinidad por grupos donores de 

electrones como los de las cadenas laterales de ácidos grasos.  Por otro lado, se observaron 

desplazamientos hacia campos bajos para los protones  HD y HE de INM  los cuales 

presentan menos densidad electrónica lo que les confiere mayor afinidad por grupos 

aceptores de electrones, como el grupo ácido carboxílico de ácidos  grasos o el grupo amino 

de FCS. Estos resultados sugieren la interacción de INM tanto con los surfactantes cuanto 

con la fase oleosa de ME conteniendo M-ß-CD o HP-ß-CD. 

Tabla 3.11. Desplazamientos químicos de las señales de ME incorporadas en los sistemas 
ME+ligando (δM(L)) con respecto a la ME libre de ligando (δM) y de los sistema 

ME+Ligando+fármaco (δ M(LF)) con respecto al sistema ME+ligando. 

 
ME+ßCD ME+MßCD ME+HPßCD ME+MEG 

 
δM(L) δM(L)-δM δM(L) δM(L)-δM δM(L) δM(L)-δM δM(L) δM(L)-δM 

H1 0,9616 0,0438 0,8913 -0,0265 0,9126 -0,0052 0,8870 -0,0308 

H2 1,3645 0,0459 1,3001 -0,0185 1,3225 0,0039 1,2953 -0,0233 

H3 1,6439 0,0474 1,5748 -0,0217 1,5932 -0,0033 1,5697 -0,0268 

H4 2,1117 0,0433 2,0372 -0,0312 2,0650 -0,0034 2,0419 -0,0265 

H5 2,3131 0,0573 2,2383 -0,0175 2,2584 0,0026 2,2333 -0,0225 

H6 2,8199 0,0211 2,7543 -0,0445 2,7611 -0,0377 2,7502 -0,0486 

H7 3,3267 0,0431 3,2569 -0,0267 3,2715 -0,0121 3,2543 -0,0293 

H8 3,7916 0,0556 3,7128 -0,0232 3,7279 -0,0081 3,7070 -0,0290 

H9 5,3799 0,0344 5,3143 -0,0312 5,3288 -0,0167 5,3090 -0,0365 

         

 
SMR+ME+ßCD SMR+ME+MßCD SMR+ME+HPßCD SMR+ME+MEG 

 
δM(LF) δM(LF)-δ M(L) δM(LF) δM(LF)-δ M(L) δM(F) δM(LF)-δ M(L) δM(LF) δM(LF)-δM(L) 

H1 0,8751 -0,0865 0,9087 0,0174 0,9736 0,0610 0,8709 -0,0161 

H2 1,2785 -0,086 1,3040 0,0039 1,3028 -0,0197 1,2778 -0,0175 

H3 1,5639 -0,08 1,5849 0,0101 1,5759 -0,0173 1,5633 -0,0064 

H4 2,0294 -0,0823 2,0615 0,0243 2,0520 -0,0130 2,0273 -0,0146 

H5 2,228 -0,0851 2,2437 0,0054 2,2343 -0,0241 2,2201 -0,0132 

H6 2,7431 -0,0768 2,3405 -0,4138 2,7527 -0,0084 2,7411 -0,0091 

H7 3,2334 -0,0933 3,2627 0,0058 3,2640 -0,0075 3,2338 -0,0205 

H8 3,6995 -0,0921 3,7200 0,0072 3,7122 -0,0157 3,6906 -0,0164 

H9 5,2938 -0,0861 5,3253 0,0110 5,3162 -0,0126 5,2968 -0,0122 

         

 
INM+ME+ßCD INM+ME+MßCD INM+ME+HPßCD 

  

 
δM(LD) δM(LD)-δ M(L) δM(LD) δM(LD)-δ M(L) δM(LD) δM(LD)-δ M(L) 

  
H1 0,8830 -0,0786 0,8996 0,0083 0,8980 -0,0146 

  
H2 1,2827 -0,0818 1,2962 -0,0039 1,3005 -0,0220 

  
H3 1,5708 -0,0731 1,5961 0,0213 1,5715 -0,0217 

  
H4 2,0262 -0,0855 2,0508 0,0136 2,0282 -0,0368 

  
H5 2,2370 -0,0761 2,2636 0,0253 2,2449 -0,0135 

  
H6 2,7512 -0,0687 2,7763 0,0220 2,7481 -0,0130 

  
H7 3,1602 -0,1665 3,1729 -0,0840 3,2436 -0,0279 

  
H8 3,6991 -0,0926 3,7148 0,0020 3,7158 -0,0121 

  
H9 5,2980 -0,0819 5,3397 0,0254 5,3182 -0,0106 
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3.3.2.4. DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULAS, POLIDISPERSIDAD 

Y POTENCIAL ZETA 

El tamaño de partículas, polidispersidad y potencial zeta fue determinado a 25 0C tanto para 

las ME vacías como para las ME con los fármacos con diferentes composiciones de la fase 

acuosa (agua; 1,8% ß-CD; 12% M-ß-CD; 2,5% HP-ß-CD o 5% MEG en agua). Todas las 

muestras presentaron un único pico en la gráfica de distribución y los principales 

resultados se encuentran resumidos en la Tabla 3.12.  

Se registró una disminución en los valores de tamaño de partículas (20,9 - 73 nm) 

debido a la presencia de los ligandos para las ME conteniendo los fármacos, probablemente 

a causa de la deposición de algunas moléculas de fármacos y ligandos en la interfase 

afectando la movilidad de los surfactantes y reduciendo así el tamaño. Esto presentó 

consistencia con los resultados obtenidos mediante RMN que indicaron la existencia de 

interacción de los ligandos y de los fármacos con los surfactantes.  

 

Del mismo modo previamente expuesto para las ME1-5  en la Sección 3.3.1, el valor de 

potencial de superficie negativo de las gotículas de las ME en ausencia de fármacos fue 

Tabla 3.12. Tamaño de partículas, índice de polidispersidad (IPD) y  
potencial zeta de ME conteniendo ligandos en ausencia de fármaco y en presencia 
de SMR e INM. 

 
    ME en ausencia de fármacos 

  

 
  Tamaño (nm) IPD 

Potencial  
Zeta (mV) 

  

 
ME5 97 ± 6 0,279 -57 ± 9 

  
 

ME5 + ß-CD 103 ± 4 0,423 -41 ± 7 
  

 
ME5 + M-ß-CD 150 ± 2 0,380 -0,88 ± 0,06 

  
 

ME5 + HP-ß-CD 183 ± 12 0,316 -61 ± 4 
  

 
ME5 + MEG 96 ± 3 0,295 -0,6 ± 0,3 

  

 
  

   
  

      

 
  ME con SMR 

  

 
  Tamaño (nm) IPD 

Potencial  
Zeta (mV) 

  

 
ME5 107 ± 3 0,300 -57 ± 9 

  
 

ME5 + ß-CD 21 ± 1 0,298 -0,18 ± 0,04 
  

 
ME5 + M-ß-CD 42 ± 6 0,391 -10 ± 3 

  
 

ME5 + HP-ß-CD 43 ± 6 0,259 -15,5 ± 0,3 
  

 
ME5 + MEG 21 ± 1 0,300 -0,14 ± 0,05 

  

 
  

          

 
  ME con INM 

  

 
  Tamaño (nm) IPD 

Potencial  
Zeta (mV) 

  

 
ME5 117 ± 1 0,304 -68 ± 2 

  
 

ME5 + ß-CD 73 ± 4 0,206 -0,2 ± 0,3 
  

 
ME5 + M-ß-CD 48 ± 6 0,569 0,34 ± 0,05 

    ME5 + HP-ß-CD 24 ± 2 0,290 -2,6 ± 0,6 
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debido a la presencia de SO en su forma ionizada en la interfase aceite/agua 

(pKa=6,2-7,361). Para las ME conteniendo ligandos los valores de potencial zeta fueron 

cercanos a cero, lo que puede explicarse mediante la interacción de los ligandos con el OS y 

con los fármacos con carga negativa mediante interacciones electrostáticas con el grupo 

amino de MEG o mediante formación de complejos con CD contribuyendo así a la 

neutralización. 
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3.4. CONCLUSIONES PARCIALES 

A partir de los resultados obtenidos, se pudo demostrar que los sistemas 

microemulsionados pueden ser obtenidos mediante un procedimiento simple y a partir de 

componentes altamente biocompatibles. En los diagramas pseudo-ternarios de fases, tanto 

para los sistemas en ausencia como en presencia de fármacos, fueron observadas amplias 

regiones isotrópicas, lo que fue confirmado por microscopía de luz polarizada. Las 

determinaciones de conductividad indicaron que es posible obtener ME O/W estables en un 

amplio rango de proporciones de los componentes y sugirieron que la microestructura 

interna se encuentra representada por gotículas de fase oleosa dispersas formando 

dominios que permanecen inalterados debido a la incorporación de los fármacos. Los 

estudios de RMN mostraron que tanto SMR como INM fueron incorporados dentro de los 

dominios oleosos de las ME. Las ME obtenidas presentaron tamaños de partículas de 

alrededor de 100 nm y presentaron carga de superficie negativa. Las formulaciones fueron 

capaces de incorporar concentraciones apreciables de SMR e INM.  

Por otro lado, el presente capítulo reflejó las ventajas de la estrategia de 

combinación de CD y MEG con ME. El diagrama pseudo-ternario de fases demostró que tras 

la adición de ß-CD,  M-ß-CD o MEG a la fase acuosa del sistema puede obtenerse una región 

isotrópica mayor  de ME confiriendo la posibilidad de dispersar mayores concentraciones 

de los fármacos lipofílicos. Los estudios de conductividad indicaron que estos sistemas 

permanecen en el régimen de ME O/W y se encuentran formados por nanogotículas oleosas 

dispersas formando dominios en la fase continua, y que la estructura del sistema 

permaneció inalterada tras la incorporación de los ligandos. Cantidades apreciables de SMR 

e INM fueron disueltas con todas las ME conteniendo ligandos, obteniéndose las mayores 

concentraciones con ME con W=5% MEG (35,6 mg/mL) y W=1,8% ß-CD en SRF 8  (73,1 

mg/mL) para SMR e INM, respectivamente. Mediante estudios de NMR pudo revelarse que 

ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD, MEG, SMR e INM interactúan tanto con los surfactantes como con la 

fase oleosa de los sistemas. Se registraron tamaños de partículas reducidos (20,9 - 73 nm) 

en presencia de ligados para las ME conteniendo fármacos.  

Los sistemas demostraron ser una herramienta exitosa para la vehiculización de 

SMR e INM, y los resultados podrían aportar datos para otros fármacos de grado similar de 

hidrofilicidad-lipofilicidad. 
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4.1. INTRODUCCIÓN 

El objetivo de este trabajo fue estudiar y desarrollar liposomas utilizando componentes 

biodegradables para la vehiculización de fármacos de escasa solubilidad acuosa. La 

caracterización de los sistemas se llevó a cabo mediante determinaciones del tamaño de 

partículas y potencial zeta, y el modo de interacción de los fármacos con los componentes de 

los liposomas se realizó mediante RMN-1H. Se realizaron estudios de integridad de los 

liposomas para evaluar su estabilidad. Además, se pretendió evaluar el efecto de la 

encapsulación sobre las propiedades desfavorables de los fármacos, como la solubilidad o 

permeabilidad, que podrían afectar su  biodisponibilidad. 

4.1.1. SISTEMAS DE VEHICULIZACIÓN DE FÁRMACOS NANOESTRUCTURADOS 

El objetivo de este trabajo fue estudiar y desarrollar liposomas utilizando componentes 

biodegradables para la vehiculización de fármacos de escasa solubilidad acuosa. La 

caracterización de los sistemas se llevó a cabo mediante determinaciones del tamaño de 

partículas y potencial zeta, y el modo de interacción de los fármacos con los componentes de 

los liposomas se realizó mediante RMN-1H. Se realizaron estudios de integridad de los 

liposomas para evaluar su estabilidad. Además, se pretendió evaluar el efecto de la 

encapsulación sobre las propiedades desfavorables de los fármacos, como la solubilidad o 

permeabilidad, que podrían afectar su  biodisponibilidad. 

4.1.2. LIPOSOMAS 

Los liposomas son vesículas coloidales cuyos tamaños se encuentran en el rango de unos 

pocos nanómetros a varios micrómetros de diámetro, con una o varias bicapas lipídicas 

rodeando compartimentos acuosos (Figura 4.1).2  

 
Figura 4.1. Estructura de un liposoma 

Los liposomas han recibido atención por su utilidad como sistemas de membranas 

modelo y como sistemas de vehiculización de fármacos ya que en ellos pueden ser 

incorporados fármacos hidrofílicos dentro de la fase acuosa interna, mientras que los 

fármacos hidrofóbicos pueden insertarse dentro de la bicapa lipídica hidrofóbica (Figura 4.1). 
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Si bien los liposomas cargados con fármacos han sido principalmente utilizados como 

sistemas para la administración parenteral, su potencial aplicación como sistemas para la 

administración oral de fármacos también ha sido estudiada.3–5 La similitud entre las bicapas 

lipídicas de liposomas y las biomembranas, así como el tamaño pequeño de los mismos, es de 

suma importancia debido a que facilitan la absorción oral.5 Por ejemplo, la administración 

oral de proteínas o péptidos contenidos en liposomas ha demostrado incrementos en la 

absorción de estas biomoléculas activas.67,89 La incorporación en liposomas de moléculas 

pequeñas de fármacos de escasa permeabilidad ha incrementado su absorción oral.6,9–14 En 

particular, se han observado incrementos sustanciales en la biodisponibilidad o en la eficacia 

in vivo de fármacos escasamente solubles en agua tras su encapsulación en liposomas ya que 

pueden proveer incrementos en la solubilidad,5,15 protección del ambiente hostil del tracto 

gastrointestinal 6,16 y permiten modular la liberación de los fármacos vehiculizados.17–21 

También, estos sistemas ofrecen la ventaja de reducir la toxicidad 20,22–24 y otros efectos 

adversos que pueden observarse a concentraciones similares o menores a la concentración 

máxima requerida para alcanzar la actividad terapéutica.16,24,25 Además, pueden mejorar la 

biodistribución23,26,27 y  producir liberación sitio específica.25,26,28  

 

4.1.3. ESTRUCTURA, TAMAÑO Y CARGA DE LIPOSOMAS.  

Los liposomas pueden ser clasificados de acuerdo a su estructura y tamaño. Las vesículas 

grandes multilamelares (multilamellar large vesicles, MLV) son formadas por la 

hidratación acuosa de películas secas de lípidos. Normalmente son grandes, midiendo  cientos 

de nanómetros de diámetro, presentan estructura compleja conteniendo una serie de bicapas 

concéntricas separadas mediante compartimentos acuosos angostos (Figura 4.2 a). Las 

vesículas grandes unilamelares (large unilamellar vesicles, LUV)  presentan una única 

bicapa lipídica con un diámetro entre 50 y 500 nm (Figura 4.2 b). Mientras que las vesículas 

pequeñas unilamelares (small unilamelar vesicles, SUV) presentan una única bicapa 

lipídica con un diámetro menos a 50 nm (Figura 4.2 c). También, existe otra denominación de 

vesículas obtenidas por el método de deshidratación-rehidratación desarrollado por Kirby y 

Gregoriadis en 1984, conocidas como vesículas secas reconstituídas (Dried Reconstituted 

Vesicles, DRV).29 La metodología para la obtención de las mismas se encuentra descripta en la 

Sección 4.1.5.2. 
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Figura 4.2. Vesículas pequeñas unilamelares (SUV), Vesículas grandes unilamelares (LUV) y 

Vesículas grandes multilamelares (MLV) 
 

Los liposomas compuestos por lípidos catiónicos en general poseen carga positiva, 

posibilitando la interacción entre la bicapa lipídica y fármacos cargados negativamente, 

permitiendo una mayor capacidad de carga de la que podría alcanzarse con liposomas 

neutros. Las moléculas aniónicas de las superficies celulares interactúan con ellos y son 

responsables de la captación celular de los liposomas catiónicos. Sin embargo, las partículas 

neutras presentan buenos perfiles de distribución, pero son escasamente internalizados por 

las células. Los lípidos ionizables son componentes que permiten el ajuste de la carga del 

sistema mediante la simple modificación del pH luego de la encapsulación y los liposomas 

que los contienen se encontrarán más cercanos a la neutralidad a valores de pH cercanos al 

pKa de los lípidos catiónicos, como lo es el pH fisiológico, permitiéndoles evitar la 

opsonización por los componentes sanguíneos.30 La fosfatidilcolina (FC) (Figura 4.3 a) es un 

surfactante de origen natural ampliamente utilizado, ya que es un componente integral de las 

membranas celulares por lo tanto es ampliamente biocompatible y seguro para ser 

administrado por vía endovenosa y por la vía oral.31,32 Por otro lado, para poder alcanzar los 

objetivos terapéuticos, los fármacos vehiculizados deben permanecer encapsulados en el 

liposoma.33 Las vesículas compuestas por lípidos saturados combinados con colesterol (COL) 

(Figura 4.3 b) presentan mayor biocompatibilidad, por ser este un componente importante 

de las membranas celulares. Además, la presencia de COL puede conferir mayor rigidez a la 

bicapa, dependiendo de su concentración, otorgándole mayor estabilidad a los liposomas.26  
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Figura 4.3. Estructuras químicas de:  a) fosfatidilcolina (FC) y b)colesterol (COL). 

