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RESUMEN

La terapéutica tdpica representa una modalidad habitual de tratamiento en el campo de la
Dermatologia. Dentro del amplio abanico de dermatosis existentes, las micosis constituyen
uno de los grupos mas frecuentes, cuyo tratamiento requiere la aplicaciéon de Ingredientes
Farmacéuticos Activos (IFAs) en forma localizada, vehiculizados en una forma farmacéutica
adecuada. La piel constituye una via atractiva para la administracién de IFAs, tanto en
forma local como transdérmica; sin embargo, la presencia de la barrera epidérmica
constituye un obstaculo para la penetracion de los IFAs aplicados. La liberacion de los IFAs
a partir de la forma farmacéutica que los vehiculiza es un paso indispensable para
conseguir el objetivo terapéutico.

La hipdtesis de trabajo del presente trabajo de tesis es que los polimeros de cadena
flexible y anfifilicos hidrosolubles a ensayar permiten aumentar la solubilidad
aparente de farmacos poco solubles en agua, proporcionando sistemas estables y
mejorando la liberacion de los IFAs modelo desde formas farmacéuticas semisdlidas
que los incluyen.

Como IFAs modelo se emplearon Ketoconazol y Griseofulvina, agentes antifingicos de baja
solubilidad acuosa. Como polimeros se ensayaron derivados polisacaridos
(Carboximetilcelulosa sdédica, Metilcelulosa, Hidroxipropilmetilcelulosa, Quitosano, Guar
Hydroxypropyl Trimonium Chloride (Cosmedia Guar®)), derivados acrilicos (Copolimero
Acrilato/Palmeth-25 Iraconato (Polygel W30®), Glicerilpoliacrilato (Hyspagel 200®)), y
Poloxdmeros 188, 237, 338, 407.

La determinaciéon de las interacciones IFA-polimero, la capacidad de los sistemas
poliméricos para la incorporacion de los [FAs, la inclusion de los [FAs en las redes o micelas
poliméricas y la estabilidad de los IFAs incluidos en los sistemas poliméricos se analizé por
espectrofluorometria. Los resultados obtenidos en esta etapa permitieron la seleccién de
los polimeros con los que se realizaron las etapas siguientes: Quitosano, Poliacrilatos
sustituidos y Poloxamer 407.

Se disefiaron sistemas gel y emulgel vehiculizando los IFAs modelo, los cuales se
caracterizaron en funcién de su pH, signo emulsivo, extensibilidad, viscosidad aparente,

comportamiento reolégico y actividad antifingica in vitro. Todos los sistemas ensayados
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RESUMEN

presentaron caracteristicas adecuadas para su uso por via tdpica, resultando los geles de
QTO los mas fluidos, adecuados para su uso como formas liquidas viscosas.

La liberacidn in vitro de los IFAs a partir de las formas farmacéuticas fue evaluada mediante
el uso de celdas de difusién verticales, seleccionando para cada IFA los parametros de
proceso adecuados (medio receptor, tipo de membrana semipermeable, velocidad de
agitacién). Los geles y emulgeles conteniendo Poloxdamero 407, Quitosano y Copolimero
Acrilato/Palmeth 25-Itaconato presentaron una mayor capacidad de liberacion de
Ketoconazol, comparado con una crema comercial empleada como referencia; sus perfiles
de liberacion se modelizaron segin Korsemeyer-Peppas. Los geles y emulgeles con GRI
presentaron muy bajas tasas de liberacion, al igual que la crema usada como referencia
(menor a 0,1%); la cinética de cesion respondié al modelo de Higuchi (difusional). Los

sistemas conteniendo QTO presentaron las mayores tasas de liberacion.
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HIPOTESIS DE TRABAJO

Los polimeros de cadena flexible y anfifilicos hidrosolubles a
ensayar permiten aumentar la solubilidad aparente de
farmacos poco solubles en agua, proporcionando sistemas
estables que mejoran la liberacion in vitro de los IFAs modelo

desde formas farmacéuticas que los incluyen.
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OBJETIVOS GENERALES

v Evaluar la capacidad de incorporacion y estabilidad de los IFAs
modelo en los sistemas poliméricos propuestos.

v Diseiiar formas farmacéuticas semisolidas destinadas a aplicacién
topica que incluyan los IFAs modelo y polimeros seleccionados.

v’ Evaluar las caracteristicas fisicoquimicas y actividad antifiingica de
las formas farmacéuticas disefiadas.

v Evaluar la liberacion in vitro de los IFAs modelo a partir de las
formas farmacéuticas disefiadas, empleando celdas de difusion
vertical.
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CAPITULO 1 - DESARROLLO

1.1.FARMACIA GALENICA

La Farmacia Galénica recibe su nombre de Claudio Galeno Nicon de Pérgamo (mas
conocido como Galeno)(ca. 130-ca. 210 d. C.), médico de Pérgamo en el Imperio Romano
cuyo sistema médico llegd6 a dominar la medicina occidental durante casi dos milenios.
Galeno propuso varias formas de corregir los desequilibrios que segun sus teorias
causaban las enfermedades, una de las cuales fue el uso de medicamentos o
farmacoterapia. La teoria y la practica de la farmacia constituyeron una importante linea de
investigacion en sus mas de 400 escritos de su autorial, sentando las bases técnicas para la

preparacion de las principales formas farmacéuticas?.

Segin la Farmacopea Argentina, un medicamento es “toda preparacién o producto
farmacéutico empleado para la prevencién, diagndstico y/o tratamiento de una
enfermedad o estado patoldgico, o para modificar sistemas fisiolégicos”. Los medicamentos
contienen uno o varios principios activos y excipientes, formulados bajo una determinada

forma farmacéuticas.

La preparaciéon y formulacion de medicamentos se considerd durante muchos afios como
un arte, y su estudio estaba constituido por una gran cantidad de conocimientos empiricos
y descriptivos que se han transformado en la actualidad en un conjunto de nociones de alto
rigor cientifico. La indicacién, ain mantenida por tradiciéon en prescripciones magistrales,
de “Hagase segun arte” deberia ser sustituida por “Hagase seguin ciencia”, porque el
horizonte se ha ampliado considerablemente para el logro de preparados farmacéuticos

eficaces, seguros, estables y costo-efectivos*.

Hoy en dia la expresion “Farmacia Galénica” hace referencia al conjunto de conocimientos
necesarios para la formulacién, control y elaboraciéon de una forma farmacéutica que
garantice la seguridad y eficacia terapéutica para la que fue concebida*¢, y abarca muchas
materias diferentes dentro del campo de las ciencias farmacéuticas, todas ellas

relacionadas con las fases del desarrollo galénico de un farmaco>.

Se considera que las dos grandes disciplinas que conforman la Farmacia Galénica son la
Tecnologia Farmacéutica (o Farmacotecnia) y la Biofarmacia*. La Tecnologia Farmacéutica

hace referencia al conjunto de conocimientos aplicable al arte de elaborar medicamentos,
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ocupandose de todos los aspectos relacionados con el disefio, la elaboracion y la evaluacion
de las formas de dosificacion*, mientras que la Biofarmacia se ocupa de estudiar todas las
interacciones entre el principio activo vehiculizado en la forma farmacéutica y el sistema
biolodgico al cual ésta se administra, con el objeto de optimizar el resultado terapéutico en

términos de seguridad y eficacia’.