 

4.1.4. FÁRMACO-EN-CICLODEXTRINAS-EN-LIPOSOMAS (FCL) 

La encapsulación de cantidades suficientes de agentes terapéuticos es una de las propiedades 

más deseadas al utilizar sistemas de vehiculización. Existen varios factores que afectan la 

capacidad de encapsulación de  fármacos en liposomas que involucran a las propiedades de 

ambos, siendo muy importantes las propiedades hidrofílicas o lipofílicas de los fármacos.34 

Sin embargo, la introducción de un compuesto lipofílico dentro de la fase lipídica  puede ser 

problemático, ya que algunos fármacos pueden interferir con la formación y estabilidad de la 

bicapa, limitando el rango de concentración del fármaco que puede ser asociada a liposomas.  

Como fue mencionado en el Capítulo II, las ciclodextrinas han recibido considerable atención 

en el campo farmacéutico debido a su capacidad de acomodar fármacos escasamente solubles 

en agua dentro de su cavidad hidrofóbica, mejorando la solubilidad acuosa,35–38 la estabilidad 

química 39–41  y con ello mejorar la biodisponibilidad de los fármacos mediante la formación 

de complejos de inclusión. En base a ello, el uso de liposomas y complejos de fármacos 

lipofílicos con ciclodextrinas mediante la formación de fármaco-en-ciclodextrinas-

en-liposomas (FCL) (Figura 4.5.) ha sido propuesto con el fin de evitar tales dificultades.19,42 

Esta estrategia permite alojar fármacos escasamente solubles en agua dentro de la fase 

acuosa de las vesículas  mediante su complejación con ciclodextrinas, pudiendo incrementar 

la proporción de masas fármaco-lípido a niveles superiores de los alcanzados mediante la 

incorporación convencional de fármacos dentro de la fase lipídica.15 
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Figura 4.5. Incorporación de fármaco lipofílico en: a) liposomas en ausencia de ciclodextrinas;  

b) Sistemas de fármacos-en-ciclodextrinas-en-liposomas (FLC). 

 

4.1.5. METODOLOGÍAS DE OBTENCIÓN DE LIPOSOMAS. 

El método de elección depende, en cada caso, del tipo de liposoma que se desea obtener y su 

tamaño. Influye también el tipo de fosfolípidos que se utilice y la aplicación que se pretende.43  

 

4.1.5.1. METODOLOGÍA DE HIDRATACIÓN DE CAPA DELGADA (HCD) 

La obtención de liposomas del tipo MLV puede ser llevada a cabo mediante el proceso de 

hidratación de capa delgada (HCD) y consta de las siguientes etapas: disolución del lípido en 

un disolvente orgánico, evaporación a presión reducida del solvente con movimiento 

rotatorio simultáneo, hasta obtener una película delgada y perfectamente seca en las paredes 

del balón, adición de la fase acuosa y formación del MLV mediante agitación (Figura 4.4).43,44 

Este procedimiento se debe realizar por encima de la temperatura de transición de fase de los 

lípidos.44 Para la obtención de liposomas unilamelares a partir de MLV se pueden emplear los 

procedimientos de sonicación, de la prensa de French y de la extrusión secuencial. El método 

de sonicación puede realizarse con sondas o baños ultrasónicos. Este método aporta altos 

niveles de energía a la suspensión de lípidos, y es necesario lograr la exposición de MLV a la 

irradiación ultrasónica, siendo el método más frecuentemente usado para obtener pequeñas 

vesículas. La extrusión de membranas liposomales, permite reducir el tamaño de los 

liposomas, pasando éstos a través de un filtro de membrana de poros de tamaño definido.43 

Finalmente, se requiere la purificación de las SUV, ya que luego de la reducción del tamaño de 

las vesículas pueden quedar LUV, agregados o fármaco no encapsulado remanente, para lo 

cual suelen procesarse mediante centrifugación, diálisis, ultrafiltración o mediante la 

utilización de una columna de exclusión molecular.10,19,24,27,28,30,45 

 

a) b) 
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Figura 4.4. Método de Hidratación en capa delgada (HCD) para la obtención de liposomas. 

 

4.1.5.2. METODOLOGÍA DE OBTENICÓN DE VESÍCULAS SECAS 

RECONSTITUÍDAS (DRV) 

Las metodología de obtención de vesículas secas reconstituídas (Dried Reconstituted 

Vesicles, DRV) fue desarrolladas en 1984 por Kirby y Gregoriadis.46  Las mismas son 

liposomas oligo- o multilamelares cuya  principal ventaja  es su alta capacidad de 

encapsulación, resultando apropiado no sólo desde el punto de vista económico, sino que 

también minimiza la cantidad de lípido requerida para vehiculizar una mayor cantidad de 

fármaco, reduciendo la posibilidad de saturación de las células y la toxicidad asociada a los 

lípidos. El hecho de que la técnica de obtención se lleve a cabo bajo condiciones suaves, la 

convierten en el método de elección para la preparación de formulaciones liposomales 

conteniendo sustancias activas sensibles como péptidos, proteínas o enzimas.29 Sin embargo, 

el principal dilema del proceso de secado de liposomas es la estabilidad de la membrana de 

los mismos, debido por ejemplo a los cristales de hielo o a las transiciones de fase de las 

membranas bajo la influencia de la temperatura, o debido a la sublimación del agua de la 

superficie del liposoma. Por este motivo, la membrana liposomal precisa ser protegida 

durante el proceso de secado. Los crio- y lioprotectores son frecuentemente utilizados para 

proteger estructuras como proteínas, DNA y liposomas. Los mismos son capaces de formar 

puentes hidrógenos, estabilizando de esta manera las estructuras delicadas mediante la 

remoción de las moléculas de agua. Las ciclodextrinas son moléculas que presentan un alto 

número de grupos donores y aceptores de hidrógenos por lo que resultan de utilidad para tal 

fin.47–49 El método de obtención de DRV ha sido  utilizado para la producción de 

formulaciones liposomales estables de fármacos anfifílicos, lipofílicos o de alta 

permeabilidad, luego de la formación de los apropiados complejos solubles fármaco-CD, los 

cuales son finalmente encapsulados en la región acuosa de las vesículas DRV.18,21,42,50 Para su 

obtención se debe añadir los liposomas SUV vacío hidratados con SRF (obtenidos mediante la 
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técnica de HCD, descripta en la Sección 4.1.5.1) con el complejo fármaco-CD pre-formado 

(durante 3 días, a 25 0C), diluir la mezcla mediante la adición de cantidades apropiadas de 

SRF (el adecuado para mantener la osmolaridad de los sistemas), liofilizar las dispersiones 

durante 48 h y posteriormente rehidratarlas con cantidades apropiadas de agua a una 

temperatura superior a la temperatura de transición de los lípidos mediante agitación 

vigorosa con vortex.29  

 

4.1.6. METODOLOGÍAS DE CARACTERIZACIÓN DE LIPOSOMAS. 

 4.1.6.1.  DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULAS 

Existen dos métodos comúnmente utilizados para la determinación del tamaño de liposomas. 

El primero consiste en la visualización directa utilizando microscopía electrónica de 

transmisión o de barrido. Si bien la microscopía electrónica permite la examinación directa 

de liposomas, esta metodología no es adecuada como una técnica de control de calidad de 

procesos ya que la preparación de la muestra es laboriosa y lenta, y un número limitado de 

partículas puede ser examinado, aumentando el riesgo de que la muestra de partículas no sea 

representaría y ocurra un error de magnificación. 

El segundo es un método indirecto, dispersión de luz dinámica (Dinamic Light 

Scattering, DLS), el cuál sirve para determinar el tamaño de liposomas suspendidos en un 

líquido, conocido como diámetro hidrodinámico. Una preparación coloidal de liposomas se 

encuentra en estado de movimiento aleatorio debido al movimiento Browniano. La velocidad 

de una dada partícula es inversamente proporcional a su tamaño, por lo cual liposomas 

menores se moverán más rápido que los de mayor tamaño. Cuando una suspensión de 

liposomas es iluminada por un láser, el movimiento, y por ende el tamaño de los liposomas, 

puede ser medido mediante el análisis de la taza a la cual la intensidad de la luz fluctúa como 

resultado de la dispersión de luz.30 La velocidad del movimiento Browniano se encuentra 

definido por una propiedad conocida como el coeficiente de difusión translacional (D) a 

partir del cual puede calcularse el tamaño de una partícula mediante la utilización de la 

ecuación de Stokes-Einstein: 

 

      
   

       
 

 

donde d(H) es el diámetro hidrodinámico; D es el coeficiente de difusión translacional; k es la 

contante del Boltzmann; T es la temperatura absoluta y η es la viscosidad.51 

4.1.6.2. POTENCIAL ZETA 

El potencial zeta es la determinación de la carga eléctrica adquirida por un liposoma. Resulta 

de interés por dos motivos: en primer lugar, la carga afecta la estabilidad de la partícula; en 

segundo lugar, la carga afecta la farmacología del liposoma. Los liposomas son partículas 

coloidales sujetas a la teoría de DLVO (Derjaguin, Landau, Vervey, Overbeek) 52 la cual sugiere 

que la estabilidad de un sistema coloidal se encuentra gobernada tanto por las fuerzas 

repulsivas de la bicapa como por las fuerzas de atracción de Van der Waals que experimentan 
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las partículas unas con unas. La barrera energética presentada por las fuerzas repulsivas 

debe ser suficientemente grande para prevenir que las partículas entren en contacto, 

adhiriéndose y formando agregados. Si esta barrera energética es superada, las fuerzas de 

Van del Waals harán que las partículas entren en contacto y las mantendrá unidas, resultando 

una situación insatisfactoria para una preparación liposomal para vehiculización de 

fármacos. El objetivo de una formulación liposomal es la preparación de partículas estables y 

monodispersas que mantenga tanto la monodispersidad como el tamaño de partículas para 

obtener un desempeño consistente. Debido a que la carga es una medida adecuada de la 

magnitud de la interacción entre partículas, el potencial zeta es un indicador de la estabilidad 

potencial de un sistema liposomal. Los liposomas con un potencial zeta grande con carga 

negativa o positiva se repelerán unos a otros y permanecerán monodispersos y estables.  Si 

los liposomas presentan valores bajos de potencial zeta las fuerzas de atracción de Van der 

Waals son capaces de superar las fuerzas eléctricas repulsivas de las bicapas y las partículas 

se unirán formando agregados, y la formulación tiende a desestabilizarse. Como regla, los 

liposomas con potenciales zeta mayores a +30 mV o menores a -30 mV son considerados 

estables. Esto sugiere que los liposomas deben ser preparados de tal forma que presenten 

suficiente carga para aumentar la estabilidad de la preparación de partículas monodispersas. 

Por otro lado, una vez que los liposomas entran en la circulación sistémica pueden 

interaccionar con los componentes de la sangre tal como proteínas, lipoproteínas y 

membranas celulares. Muchas de estas entidades presentan carga ejerciendo fuerzas 

atractivas o repulsivas sobre los liposomas dependiendo la carga diferencial. Por este motivo, 

los liposomas con sustancial carga positiva o negativa (potencial zeta) si bien serán estables 

en su formulación, son rápidamente eliminados tras la administración sistémica, por lo que el 

valor absoluto del potencial zeta no debe ser muy alto.30 
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4.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

4.2.1. MATERIALES 

Fosfatidilcolina de huevo (FC), colesterol (COL) y Meglumina fueron proporcionados por 

Sigma Aldrich®, USA. Sulfamerazina (SMR) e Indometacina (INM) fueron adquiridos de 

Parafarm®, Argentina. ß-CD (PM = 1135), M-ß-CD (PM = 1190) e HP-ß-CD (PM = 1325) 

fueron cordialmente donador por Ferromet® (agente en Argentina de Roquette®). Todos los 

materiales y solventes utilizados fueron de grado analítico. El agua purificada fue obtenida 

mediante un sistema de purificación Millipore Milli-Q. 

  

 4.2.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

 4.2.2.1. PREPARACIÓN DE LIPOSOMAS 

4.2.2.1.1. MÉTODO DE HIDRATACIÓN DE CAPA DELGADA (HCD) 

Vesículas multilamelares (VML) fueron preparadas mediante la metodología de hidratación 

de capa delgada. Para ello, Fosfatidilcolina (FC) ((20 mg/mL) y colesterol (COL) (10 mg/mL) 

fueron suspendidos en una mezcla de cloroformo/metanol (2:1 v/v) y combinados en 

diferentes relaciones FC:COL (1:1; 2:1; 3:1; 4:0) que fueron subsecuentemente sometidas a 

evaporación por vacío (en un balón conectado a un evaporador rotatorio) hasta la formación 

de una capa delgada de lípidos, la cual fue expuesta a una corriente de  nitrógeno para 

remoción total de trazas de solvente. Para la preparación de liposomas cargados con fármaco, 

fue aplicado el mismo procedimiento anteriormente mencionado y SMR e INM fueron 

incorporadas en la fase de cloroformo/metanol (2:1 v/v) en una concentración de 1 mg/mL. 

La capa lipídica fue posteriormente hidratada con volúmenes apropiados de solución 

reguladora de pH de fosfatos (SRF) de pH 7,4. Para la obtención de vesículas pequeñas 

unilamelares (SUV) las dispersiones conteniendo MLV fueron sometidas a ultrasonicación 

utilizando un equipo Sonics and Materials, UK provisto de un microtip, por 15 min. En todos 

los casos la suspensión turbia inicial de liposomas fue clarificada luego de este 

procedimiento. Posteriormente, los liposomas fueron centrifugados por 15 min a 10.000 rpm 

con la finalidad de remover piezas de titanio o agregados de liposomas que podrían estar 

presentes en las muestras. Para la determinación de la encapsulación de los fármacos en los 

liposomas, las muestras fueron previamente filtradas a través de membrana con tamaño de 

poro de 1 μm para remover el fármaco no incorporado de la dispersión. 

4.2.2.1.2. MÉTODO DE OBTENCIÓN DE VESÍCULAS DESHIDRATADAS 

RECONSTITUÍDAS (DRV) 

El método de obtención de vesículas deshidratadas reconstituídas (DRV)46 fue también 

llevado a cabo debido a su demostrada eficacia para el aumento en la encapsulación de 

fármacos en liposomas. Se seleccionó una relación FC:COL de 3:1 debido a que demostró una 

alta encapsulación de los fármacos al aplicar el método de hidratación de capa delgada. 
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Inicialmente, liposomas SUV fueron preparados del mismo modo que fue descripto en la 

Sección 4.2.2.1.1. Posteriormente, 1 mL de la dispersión conteniendo liposomas SUV fueron 

adicionados a 1 mL de cada complejo preparado en agua (SMR o INM con ß-CD, M-ß-CD, 

HP-ß-CD o de SMR con MEG en una relación estequiométrica 1:1, seleccionada a partir de los 

estudios expuestos   en el Capítulo II).  Los sistemas SUV-complejos fueron diluidos con agua 

milliQ para alcanzar un volumen de 10 mL.  Las mezclas resultantes fueron sometidas a 

congelamiento (-20 0C) y luego liofilizadas (Labconco® Freeze  Dry  4.5) por 48 h. Los 

sistemas liofilizados fueron rehidratados de forma controlada a 40 0C durante 2 h para 

generar DRV multilamelares.  

 

 4.2.2.2. DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE PARTÍCULAS, ÍNDICE DE 

POLIDISPERSIDAD Y POTENCIAL ZETA  

El tamaño de partículas, el índice de polidispersidad y el potencial zeta de los liposomas 

estudiados fueron determinados a 25 0C utilizando un equipo Beackman Coulter® DelsaTM  

Nano C Particle Analyser. La función de autocorrelación de la intensidad fue medida a un 

ángulo de 1650 asumiendo un valor de viscosidad de 0,8878 Pa y un índice de refracción de 

1,3328. Las muestras fueron apropiadamente diluidas con agua Milli Q previo a su análisis. Se 

evaluó el efecto de las diferentes relaciones FC:COL y la influencia de la incorporación de los 

ligandos en los sistemas el aumento de la relación O/S en ausencia y en presencia de los 

fármacos. 

4.2.2.3. DETERMINACIÓN DEL MODO DE INTERACCIÓN 

FÁRMACO-COMPONENTES. 

Las señales de los espectros de  RMN-1H de las vesículas fueron asignadas en base a los 

espectros de los componentes puros. A partir de las diferencias en los corrimientos químicos 

de las señales de los liposomas, en presencia o en ausencia de fármacos, se evaluó el modo de 

interacción entre ellos. Los estudios de RMN-1H fueron realizados a 298 K en un 

Espectrómetro  Bruker® Advance II de Alta resolución utilizando tubos de 5 mm de diámetro. 

Los espectros de los liposomas en presencia y en ausencia de fármacos fueron obtenidos tras 

la incorporación de 0,1 mL de la muestra de liposomas a 0,9 mL de D2O en presencia y en 

ausencia de los fármacos. Los espectros de los componentes puros fueron obtenidos 

mediante la dilución de cantidades apropiadas en D2O para los fármacos, ligandos y lípidos. 

Todos los estudios fueron realizados a 400,16 MHz y los datos fueron procesados utilizando 

el software Bruker® TOPSPIN 2.0. La señal residual de solvente (4,80 ppm) fue utilizada 

como referencia interna. Los cambios inducidos en los corrimientos químicos (Δδ) para los 

fármacos y los componentes originados debido a la interacción fueron calculadas de acuerdo 

a las siguientes ecuaciones: 

  

Δδ = δ Liposoma con Fármaco – δ Liposoma vacío 

o 

Δδ = δ fármaco en liposoma – δ fármaco  
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4.2.2.4. METODOLOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE 

LIPOSOMAS 

La integridad de las vesículas con diferentes relaciones FC:COL, en presencia y ausencia de los 

fármacos y ligandos fue evaluada mediante la determinación del porcentaje de retención de 

calceína en las vesículas.21 Para ello, la capa lipídica fue hidratada con volúmenes apropiados 

de una solución de calceína a 40 0C. Luego de la completa hidratación, durante la cual ocurre 

la formación espontánea de liposomas, los mismos fueron separados de la calceína no 

encapsulada mediante ultracentrifugación (5 ciclos de 30 min a 50000 rpm). Los liposomas 

fueron almacenados a 4 0C hasta el momento de su utilización. Las muestras fueron 

suspendidas en SRF y luego incubadas a 37 0C por 48 h. Posteriormente, los porcentajes de 

latencia y retención fueron determinados a diferentes tiempos, mediante la determinación de 

la intensidad fluorescente (EM 470 nm, EX 520 nm), antes y después del agregado de Triton  

X-100 en una concentración final de 1% (v/v) (para la desintegración de la membrana de los 

liposomas), utilizando un espectrofluorómetro Shimatzu RF-1501. 

El porcentaje de latencia de calceína (% Latencia) fue calculado utilizando la siguiente 

ecuación: 

 

            
              

       
      

(1) 

 

donde FAT  y FDT  representan los valores de fluorescencia de calceína medidos antes y 

después de la adición de Triton X-100, respectivamente. 

 El porcentaje de retención de calceína en los liposomas (% Retención) fue calculada a 

partir del porcentaje de latencia a cada tiempo (Latencia t) y el correspondiente porcentaje de  

latencia inicial (Latencia 0) 

 

             
           

           
      

(2) 

 

4.2.2.5. ESTUDIOS DE EFICIENCIA DE ENCAPSULACIÓN  

La encapsulación de drogas en liposomas está determinada por la relación molar del fármaco 

sobre la concentración total de lípidos [F/L (mmol/mol)].21 Para establecer la capacidad de 

encapsulación de los liposomas estudiados, el contenido de fármaco, incorporado en cada 

preparación liposomal fue medido utilizando espectroscopia UV-visible (Shimatzu® UV-

1205). Para la determinación de la concentración de lípidos fue aplicado un ensayo 

colorimétrico (Stewart, 1980). Se construyeron  las curvas de calibrado apropiadas a partir 

de soluciones estándares de los fármacos y los lípidos.  

 

 

 

  

  4.2.2.5.1. ENSAYO COLORIMÉTRICO DE STEWART 
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La cuantificación de fosfolípido presente en las muestras de liposomas fue realizada según la 

metodología desarrollada por Stewart en 1980, la cual es descripta a continuación:53  

Se tomaron alícuotas apropiadas de las muestras de liposomas diluidas en SRF y se 

añadieron a 2,0 mL de cloroformo en tubos de ensayo. Se añadieron 2,0 mL de reactivo de 

Stewart:  

 

Cloruro férrico hexahidratado ............. 0,1 M 

Tiocianato de amonio ........................... 0,4 M 

 

 Cada una de las muestras fue sometida a agitación en vortex durante 

aproximadamente 1 minuto. 

Las muestras se dejaron en reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos. La 

fase clorofórmica fue leída espectrofotométricamente a de 485 nm. El ensayo de 

cuantificación de fosfolípidos fue realizado empleando triplicados de todas las muestras. 
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.3.1. DETERMINACIÓN DE TAMAÑO DE PARTÍCULAS, ÍNDICE DE 

POLIDISPERSIDAD Y POTENCIAL ZETA 

El tamaño de partículas, índice de polidispersidad y el potencial zeta de liposomas FC:COL 

1:1, 2:1, 3:1 y FC dispersos en SRF de pH 7,4 obtenidos mediante la metodología de HCD 

fueron determinados a 25 0C (Tabla 5.1). Los valores de tamaño de partículas obtenidos se 

encontraron en el rango de 31,1-115 nm tanto en ausencia como en presencia de los 

fármacos, lo que indica que presentan tamaño pequeño (SUV) con valores de polidispersidad 

alrededor de 0,2, indicando que las vesículas se encuentran monodispersas. El potencial zeta 

de los liposomas vacíos reveló valores negativos (-0,34 a -0,03 mV), manteniendo valores 

similares en presencia de SMR (-2,9 a -0,07 mV) e INM (-0,41 a -0,09 mV).  

 

Tabla 5.1. Determinación del  tamaño  de  partícula,  índice de polidispersidad y potencial 
Z de liposomas obtenidos por HCD dispersos en SRF de pH 7,4 a 25 0C. 

        

 
 

Liposomas en ausencia de fármaco 

 

 
 

Tamaño (nm) IPD Potencial zeta (mV) 

 

 

FC 52 ± 1 0,250 -0,03 

 

 

FC:COL 3:1 79,0 ± 0,8 0,220 -0,04 

 

 

FC:COL 2:1 71 ± 1 0,184 -0,34 

 

 

FC:COL 1:1 54,2 ± 0,5 0,220 0,38 

 

 
      

 

 
 

Liposomas con SMR 

 

 
 

Tamaño (nm) IPD Potencial zeta (mV) 

 

 

FC 59,8 ± 0,3 0,300 -2,0 

 

 

FC:COL 3:1 115 ± 1 0,156 -0,07 

 

 

FC:COL 2:1 61 ± 3 0,220 -2,9 

 

 

FC:COL 1:1 58,9 ± 0,2 0,223 -0,60 

 

 
      

 

 
 

Liposomas con INM 

 

 
 

Tamaño (nm) IPD Potencial zeta (mV) 

 

 

FC 31,1 ± 0,6 0,193 -0,15 

 

 

FC:COL 3:1 68,7 ± 0,6 0,198 -0,41 

 

 

FC:COL 2:1 46,3 ± 0,7 0,206 -0,16 

 

 

FC:COL 1:1 36,6 ± 0,1 0,227 -0,09 

  

Además, el tamaño de partículas, el índice de polidispersidad y el potencial zeta de 

liposomas FC:COL 3:1 obtenidos mediante la metodología de deshidratación-rehidratación 

(DRV) en presencia de ß-CD, M- ß-CD, HP- ß-CD y MEG  fueron también determinados a 25 0C 

(Tabla 5.2). Si bien los valores de IPD fueron altos, indicando que los sistemas se encontraron 

polidispersos, por lo cual no es posible hacer inferencias con respecto al tamaño de los 

sistemas, los resultados obtenidos en relación al tamaño de las DRV, en presencia de los 

ligandos y tanto en presencia de SMR como en ausencia de la misma, se encontraron en el 
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rango de 139-218 nm. Por otro lado, las vesículas conteniendo ligandos en presencia de INM 

presentaron tamaños en el rango de 578,7 - 790,7 nm.  El potencial zeta de los liposomas 

vacíos presentó principalmente valores negativos (-8,66 a -0,03 mV),  con valores similares 

en presencia de SMR (-2 a 0,02 mV) e INM (-12,9 a -0,2 mV). Los resultados expuestos indican 

la obtención de liposomas DRV adecuados para la reconstitución al momento de la 

administración, debido a que los valores de potencial zeta e índice de polidispersidad 

sugieren que los sistemas podrían presentar baja estabilidad si son almacenados en forma de 

dispersión. 

 

Tabla 6.1. Determinación del  tamaño  de  partícula,  índice de polidispersidad y potencial Z  
de liposomas DRV dispersos en SRF de pH 7,4 a 25 0C. 

        

 
  Liposomas DRV en ausencia de fármaco 

 

 
  Tamaño (nm) IPD Potencial zeta (mV) 

 

 
FC:COL 3:1 214 ± 19 0,194 -0,03 

 

 
FC:COL 3:1 + ß-CD  188 ± 32 0,400 -8,66 

 

 
FC:COL 3:1 + M-ß-CD 166 ± 17 0,701 -1,60 

 

 
FC:COL 3:1 + HP-ß-CD 139 ± 10 0,764 -3,40 

 

 
FC:COL 3:1 + MEG 174 ± 36 0,973 -6,30 

 

        

 
  Liposomas DRV con SMR 

 

 
  Tamaño (nm) IPD Potencial zeta (mV) 

 

 
FC:COL 3:1 98 ± 30 0,156 -2,0 

 

 
FC:COL 3:1 + ß-CD  135 ± 44 0,502 -0,04 

 

 
FC:COL 3:1 + M-ß-CD 132 ± 16 0,586 0,02 

 

 
FC:COL 3:1 + HP-ß-CD 218 ± 69 0,999 -1,96 

 

 
FC:COL 3:1 + MEG 212 ± 83 0,973 0,0008 

 

        

 
  Liposomas DRV con INM 

 

  
Tamaño (nm) IPD Potencial zeta (mV) 

 

 
FC:COL 3:1 31,1 ± 0,6 0,198 -0,2 

 

 
FC:COL 3:1 + ß-CD  482 ± 53 0,404 -6,4 

 

 
FC:COL 3:1 + M-ß-CD 791 ± 101 0,979 -12,9 

 

 
FC:COL 3:1 + HP-ß-CD 579 ± 93 0,882 -9,9 
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4.3.2. DETERMINACIÓN DEL MODO DE INTERACCIÓN 

FÁRMACO-COMPONENTES. 

Con el objetivo de determinar la posible localización de los fármacos dentro de la dispersión 

coloidal, los desplazamientos químicos (δ) y cambios inducidos en los corrimientos químicos 

(Δδ) para los componentes de liposomas (FC y COL), de SMR e INM tras su incorporación en 

los liposomas fue determinados mediante RMN-1H y son presentados en las Tablas 4.2 y 4.3, 

respectivamente. Los estudios revelaron la interacción de FC y COL con los fármacos, 

evidenciado principalmente por corrimientos hacia campos altos de los protones 

correspondientes a las cadenas carbonadas de FC y en presencia de INM se observaron 

desplazamientos hacia campos bajos de H vecinales al grupo fosfato de FC, pudiendo deberse 

a la densidad de carga del carbonilo de INM que interacciona con el grupo amino de colina 

mediante interacciones electrostáticas (Tabla 4.2). Los protones de los fármacos presentaron 

todos corrimientos hacia campos altos debido a la presencia de las cadenas carbonadas 

hidrofóbicas de los lípidos (la señal del protón vecinal al COOH es indistinguible). Esto 

sugiere la localización de los fármacos en la bicapa lipídica de los mismos. 

 

Tabla 4.2.  Desplazamientos químicos (δ) y cambios inducidos en los corrimientos químicos 
(Δδ)para los componentes de liposomas a) FC y b) COL tras la incorporación de SMR e INM 

determinados mediante -1H. 

 

 
δ(ppm) Δδ 

 
FC COL 

FC:COL 

 3:1 

FC:COL  

3:1+SMR 

FC:COL 

3:1+INM 

FC:COL 

 3:1 

FC:COL  

3:1+SMR 

FC:COL 

3:1+INM 

HA 5,2995 Ø 5,3056 5,2937 5,2565 0,0061 -0,0119 -0,0491 

HB 4,2928 Ø 4,285 4,2601 5,2143 -0,0078 -0,0249 0,9293 

HC 3,6854  Ø 3,691 3,6747 3,8212 0,0056 -0,0163 0,1302 

HD 3,4985 3,500 3,4902 3,4761 3,515 -0,0083 -0,0141 0,0248 

HE 3,355 3,3384 3,3348 3,3155 3,3276 -0,0202 -0,0193 -0,0072 

HF 3,2473 Ø 3,2506 3,2305 3,1905 0,0033 -0,0201 -0,0601 

HG 2,0384 Ø 2,0462 2,0279 1,9929 0,0078 -0,0183 -0,0533 

HH 1,2616 Ø 1,2886 1,2752 1,2524 0,027 -0,0134 -0,0362 

HI 0,8878 Ø 0,8742 0,869 0,8593 -0,0136 -0,0052 -0,0149 

Ø: señales indistinguibles; Δδ= δ Liposoma con Fármaco – δ Liposoma vacío 
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Tabla 4.3.  Desplazamientos químicos (δ) y cambios inducidos en los corrimientos químicos (Δδ) 
para a) SMR e b) INM tras ser incorporados en los liposomas determinados mediante   RMN-1H. 

4.3.3.  DETERMINACIÓN DE LA INTEGRIDAD DE LIPOSOMAS 

La integridad de los liposomas fue evaluada mediante la determinación de la retención de 

calceína encapsulada en vesículas FC:COL 2:1, 3:1 o 4:0 tras la incubación en PBS a 37 0C 

durante 48 h. Las SUV suspendidas en PBS presentaron alta estabilidad, ya que la calceína 

encapsulada inicialmente permaneció dentro de las vesículas en un porcentaje superior al 

80% luego de las 48 h (Figura 4.6).  También, se evaluó la integridad de liposomas 3:1 

conteniendo SMR e INM (Figura 4.7), en los cuáles los porcentajes de retención de calceína 

fueron mantenidos  por encima del 80 y 95%, respectivamente indicando que las vesículas 

permanecieron estables en presencia de los fármacos encapsulados. 

Por otro lado, se evaluó la integridad de las vesículas en presencia de ligandos (Figura 

4.8), observándose que el porcentaje de retención de calceína se mantuvo por encima del 

80%, con excepción de cuando fue utilizada M-ß-CD, con la cuál hubo una disminución 

exponencial del % de retención. Existen reportes previos de que M-ß-CD desestabiliza la 

membrana de liposomas debido a que actúa como surfactante, formando micelas con los 

lípidos.19 También se ha propuesto que debido a su mayor lipofilicidad M-ß-CD atraviesa la 

bicapa interactuando con los lípidos del lado interno de la bicapa del liposoma.15 

 

 

a) b) 

 

 
δ(ppm) Δδ 

 

SMR pura INM pura 

SMR en LIP 

FC:COL 3:1 

INM en LIP  

FC:COL 3:1 

SMR en LIP  

FC:COL 3:1 

INM en LIP  

FC:COL 3:1 

HA 8,1764 7,7464 8,0113 7,6653 -0,1651 -0,0811 

HB 7,7369 7,6335 7,6256 7,5328 -0,1113 -0,1007 

HC 6,867 7,1147 6,7893 7,02545 -0,0777 -0,08925 

HD 6,8091 7,1006 6,6318 6,6643 -0,1773 -0,4363 

HE 2,3921 6,7834 2,267 5,2565 -0,1251 -1,5269 

HF  / 3,902  / indistinguible /   x 

HG  / 3,61  / Indistinguible  / x  

HH  / 2,2563  / 2,2306  / -0,0257 

Δδ = δ fármaco en liposoma – δ fármaco; /: No corresponde asignación de señal; x: corresponde a señal 

indistinguible; 
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Figura 4.6. Integridad de liposomas FC:COL 2:1 (●), 3:1 (●) o FC (▼) en SRF a 37 0C. 

 
 

 
Figura 4.7.Integridad de liposomas FC:COL 3:1 vacíos  (●), conteniendo SMR (●) o INM  (▼) en 

SRF a 37 0C. 
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Figura 4.8. Integridad de liposomas FC:COL 3:1 en ausencia de ligandos ((●) o en presencia de  

ß-CD ((▼), M-ß-CD (▼), HP-ß-CD (■) o MEG (●) en SRF a 37 0C. 

4.3.4.  ESTUDIO DE LA EFICIENCIA DE ENCAPSULACIÓN  

La encapsulación de SMR e INM en todas las formulaciones liposomales fue evaluada 

mediante la determinación de las relaciones molares de los fármacos sobre la concentración 

total de lípidos [F/L (mmol/mol)]. Los liposomas obtenidos mediante la metodología de 

hidratación de capa delgada (Figura 4.9) presentaron cantidades crecientes de encapsulación 

en relación al incremento de la cantidad de FC presente, observándose la mayor cantidad de 

fármacos incorporada en los liposomas formados por FC pura, obteniendo valores de F/L de 

308,98 y 10,14 mmol/mol para SMR e INM, respectivamente. Esto se debe a FC posee grupos 

amino, que presentan carga positiva a pH 7,4, pudiendo interaccionar con ambos fármacos 

cargados negativamente, además de presentar afinidad debido a las propiedades lipofílicas de 

los mismos. 
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Figura 4.9. Estudios de eficiencia de encapsulación en: a) liposomas FC:COL 1:1; b)  2:1; c) 3:1; 

d) FC conteniendo: A) SMR e B) INM obtenidos mediante la metodología de capa delgada.  
F: Concentración del fármaco en mmol/mL; L: Concentración de lípidos en mol/mL [FC + COL.] 