1.2.VIAS DE ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS
Para que los farmacos se pongan en contacto con los tejidos y érganos sobre los que actian
deben atravesar la piel y las mucosas (absorcién mediata o indirecta) o bien ha de

producirse una efraccion de estos revestimientos (administraciéon inmediata o directa)s.

Vias inmediatas

Vias mediatas

Intradérmica Oral
Subcutanea Sublingual
Intramuscular Bucal
Intravascular Rectal / Vaginal
Intravenosa, Intraarterial,
Intralinfatica, Intracardiaca
Intraperitoneal Pulmonar
Intrapleural Cutanea
Toépica (accion local)
Transdérmica (accion sistémica)
Intraarticular Oftalmica
Intradsea Nasal
Intrarraquidea Otica
Intraneural

Tabla 1.1. Vias de administracion de medicamentos3

1.3.ADMINISTRACION DE MEDICAMENTOS A TRAVES DE LA PIEL
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La piel es la cubierta externa del cuerpo humano y uno de los 6rganos mas importantes del
mismo tanto por su tamafio (2 m? de superficie, masa alrededor de un 10% del peso

corporal) como por sus funciones?10.

La aplicacion de preparaciones en la piel con fines medicinales y cosméticos es tan antigua
como la historia de la medicina. Ya en el siglo XIV a.C. existia la concepcidn sobre la
penetracion cutdneall y las referencias sobre el uso de linimentos, emplastos, lociones y
pomadas pueden encontrarse en los registros de la medicina babilénica y egipcia, si bien su
utilizacién era totalmente empirica. La formula del “Cold cream” de Galeno ha persistido a

lo largo del tiempo y, con algunas modificaciones, sigue vigente hoy en dial2.

Considerando el volumen de produccién de medicamentos, estas preparaciones ocupan
s6lo un 4% de la estadistica industrial mundial, ya que su formulacién es uno de los
problemas mas complejos dentro de la tecnologia farmacéutica. El disefio de una forma
farmacéutica de aplicacion topica requiere de consideraciones muy especiales, tanto por la
diversidad de principios activos y vehiculos existentes, como por la complejidad de la piel,
considerado como el 6rgano que mayores variaciones estructurales y funcionales presenta,

no solo en condiciones normales, sino en sus diferentes estados patoldgicos?3.

Anualmente se venden alrededor de 60.500 millones de unidades de medicamentos topicos
en todo el mundo. Hay un interés creciente por parte de los laboratorios elaboradores en
este area de la administraciéon de farmacos y se estima que el mercado mundial de
productos dermatolégicos crezca a una tasa de crecimiento anual compuesto de 5 afios de

3.6% y alcance $ 20.400 millones en 2020 (de $ 17.100 millones en 2015)14.

Existe una gama muy amplia de opciones de formulacidn: soluciones simples, emulsiones y
suspensiones fluidas, cremas, pomadas y geles, parches, aerosoles y espumas. Al disefiar
una forma especifica, se debe considerar?s:

e el vehiculo a utilizar (en funcién del estado de la piel y el objetivo terapéutico).

e las propiedades fisicoquimicas del IFA (Ingrediente Farmacéutico Activo).

¢ la compatibilidad entre los componentes de la formulacion.

e laestabilidad del IFA en particular y de la formula en su totalidad.

e las caracteristicas organolépticas y sensoriales.
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Los vehiculos dermatologicos estan constituidos por sustancias que en principio carecen de
accion quimica o farmacoldgica primaria, y actian fisicamente como bases para transportar
y liberar el IFA. Estos vehiculos deben?¢:

e vehiculizary liberar el IFA, garantizando su biodisponibilidad

e proporcionar el grado adecuado de hidrataciéon o sequedad a la piel, segun el

objetivo deseado
e ser fisica y quimicamente estables
e no ser irritantes ni alergénicos

e ser cosméticamente aceptables para el paciente

En la actualidad la administracién por via cutanea se emplea paral”:

1. Lograr un efecto local: la forma farmacéutica debe promover la penetracion cutdnea del
IFA, facilitar su localizacion en el lugar de accién en la piel y reducir su incorporacion a
sangre o a linfa.

2. Lograr un efecto sistémico: el vehiculo debe facilitar la absorcién percutanea o
transdérmica, que permite al IFA atravesar la piel e incorporarse a los sistemas sanguineo

o linfatico.

Sin embargo, la extraordinaria capacidad barrera que presenta es una limitante para la
penetracion de la mayoria de los compuestos y representa un desafio en la administracion

de farmacos por esta vial8-21,

La administracion de IFAs por via tdpica presenta una serie de ventajas y limitaciones1921-

23 (Tabla 1.2):

VENTAJAS LIMITACIONES

Extension y accesibilidad La capacidad barrera de la piel

Minimiza el metabolismo de primer paso No todos los IFAs son candidatos
hepatico adecuados

Evita degradacion de IFAs susceptibles Variabilidad de la piel intra e inter
en el tracto gastrointestinal individuos (variaciones en las tasas de
permeacion)
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Evita accion irritante de [FAs en el tracto
gastrointestinal

Evita efectos secundarios y/o adversos
del IFA asociados a la administraciéon
oral o parenteral

Método de administraciéon no invasivo

Mejor cumplimiento por parte del
paciente

Evita los inconvenientes y trauma
asociados a la via parenteral

Puede emplearse para administraciéon
controlada

Adecuada para [FAs cuya
biodisponibilidad oral es baja o erratica

Tabla 1.2. Ventajas y limitaciones de la via cutanea en la administracién de medicamentos

1.4.RELACION FORMA FARMACEUTICA - EFECTO TERAPEUTICO

De acuerdo con la Farmacopea Argentina 72 Ed, Forma Farmacéutica es el “producto

proveniente de la transformacion de un principio activo o de una asociacion de los mismos

mediante procedimientos farmacotécnicos, a fin de conferirles caracteristicas fisicas y

morfoldgicas particulares para su adecuada dosificacién y conservacion, y que faciliten su

administracién y accion farmacologica”?4 (Fig 1.1).

\

@Fa) <= ExcPIENTES .::>-
1

|

Figura 1.1. Relaciéon IFA/excipientes/Forma farmacéutica/Medicamento

La administracion de un medicamento a un ser vivo en una forma farmacéutica

determinada origina en el organismo una serie de eventos conocidos como procesos

LADME (liberacidn, absorcion, distribuciéon, metabolismo y excrecion)z5-27-

10
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e Liberacion: todos los fenémenos que intervienen en la entrega del principio activo
desde la forma farmacéutica. También se define como el proceso por el cual el IFA,
entregado en un vehiculo farmacéutico, accede a la condicion de IFA libre
imprescindible para su absorcion.

e Absorcion: penetracion de las moléculas del principio activo en la circulacién.

e Distribucion: proceso por el cual el principio activo pasa en mayor o menor medida
del compartimiento vascular al compartimiento extravascular.

e Metabolismo o Biotransformacion: todos los procesos quimicos a los que es
sometido el principio activo en los 6rganos pertinentes. Puede dar como resultado
moléculas menos activas (biodegradacién), igualmente activas o mas activas
(bioactivacion) que el compuesto originalmente administrado.

e Excrecion: la salida del principio activo o su/s metabolito/s fuera del organismo.