 

Por otro lado, las vesículas preparadas por el método de deshidratación-rehidratación 

(Figura 4.10) mostraron la mayor encapsulación para SMR  e INM cuando se utilizaron MEG y 

HP-ß-CD, respectivamente (5636,28 y 439,54 mmol/mol). Mediante esta metodología se 

logró encapsular 18 y 43 veces más que con cuando se utilizó la metodología de hidratación 

en capa delgada para SMR e INM, respectivamente, lo que se debe al incremento de la 

incorporación de los fármacos escasamente solubles en agua dentro de la fase acuosa de las 

vesículas  mediante su complejación con las CD o MEG. 
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Figura 4.10. Estudios de eficiencia de encapsulación de: A) SMR e B) INM en liposomas FC:COL 
3:1 conteniendo: a) ß-CD; b) M- ß-CD; c) HP- ß-CD; d) MEG obtenidos mediante la metodología 
de Deshidratación-Rehidratación. F: Concentración del fármaco en mmol/mL; L: Concentración 
de lípidos en mol/mL [FC + COL.] 
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4.4. CONCLUSIONES PARCIALES 

Mediante los estudios realizados fue posible desarrollar liposomas para la vehiculización de 

los fármacos con escasa solubilidad acuosa. Los liposomas obtenidos mediante la 

metodología HCD presentaron tamaño pequeño (SUV). Este parámetro se vieron poco 

afectados por la presencia de los fármacos. Los liposomas DRV en ausencia de fármaco y en 

presencia de SMR presentaron tamaño pequeño (SUV) y en presencia de INM presentaron 

tamaño mayor (MLV o LUV). Los sistemas se encontraron polidispersos por lo que resulta 

conveniente su uso para formulaciones para reconstitución. Los estudios de RMN-1H 

revelaron que los fármacos presentan interacción con los lípidos de los liposomas obtenidos 

mediante la metodología de HCD sugiriendo su localización en la bicapa lipídica de los 

mismos. Las SUV suspendidas en SRF presentaron alta estabilidad  PBS a 37 0C durante 48 h, 

y las vesículas permanecieron estables en presencia de los fármacos encapsulados y tras la 

incorporación de ß-CD, HP-ß-CD y MEG. La encapsulación de los fármacos fue alta, 

principalmente tras la incorporación de las CD y MEG utilizando la metodología DRV, 

resultando esta última prometedora para mejorar la biodisponibilidad de fármacos con 

escasa solubilidad acuosa.  
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5.1. INTRODUCCIÓN 

La propiedad clave que se pretende para un producto farmacéutico es su eficacia terapéutica. Sin 

embargo, el tiempo y costo que insumen las pruebas clínicas in vivo las hacen inadecuadas como 

método de control de calidad de rutina. Por este motivo, las pruebas in vitro son frecuentemente 

utilizadas para asegurar la calidad y el desempeño de un producto farmacéutico. La evaluación de la 

velocidad de liberación in vitro de un fármaco, contenido en un sistema de vehiculización 

farmacéutico, puede ser relacionada con la salida del mismo de la matriz,1 siendo esta etapa 

fundamental en la farmacocinética del IFA y puede reflejar el efecto de la combinación de 

parámetros físicos y químicos, incluyendo la solubilidad y el tamaño de partículas de la 

formulación.2 A partir de ello, el objetivo de este capítulo comprende el estudio de la capacidad de 

los complejos binarios y ternarios con CD y/o MEG, microemulsiones y liposomas, en ausencia y en 

presencia de ligandos, para el transporte y liberación de SMR e INM mediante la determinación de 

la difusión a través de una membrana de acetato de celulosa. 

 

5.1.1. SISTEMAS PORTADORES DE FÁRMACOS 

Un sistema portador de fármacos de fármacos puede definirse como un dispositivo o una 

formulación capaz de introducir una sustancia terapéutica dentro del organismo, de modo que 

incremente su seguridad y eficacia. El aumento en la eficacia puede ser ocasionado por una mayor 

localización del IFA en el sitio de acción,3–6 por mejoras en la biodisponibilidad del fármaco 7–9 y 

duración sostenida de la acción del mismo.10–12 Los sistemas de liberación sostenida han sido 

ampliamente estudiados por varias décadas  y se han logrado importantes beneficios en el área 

farmacéutica.13–18 Un sistema de vehiculización que es capaz de producir un efecto terapéutico 

prolongado, mediante la liberación lenta de la sustancia terapéutica durante un período extendido 

tras la administración de una única dosis, es considerado un sistema de liberación sostenida. Los 

mismos presentan varias ventajas, como menor frecuencia de administración, menores efectos 

adversos, niveles de absorción estables de fármacos en la sangre y plasma, mejoras en el 

cumplimiento del tratamiento por parte del paciente.12 

  

5.1.2. METODOLOGÍA PARA LA DETERMINACIÓN DE LA LIBERACIÓN DE 

FÁRMACOS A PARTIR DE DISPERSIONES ACUOSAS 

El dispositivo recomendado por la FDA, para la determinación de la velocidad de liberación de 

dispersiones acuosas, son las celdas de difusión de Franz. En general, se recomienda el uso de seis 

celdas, pero para algunos sistemas se menciona el uso de tres o de sólo una. La celda de difusión de 

Franz vertical (Figura 5.1) consiste en un compartimento donor y un compartimento receptor, 

separados por una membrana. El compartimento donor contiene la preparación farmacéutica y el 

compartimento receptor alberga al medio de recepción.  
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Para los ensayos de determinación de la liberación, normalmente se utilizan membranas 

artificiales, las cuales deben permitir la rápida difusión del ingrediente activo hacia el 

compartimento receptor a medida que es "liberado" de la formulación y no debe ser limitante de la 

velocidad de difusión. El compartimento receptor debe presentar agitación constante para asegurar 

la uniformidad de la difusión y la homogeneidad de la concentración del fármaco. La difusión es 

dependiente de la temperatura, por lo tanto el compartimento receptor debe mantenerse a 

temperatura constante. Al llevar a cabo el experimento, se deben extraer muestras del 

compartimento receptor a diferentes intervalos de tiempo.2 

 

 
Figura 5.1. Celda de Difusión de Franz vertical utilizadas para estudios de liberación de dispersiones 

acuosas. 

5.1.3. SISTEMAS PORTADORES DE FÁRMACOS A PARTIR DE SISTEMAS BINARIOS Y 

TERNARIOS 

5.1.3.1. TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE COMPLEJOS DE INCLUSIÓN CON 

CICLODEXTRINAS 

Las CD presentan características estructurales únicas. Por un lado, poseen un exterior hidrofílico 

que les confiere solubilidad acuosa y, por el otro, poseen una cavidad interna hidrofóbica que les 

provee un microambiente donde alojan moléculas completas o una parte apolar de las mismas, para 

formar complejos de inclusión.19 Las CD y sus derivados pueden modificar la velocidad de  

liberación  de fármacos, a través de diferentes vías de administración, así como pueden servir como 

potentes vehiculizadores de IFA en formulaciones de liberación inmediata y prolongada.20 Existen 

diferentes explicaciones para el efecto modulador en la vehiculización de fármacos, que presentan 

las CD, mediante la formación de complejos. Constantin et al. establecieron que compuestos que 

forman complejos de inclusión fuertes, muestran valores de tiempo  de retención del IFA mayores, 

mientras que aquellos que forman complejos más débiles exhiben valores más bajos, es decir que la 

velocidad de liberación de un fármaco se encuentra controlada principalmente por la disociación de 
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la molécula huésped de la cavidad de la CD.21 Por su parte, Loftsson afirmó que las velocidades de 

formación y disociación de los complejos IFA/CD son muy cercanas a los límites del control de 

difusión, ya que los complejos están continuamente formándose y disociándose. Las membranas 

biológicas normalmente poseen un exterior hidrofílico y un interior lipofílico y, adyacente a la 

superficie de las mismas, existe una capa estática de agua que actúa como barrera para fármacos de 

difusión rápida. Existen evidencias en la literatura que CD pueden, bajo ciertas condiciones, 

incrementar la difusión de compuestos lipofílicos a través de esta barrera acuosa.22 

Consecuentemente, la presencia de los complejos hidrosolubles, en la superficie hidratada del 

epitelio, con frecuencia logrará incrementar la biodisponibilidad del fármaco disuelto, 

especialmente si el mismo es lipofílico y de baja solubilidad acuosa.23 Además, la lipofilicidad 

relativa de la membrana posee baja afinidad hacia las moléculas hidrofílicas de CD, por lo que las 

mismas permanecerán en el exterior acuoso de la membrana, en el vehículo acuoso del sistema o en 

los fluidos acuosos, como la saliva o las lágrimas.19 Matsuda et al. sugieren que el efecto en el 

incremento de la liberación de fármacos por las CD hidrofílicas puede explicarse mediante el 

aumento en la actividad termodinámica de los IFA en el vehículo.6 Por el contrario, las CD 

hidrofóbicas pueden retardar la liberación de los fármacos a partir del vehículo. Como ejemplo,  

Umemura et al. y Tomono et al. reportaron que la velocidad de liberación de nitroglicerina fue 

acelerada mediante la complejación con dietil-ß-ciclodextrina (hidrofílica) y retardada mediante la 

complejación con ß-CD (hidrofóbica).10,24 Los resultados obtenidos por Higashi et al. indicaron que 

agregados supramoleculares de insulina pegilada, con α- y γ-CD, produjeron un efecto de liberación 

prolongada de este IFA.25 Por su parte, Fernandes et al. reportaron que la liberación de nicardipina 

fue sustancialmente retardada mediante la acomplejación con triacetil-ß-ciclodetrina (hidrofílica).26 

  

5.1.3.2. TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE LA FORMACIÓN DE SALES  

La formación de sales es una técnica bien establecida para el incremento de la velocidad de 

disolución y consecuentemente, de la biodisponibilidad oral de moléculas activas pequeñas, ya que 

al facilitar la disolución de las mismas, en el ambiente acuoso del tracto gastrointestinal, resulta un 

proceso favorable para compuestos que, de otra manera, sufrirían la falta de exposición  a las 

membranas responsables de la absorción.27 Si bien se espera que las sales presenten velocidades de 

liberación mayores que las de los fármacos ácidos o bases débiles libres, también existen 

situaciones en las que las sales retardan la liberación en condiciones fisiológicas.28 

MEG es capaz de interaccionar con compuestos ácidos débiles, por lo cual se la ha utilizado 

para la obtención de sales de IFA poco solubles en agua, habiendo demostrado incrementar la 

velocidad de liberación 29–31 de moléculas con propiedades ácidas débiles, como aceclofenac y 

diclofenac.32 Frezard et al. reportaron un efecto de liberación sostenida de antimonio mediante la 

vehiculización como antimoniato de MEG con ß-CD.29 A su vez, sistemas ternarios amorfos de 

celecoxib, polivinilpirrolidona y MEG presentaron una rápida disolución.31 Así como también, 

dispersiones sólidas basadas en nanoemulsiones, conteniendo MEG como alcalinizante, 

incrementaron la liberación inicial de aceclofenac en medio gástrico simulado.32 Sumado a lo 

anterior, es importante destacar que existen pocos datos en la literatura acerca del efecto 
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concerniente a MEG en la liberación de fármacos. Por este motivo, resulta de interés evaluar la 

influencia de MEG sobre el transporte  y liberación de SMR. 

 

5.1.3.3. TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE LA FORMACIÓN DE COMPLEJOS 

TERNARIOS CON CICLODEXTRINAS 

El efecto modulador de la liberación por parte de CD, puede ser modificado mediante el uso de un 

componente ternario apropiado, tal como la incorporación de polímeros al medio de 

complejación,30,33  la ionización del fármaco y formación de sales,34–36 o la adición de sales 

orgánicas.23 Estudios realizados en nuestro laboratorio demostraron que complejos ternarios de 

HP-ß-CD, trietanolaminas y acetazolamida en estado sólido presentaron incrementos en la 

velocidad de liberación del IFA.37 Mura et al. desarrollaron complejos ternarios de HP-ß-CD con 

aminoácidos para la liberación rápida de naproxeno a partir de formulaciones sólidas,35 mientras 

que Sajeesh et al. desarrollaron hidrogeles con micropartículas conteniendo insulina acomplejada 

con M-ß-CD para la vehiculización del IFA por la vía oral.38 La formación de complejos ternarios de 

itraconazol con HP-ß-CD y el polímero Soluplus®, demostraron ser formulaciones apropiadas para 

la liberación rápida del fármaco.9 Complejos ternarios de zaloplon, con hipromelosa y ß-CD o 

M-ßCD presentaron una liberación más inmediata del IFA respecto a los correspondientes 

complejos binarios con ambas CD.39 

Ante lo expuesto, resulta de interés poder evaluar la eficacia de MEG, como un componente 

ternario en complejos de fármacos, con carácter de ácidos débiles,  con CD y su efecto sobre la 

liberación de los IFA.  

5.1.4. TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE SISTEMAS 

NANOESTRUCTURADOS 

Durante las recientes décadas varios sistemas coloidales han sido investigados como portadores de 

diferentes IFA. Una de las propiedades más importantes de un sistema portador de fármacos 

nanoestructurado es el perfil de liberación, el cuál describe como el IFA difunde hacia el exterior del 

transportador coloidal luego de la administración.40 Varios sistemas lipídicos, tales como 

microemulsiones,41–44 nanoemulsiones,16,32 y liposomas45–48 han sido recientemente aplicados para 

la vehiculización de fármacos por diferentes vías de administración.49  

5.1.4.1. TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE MICROEMULSIONES 

Recientemente, las microemulsiones han sido aplicadas para el transporte de diferentes fármacos 

lipofílicos.40,50 Las mismas proveen diferentes perfiles de liberación, dependiendo de las 

propiedades físico-químicas de los componentes, tales como la lipofilicidad de la fase oleosa, los 

coeficientes de partición de los fármacos y el tipo de surfactante utilizado; de la estructura interna 

de la microemulsión [agua en aceite (W/O) o aceite en agua (O/W)]; así como de las interacciones 

entre el IFA y el vehículo.51,52 Además, mediante la elección adecuada de las proporciones de la fase 
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oleosa y los surfactantes que la componen, las ME pueden proveer liberación controlada de 

fármacos.52 Montenegro et al. observaron que la liberación de octilmetoxicinamato, un filtro UVB 

ampliamente utilizado, a partir de ME, utilizando diferentes fases oleosas y emulsificantes, 

experimentó la influencia tanto por la lipofilicidad como de la estructura de los lípidos utilizados.52 

Padula et al. reportaron un efecto de retención de levotiroxina de sodio tras su vehiculización en 

ME para la administración transdérmica.53 La liberación de paclitaxel, a partir de ME compuestas 

por capriol 90, tween y agua fue mayor en comparación con la dispensa del fármaco en solución y a 

partir de suspensiones.16  

 

5.1.4.2. TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE LIPOSOMAS 

Los liposomas son vesículas microscópicas compuestas por una o más capas lipídicas encapsulando 

compartimentos acuosos.54 Recientemente, estos sistemas han sido utilizados para mejorar el 

efecto terapéutico de fármacos, ya que se considera que la mayoría de las formulaciones de 

liposomas reducen la toxicidad y que, en alguna medida, aumentan la concentración de los IFA en el 

sitio de acción. Las formulaciones actuales, conteniendo liposomas, inhiben la rápida eliminación 

biológica de las mismas a través del control de su tamaño, de su carga y de su hidratación 

superficial.55 Debido a su carácter bifásico, los liposomas son capaces de actuar como 

transportadores, tanto de IFA hidrofílicos como lipofílicos. Los fármacos, dependiendo de sus 

características de solubilidad y de partición, pueden localizarse en diferentes regiones del ambiente 

liposomal y así, exhibir distintas propiedades de encapsulación y liberación. Los IFA altamente 

lipofílicos son encapsulados  principalmente dentro de la bicapa de los liposomas y, al presentar 

baja solubilidad acuosa, la pérdida de fármaco encapsulado durante el almacenamiento es mínima.  