Podemos decir entonces que todo medicamento atraviesa por tres fases claramente
diferenciadas?® (Fig 1.2):
= FASE FARMACEUTICA: pasaje del principio activo desde la forma farmacéutica al
medio donde sera absorbido.
— FASE FARMACOCINETICA: comprende al "Sistema “ADME", el cual determina la
concentracion del principio activo en el sitio de accién o biofase.
= FASE FARMACODINAMICA: representada por fenémenos moleculares de relacién
droga-célula, droga-receptor, acoplamiento receptor, efecto, cooperacién entre

receptores, etc.

11
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IFA disponible para el

mpéutico
FASE
¢ Liberacion del FARMACOCINETICA « Interacciones

]F.A y « Absorcion IFA - receptor
. DlSOllllCIOﬂ en  Distribucién
los fluidos

« Metabolismo
* Excrecién

FASE
FARMACEUTICA
lFfMa

absorcion

FASE
FARMACODINAMICA

Figura 1.2. Fases que atraviesa un medicamento

Se desprende de lo anteriormente expuesto que para que el proceso de absorciéon pueda
producirse el IFA contenido en la forma farmacéutica administrada debe liberarse desde
ella y disolverse en los fluidos biologicos correspondientes. La magnitud y velocidad de
absorcion del IFA estd en relacion directa con la velocidad y magnitud del proceso de

liberacién y de su capacidad para atravesar las membranas biologicas?’.

La fase farmacéutica debe ocurrir en todas las formas farmacéuticas, excepto en las
soluciones verdaderas, en las cuales la totalidad de la dosis administrada ya se encuentra

disuelta??.

1.5.LIBERACION DE IFAs DESDE FORMAS FARMACEUTICAS SEMISOLIDAS DE
APLICACION DERMICA

En primer lugar, el farmaco debe difundir desde la formulacién hasta la superficie de la
piel. Este proceso, cuantificado a través de la tasa de liberacidn, requiere la disolucion del

IFA en el excipiente, y puede ser un proceso limitante de la velocidad de liberacién?2s.

Pero, por otro lado, los componentes de la base semisdlida pueden influir en el
comportamiento de las sustancias activas, y, por lo tanto, afectar su liberaciéon desde la
formulacién y su entrega a la piel (retencién)?8. El vehiculo empleado en formas dérmicas
impacta en forma directa sobre variables del fArmaco determinantes de la liberacién, tales
como la concentracion de farmaco disuelta, su actividad termodinamica, coeficiente de

difusion en el vehiculo y coeficiente de particion forma farmacéutica - estrato corneo19.28-30,

12
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Entre los factores que pueden modificar la liberacion del IFA desde el vehiculo o excipiente
semisdlido podemos mencionar?8:

e Naturaleza fisicoquimica de la base semisolida

e Hidrofilia / Lipofilia del IFA

¢ Interacciones entre el IFA y los componentes de la base semisolida

e Estabilidad del sistema semisolido

e Viscosidad de la formulacién semisélida (afecta el valor del coeficiente de difusién

de la sustancia activa dentro de la formulacién)

La mayoria de los modelos tedricos que describen la liberacion de un IFA o activo
cosmético (AC) a partir de formulaciones semisélidas de aplicaciéon dérmica son modelos
basados en procesos de difusién3l. La difusiéon en medios liquidos, semisélidos y sélidos es
muy importante para estudiar la liberacién de IFAs, mientras que la difusidn a través de
barreras bioldgicas lo es para estudiar los procesos de penetracién y absorcién. Sin
importar su complejidad, los modelos que describen la liberaciéon de IFAs basados en
fendmenos de difusion se derivan de las leyes de Fick, teniendo en cuenta las condiciones

especificas de cada caso3132,

Los modelos de prueba de liberacion in vitro se utilizan para caracterizar los perfiles de
liberacion de los ingredientes activos de la formulacién, mientras que los modelos de
permeacion (o penetracion), también in vitro, estan destinados a predecir la absorcion del

IFA en la piel y/o su pasaje a través de ella33.

Los ELIV (Ensayos de Liberacidn /n vitro), 6 IVRT (“In Vitro Release Testing”, por sus siglas
en inglés) se aplican en varias fases del desarrollo del producto. Como ya mencionamos, se
emplean para verificar y caracterizar la liberacion del IFA desde la forma farmacéutica,
pero también para determinar propiedades de los farmacos incluidos, como coeficiente de
difusion dentro de la matriz de formulacién, tamafio de particula de farmacos suspendidos
y solubilidad absoluta dentro de una formulacién compleja3435. Asimismo, se utilizan en el
desarrollo inicial para la evaluacién y caracterizacion de productos tépicos, como una
herramienta en los sistemas de Calidad por Disefio y como prueba de control de calidad del

proceso de fabricaciéon. Después de la aprobaciéon de un producto (a nivel industrial), los

13
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ELIV se utilizan para demostrar la uniformidad entre lotes y para evaluar bioequivalencia

entre productos33.

1.5.1.RECURSOS TECNOLOGICOS PARA AUMENTAR LA TASA DE LIBERACION
DE IFAS A PARTIR DE FORMULACIONES SEMISOLIDAS DE APLICACION
DERMICA

Puede recurrirse a la utilizaciéon de diversos recursos para maximizar la tasa de liberacion

de IFAs a partir de una forma farmacéutica semisolida
1.5.1.1. Aumentar la actividad termodinamica del IFA en la formulacion

1.5.1.1.1.Aumentando la solubilidad del IFA en el vehiculo

Mencionamos anteriormente la necesidad de que el IFA se encuentre disuelto en el
vehiculo, para poder difundir a través de él y estar disponible en la interfase con el EC. De
acuerdo con la ley de Fick, una mayor solubilidad en el vehiculo proporciona una mayor

concentracion de IFA disuelta en la fase donante que mejora la tasa de liberacion3e.

1.5.1.1.2.Utilizando soluciones supersaturadas

El uso de soluciones supersaturadas en el suministro topico de IFAs3%.37.38 fue considerado
por primera vez por Higuchi. La supersaturacion es un estado en el cual el IFA se encuentra
a una concentracion o potencial quimico mayor que su limite de solubilidad. Como el flujo a
través de membranas esta gobernado por el gradiente de potencial quimico (o
concentracion), el fluyjo a partir de sistemas supersaturados se incrementa

proporcionalmente.