Debido a su alta biocompatibilidad, los liposomas han sido utilizados como sistemas de 

vehiculización de diversos IFA.54 Tsukamoto et al. desarrollaron liposomas para la vehiculización de 

bromfenac en gotas oftálmicas, observando la liberación sostenida del fármaco por varias horas.56 

Crielaard et al. obtuvieron un efecto de liberación continua de colchicina, a partir liposomas 

PEGilados hidrolizables.57 Por su parte, Mura et al. indicaron que a partir de formulaciones 

liposomales de benzocaina observaron un efecto de liberación sostenida y un efecto anestésico más 

intenso del IFA.58 

 

5.1.5. TRANSPORTE DE FÁRMACOS INCORPORADOS EN SISTEMAS BINARIOS A 

PARTIR DE SISTEMAS PORTADORES NANOESTRUCTURADOS 

5.1.5.1.  TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE MICROEMULSIONES 

CONTENIENDO ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD Y MEG. 

La interacción de fármacos con microemulsiones, en combinación con CD o MEG, puede mejorar 

favorablemente las propiedades indeseadas de ingredientes farmacológicamente activos, pudiendo 

incrementar los beneficios que presentan los sistemas por separado. Además, la adición de 
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ligandos, como cosurfactantes en ME, puede modificar la estabilidad y la estructura de los sistemas 

permitiendo reducir su dosis.59 Sin embargo, los datos presentes en la literatura acerca del 

comportamiento de liberación de fármacos incorporados a este tipo de  sistemas combinados, son 

escasos y se limitan a la incorporación de algunas CD, mientras que estudios de ME en presencia de 

MEG no han sido reportados aún. Entre ellos, Dalmora et al. informaron que complejos de 

piroxicam con ß-CD incorporados a ME, compuestas por bromuro de hexadeciltrimetilamonio, 

isopropil miristato y solución reguladora de pH, produjeron un efecto de reservorio sobre la 

liberación del fármaco.60 Richter et al. realizaron estudios de difusión, a través de una membrana de 

celulosa, de androstenediona contenida en ME con la adición de HP-γ-CD como co-surfactante,  

observando una disminución de un 20% en la difusión del IFA; mientras que a partir de la ME 

solamente, la difusión comenzó luego de 300 min.61 Es importante recordar que en el capítulo III 

fueron expuestas las ventajas de la combinación de microemulsiones con ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD y 

MEG como estrategia para la vehiculización de SMR e INM, observándose incrementos significativos 

de la solubilidad acuosa de los fármacos con todas las ME, conteniendo los ligandos, principalmente 

al incorporar MEG al 5% agua y ß-CD al 1,8% en SRF 8 para SMR (35,6 mg/mL) e INM (73,1 

mg/mL), respectivamente. Además, fue posible la obtención de regiones isotrópicas mayores y los 

estudios de conductividad y DLS indicaron que los ligandos no modificaron la microestructura 

interna de las ME. En base a  ello, resulta de interés examinar el efecto de estas formulaciones sobre 

la liberación de SMR e INM, ya que las mismas aportan importantes beneficios para la 

vehiculización de los fármacos. 

 

5.1.5.2.  TRANSPORTE DE FÁRMACOS A PARTIR DE LIPOSOMAS CONTENIENDO 

ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD Y MEG. 

La estrategia de combinación de liposomas y complejos de fármacos lipofílicos con ciclodextrinas 

mediante la formación de fármaco-en-ciclodextrinas-en-liposomas (FCL) permite alojar fármacos 

escasamente solubles en agua dentro de la fase acuosa de las vesículas  mediante su complejación 

con CD, pudiendo incrementar la proporción de masas fármaco-lípido a niveles superiores de los 

alcanzados mediante la incorporación convencional de fármacos dentro de la fase lipídica.47,62 En 

las últimas décadas, numerosas publicaciones, acerca de estos sistemas y su efecto sobre la 

liberación in vitro han sido expuestos en la literatura. Piel et al. reportaron que la cinética de 

liberación de ßmetasona, a partir de liposomas conteniendo HP-γ-CD, HP-ß-CD y M-ß-CD, de 

diferentes grados de metilación presentó una relación directa con la eficiencia de encapsulación, así 

como que HP-ß-CD produjo una liberación más lenta del fármaco.63 Maestrelli et al. observaron un 

efecto prolongado en la liberación de ketoprofeno a partir de liposomas compuestos por FC y COL 

conteniendo HP-ß-CD.64 Así mismo, la liberación de prednisolona, desde liposomas compuestos por 

FC y COL  conteniendo HP-ß-CD, presentó una buena retención del fármaco.65 En el capítulo IV 

fueron presentaros los resultados obtenidos con los sistemas FCL preparados por el método de 

deshidratación-rehidratación, los cuales permitieron encapsular cantidades altas de los IFA, 

principalmente al utilizar MEG e HP-ß-CD, para SMR (5636,28 mmol/mol) e INM  (439,54 
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mmol/mol), respectivamente. Además, las vesículas permanecieron estables en presencia de los 

fármacos encapsulados y tras la incorporación de ß-CD, HP-ß-CD y MEG. Considerando estos 

resultados, es importante evaluar la liberación de los IFA a partir de las formulaciones, debido a que 

es una propiedad del sistema fundamental para alcanzar la eficacia terapéutica. 
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5.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

5.2.1. MATERIALES 

Sulfamerazina e Indometacina fueron adquiridos de Parafarm®, Argentina. Meglumina fue 

proporcionado por Sigma Aldrich®, USA; ß-CD (PM = 1135), M-ß-CD (PM = 1190) e HP-ß-CD      

(PM = 1325) fueron cordialmente donados por Ferromet® (agente en Argentina de Roquette®). 

Para la preparación de las ME se utilizaron Fosfatidilcolina de soja (FCS), (Degussa Texturants, 

Alemania); Polioxietilenglicerol trihidroxiestearato (PEG)-40 (Eumulgin® HRE 40) (EU)  (número 

CAS 61788-85-0, proporcionado por Pharma Special, São Paulo, Brazil) y Oleato de Sodio (OS) como 

sistema de surfactantes (S). El oleato de sodio fue obtenido mediante la reacción estequiométrica 

de ácido oléico con NaOH 1M durante 30 min. El precipitado formado fue filtrado y lavado con 3 

porciones de acetona de 100 mL cada una. La fase oleosa (O) fue constituida por Aceite de Soja (AS) 

(Liza®), mientras que la fase acuosa (W) fue conformada por Agua o Solución Reguladora de pH  

conteniendo Fosfatos (SRF). Fosfatidilcolina (FC) y colesterol (COL),  para la preparación de los 

liposomas, fueron proporcionado por Sigma Aldrich®, USA. Todos los materiales y solventes 

utilizados fueron de grado analítico. El agua purificada fue obtenida mediante un sistema de 

purificación Millipore Milli-Q. 

  

5.2.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

5.2.2.1. ENSAYOS DE LIBERACIÓN IN VITRO 

Los experimentos de liberación fueron realizados usando de celdas de difusión de Franz verticales 

MicroettePlus® con extracción automática de muestras, a 37  ± 2 °C y con una velocidad de  

agitación de 300 rpm (Hanson Research Corporation®) (Figura 5.2), utilizando membranas de 

acetato de celulosa con tamaño de poro de 0,45 µm y un área de exposición de 1,77 cm2 (Sigma 

Aldrich®, USA). Formulaciones acuosas (0,3 mL) de SMR e INM puras dispersas en SRF (utilizadas 

como control), de los complejos binarios o ternarios, en relaciones estequiométrica 1:1 o 1:1:1 (ver 

Capítulo II), o de los fármacos incorporados en ME1-5 (ver Capítulo III); liposomas FC:COL, 1:1; 2:1; 

3:1 o FC (ver Capítulo IV); y ME5 o Liposomas FC:COL 3:1  conteniendo ß-CD al 1,8%; M-ß-CD al 

12%; HP-ß-CD al 2,5 % o MEG al 5%, obtenidos mediante la metodología DRV (ver Capítulo IV y V, 

respectivamente). Las cantidades de los fármacos fueron las correspondientes a las de la dosis oral 

en 250 mL, manteniéndose concentraciones de 200 µg/mL. Se utilizó una solución reguladora de 

fosfatos (SRF) 0,01 M de pH 7,4 como medio de difusión en los compartimento donor y receptor. 

Las muestras fueron extraídas del compartimento receptor en un volumen de 2 mL a intervalos 

fijos y el volumen extraído fue remplazado automáticamente con un volumen igual de SRF 

previamente termostatizado. Las concentraciones de los fármacos fueron determinadas 

espectrofotométricamente a 240 y 225 nm para SMR e INM, respectivamente. Con el fin de 

monitorear el cumplimiento de la condición de sumidero durante los experimentos, fue calculada la 

relación entre la concentración de fármaco en los compartimentos receptor y donor a todos los 
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tiempos, considerando apropiado un cociente menor a 0,1. Cada ensayo fue realizado al menos por 

triplicado y los resultados representan el promedio experimental con su la desviación estándar.  

 

 
Figura 5.2. Aparato de celdas de difusión de Franz verticales MicroettePlus® con extracción automática 

utilizado para realizar los ensayos de liberación in vitro.  
 

5.2.2.2. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Las diferencias significativas de los cambios inducidos en la liberación de los IFA, debido a la 

incorporación en los sistemas de vehiculización, fueron inferidas utilizando el análisis de la 

varianza (ANOVA) de una vía. Los resultados fueron considerados estadísticamente diferentes 

cuando p < 0,05. 
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.3. ENSAYOS DE LIBERACIÓN IN VITRO 

Los experimentos de liberación fueron realizados usando de celdas de difusión de Franz verticales 

con extracción automática de muestras, a 37  ± 2 °C y con una velocidad de  agitación de 300 rpm. 

En todos los casos, los cocientes entre las concentraciones del fármaco en el compartimento 

receptor y donor, a todos los tiempos, fueron iguales o menores a 0,1, indicando que se 

mantuvieron las condiciones de sumidero durante todo el procedimiento, así como los valores 

bajos de desviación estándar demostraron la buena reproducibilidad del método. 

5.3.1. LIBERACIÓN DE SMR E INM  A PARTIR DE COMPLEJOS BINARIOS CON CD Y 

MEG 

La habilidad de CD y MEG como portadores de SMR e INM y para sostener su liberación fue 

evaluada. En general, los complejos mostraron una liberación sostenida de los fármacos (Figura 

5.3). También, se observó que las formulaciones conteniendo CD o MEG exhibieron una menor 

difusión a través de la membrana de acetato de celulosa en comparación con los IFA puros. Estos 

resultados sugieren que SMR e INM fueron receptados por las CD y  además, SMR por MEG, para ser 

luego liberados lentamente. A su vez, las CD y MEG condujeron a una menor liberación en 

comparación con los fármacos puros. Por este motivo, tanto las CD como MEG permiten una 

liberación controlada de los fármacos.  

  

 

Figura 5.3. Perfiles de liberación in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulación control (■); o el 

complejo binario 1:1 con ß-CD (●);M-ß-CD (▼);HP-ß-CD (▲) o MEG (sólo SMR) (◄); (cada valor 
representa el promedio ± S.D. de n ≥ 3).  
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5.3.2. LIBERACIÓN DE SMR PARTIR DE COMPLEJOS TERNARIOS CON CD Y MEG 

La capacidad de los complejos ternarios de SMR para transportar y sostener la liberación del 

fármaco fue determinada. El análisis de los resultados presentados en la Figura 5.4 indicó la 

existencia de un efecto de retención adicional producido por la presencia de MEG en los complejos 

ternarios con ß-CD y M-ß-CD, permitiendo una liberación más sostenida que la que presentaron los 

correspondientes complejos binarios. En contraste, el complejo SMR:HP-ß-CD:MEG mostró una 

difusión apreciablemente mayor comparada con la del complejo SMR:HP-ß-CD, proveyendo un 

incremento en la liberación del fármaco. En la Sección 5.1.4  fueron expuestas diferentes teorías 

respecto a diferencias en el efecto modulador de la liberación producido por las CD. En base a ello y 

a los resultados obtenidos, el comportamiento diferente observado para el complejo ternario con 

HP-ß-CD puede ser explicado, tanto por la baja eficiencia de complejación  (KC T = 7 ± 3 M-1) de SMR 

con HP-ß-CD en SRF de pH 8 (como fue revelado mediante los ASF, en la Sección 2.3.1.1.1.), en 

comparación con los complejos ternarios con  ß-CD (15 ± 4 M-1) y M-ß-CD (88 ± 9 M-1), en los cuales 

se observó un efecto de retención del IFA, sino también por las propiedades hidrofílicas de HP-ß-CD 

que incrementan la actividad termodinámica del fármaco en el sistema y consecuentemente, 

favorece el transporte del mismo a través de la membrana. 
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Figura 5.4. Perfiles de liberación in vitro de SMR (▼); del sistema SMR:MEG (●); de los complejos 

binarios SMR:CD  (►); y de los complejos ternarios SMR:CD:MEG (♦); para a) ß-CD; b) M-ß-CD;         
c) HP-ß-CD. (cada valor representa el promedio ± S.D. de n ≥ 3). 
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5.3.3. LIBERACIÓN IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE MICROEMULSIONES  

Los perfiles de  liberación de SMR e INM a partir de las ME1-5 fueron evaluados mediante la 

determinación de la difusión a través de la membrana de acetato de celulosa y son presentados en 

la Figura 5.5. Se observó una apreciable potenciación de la difusión de SMR a partir de las ME 3, 4 y 

5, alcanzando un incremento del doble con ME5 luego de las  4 h. Los perfiles de liberación de INM a 

partir de las ME fueron similares entre ellos, observándose un ligero efecto de retención con 

respecto a la formulación control. Estos resultados pueden explicarse mediante las diferencias en 

los coeficientes de partición de ambos fármacos (ver Sección 3.3.1.4), siendo que INM es altamente 

hidrofóbica presentó mayor afinidad por la fase oleosa, encontrando mayor impedimento para su 

liberación. La capacidad de retención de INM en la fase oleosa fue también evidenciada por la 

mayor incorporación de INM dentro de las ME (Sección 3.3.1.5). Por su parte, el incremento en la 

difusión de SMR se debe a las propiedades solubilizantes de las ME, ya que se observó que las ME 4 

y 5, las cuales contienen los mayores porcentajes de fase oleosa produjeron el mayor porcentaje de 

liberación de SMR. 

 
Figura 5.5. Perfiles de liberación in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulación control (■); de 

ME1 (●); de ME2 (▲); de ME3 (▼); de ME4 (◄) o de ME5 (►) (cada valor representa el promedio         

± S.D. de n ≥ 3). 

5.3.4. LIBERACIÓN IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE MICROEMULSIONES EN 

PRESENCIA DE LIGANDOS 

La liberación y transporte in vitro de SMR e INM a partir de la ME5 conteniendo soluciones acuosas 

de ß-CD al  1,8%; M-ß-CD al 12%; HP-ß-CD al 2,5 %  o MEG al 5%, incorporados en la fase acuosa de 

la ME fue estudiada mediante la evaluación de la permeabilidad a través de la membrana artificial 

(Figura 5.6). En los perfiles de liberación de las ME conteniendo MEG o M-ß-CD se observó un 

apreciable incremento de la cantidad liberada de los fármacos, obteniéndose valores de 100% y 

90% y alcanzando un amesetamiento a las 2 y 10 h, para las ME conteniendo SMR o INM, 
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respectivamente, lo que podría deberse al efecto solubilizador de los ligandos que aumentan la 

actividad termodinámica de los IFA y facilitan la penetración de la droga a través de la capa estática 

de agua adyacente a la membrana. Los resultados indicaron que el efecto combinado de ME con CD, 

principalmente con  M-ß-CD, o con MEG, producen una liberación más rápida de los fármacos 

hidrofóbicos, acelerando su difusión a través de la capa estática de agua adyacente a las 

membranas. 

 

 

 
Figura 5.6. Perfiles de liberación in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulación control (■);  

ME5 en ausencia de ligandos (●); ME5 conteniendo ß-CD (▲);M-ß-CD (▼);HP-ß-CD (◄); o MEG (sólo 
SMR) (►) incorporados en la fase acuosa (cada valor representa el promedio ± S.D. de n ≥ 3).  

 

5.3.5. LIBERACIÓN IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE LIPOSOMAS  

La capacidad de los liposomas para transportar y liberar los IFA fue evaluada a partir de la 

determinación de la difusión de los fármacos contenidos en liposomas FC:COL, 1:1; 2:l; 3:1 y FC 

suspendidos en SRF de pH 7,4, a través de una membrana de acetato de celulosa a 37 0C. Los 

perfiles de liberación de ambos IFA, incluidos en los diferentes liposomas, fueron similares entre 

ellos, observándose un fuerte efecto de retención con respecto a la formulación control, indicando 

que los sistemas evaluados permiten la liberación sostenida de ambos IFA, independientemente de 

la proporción de FC y COL utilizada. 
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Figura 5.7. Perfiles de liberación in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulación control (■); de 

LIP FC:COL 1:1 (●); FC:COL 2:1 (▲);FC:COL 3:1 (▼); FC (◄)(cada valor representa el promedio ± S.D. de 

n ≥ 3). 