1.5.1.2.Aumentar la solubilidad acuosa de IFAS poco solubles en agua
El permeante ideal requiere solubilidad en lipidos (alto coeficiente de difusiéon) pero
también una solubilidad acuosa razonable (alta concentracion de donante) para maximizar

el flujols.

La necesidad de administrar IFAs poco solubles en agua en sistemas predominantemente
acuosos ha sido respondida por muchos cientificos, y distintos métodos han sido descriptos

en la literatura. Entre las distintas estrategias investigadas (ajuste de pH, uso de
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cosolventes, micelacién, hidrotropia, complejacion, prodrogas), el uso de polimeros ha
generado interés debido a su diversidad y sus maultiples grupos funcionales disponibles

para conjugacion con diferentes moléculas3?.

1.5.1.3. Modificar la viscosidad del vehiculo o excipiente semisdlido
La viscosidad de la formulaciéon semisdlida puede afectar la tasa de liberacién, ya que
influye en el valor del coeficiente de difusion del IFA dentro de la formulacién?28, variables

que se encuentran relacionadas por la ecuacion de Stockes-Einstein:
K.T

B &6.Tr.n
donde
D = coeficiente de difusién; K = constante de Boltzmann; T = temperatura absoluta; r =

radio de la molécula, y r = viscosidad del medio.

1.6. MICOSIS

Segun el diccionario de la Real Academia Espafiola (RAE), las micosis son infecciones

producidas por ciertos hongos en alguna parte del organismo#0.

Se estima que casi mil millones de personas sufren infecciones por hongos en la piel, las
ufias y el cabello, muchos cientos de millones de candidiasis en mucosas y mas de 150

millones de enfermedades fiingicas graves*..

Existen aproximadamente 250.000 especies de hongos identificadas, de las cuales 300 son
patdgenos causantes de infecciones superficiales y sistémicas en el hombre y en animales#2.
Mas del 75% de los hongos patégenos infectan principalmente la piel y tejidos

subcutaneos*3.

En nuestro pais, en una encuesta realizada en 130 laboratorios pertenecientes a la Red
Nacional de Laboratorios de Micologia en el afio 2005, se diagnosticaron 23.600 micosis, de
las cuales 11.107 (47,06%) fueron micosis superficiales de piel, pelos y ufias; 10.079
(42,70%) candidiasis vaginales; 751 (3,18%) candidiasis orofaringeas y el resto micosis
profundas. Las micosis superficiales localizadas en piel, pelos y unas fueron debidas a
dermatofitos en el 68,78% de los casos; a levaduras en el 16,67%; pitiriasis versicolor en el

12,89% y hongos miceliares oportunistas en el 1,35%?%4.
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1.6.1. CLASIFICACION DE LAS MICOSIS

Existen diversos criterios de clasificacion de las micosis. Segin la localizacién de la
infeccion (clasificacion clinica) se puede hablar de micosis superficiales (no inflamatorias,
afectan estrato cérneo), cutaneas (inflamatorias, afectan piel y apéndices), subcutaneas
(profundas, afectan tejidos subcutaneos) y sistémicas*s.

Otra nomenclatura utiliza el término dermatomicosis para designar a las infecciones por
hongos que afectan la capa cérnea de la piel y sus apéndices, y la superficie de las

membranas mucosas*6.

1.6.2. TRATAMIENTO DE LAS MICOSIS SUPERFICIALES Y CUTANEAS
El descubrimiento de farmacos antifiingicos se inicia con este siglo (Fig 1.3), mas
tardiamente que los antibacterianos, debido fundamentalmente a que los hongos son seres

eucariotas y consecuentemente muchos agentes téxicos también son toxicos para el

huésped?’.
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Fig 1.3. Linea histérica en el descubrimiento y sintesis de antifiingicos*8

Un IFA ideal para las infecciones flingicas superficiales y cutdneas debe tener amplio
espectro, ser eficaz en bajas concentraciones, ser fungicida, ser eficaz por aplicacién tépica,
tener una alta afinidad por el estrato, ser bien tolerado, no ser sensibilizante, evitar el
desarrollo de resistencia flingica, ofrecer un régimen de dosificacion que fomente el
cumplimiento de la terapia por parte del paciente4?, tener alta especificidad por las células

fangicas y ser de bajo costo*’.
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Sin duda, la via topica es la de eleccion; el tratamiento sistémico estd indicado en
afectaciones extensas, cuando existe foliculitis y en Tinea unguium y Tinea capitis®?, o

cuando la respuesta terapéutica a los farmacos topicos es insuficiente>™.

1.6.3. ANTIFUNGICOS EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO DE TESIS

1.6.3.1. GRISEOFULVINA
Griseofulvina (GRI) es un agente antibidtico antifiungico producido por varias especies de
Penicillium, en especial P. griseofulvum. Se obtuvo por primera vez como un producto

metabdlico del moho Penicillium griseofulvum Dierckx en 193952-54,

1.6.3.1.1. Estructura quimica

Es un benzofurano heterociclico®> (Fig 1.4 ):

OCH; o OCH;

H

L

Fig 1.4 . Estructura 2D GRI

1.6.3.1.2. Datos fisicoquimicos GRI>35556

Formula molecular C17H17Cl06

Estado de agregacion Polvo cristalino

Caracteres organolépticos Color blanco a blanco palido, inodoro o
casi inodoro, insipido

Peso molecular 352,7 g/mol

Punto de fusion 220°C
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Solubilidad Muy poco soluble en agua (0,00864
mg/ml a 252C). Muy soluble en
dimetilformamida (120 mg/ml) y en
dimetilsulféxido (100 mg/ml). Soluble en
metanol (1 mg/ml) y en acetona (10-120
mg/ml)

Log P 2,17

Tabla 1.3. Propiedades fisicoquimicas de GRI

1.6.3.1.3. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB)

Clase II (alta permeabilidad, baja solubilidad)>*.

1.6.3.1.4. Espectro de accion
Es un agente fungistatico eficaz en el tratamiento de diversas micosis superficiales,
especialmente las causadas por varias especies de dermatofitos, como Epidermophyton,

Microsporum Y Trichophyton5354,

1.6.3.1.5. Formas farmacéuticas y farmacocinética
Actualmente so6lo esta disponible en formas de dosificacion oral como comprimidos,

capsulas y suspensions4.