 

5.3.6. LIBERACIÓN IN VITRO DE SMR E INM A PARTIR DE LIPOSOMAS EN 

PRESENCIA DE LIGANDOS 

La liberación y transporte in vitro de SMR e INM a partir de liposomas FC:COL 3:1, en presencia de 

soluciones acuosas de ß-CD al 1,8%; M-ß-CD al 12%; HP-ß-CD al 2,5 %  o MEG al 5% fue estudiada 

mediante la evaluación de la difusión a través de una membrana sintética (Figura 5.8). Los 

liposomas conteniendo SMR, en presencia de las CD menos hidrofílicas (ß-CD y M-ß-CD), 

presentaron un comportamiento similar al de la formulación en ausencia de ligandos, observándose 

un efecto de retención de 0 a 6 h respecto a esta última. Del mismo modo, los liposomas 

conteniendo INM, en presencia de las tres CD, exhibieron un fuerte efecto de retención en 

comparación con el sistema de liposomas FC:COL 3:1 sin ligandos. Por otro lado, los perfiles de 

liberación de SMR a partir de los liposomas conteniendo HP-ß-CD o MEG presentaron mayores 

porcentajes de liberación del fármaco, alcanzando valores cercanos al 40% a las 6 h. Estos 

resultados concuerdan con los observados para los complejos binarios de ambos IFA y ternarios de 

SMR con estas CD, indicando una fuerte influencia de los ligandos sobre la liberación de los 

fármacos vehiculizados en este tipo de sistemas. 
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Figura 5.8. Perfiles de liberación in vitro de: a) SMR e b) INM, a partir de la formulación control (■); de  

Liposomas FC:COL 3:1  en ausencia de ligandos (●); conteniendo ß-CD (▲); M-ß-CD (▼); HP-ß-CD 
(◄); o MEG (sólo SMR) (►) incorporados en la fase acuosa (cada valor representa el promedio ± S.D. 
de n ≥ 3).  
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5.4. CONCLUSIONES PARCIALES 

Los estudios de liberación in vitro demostraron que los complejos binarios con ß-CD, M-ß-CD, 

HP-ß-CD y MEG produjeron una disminución en la tasa de transporte a través de la membrana de 

acetato de celulosa, permitiendo la liberación sostenida de los fármacos. Los sistemas ternarios con 

ß-CD y M-ß-CD produjeron un efecto de retención adicional, mientras que el sistema ternario con 

HP-ß-CD y MEG incrementó apreciablemente la liberación de SMR, mostrando que los complejos 

ternarios fueron superiores a los binarios en términos de modulación de  la liberación. 

Por otro lado, las ME fueron capaces de incrementar el índice de liberación de SMR, 

observándose una gran ventaja de la estrategia de combinación de CD o MEG con ME, ya que la 

presencia de MEG, ß-CD y M-ß-CD incrementó significativamente la cantidad de los fármacos 

liberada alcanzando valores del 95 al 100%, lo que se debe al aumento de solubilidad producido 

por los ligandos, que facilita la penetración del fármaco a través de la capa estática de agua.  Los 

liposomas FC:COL produjeron un fuerte efecto de retención de los IFA permitiendo la liberación 

sostenida de los mismos. Por otro lado, los efectos de los ligandos presentes en los liposomas 

FC:COL 3:1, sobre la liberación de los fármacos, concuerdan con los observados para los 

correspondientes complejos binarios, indicando una fuerte influencia de los mismos sobre sobre la 

liberación de los IFA vehiculizados en liposomas. 

Considerando que en la terapéutica, en algunas ocasiones, puede requerirse un efecto de 

retención en la liberación del IFA y, en otras, el aumento de esta última, es importante destacar que 

las estrategias de formulación estudiadas otorgan robustez para la modulación de la liberación de 

los fármacos. De esta manera, las formulaciones estudiadas demostraron ser promisorias para 

aumentar la biodisponibilidad de fármacos, con un costo accesible y facilidad de preparación, 

permitiendo la vehiculización de IFA escasamente solubles en agua. 
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6.1. INTRODUCCIÓN 
 
El Sistema de Clasificación Biofarmacéutico (SCB) es un lineamiento científico para la clasificación 

de fármacos en base a su solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal, los cuales son factores 

fundamentales que afectan la biodisponibilidad oral de fármacos.1 El objetivo del presente capítulo 

fue desarrollar un método rápido, eficaz, reproducible y de bajo costo para la predicción apropiada 

de la permeabilidad de fármacos con características estructurales diversas y que son absorbidos 

por un mecanismo de difusión pasiva, que facilite la evaluación del comportamiento que tendrá un 

producto farmacéutico de acuerdo al SCB. Para ello, se realizaron ensayos de permeación utilizando 

celdas de Franz horizontales bicompatimentales, empleando una membrana artificial bio-mimética. 

Además, el experimento fue llevado a cabo con 14 fármacos, de los cuales se conocen los datos de 

fracción de dosis absorbida en humanos (Fa%), para establecer una correlación entre los 

coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) obtenidos experimentalmente, así como de los Fa% 

determinados in vivo, con la finalidad de evaluar la aplicabilidad y eficacia del método para la 

predicción de la permeabilidad de fármacos que son absorbidos por un mecanismo de difusión 

pasiva. Posteriormente, se evaluó la permeabilidad de SMR e INM con el objetivo de clasificar estos 

fármacos de acuerdo al SCB, y a partir de ello, se evaluó el efecto de los complejos binarios y 

ternarios, de microemulsiones y liposomas, previamente estudiados, sobre la permeabilidad de los 

mismos. 

  

6.1.1. PERMEABILIDAD INTESTINAL DE FÁRMACOS 

La determinación de la permeabilidad intestinal de IFA ha sido extensamente utilizada, ya que 

constituye uno de los principales factores que gobiernan tanto la tasa como la extensión de la 

absorción en humanos (Fabs) de los mismos tras la administración oral. Numerosas investigaciones 

científicas han establecido la existencia de una buena correlación entre la permeabilidad en yeyuno 

humano (Peff),  determinada utilizando técnicas de perfusión intestinal de paso simple y la fracción 

de dosis absorbida, a partir de una formulación de liberación inmediata, de disolución rápida. La 

mejor forma de determinar la Fabs son los estudios farmacocinéticos de balance de masa, los cuales 

presentan alta complejidad y alto costo, debido a que requieren ingredientes farmacológicamente 

activos radiomarcados. 

  

6.1.2. DIFUSIÓN DE FÁRMACOS A TRAVÉS DE MEMBRANAS BIOLÓGICAS 

La membrana celular es una estructura anfipática, compuesta fundamentalmente por una bicapa 

lipídica y proteínas (Figura 6.1). Las tres clases principales de lípidos anfipáticos que la componen 

son: fosfolípidos, glicolípidos y esteroides. La proporción de cada uno depende del tipo de célula 

pero, en general, los fosfolípidos son los más abundantes, siendo fosfatidilcolina un componente 

fundamental.  La disposición de las cabezas polares hidrofílicas y las colas apolares hidrofóbicas de 

los fosfolípidos, dentro de la bicapa lipídica, previene la difusión a través de la membrana de solutos 
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polares tales como aminoácidos, ácidos nucleicos, carbohidratos, proteínas y iones y, en general, 

permite la difusión pasiva de moléculas hidrofóbicas.2 

 
 

Figura 6.1. Estructura de la membrana celular. 

La bicapa fosfolipídica, que posee en su estructura proteínas de membrana específicas, 

permite la permeabilidad selectiva de moléculas mediante mecanismos de transporte pasivo y 

activo.  

Cuando el movimiento de sustancias a través de la membrana sucede por medio de un 

equilibrio químico o eléctrico, transcurre sin requerimientos de energía, pudiendo ocurrir por 

medio de transporte pasivo, tal como una simple difusión vía gradientes (vía transcelular o 

paracelular), o mediante difusión facilitada, mediada por proteínas transportadoras. En otros casos, 

es necesario el movimiento de sustancias en contra del gradiente químico o eléctrico para mantener 

las concentraciones apropiadas dentro de la célula o de las organelas. Este tipo de transporte 

requiere de energía. Las células utilizan dos tipos de transporte activo, que requieren energía en 

forma directa o indirecta, mediante el uso de ATP (Figura 6.2).2 A su vez, la difusión pasiva de IFA es 

impulsada por concentraciones abundantes del mismo en el exterior acuoso de la membrana o en el 

vehículo acuoso del fármaco.3 Las formulaciones galénicas pueden optimizar la solubilidad de un 

fármaco o mejorar la permeabilidad a través de membranas, incrementando así la 

biodisponibilidad del mismo.4–9   
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Figura 6.2. Mecanismos de transporte celular 

  
La base fundamental del SCB es la aplicación de la primera ley de Fick, para el transporte a 

través de una membrana, la cual establece que el flujo de un fármaco (masa/área/tiempo), a través 

de la pared intestinal, es igual a la permeabilidad por la concentración del IFA sobre la superficie de 

la membrana. En términos generales, la misma se relaciona con el balance de masa local que debe 

ocurrir para la absorción de fármacos, el cual es pertinente a cada punto a lo largo de la membrana 

intestinal. La permeabilidad, en general, depende de la posición y del tiempo, y su dependencia está 

dada por la concentración del IFA.  

La predicción teórica de la extensión de la absorción puede llevarse a cabo, en base a este  

balance de masa, resultando en la siguiente ecuación:10  

  

              ∫  
    

 

∫ ∫  
 

                  

 
donde tres es el tiempo de residencia del fármaco en el lumen intestinal; A es el área de la membrana 

intestinal; Peff es la permeabilidad efectiva del fármaco a través de la membrana; C es la 

concentración del fármaco en el lumen intestinal; y t es el tiempo.  

En un experimento predictivo de la permeabilidad de un IFA es importante proveer 

condiciones de sumidero durante el experimento, a fin de evitar efectos artificiales de saturación. 

La condición de sumidero se cumple cuando la concentración del fármaco en el medio liberado, no 

excede el 10% de la solubilidad del mismo en este medio, bajo las condiciones experimentales a un 

tiempo dado.11  
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6.1.3. MÉTODOS PARA LA EVALUACIÓN DE LA PERMEABILIDAD DE FÁRMACOS 

La absorción intestinal de IFA es esencial para el éxito terapéutico de productos farmacéuticos que 

son administrados por vía oral. Con el creciente descubrimiento de nuevas entidades químicas 

farmacológicamente activas ha surgido la necesidad de métodos fiables de screening para la rápida 

evaluación y predicción de las propiedades biofarmacéuticas de dichas moléculas en etapas 

tempranas de desarrollo.12 Los métodos para la determinación de absorción pueden ser modelos in 

situ,4,13,14 in vivo,15–17 in sílico,17–19 o in vitro,20–23 utilizados solos o en combinación. A pesar de que la 

utilización de modelos in vivo resulta más eficaz para predecir la absorción intestinal de fármacos, 

los mismos no son capaces de satisfacer los requerimientos productivos de las industrias en 

términos de estabilidad y productividad.2 Un método in vitro, ampliamente utilizado para evaluar la 

absorción intestinal de IFA, es la utilización de cultivos de monocapas de células Caco-2,6,24–27 el cual 

presenta la ventaja de que contempla tanto el transporte pasivo como el transporte activo. En 

contraste, la utilización de células Caco-2 es laboriosa y difícilmente puede aplicarse para screening 

de alto rendimiento.28 Las técnicas in sílico, basadas puramente en cálculos computacionales de 

ciertas propiedades físico-químicas de moléculas activas para estimar su potencial de absorción, 

resultan atractivas, pero su poder de predicción en la actualidad es insatisfactorio.12  

Dado que la mayoría de las moléculas activas son absorbidas principalmente mediante 

trasporte pasivo, el uso de membranas artificiales, que imiten las membranas biológicas, ofrece una 

estrategia de alto rendimiento y efectividad para establecer el potencial de absorción de un fármaco 

que es absorbido por este mecanismo.13 El ensayo de permeabilidad de membranas artificiales 

paralelas [Parallel Artificial Membrane Permeability Assay (PAMPA)] fue desarrollado para la 

determinación rápida de la permeabilidad pasiva de moléculas a través de una membrana (Kansy et 

al., 1998).29 PAMPA consiste en filtros hidrofóbicos, cubiertos de lecitina en una solución de 

solvente orgánico, siendo completamente artificial, sin poros ni sistemas de transporte activo.28,29 

La técnica ha recibido considerable atención en la industria farmacéutica debido a que ofrece una 

determinación fisicoquímica simple de la permeabilidad de IFA con un bajo costo y un alto 

rendimiento.8,30 Sin embargo, PAMPA presenta la desventaja de la imposibilidad de mantener las 

condiciones de sumidero durante los experimentos de permeación, debido al escaso volumen de los 

compartimentos donores y receptores.12  El ensayo de permeabilidad utilizando celdas de difusión 

de Franz es uno de los métodos más comúnmente utilizados.10,15  por lo que constituye una técnica 

simple, rápida y útil para predecir la absorción oral de fármacos con buena reproducibilidad y bajo 

costo, si es utilizado junto con una membrana artificial bio-mimética apropiada.  Además, el uso de 

celdas de Franz presenta la ventaja de que la temperatura puede ser controlada y los 

compartimentos donor y receptor presentan mayor volumen en comparación con PAMPA, así como 

también es posible mantener las soluciones donora y receptora bajo agitación continua, 

permitiendo la conservación de las condiciones de sumidero durante el experimento de 

permeación. Además, para evaluar la confiabilidad de un método predictivo de absorción in vitro, es 

posible realizar una correlación in vivo-in vitro.8,12,29,31 Por estos motivos, este método puede 

constituir una técnica de rutina para el control de calidad de productos farmacéuticos en términos 

de su absorción oral, contribuyendo a reducir y/o remplazar el uso de animales en investigación.  
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6.2. MATERIALES Y MÉTODOS 

6.2.1. MATERIALES 

Antipirina, atenolol,  alopurinol, verapamilo, ketoprofeno, propanolol, cloranfenicol, 

hidroclorotiazida, furosemida, naproxeno, sulfamerazina e indometacina fueron adquiridos de 

Parafarm®, Argentina. Aciclovir fue obtenido de ELEA®, Argentina y Cafeína, Teofilina y 

carbamazepina fueron obtenidos de Unifarma®, Argentina. Meglumina, Lipoid ® S100 y Colesterol 

fueron proporcionado por Sigma Aldrich®, USA; ß-CD (PM = 1135), M-ß-CD (PM = 1190) e 

HP-ß-CD (PM = 1325) fueron cordialmente donador por Ferromet® (agente en Argentina de 

Roquette®). Todos los materiales y solventes utilizados fueron de grado analítico. El agua 

purificada fue obtenida mediante un sistema de purificación Millipore Milli-Q. 

  

 6.2.2. DISEÑO EXPERIMENTAL 

6.2.2.1. ESTUDIOS DE PERMEABILIDAD IN VITRO 

Los experimentos de permeación fueron llevados a cabo utilizando celdas de difusión de Franz 

bicompatimentales, con un área de difusión activa de 1,44 cm2 (Figura 6.3). Con el propósito de 

imitar las propiedades lipofílicas de las membranas biológicas, fueron utilizadas membranas de 

éster de celulosa de 0,45 µm (Gamafilm S.A., Argentina) como soporte, las cuales fueron 

impregnadas por inmersión durante 30 min, con una solución al 10% w/w de 80% de Lipoid ® 

S100 y 20% de Colesterol, dispersos en 2 mL de n-octanol (Tabla 6.1) y posteriormente fueron 

montadas entre el compartimento donor y receptor.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Ambas fases fueron termostatizadas a 37,0 ± 0,5 0C a ambos lados de la celda de difusión, a 

través de un baño de circulación. Se utilizó una solución reguladora de fosfatos (SRF)  0,01 M de pH 

7,4 como el medio de difusión en las celdas donora y receptora. Los fármacos, suspendidos en la 

SRF en una concentración equivalente a la mayor dosis 32 (Tabla 6.2) en 250 mL, fueron 

introducidos en el compartimento donor. Las soluciones dentro de los compartimentos fueron 

sometidas a agitación mecánica a 14000 rpm (Auto Science®). Las muestras (2 mL) fueron 

extraídas del compartimento receptor a intervalos de tiempo fijos, restituyendo el volumen 

extraído con SRF previamente termostatizada.  

 Tabla 6.1. Composición de la membrana artificial utilizada en los 
estudios de permeabilidad.   

n-octanol (%): 90 
  

Lípidos (%): 10 
Colesterol (%): 20 

Lipoid S100 (%): 80 
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Figura 6.3. Sistema utilizado para la determinación de la permeabilidad utilizando celdas de Franz 

bicompartimentales. 

Las concentraciones de los IFA fueron determinadas espectrofotométricamente a longitudes 

de onda específicas (Tabla 6.2), utilizando un espectrofotómetro UV visible Agilent Technologies ® 

Cary 60. Todos los experimentos fueron realizados en triplicado. 