Luego de la administraciéon oral, se deposita principalmente en células precursoras de
queratina y queratinocitos del estrato cérneo (EC), cabello y ufias entre las 4 y 8 hs
posteriores a la administracién>457, Sin embargo, y a pesar de poseer caracteristicas
moleculares favorables, su solubilidad acuosa es demasiado baja para proporcionar una
buena biodisponibilidad, la cual es incompleta y altamente variable>455. La duracion de los
tratamientos es prolongada, y se asocian con efectos secundarios como cefaleas, trastornos
gastrointestinales, discrasias sanguineas, hepatotoxicidad y ginecomastias>>7-

Dado que el drgano diana es la piel (y en particular las capas superiores) seria util su
administracion por via topica. Esto permitiria dirigir directamente el farmaco a su sitio de
accion, evitaria los efectos sistémicos asociados con la administracidn oral y aumentaria el

cumplimiento del paciente>4. Se ha informado que las concentraciones obtenidas en la piel
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luego de una uUnica administracién tépica son mas altas que las obtenidas luego de
administracion oral prolongada y persiste en cantidades significativas durante 4 dias o
masS758, A pesar de estas observaciones, y de diversos trabajos cientificos donde se intenta
mejorar la biodisponibilidad cutanea de griseofulvina mediante el uso de diversos
disolventes (dimetilsulféxido, alcohol bencilico, alcohol isopropilico, acetona) y nuevos
sistemas transportadores (micelas poliméricas, nanoparticulas, microemulsiones,
niosomas, etc), el suministro dérmico de GRI permanece dentro del area

experimental>457.58,

1.6.3.2. KETOCONAZOL
Ketoconazol (KTO) es un derivado azélico de amplio espectro que se ha utilizado en el

tratamiento de las dermatomicosis desde mediados de la década de 197052,

1.6.3.2.1. Estructura quimica

Quimicamente es un imidazol (Fig 1.5):

Cl

@Cl
or. /—\@/()ﬁ

HsC

Fig 1.5. Estructura 2D KTO

1.6.3.2.2. Datos fisicoquimicos KTQ59-62

Formula molecular C26H28Cl12N404

Estado de agregacion Polvo cristalino
Caracteres organolépticos Color blanco o casi blanco
Peso molecular 531,434 g/mol

Punto de fusion 146°C
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Acidez / Alcalinidad Base débil, con pKa 3,96 (grupo amina) y 6,5 (grupo
imina)
Solubilidad Facilmente soluble en cloruro de metileno; soluble en

metanol y dimetilsulféxido; moderadamente soluble
en etanol; practicamente insoluble en agua.

La solubilidad en agua muestra un perfil dependiente
del pH; tiene una excelente solubilidad a pH acido por
debajo de 3, pero su solubilidad disminuye
dramaticamente a <1 mg / ml a pH 4 y a sélo 0,002
mg/ml a pH mayor a 6.

LogP 4,31

Tabla 1.4. Propiedades fisicoquimicas de KTO

1.6.3.2.3. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB)

Segun el SCB, es un medicamento de clase II (alta permeabilidad, baja solubilidad)®3.

1.6.3.2.4. Espectro de accion

Los derivados imidazélicos tépicos poseen un amplio espectro con actividad frente a
dermatofitos y levaduras 4764, KTO es utilizado tanto para el tratamiento de micosis
superficiales como sistémicas; no obstante, su uso sistémico se encuentra restringido o
prohibido en algunos paises debido a los riesgos hepatotéxicos y la disponibilidad de

alternativas menos toxicas4s.

1.6.3.2.5. Formas farmacéuticas y farmacocinética

Utilizado por via tépica, KTO no alcanza la circulacién sistémica y es una terapia segura y
eficaz para las afecciones dermatolégicas. Formulaciones en forma de crema, champtu y
espuma son utilizadas en el tratamiento de micosis superficiales, dermatitis seborreica y
foliculitis causadas por Malassezia spp., como asi también de diversas dermatofitosis y

candidiasis superficiales*8.

Sin embargo, dadas sus caracteristicas moleculares, la penetracion percutanea de los
agentes azolicos a través de la piel intacta es menor del 1%; luego de una aplicacion de 200

mg, la cantidad de KTO presente en estrato cérneo es aproximadamente de 0,4 a 1,4 ug/gy
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llega a alcanzar los 3 png/g luego de aplicaciones repetidas. En piel lesionada aumenta al

4%. A nivel de mucosas (donde no existe EC) la penetracion varia entre 1 y 10%°4.
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Caracterizar la interaccion entre los IFAs y los polimeros en estudio en

funcion de:

e Analisis de los espectros de emision de fluorescencia de los IFAs en

ausencia y presencia de de polimeros.

e Determinacion de parametros de asociacion IFA-polimero a través

del analisis de curvas de titulacion espectrofluorométricas.
e Estimacion de la polaridad del entorno donde se localizan los IFAs.

e Estimacion de la localizacion de los IFAs dentro de los sistemas

poliméricos a través de procesos de extincion de fluorescencia.

e Analisis de la estabilidad de los IFAs en los medios poliméricos en

funcion del tiempo y “cycling” de temperatura.
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2.1. ESPECTROFLUOROMETRIA

La luminiscencia es la emision de luz que produce una sustancia luego de la absorcién de
luz a una determinada longitud de onda (UV o visible) debido a la excitacion de electrones y
su retorno al estado fundamental. La luminiscencia se divide dos categorias: fluorescencia y
fosforescencia, que se pueden diferenciar en la practica por el tiempo que transcurre entre

la absorcién y la emisién; los fendmenos de fluorescencia presentan una menor duracién?.

Los procesos que ocurren entre la absorcién y la emisiéon de luz pueden representarse a
través del diagrama de Jablonski (Fig 2.1), que muestra las diversas transiciones que

pueden ocurrir luego de la excitacion de moléculas luminiscentes?:

I |.-1:-'|;:'|-:'ic'm
1 I vibracional Conversion interna
. | = ¥ 5
1}“ £ ———
b | T
Ear Al -——p—g=F
Estad ) ™
snglete | P —
excitads | E T Ta
I ' Estado

Absorcidn Flupdescedcia | i tnplete

| Fostorescenciu,

ol
Estado imdamental

Fig 2.1. Diagrama de Jablonski

Un fluoréforo generalmente se excita desde el estado basal So a niveles singlete mas altos
(S1 0 S2). Con algunas raras excepciones, las moléculas que alcanzan el estado energético
mas alto (Sz) se relajan rapidamente hasta el nivel vibratorio mas bajo Si. Este proceso se
llama conversion interna y generalmente ocurre dentro de los 10-12 seg. La conversién
interna generalmente se completa antes de la emisién del fotén y no es significativa a los
fines de las mediciones espectrofluorométricas. La emision de fluorescencia generalmente
resulta del retorno de un estado excitado térmicamente equilibrado S1 a estados basales

que pueden presentar diversos niveles vibracionales.

Las moléculas en el estado S; también pueden sufrir una conversion de espin a un estado
triplete T1 de menor energia (cruce entre sistemas, no radiante). El retorno desde este
estado excitado T al estado basal se denomina fosforescencia y generalmente se produce a

longitudes de onda mas largas (menor energia) en relacion con la fluorescencia.
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Los espectros de emision de fluorescencia representan la intensidad de fluorescencia
emitida en funcion de la longitud de onda o el nimero de onda, luego de haber sometido a
la molécula fluorescente a una energia de excitacion definida. Estos espectros pueden variar
ampliamente y dependen de la estructura quimica de la molécula y sus grupos fluoroéforos,

como asi también de la composicion del disolventel.

La emision de fluorescencia suele ir acompafiada de cambios espectrales debido a un
cambio en el entorno de la molécula. Estos cambios pueden obedecer a diversos
mecanismos: efecto de filtro interno, extinciéon de fluorescencia por colisién, formaciéon de
complejos en el estado fundamental, cambios estructurales inducidos por la unién del
compuesto a la molécula fluorescente, cambios en la polaridad del disolvente, entre otros.
Estos cambios generalmente se traducen en dos tipos de efectos: desplazamientos en las
longitudes maximas de emision de los grupos fluoréforos y/o aumento o disminucion de la

intensidad de emision de fluorescencia 12,

Como método analitico, la espectrofluorometria presenta mayor sensibilidad que otras
técnicas espectroscdpicas; su principal limitacién es el bajo nimero de moléculas que
emiten radiacién fluorescente. Ha demostrado ser una técnica util y mas sencilla en el
seguimiento de los procesos de solubilizacién y asociaciones moleculares de diversos IFAs

capaces de emitir fluorescencial.

2.2. POLIMEROS

Son moléculas que tienen secuencias largas de dos o mas unidades constitutivas
(mondémeros) unidas entre si por enlaces primarios, generalmente covalentes, y que poseen

una elevada masa molar (superiores a 103, pudiendo llegar a valores del orden de 1010)34,

2.2.1. USO DE LOS POLIMEROS EN FARMACIA

Los polimeros han demostrado ser muy versatiles para una amplia gama de aplicaciones en
tecnologia farmacéutica. Se emplean como agentes viscosizantes de suspensiones y

soluciones, coloides protectores para estabilizar emulsiones y suspensiones, formadores de
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geles hidrosolubles y bases para ungiientos, aglutinantes en granulacion, recubrimiento de
comprimidos, modificacién de la velocidad de disolucion de cubiertas peliculares, adhesivos

y matrices en sistemas transdérmicos>®.

En los dltimos afios se les ha encontrado aplicacién para modificar y modular la liberacién
de farmacos (matrices inertes, erosionables, biodegradables, bioadhesivas, flotantes,
biomiméticas, sensibles a cambios de temperatura y pH)®, como asi también de modificar la
solubilidad de farmacos poco solubles en agua (por formaciéon de complejos, conjugados y
micelas)”8. También se emplean para mantener estados de supersaturacion y pueden ser

usados como promotores de penetracion®.

Varias consideraciones fisicoquimicas son criticas en el uso de polimeros en sistemas para
solubilizacion, transporte y liberacion de ingredientes activos. Estos deben ser
eficientemente incluidos en el sistema y en una cantidad adecuada. La eficiencia de
incorporacion depende fundamentalmente del polimero empleado, de las propiedades del
ingrediente activo y el método de preparacién del sistema. El ingrediente activo debe
permanecer estable durante el proceso de incorporacién y almacenamiento; el
mantenimiento de la estabilidad estd intimamente relacionada con las propiedades
fisicoquimicas del microambiente creado por el polimero y las interacciones entre el

ingrediente activo y el polimero®.

2.2.1.1. POLIMEROS EN EL AUMENTO DE SOLUBILIDAD DE IFAS

Los polimeros hidréfilos han sido usados en preparaciones farmacéuticas durante muchos
afios y aunque usualmente son considerados quimicamente inertes se sabe que son capaces
de formars:

a) complejos con pequeiias moléculas en solucién acuosa

b) micelas que pueden incluir en su interior moléculas hidrofébicas (micelas poliméricas)

2.2.1.1.1. Complejos poliméricos
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Los polimeros pueden interaccionar con moléculas de farmacos a través de uniones
electrostaticas (ion - ion, ion - dipolo, dipolo - dipolo), pero también otras fuerzas como
van der Waals y puentes de hidrégeno participan frecuentemente en la formaciéon de estos
complejos. Casi 40 afios atras Higuchi y colaboradores investigaron interacciones de varios
farmacos con polietilenglicoles, polipropilenglicoles, polivinilpirrolidona,
carboximetilcelulosa sddica, etc; en solucién acuosa observaron frecuentemente un
aumento de la solubilidad del farmaco debido a la formacion de complejos soluble®. En la

Fig 2.2 se muestra un esquema de la formacién de estos complejos.

+ —>
Polimero en solucion

acuosa IFA Complejo IFA-polimero

Fig 2.2. Esquema de la formacion de un complejo IFA-polimero (elaboracién propia)

2.2.1.1.2. Micelas poliméricas

Las micelas poliméricas estan formadas por la autoagregacién de polimeros anfifilicos, en
particular copolimeros en bloque, con la parte hidrofébica del polimero hacia el interior
(nucleo) y las partes hidrofilicas hacia el exterior (corona), cuando el medio es acuosol®.
Este proceso esta basado en interacciones hidrofébicas no polares entre las cadenas
lipofilicas del polimero, formadoras del nucleo, estéricamente estabilizado por una corona
hidrofilica. Esta disposiciéon sirve como reservorio en donde las moléculas del farmaco
pueden ser incorporadas por interacciones quimicas, fisicas o electrostaticas, dependiendo

de sus propiedades fisicoquimicas 111213,

La capacidad del nucleo para incorporar activos hidrofébicos depende de la compatibilidad
entre el ndcleo hidrofébico y la molécula insoluble. Generalmente un buen indicador es la
similitud estructural entre la molécula y las cadenas que forman el nucleo hidrofébico; la
compatibilidad también puede estimarse a través de la polaridad de la molécula y los

segmentos hidrofébicos*.
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En Fig 2.3. se esquematiza el proceso de micelacion en agua a partir de unimeros tribloque

en medio acuoso y la incorporacion de un IFA insoluble en el nticleo hidrofébico.

AUTOAGREGACION

T - S

Unimeros en Micela vacia en Micela cargada
solucién acuosa medio acuoso con IFA

Fig 2.3.Formacion de una micela polimérica en agua a partir de un copolimero tribloque e

incorporacion de un IFA poco soluble en agua (adaptado de 15)

2.2.1.2. POLIMEROS COMO PROMOTORES DE PENETRACION CUTANEA

Las sales de quitosan y el trimetilquitosan pueden mejorar la permeabilidad paracelular de
los epitelios de mucosa como intestinal, nasal y bucal al abrir transitoriamente las uniones
estrechas presentes. Estos polimeros también podrian determinar una mejora de
penetracion cutanea, en funcién del conocimiento de la presencia de uniones estrechas en

las capas de células granulares de la epidermis humana, informado en los dltimos afios®.

2.2.2. POLIMEROS EMPLEADOS EN ESTE TRABAJO DE TESIS
2.2.2.1. CARBOXIMETILCELULOSA SODICA (CMCNa)

0

D
11.10 gL ’D\ cH, ich
OH Bl pl

Fig 2.4. Estructura quimica 2D Carboximetilcelulosa sédica

D
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Es la sal s6dica del éter policarboximetilado de la celulosa (Fig 2.4). Es un polvo granular de
blanco a blanco amarillento, inodoro e insipido, con una masa molar promedio de 90.000 a
700.000 g/mol. Se dispersa facilmente en agua a cualquier temperatura, dando soluciones
coloidales. Uso como viscosizante y coloide protector en formulaciones orales y tdpicas;
como desintegrante y aglutinante en formas sélidas; como excipiente en formas semisolidas
topicas. Incluido en el listado GRAS (“Generally recognized as safe”, por sus siglas en inglés)
y en la Base de Datos de Ingredientes Inactivos de la FDA para uso por diferentes vias de

administracion?e.