Con el fin de monitorear el cumplimiento de la condición de sumidero durante los 

experimentos, fue calculada la relación entre la concentración de fármaco en los compartimentos 

receptor y donor a todos los tiempos, considerando apropiado un cociente menor a 0,1. Los 

coeficientes de permeabilidad aparente (Papp) fueron calculados, a partir de la pendiente de la 

porción lineal inicial de los perfiles de permeación, de acuerdo a la siguiente ecuación, la cual deriva 

de la primera Ley de Fick: 

 

      
  

  
   

 

       
 

(1) 

 

donde dQ/dt es la cantidad acumulativa de IFA  permeado en función del tiempo (mg/min), V es el 

volumen del compartimento receptor, A es el área de superficie de la membrana, C0 es la 

concentración inicial de fármaco en el compartimento donor y 60 es el factor de conversión de 

minutos a segundos. 
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Tabla 6.2. Longitudes de onda (nm), mayores dosis orales (mg), coeficientes de permeabilidad aparentes 

(Papp), fracciones absorbidas (Fa%), pKa, porcentajes de ionización (%), carga y clasificación de acuerdo al 
Sistemas de Clasificación Biofarmacéutico (SCB) de los fármacos seleccionados para la validación de la 

membrana. 

Fármaco 
Longitud 
de onda 

(nm) 

Mayor 
dosis 

oral(mg)
a
 

P
app 

 

(x10
-6 

cm s
-1

) 
%Fa pKa 

Ionización 
% d 

Carga Permeabilidad 

Aciclovir 254 500 0,082 ± 0,006 30 2,3;9,3 1,24 0 baja 

Atenolol 274 100 0,29 ± 0,05 52 9,6 99,37 + baja 

Furosemida 277 55 0,90 ± 0,06 55 3,9 99,97 - baja 

Hidroclorotiazida 276 2000 1,3 ± 0,1 70 7;9,2 71,53 - baja 

Cloranfenicol 277 100 21,5 ± 0,8 90 7,83 27,09 - alta 

Alopurinol 251 100 0,64 ± 0,05 90 7,49 44,84 0 alta 

Teofilina 272 100 1,9 ± 0,5 97 3,5;8,6 5,94 - alta 

Naproxeno 291 500 23,7 ± 0,3 98 4,6 99,84 - alta 

Verapamilo 230 480 0,9 ± 0,2 98 8,9 96,93 + alta 

Carbamazepina 276 4000 33 ± 3 100 1,5 0,00 0 alta 

Propanolol 291 100 4,2 ± 0,4 100 0,6;14 0,00 + alta 

Cafeína 272 200 1,8 ± 0,2 100 1,5 0,00 0 alta 

Ketoprofeno 262 75 1,1 ± 0,2 100 4,45 99,89 - alta 

Antipirina 244 400 1,6 ± 0,3 100 9,67 99,47 0 Alta 

a Referencia bibliográfica de mayores dosis orales:32 
b Referencias bibliográficas de datos de Fracción de dosis absorbida:8,12,23,32,33 

c Referencias bibliográficas de datos de pKa:34–37 
d Los % de Ionización fueron calculados utilizando la ecuación de Henderson-Hasselbalch. 
e Carga: de la molécula a pH 7,4 de acuerdo al % de ionización y al pKa.  

  

6.2.2.1.1. ESTUDIOS DE VALIDACIÓN DE LA MEMBRANA 

Con el objetivo de demostrar la aplicabilidad y eficacia de la membrana, para predecir la 

permeabilidad de fármacos que son absorbidos por un mecanismo de difusión pasiva, fueron 

evaluados 14 compuestos activos (Figura 6.4) de fracción de dosis absorbida en humanos (Fa%) 

conocida.8,12,23,32,33 Los fármacos fueron elegidos de acuerdo con la recomendación de la FDA 37  de 

representar un rango amplio de características de absorción, que sean absorbidos por difusión 

pasiva y que presenten estructuras, comportamiento ácido base y solubilidades diversas para 

evaluar la capacidad predictiva del modelo.8,12,24,32–38 La correlación de %Fa y los valores de Papp, 

obtenidos con el método desarrollado, fue realizada utilizando el modelo propuesto por Amidon et. 

al. 1988,  en base a la siguiente ecuación:31 
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%Fa = (1 - e A . Papp ) χ 100 (2) 

  

donde A es el coeficiente de correlación entre los datos de %Fa y los Papp obtenidos mediante el 

ensayo de permeabilidad. 

 

 

 
Figura 6.4.  Estructuras químicas de los fármacos estándares utilizados para los estudios de validación 

de la membrana. 

 6.2.2.1.2. CLASIFICACIÓN DE SMR E INM DE ACUERDO AL SCB 

Con el propósito de clasificar a SMR e INM de acuerdo al SCB, los coeficientes de permeabilidad de 

los fármacos puros fueron determinados mediante la incorporación de concentraciones 

equivalentes a las dosis orales 39,40 (Tabla 6.3.) en 250 mL, suspendidas en SRF de pH 7,4 dentro del 

compartimento donor. Las concentraciones iniciales de SMR e INM, fueron de 0,22 y 0,11 mg/mL, 

respectivamente. Las concentraciones de los fármacos fueron determinadas, por 

espectrofotometría UV, a 240 y 267 nm, respectivamente. Los Papp  de SMR e INM fueron obtenidos 

a partir de la pendiente de la porción lineal inicial de la gráfica de dQ vs. t, utilizando la ecuación 1, 

para evaluar el comportamiento de permeabilidad de los IFA. Considerando que el SCB establece 

que un fármaco es considerado de alta solubilidad cuando la mayor dosis del mismo es soluble en 
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un volumen de 250 mL o menor de medio acuoso en el rango de pH entre 1 y 7,5,40 los volúmenes 

necesarios para solubilizar la dosis de cada IFA modelo fueron calculados a partir de la solubilidad 

de los fármacos en agua, en SRF de pH 2 y de pH 8, con el fin de clasificarlos en términos de 

solubilidad. 

6.2.2.1.3. EFECTO DE LAS DIFERENTES FORMULACIONES SOBRE LA 

PERMEABILIDAD APARENTE DE LOS FÁRMACOS 

Con el objetivo de evaluar el efecto de diferentes formulaciones sobre la permeabilidad de los IFA, 

los coeficientes de permeabilidad de SMR e INM, contenidos en complejos binarios y ternarios con 

CD y/o MEG y en microemulsiones o liposomas, en ausencia o en presencia de ligandos (1,8% ß-CD; 

12% M- ß-CD; 2,5% HP- ß-CD; 5% MEG), fueron determinados tras la incorporación de 0,22 y 0,11 

mg/mL de SMR e INM, respectivamente, en los sistemas mencionados, los cuales fueron preparados 

de acuerdo a los procedimientos descriptos previamente. Los Papp  de las formulaciones 

farmacéuticas fueron determinados a partir de la pendiente de las porciones iniciales de los 

gráficos de dQ vs t, mediante la utilización de la ecuación 1, a la vez que se efectúo el mismo 

procedimiento, utilizado para clasificar a los fármacos puros en términos de permeabilidad y 

solubilidad, descripto en la Sección 6.2.2.1.2. 
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6.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

6.3.1. ESTUDIOS DE PERMEABILIDAD A TRAVÉS DE MEMBRANAS ARTIFICIALES 

6.3.1.1. DESARROLLO Y EVALUACIÓN DEL PODER PREDICTIVO DEL MODELO DE 

PERMEABILIDAD 

El propósito del presente estudio fue desarrollar un método rápido, eficaz, reproducible y de bajo 

costo capaz de predecir apropiadamente la permeabilidad de fármacos estructuralmente diversos y 

que son absorbidos por un mecanismo de difusión pasiva. Los experimentos de permeación fueron 

realizados usando celdas de difusión de Franz bicompartimentales, con una membrana artificial 

bio-mimética a 37,0 ± 0,5 0C y con agitación continua de 14000 rpm.  Con el fin de demostrar la 

aplicabilidad y la eficacia predictiva del modelo, fueron obtenidos los valores Papp  de 14 

compuestos a partir de la ecuación 1, utilizando los porcentajes de fracción absorbida en humanos 

(%Fa) tomados de la literatura, los que son presentados en la Tabla 6.2.   Estas sustancias resultan 

adecuadas para evaluar el poder predictivo del modelo ya que las mismas son absorbidas por un 

mecanismo de difusión pasiva, representan un amplio rango de características de absorción y 

presentan diversidad de estructuras, comportamiento ácido-base y solubilidades. En todos los 

experimentos, los cocientes entre las concentraciones del fármaco en el compartimento receptor y 

donor, a todos los tiempos, fueron iguales o menores a 0,1, indicando que se mantuvieron las 

condiciones de sumidero durante todo el procedimiento, así como los valores bajos de desviación 

estándar demostraron la buena reproducibilidad del método propuesto para una diversidad de 

compuestos. La correlación entre los %Fa y los valores de Papp obtenidos con el método 

desarrollado fue realizada mediante el ajuste exponencial de la curva expuesta en la Figura 6.5 

utilizando la ecuación 2, propuesta por Amidon et. al. en 1988.31 Se observó una buena correlación 

para los 14 compuestos, evidenciada por un valor r2 de 0,8517 con un coeficiente de correlación (A) 

de -2,3 ± 0,4. 

Considerando que el Papp de alopurinol, que presenta un %Fa de 90% fue de                        

0,64 χ10-6 cm s-1, este valor fue establecido como el límite de alta permeabilidad para este método y 

fue utilizado para clasificar a los fármacos modelos, SMR e INM, de acuerdo al SCB. En el rango de 

baja permeabilidad (Papp < 0,64 χ 10-6 cm s-1) el factor limitante de la velocidad de permeación es la 

difusión a través de la membrana, como fue previamente reportado por Sugano et. al.30 Por otro 

lado, en el rango de alta permeabilidad (Papp > 0,64 χ 10-6 cm s-1) el límite superior fue demarcado 

por la línea correspondiente a Fa = 100% y se registró para un amplio rango de valores de Papp de 

(1,1 a 33) χ 10-6 cm s-1, indicando que la limitante de la permeabilidad acuosa, en esta región, es la 

difusión a través de la capa estática de agua alrededor de las partículas es la etapa limitante de la 

velocidad.31 
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Figura 6.5. Correlación entre la fracción absorbida en humanos (Fa%) y los coeficientes de 

permeabilidad aparentes (Papp) obtenidos para 14 compuestos 

6.3.1.2. CLASIFICACIÓN DE LOS FÁRMACOS MODELO DE ACUERDO AL SCB 

Con el objetivo de clasificar a los fármacos modelos de acuerdo al SCB, los Papp de  SMR e INM 

suspendidas en SRF, fueron determinados a partir de las pendientes de las porciones lineales 

iniciales de los gráficos de dQ vs t y utilizando la ecuación 1. Los valores de Papp fueron de (5,9 ± 0,7) 

y (16,7 ± 0,7)  χ 10-6 cm s-1 para SMR e INM, respectivamente, así como los valores predichos de %Fa 

a partir de la Ecuación 2, fueron del 100% en ambos casos (Tabla 6.3). De acuerdo al límite de 

permeabilidad para este método, establecido en la Sección 6.3.1.1 (Papp > 0,64 χ 10-6 cm s-1), ambos 

fármacos fueron clasificados como compuestos altamente permeables. Por otro lado, considerando 

que el SCB establece que un compuesto es considerado de alta solubilidad cuando la mayor dosis es 

soluble en un volumen de medio acuoso de 250 mL o menor, en el rango de valores de pH 

comprendido entre 1 y 7,5;37  los volúmenes necesarios para solubilizar la dosis de cada fármaco 

modelo fueron calculados a partir de los valores de solubilidad en agua, en SRF de pH 2 y de pH 8 y 

son presentados en la Tabla 6.3. Las SRF de pH 2 y pH 8 fueron elegidas debido a que ambos 

fármacos son ácidos débiles que se encontrarán totalmente neutros o ionizados a estos valores de 

pH (pKa (SMR) = 2,06; 6,9;41 pKa (INM) = 4,536) y por lo tanto, presentarán mínima o máxima solubilidad, 

respectivamente. Como pudo observarse en la tabla 6.3, los volúmenes necesarios para solubilizar 

las mayores dosis terapéuticas de SMR e INM a pH 2 (759,09 y  5000,00 mL) y en agua  (521,88 y 

625000,0 mL)  fueron mayores a 250 mL. Estos resultados permiten clasificar a ambos fármacos 

como escasamente solubles, por lo tanto, debido a que presentaron alta permeabilidad, pueden ser 

clasificados como de CLASE II de acuerdo al SCB. 
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 6.3.1.3. EFECTO DE DIFERENTES FORMULACIONES SOBRE LA PERMEABILIDAD 

APARENTE DE LOS FÁRMACOS 

Con el propósito de evaluar el efecto de diferentes formulaciones sobre la permeabilidad de los 

fármacos vehiculizados, se realizaron experimentos de permeación para SMR e INM incorporadas 

en los complejos binarios y ternarios con MEG y/o ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD, en las microemulsiones 

y en los liposomas descriptos previamente. Los Papp de  cada producto farmacéutico fueron 

determinados a partir de las pendientes de las porciones lineales iniciales de los gráficos de dQ vs t 

(Figuras 6.6, 6.7 y 6.8) utilizando la ecuación 1 y los datos se muestran en las Tablas 6.4,  6.5 y 6.6, 

respectivamente.  

SMR e INM contenidas en los complejos binarios y SMR incluida en los complejos ternarios 

presentaron valores de %Fa mayores a 99%, sugiriendo que la permeabilidad de los fármacos no se 

encuentra afectada por la complejación, tras el beneficio de la aplicación de esta estrategia de 

solubilización. La permeación de los complejos ternarios de SMR  fue más sostenida que la de los 

complejos binarios, y ambos presentaron permeación más sostenida que la de SMR pura, con 

perfiles similares entre ellos. Los complejos binarios de INM presentaron perfiles similares a los del 

fármaco puro. Este comportamiento es probablemente debido a que los complejos de SMR 

presentan una hidrofilicidad notablemente mayor que la del fármaco puro, encontrando así mayor 

limitación de la velocidad de permeación en la etapa de difusión por la membrana. 

Por otro lado, todas las ME presentaron valores de %Fa superiores al 90% observándose 

perfiles de permeación más sostenida que la de los fármacos, con perfiles similares entre ellos, con 

excepción de las ME con ß-CD e HP-ß-CD conteniendo INM que presentaron perfiles similares a los 

del fármaco puro, como se observó para los complejos binarios de INM con CD. La razón de la 

permeación más sostenida probablemente sea debida a una reducción en el tamaño de los canales 

de agua y a un incremento en la micro-viscosidad de la formulación que produce un efecto de 

retención de los fármacos.  

 

Tabla 6.3. Mayores dosis orales, coeficientes de permeabilidad aparentes (Papp), fracción de dosis absorbida 
(Fa%), solubilidades intrínsecas (S0) y volúmenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua, pH 2 

y pH 8 para SMR e INM. 

 
Mayor 

dosis 

oral 

(mg)a 

Papp   

( χ10-6 cm/s) 
Fa (%) 

S0 (mg/mL) Volumen necesario (mL) 

 
en agua a pH 2 a pH 8 en agua a pH 2 a pH 8 

SMR 167 5,9 ± 0,7 100,00 0,22 ± 0,04 0,32 ± 0,06 1,6 ± 0,2 759,09 521,88 104,38 

INM 50 16,7 ± 0,7 100,00 0,010 ± 0,003 (8 ± 1)χ10-5 3,9 ± 0,2 5000,00 625000,0 12,82 

a Referencias bibliográficas de datos de mayores dosis orales:SMR,41 INM.42 
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Figura 6.6. Perfiles de permeabilidad de los complejos binarios de a) SMR y b) INM y de: c) complejos 

ternarios de SMR: fármacos en SRF (■); complejos con ß-CD (●); M-ß-CD (▲); HP-ß-CD  (▼); o 
MEG (◄). 

 

 

Por otra parte, fue evaluada la permeación de los fármacos a partir de los liposomas, en 

ausencia y en presencia de ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD o MEG (Figura 6.9 y 6.10), observándose que los 

fármacos presentaron valores de %Fa superiores al 99%. La permeación fue más sostenida que la 

de los fármacos puros y con perfiles similares entre ellos, excepto para el sistema con M-ß-CD 

conteniendo INM que presentó un perfil muy similar al del fármaco puro. 
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Tabla 6.4. Coeficientes de permeabilidad aparentes (Papp), fracción absorbida (Fa%), solubilidades 
(S) y volúmenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua, y en soluciones de pH 2 y pH 8 
para SMR e INM contenidas en complejos binarios y ternarios con ciclodextrinas y/o meglumina.  