2.2.2.2. METILCELULOSA (MC)

Fig 2.5. Estructura quimica 2D Metilcelulosa

Es una celulosa sustituida de cadena larga, con 27-32% de grupos hidroxilo metilados (Fig
2.5). Polvo o granulos fibrosos blancos, inodoro e insipido. Masa molar promedio 10.000 a
220.000 Da. En agua fria se hincha y dispersa lentamente para formar dispersiones
coloidales transparentes a opalescentes, viscosas. Se emplea como viscosizante en formas
orales y topicas. Esta incluido en el listado GRAS y en la Base de Datos de Ingredientes

Inactivos de la FDA para su uso por diferentes vias de administracién?®.

2.2.2.3. HIDROXIPROPILMETILCELULOSA (HPMC(C)

ca, B[ gy ! "
H AL o | H
1 o4 o | S = on
HO7 —— | HO —
/ n 1
/ H |
/ o | o
HO- " CH, | o o o
|
H O [ cucucn, w| H ©Q
CH,CHCH, | & \ CH,
OH L "‘." Jn2

Fig 2.6. Estructura quimica 2D Hidroxipropilmetilcelulosa
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Celulosa parcialmente O-metilada y O-(2-hidroxipropilada) (Fig 2.6). Es un polvo granular o
fibroso, blanco a blanco cremoso, inodoro e insipido. Masa molar promedio 10.000 a
1.500.000 Da. Soluble en agua fria, formando soluciones coloidales viscosas y
transparentes. Uso como viscosizante y coloide protector en formulaciones orales,
oftalmicas, nasales y dérmicas. Incluido en el listado GRAS y en la Base de Datos de

Ingredientes Inactivos de la FDA para su uso por diferentes vias de administracion?e.

2.2.2.4. QUITOSANO (QTO)

O
HO

O0=C

CH,4
Fig 2.7. Estructura quimica 2D Quitosano

Copolimero semisintético compuesto por unidades de N acetil-d-glucosamina y d-
glucosamina disponible en diferentes grados segin el grado de restos acetilados (Fig 2.7).
Polvo o escamas de color blanco o blanco cremoso, inodoro. Masa molar promedio 20 KDa a
375 KDa, con grado de desacetilacion variable (mayor al 80% para dar productos solubles).
Poco soluble en agua; practicamente insoluble en etanol (95%) y soluciones a un pH mayor
a 6,5. Facilmente soluble en soluciones acidas diluidas por debajo de pH 6,0 debido a la
cuaternizaciéon de los grupos amina (pKa de 6,3) y formaciéon de sales solubles. La
solubilidad se ve afectada por el grado de desacetilacidn y la presencia de sales. De acuerdo
con la Administraciéon de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA), es un material

GRAS?®,

Se obtiene por desacetilacion en medio alcalino de su polimero original, la quitina,
polisacarido ampliamente distribuido en la naturaleza (por ejemplo, crustaceos, insectos y
ciertos hongos)!718. Su excelente biocompatibilidad y biodegradabilidad, seguridad
ecologica y baja toxicidad, actividad antimicrobiana y baja inmunogenicidad, unidas a su
costo accesible, brindan a este polimero una gran versatilidad en su uso en el ambito

farmacéutico, cosmético y biomédico, ademas de otras industrias (como alimentaria y textil,
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por ejemplo)1920, Para una profundizacion en las areas de utilizacién de quitosano, pueden
consultarse las revisiones realizadas por Dash y col'’, Sharatinial® y Muxica y col?!, entre

otras.

2.2.2.5. COPOLIMERO ACIDO METACRILICO/METILMETACRILATO (Eudragit® L100)
(EuL100)

n
Fig 2.8. Estructura quimica 2D Acido Metacrilico/Metilmetacrilato

Copolimero sintético aniénico de acido metacrilico y metacrilato de metilo, con una relacién
grupos carboxilicos libres:grupos éster 1:1 (Fig 2.8). Polvo blanco de olor ligero
caracteristico, de flujo libre, con al menos 95% del polimero. Masa molar promedio 135.000
g/mol. Practicamente insoluble en agua, pero soluble en soluciones de Hidréxido de sodio a
pH 6-7. Uso habitual como aglutinante y material de revestimiento pelicular en formas
sélidas orales y material matricial en sistemas transdérmicos; por via topica se reporté su
uso como organogeles para via rectal. Los copolimeros Eudragit® se consideran materiales
no toxicos y no irritantes, segiin datos publicados en el “Informe Final sobre Seguridad de
Polimeros Acrilicos y 33 Ingredientes Cosméticos Relacionados”. La principal preocupacion
con respecto al uso de estos ingredientes poliméricos sintéticos es la presencia de
monomeros residuales, cuyo limite no debe exceder las 500 ppm (segin monografias

farmacopeicas)16.22-24,

2.2.2.6. GUAR HIDROXIPROPILTRIMETILAMONIO CLORURO (Cosmedia Guar®)
(GHPTC)
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[ 0 H;C\ /CH3
HO i, Qi 0 H HO @N—CH;

HO OH HO OH R=Hor 2 CIe

Fig 2.9. Estructura quimica 2D Guar Hidroxipropiltrimetilamonio cloruro
Denominacién INCI: Hydroxypropyltrimonium chloride.Polisacarido catiénico semisintético
constituido por un esqueleto de goma guar no iénico funcionalizado con grupos de cloruro
de 2-hidroxipropiltrimetilamonio unidos a unidades de galactosa, grado de sustitucién 0,21
- 0,6 (Fig 2.9). Polvo fino blanco a amarillento, de olor caracteristico. Masa molar promedio
5.10° g/mol a 2.10¢ g/mol. Ligeramente soluble en agua, formando geles opalescentes. Uso
en cosméticos como agentes antiestatico y acondicionador del cabello, agente
acondicionador de la piel y viscosizante. En un informe presentado por el Cosmetic
Ingredient Review Expert Panel acerca de la toxicidad de 16 derivados galactomananos, se
concluyd, con respecto al GHPTC, que es un derivado seguro utilizado en las
concentraciones habituales, con una DL50 > 12,5 g/kg (en ratas), y cuya molécula es
demasiado grande como para ser absorbida y ejercer efectos sistémicos luego de su

aplicacion sobre la piel25-28,

2.2.2.7. COPOLIMERO ACRILATO/PALMETH-25 ITACONATO (POLYGEL®W30)(Cop
A/P-251)

Fig 2.10. Estructura quimica 2D Cop Acrilato/Palmeth-25 Itaconato

Denominacién INCI: Acrilates / Palmeth-25 Itaconate Copolymer. Copolimero acrilico
aniodnico, formado a partir del semiéster del acido itaconico y del alcohol de palma etoxilado