  
P

app
   

(χ10
-6

 cm s-1) 
Fa (%) 

S (mg/mL) Volumen necesario (mL) 

 agua pH 2 pH 8 Agua pH 2 pH 8 

SMR 5,9 ± 0,7 100,00 0,22 0,32 1,6 759,09 521,88 98,24 

SMR:ß-CD 4 ± 1 100,00 0,83 1,15 3,768 201,20 145,22 44,32 

SMR:M-ß-CD 3,9 ± 0,9 100,00 2,2 3,5 8,1 75,91 47,71 20,62 

SMR:HP-ß-CD 6,7 ± 0,9 100,00 0,69 0,99 1,9 242,03 168,69 87,89 

SMR:MEG 3,7 ± 0,6 100,00 46,8 0,35 54,8 
3,57 477,14 3,05 

SMR:ß-CD:MEG 3,1 ± 0,9 99,99 0,97 1,3 2,36 172,16 128,46 70,76 

SMR:M-ß-CD:MEG 3,1 ± 0,9 99,99 6,28 2,8 11 26,59 59,64 15,18 

SMR:HP-ß-CD:MEG 3 ± 1 99,99 4,4 1,23 2,5 37,95 135,77 66,80 

INM 16,7 ± 0,7 100,00 0,010 8,00.10-5 0,070 5000 625000 714,29 

INM:ß-CD 18 ± 5 100,00 0,039 0,0145 5,861 1269 3445 8,53 

INM:M-ß-CD 9,7 ± 0,3 100,00 1,006 0,026 15,801 49,70 1947 3,16 

INM:HP-ß-CD 12,0 ± 0,8 100,00 0,028 0,0034 0,796 1799 14902 62,85 

 

Del mismo modo que con los fármacos puros, los volúmenes necesarios para solubilizar la 

dosis de los fármacos contenidos en las formulaciones estudiadas fueron calculadas a partir de las 

solubilidades en agua, y en SRF de pH 2 y pH 8 y son presentadas en las Tablas 6.4, 6.5 y 6.6. A 

modo ilustrativo, en la Figura 6.9. se presentan las solubilidades en agua de los fármacos contenidos 

en todas las formulaciones. 

 

 
Figura 6.7. Perfiles de permeabilidad de SMR e INM: en SRF (■) en ME1 (●); en ME2 (▲); en ME3  (▼); 

en ME4 (◄) y en ME5 (►); 

 

  



Tesis Doctoral Lic. Carolina Aloisio, Departamento de Farmacia, FCQ, UNC. 

 

Página 202 de 224 

 

Tabla 6.5. Coeficientes de permeabilidad aparentes (Papp), fracción absorbida (Fa%), solubilidades y 
volúmenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua, y en soluciones de pH 2 y pH 8 para 

SMR e INM contenidas en diferentes ME. 

Muestra P
app

   

(χ10
-6

 cm/s) 
Fa (%) 

S (mg/mL) 
Volumen 

necesario(mL) 

 agua pH 8 agua pH 8 

SMR 7 ± 1 100,00 0,22 1,66 759,09 100,75 

SMR en ME1 2,0 ± 0,1 99,85 6,02203 2,7548 27,73 60,62 

SMR en ME2 1,0 ± 0,1 95,24 7,47216 5,0152 22,35 33,30 

SMR en ME3 1,5 ± 0,2 99,27 5,61844 9,7007 29,72 17,22 

SMR en ME4 4,7 ± 0,5 100,00 13,346 13,00381 12,51 12,84 

SMR en ME5 0,8 ± 0,2 92,73 21,05 16,63 7,93 10,04 

SMR en ME5 + ß-CD 2,6 ± 0,6 99,97 17,30 20,18 9,65 8,28 

SMR en ME5 + M-ß-CD 5,2 ± 0,7 100,00 9,62 12,24 17,36 13,64 

SMR en ME5 + HP-ß-CD 2,3 ± 0,9 99,94 22,53 26,39 7,41 6,33 

SMR en ME5 + MEG 2,2 ± 0,4 99,91 32,36 35,96 5,16 4,64 

INM 15 ± 3 100,00 0,01 8,00E-05 5000,00 625000,00 

INM en ME1 5,3 ± 0,3 100,00 18,48 16,17 2,70 3,09 

INM en ME2 2,6 ± 0,7 99,98 26,82 30,41 1,86 1,64 

INM en ME3 2,2 ± 0,6 99,90 38,62 41,49 1,29 1,21 

INM en ME4 4,7 ± 0,3 100,00 48,33 52,12 1,03 0,96 

INM en ME5 10 ± 2 100,00 67,014 59,91 0,75 0,83 

INM en ME5 + ß-CD 12 ± 3 100,00 65,26 73,11 0,77 0,68 

INM en ME5 + M-ß-CD 7 ± 1 100,00 25,77 36,77 1,94 1,36 

INM en ME5 + HP-ß-CD 12 ± 2 100,00 64,99 62,06 0,77 0,81 

 

Para las ME, la solubilidad en SRF de pH 2 no fue tenida en consideración debido a que no 

fue posible preparar las formulaciones a este valor de pH debido a la presencia de OS en su forma 

neutra (ver Capítulo III). Se observó que los volúmenes necesarios para solubilizar a la SMR 

contenida en los complejos fueron menores a 250 mL para la mayoría de los sistemas en todos los 

medios acuosos evaluados, con excepción del sistema SMR:MEG a pH 2, para el cuál se había 

observado una disminución en la concentración de SMR en función de la de MEG, probablemente 

debido a que los grupos amino de ambos se encuentran protonados en este medio                    

[pKa(SMR amino) = 2,6;41 pKa (MEG) = 9,5 42] provocando repulsión electrostática y desfavoreciendo así la 

formación de un sistema binario (Sección 2.3.1.1.1.). Ninguno de los complejos de INM con las CD 

presentó volúmenes de solubilización menores a 250 mL en los tres medios, no alcanzando así el 

objetivo deseado al aplicar esta estrategia de solubilización.  
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Figura 6.8. Perfiles de permeabilidad de SMR e INM: en SRF (■); en ME5 en ausencia de ligando (●); 

conteniendo 1,8% ß-CD (▲); 12% M-ß-CD (▼); 2,5% HP-ß-CD (◄); o 5% MEG (►) como fase 

acuosa. 

Tabla 6.6. Coeficientes de permeabilidad aparentes (Papp), fracción absorbida (Fa%), solubilidades en 
agua (S agua) y volúmenes necesarios para solubilizar la mayor dosis en agua para SMR e INM 

contenidas en diferentes liposomas. 

Muestra P
app  

(x10
-6

 cm/s) Fa% S 
agua 

(mg/mL) Volumen 
necesario (mL) 

SMR 7 ± 1 100,00 0,22 759,09 

SMR FC:COL 1:1 3 ± 1 100,00 1,76 94,89 

SMR FC:COL 2:1 1,7 ± 0,5 99,59 2,05 81,46 

SMR FC:COL 3:1 1,9 ± 0,5 99,80 2,12 78,77 

SMR FC 2,4 ± 0,2 99,95 1,48 112,84 

SMR DRV 3:1 ß-CD 3,3 ± 1,1 100,00 0,6 278,33 

SMR DRV 3:1 M-ß-CD 4,8 ± 0,7 100,00 1,86 89,78 

SMR DRV 3:1 HP-ß-CD 5 ± 0,4 100,00 1,34 124,63 

SMR DRV 3:1 MEG 3 ± 0,3 99,99 28,37 5,89 

INM 14 ± 3 100,00 0,02 625000,00 

INM FC:COL 1:1 4,6 ± 0,4 100,00 0,1 300,000 

INM FC:COL 2:1 3,7 ± 1,0 100,00 0,11 272,727 

INM FC:COL 3:1 2,0 ± 0,9 99,82 0,1 300,000 

INM FC 2,0 ± 0,8 99,85 0,11 272,727 

INM DRV3:1 ßCD 10,1 ± 0,9 100,00 0,83 36,145 

INM DRV3:1 MßCD 15,0 ± 0,9 100,00 1,31 22,901 

INM DRV3:1 HPßCD 12,2 ± 2,5 100,00 1,08 27,778 
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Por otro lado, los volúmenes necesarios para solubilizar a SMR e INM fueron menores a 60,6 

y 3,1 mL cuando ambos IFA fueron incorporados en las formulaciones de ME nativas y menores a 

17,4 y 2,0 mL cuando fueron introducidos en ME conteniendo ligandos, respectivamente. Los 

volúmenes necesarios para solubilizar la dosis de SMR incorporada en la mayoría de los liposomas, 

excepto SMR DRV 3:1 ß-CD, y de INM incorporada en los liposomas DRV conteniendo ligandos, 

fueron menores a 250 mL. A partir de estos resultados, puede concluirse que la mayoría de los 

complejos y todas las ME conteniendo ambos fármacos, así como INM incorporada en los liposomas 

DRV conteniendo ligandos, fueron clasificados como productos farmacéuticos altamente solubles. 

Por ello, como estos sistemas presentaron tanto alta permeabilidad como alta solubilidad, pueden 

ser clasificados como de CLASE I de acuerdo al SBC. 

 
Figura 6.9. Perfiles de permeabilidad de a) SMR y b) INM: puras (■) ; o en liposomas FC:COL 1:1 (●); 

FC:COL 2:1 (▲); FC:COL 3:1 (▼); FC (◄). 
 
 

 
Figura 6.10. Perfiles de permeabilidad de: a) SMR y b) INM: puras (■); en liposomas FC:COL 3:1 en 

ausencia de ligando (●) o conteniendo: ß-CD (▲); M-ß-CD (▼); HP-ß-CD (◄) o MEG (►). 
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Figura 6.10. Solubilidades en agua de A) SMR y B) INM: 1a) puras; 1) en complejos binarios;                 
2)  en complejos ternarios (sólo SMR); 3) en liposomas a) FC:COL 1:1, b) 2:1, c) 3:1 o d) FC; 4) en 
liposomas DRV FC:COL 3:1 a) en ausencia de ligando, b) conteniendo  1,8% ß-CD, c) 12% M-ß-CD, d) 
2,5% HP-ß-CD  o e) 5%  MEG (sólo SMR); o 5) en microemulsiones  conteniendo a) agua, b) 1,8% 
ß-CD, c) 12% M-ß-CD, d) 2,5% HP-ß-CD o e) 5%  MEG (sólo SMR).  

 

  

A) B) 
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6.4. CONCLUSIONES PARCIALES 

Se observó una buena correlación entre los %Fa y los valores de Papp obtenidos mediante el método 

desarrollado a través de la evaluación de 14 compuestos, los cuales son absorbidos por un 

mecanismo de difusión pasiva y representan un amplio rango de características de absorción, 

diversidad estructural, de comportamiento ácido-base y solubilidades. Se mantuvo la condición de 

sumidero durante todo el procedimiento y los valores de desviación estándar bajos demostraron la 

buena reproducibilidad del método propuesto para una diversidad de compuestos. El Papp de 

Alopurinol, que presenta un %Fa de 90%, fue establecido como límite de alta permeabilidad para el 

corriente método y el mismo fue utilizado para clasificar a los fármacos modelos de acuerdo al SCB. 

De este modo, pudo desarrollarse y validarse exitosamente un método rápido, eficaz, reproducible 

y de bajo costo para la predicción apropiada de la permeabilidad de fármacos de estructuras 

diversas que son absorbidos por un mecanismo de difusión pasiva. SMR e INM fueron clasificados 

como CLASE II de acuerdo al SCB. Los valores de %Fa determinados para todos los productos 

farmacéuticos se mantuvieron por encima del 90%, demostrando así que la permeabilidad de los 

IFA no fue afectada por la incorporación de los mismos en los complejos, en las MEs o en los 

liposomas, sistemas que permitieron aumentar la solubilidad. 

La mayoría de los complejos y de los liposomas conteniendo SMR, todas las ME conteniendo 

ambos fármacos,  e INM incorporada en los liposomas DRV conteniendo ligandos, fueron 

clasificados como productos farmacéuticos altamente solubles. Como los mismos presentaron alta 

permeabilidad y alta solubilidad, pueden ser clasificados como de CLASE I, de acuerdo al SCB, 

otorgando una gama de posibilidades para incrementar la biodisponibilidad de estos fármacos y, 

por lo tanto, con ello mejorar el desempeño terapéutico de los mismos. 
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7.1. CONCLUSIÓN 
 Mediante el presente trabajo de Tesis fue posible demostrar la formación de los complejos binarios 

y ternarios de los IFA SMR e INM con CD y/o MEG, y se realizó la caracterización de los mismos, 

tanto en solución como en estado sólido por diferentes metodologías analíticas. Pudo  determinarse 

el efecto de los sistemas sobre la solubilidad de los fármacos, observándose aumentos significativos 

en la solubilización en comparación con los IFA libres, a la vez que MEG demostró la mayor eficacia 

para aumentar la solubilidad de SMR respecto a las CD. El mayor incremento en solubilidad fue 

obtenido con la estrategia de combinar la formación de sistemas binarios con MEG y el ajuste del 

pH. Además, se observó un efecto de solubilización adicional de M-ß-CD e HP-ß-CD en presencia de 

MEG. Además, los complejos binarios con ß-CD, M-ß-CD, HP-ß-CD y MEG permitieron la liberación 

sostenida de los fármacos, así como los sistemas ternarios con ß-CD y M-ß-CD produjeron un efecto 

de retención adicional, mientras que el complejo ternario con HP-ß-CD incrementó 

significativamente el efecto de liberación de SMR.  

Los sistemas ternarios mostraron una clara superioridad frente a los complejos binarios, en 

términos de solubilidad y de modulación de  la liberación. 

Por otro lado, fue posible obtener microemulsiones mediante un procedimiento simple y a 

partir de componentes altamente biocompatibles, capaces de incorporar cantidades apreciables de 

los IFA. Se observaron claramente las ventajas de la estrategia de combinar CD y MEG con ME, 

principalmente en cuanto a las cantidades incorporadas de SMR e INM, principalmente con MEG en 

agua para SMR y ß-CD en SRF 8 para INM, así como la presencia de MEG y M-ß-CD en las ME 

incrementó significativamente la cantidad liberada de los fármacos.  

Además, mediante los estudios realizados fue posible desarrollar liposomas para la 

vehiculización de los IFA de escasa solubilidad acuosa. Se determinó que ambos los fármacos se 

encontraron principalmente localizados en la bicapa lipídica de los liposomas. La encapsulación de 

los fármacos fue alta, principalmente tras la incorporación de las CD y MEG, utilizando la 

metodología de deshidratación-rehidratación, resultando una metodología prometedora para 

mejorar la biodisponibilidad de fármacos hidrofóbicos. 

Más aún, fue posible desarrollar y validar exitosamente un método rápido, eficaz, 

reproducible y de bajo costo para la predicción apropiada de la permeabilidad de fármacos de 

estructuras diversas y que son absorbidos por un mecanismo de difusión pasiva. SMR e INM 

presentaron alta permeabilidad y fueron clasificados como de CLASE II, de acuerdo al SCB. Los 

estudios de permeación, a través de membranas artificiales, demostraron que la permeabilidad de 

los IFA no fue afectada por la incorporación de los mismos en los complejos, las ME o liposomas, 

ante el empleo beneficioso de estas como estrategias de solubilización. Todos los complejos de SMR, 

todas las ME conteniendo ambos fármacos,  SMR incorporada en todos los liposomas, así como INM 

incorporada en los liposomas DRV conteniendo ligandos, presentaron alta permeabilidad y alta 

solubilidad, por lo cual todos los sistemas pueden ser clasificados como CLASE I de acuerdo al SCB, 

presentando beneficios tanto terapéuticos como a nivel de producción industrial. 

Consideramos que mediante los resultados obtenidos los objetivos propuestos, al inicio de 

este proyecto, fueron concretados, ya que se desarrolló una amplia gama de productos 

farmacéuticos de bajo costo y fácil preparación, capaces de incrementar la biodisponibilidad de los 

fármacos escasamente solubles en agua. Las formulaciones y metodologías desarrolladas resultan 
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promisorias, no sólo para mejorar el desempeño terapéutico de los IFA, sino que también podrían 

ser de interés desde el punto de vista industrial debido al impacto económico que puede generar 

sus bajos costos. Podemos afirmar que la combinación de las CD o MEG, con los sistemas 

nanoestructurados, presenta ventajas apreciables en su aplicación, principalmente en relación a la 

solubilización de los fármacos hidrofóbicos.  
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7.2. PROYECCIONES 
Este trabajo de Tesis presenta proyecciones orientadas al estudio del efecto de sistemas sólidos 

auto microemulsionables [Self-microemulsifying drug delivery systems (SMEDDS)] sobre la 

biodisponibilidad oral de fármacos hidrofóbicos, las cuáles serán realizadas en el marco de un 

proyecto posdoctoral. Los SMEDDS son mezclas isotrópicas de aceites, surfactantes y usualmente 

un cosurfactante (o co-solubilizante), en los cuales un fármaco se encuentra disperso. Estos 

sistemas una vez dispersos en un medio acuoso con agitación moderada forman microemulsiones 

(ME), por lo que tras su administración y dispersión en los fluidos gástricos la formación de ME se 

ve facilitada por los movimientos peristálticos del tracto gastrointestinal. 

El objetivo general del proyecto contempla el desarrollo de estrategias, que permitan aumentar la 

solubilidad de fármacos, ya que esta propiedad se encuentra estrechamente asociada a la 

biodisponibilidad oral de fármacos que presentan escasa solubilidad acuosa.  
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