(promedio 25 moles de 6xido de etileno), y uno o mas mondmeros de acido acrilico, acido
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metacrilico o uno de sus ésteres simples (Fig 2.10). Se presenta como una emulsién fluida
de color blanco, con un contenido de polimero entre 30 - 32%. Se emplea en productos
cosméticos para la formulacién de geles transparentes y estabilizacion de emulsiones 0/A.
Los datos de seguridad corresponden a la generalidad de los copolimeros acrilicos segin
“Informe Final sobre Seguridad de Copolimeros Acrilicos y 33 Ingredientes Cosméticos

Relacionados”?429,

2.2.2.8. POLIACRILATO DE GLICERILO (G/PG)

Fig 2.11. Estructura quimica 2D Poliacrilato de glicerilo

Denominacién INCI: Glycerin (and) Glyceryl Polyacrylate. Clatrato de poliacrilato de
glicerilo, que incluye dentro de su estructura moléculas de glicerina y agua (Fig 2.11). Se
presenta como un gel ligeramente amarillento, miscible con agua, pH 4,7 - 5,5. Se emplea en
cosmética como base para geles acuosos hidratantes para piel y cabello, y como
viscosizante y agente estabilizante para emulsiones. Se ha informado como no irritante por

via dérmica y ocular 3031,

2.2.2.9. POLOXAMEROS
CH,

AL AL

| i

- = h

Fig 2.12. Estructura quimica 2D de un poloxamero

Los poloxameros (Fig 2.12) son una familia de copolimeros no i6nicos en bloque anfifilicos,

constituidos por bloques de 6xido de etileno (OE) y de 6xido de propileno (OP), con
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estructura general (OE),4 - (OP)p - (OE),; Forman estructuras micelares en solucién acuosa,

con un nucleo hidréfobo formado por las cadenas de OP y una cubierta hidréfila (“corona”
formada por las cadenas de OE32.
En la Tabla 2.1. se muestran algunas caracteristicas fisicoquimicas de los poloxameros

empleados en este trabajo de tesis.

Estado de | Masa Molar | Nimero | Numero | H.L.B. C.M.C.
agregacion| Promedio |promedio | promedio (M)
(g/mol) (OE) (OP)
Poloxamero Solido 7680a9510| 152,73 28,97 29 48 10-4
188 (P188) a
Poloxamero Solido 6840a8830| 122,5 39,83 24 91 10_5
237 (P237) a
Poloxamero Solido 12700 a 265,45 50,34 27 29 10-5
338 (P338) 17400 a
Poloxamero Solido 9840 a 200,45 65,17 22 28 10-6
407 (P407) 14600 a

Tabla 2.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los poloxameros empleados3233

Los poloxdameros se emplean en una variedad de formulaciones, tanto por via parenteral,
como oral y tépica. Son considerados no toxicos y no irritantes. En estudios realizados en
animales no han producido efectos adversos, administrados por diferentes vias. Estan
incluidos en la base de datos de la USFDA sobre Ingredientes Inactivos, para uso parenteral,

inhalaciones, oftalmicos, oral y preparaciones tépicas?e.
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2.3. MATERIALES

Ketoconazol, Griseofulvina, Eudragit® L100 y Poloxameros 188, 237 y 338 fueron
adquiridos en Sigma Aldrich (Argentina); Metilcelulosa Parafarm (4000 cP, 1 % p/p, 20 °C),
Hidroxipropilmetilcelulosa Parafarm (4680 cP, 2 % p/p, 20 °C), Carboximetilcelulosa
sodica Parafarm (4000 cP, 1 % p/p, 20 °C), Quitosano Parafarm (PM promedio 240 kDa,
GD > 75%) y Poloxamero 407 Parafarm fueron adquiridos en Drogueria Saporiti (CABA,
Argentina); Dimetilsulféxido Anedra, Fosfato monosddico Cicarelli, Fosfato disédico
Cicarelli, Acido acético Cicarelli y Acrilamida Merck fueron adquiridos en Norces (Rosario,
Argentina); Cosmedia Guar® BASF, Hyspagel 200® BASF y Polygel W30® 3VSigma fueron

donados por Cognis Argentina.

2.4. METODOS

2.4.1. PREPARACION DE SOLUCIONES

Soluciones stock de KTO y GRI se prepararon en Dimetilsulféxido (DMSO), en
concentraciones 37,6 mM y 56,6 mM respectivamente.

Soluciones de CMC Na, GHPTC, HPMC, MC, EUL100, PG/G y Cop A/P-25 I se prepararon al
0,5% p/v en solucién tampo6n de fosfato monosddico-fosfato disédico pH 7,4. Soluciones de
QTO 0,5% se prepararon en solucién de acido acético 1% p/v.

Soluciones de poloxameros P188, P237, P338 y P407 se prepararon en soluciéon tampén de

fosfato monosodico-fosfato disédico pH 7,4 en concentraciones de 0 a 20%.

2.4.2. OBTENCION DE LOS ESPECTROS DE EMISION DE FLUORESCENCIA DE GRI Y KTO
EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE LOS POLIMEROS EN ESTUDIO

2.4.2.1.Polimeros polisacaridos y acrilicos

Se mezclaron de 10 pl de solucidn stock de IFA con solucion tampdn fosfato monosddico-
fosfato disddico pH 7,4, obteniéndose concentraciones finales de 0,23 mM en el caso de GRI
y 0,09 mM en el caso de KTO.

Se registraron los espectros de emision de fluorescencia de las soluciones preparadas de
ambos [FA (blanco), tras lo cual se afiadieron alicuotas de solucion polimérica (2.4.1.),

registrando los espectros luego de cada agregado.
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2.4.2.2. Poloxameros

Se mezclaron de 10 pl de solucién stock de IFA con solucion tampon fosfato monosddico-
fosfato disoddico pH 7,4, obteniéndose concentraciones finales de 0,23 mM en el caso de GRI
y 0,09 mM en el caso de KTO (blanco).

Se prepararon soluciones del poloxdmero en ensayo al 1, 5y 10% segun 2.4.1., a las que se
agregaron 10 pl de solucién stock del IFA, se dejaron en reposo con agitacion ocasional

durante 24 hs, registrandose luego los espectros de las tres soluciones preparadas.

Los espectros se registraron por triplicado a 252C en un espectrofluorémetro Aminco
Bowman S2 empleando una cubeta de polimetacrilato de 1 cm de paso 6ptico. Se empled
una longitud de onda de excitacion (Aexc) de 293 nm para KTO y 303 nm para GRI, y la
emision se midi6 en el rango de 320 a 520 nm (GRI) y de 320 a 460 para KTO.

El andlisis estadistico de las diferencias observadas en la posicién e intensidad de los
maximos de emisiéon de fluorescencia se realiz6 por la prueba T para muestras
independientes (en el caso de los poloxameros) y pareadas (para los polimeros

polisacaridos y acrilicos), a 1 cola, p = 0,05.

2.4.3. TITULACION ESPECTROFLUOROMETRICA DE GRI Y KTO CON LOS POLIMEROS
EN ESTUDIO

2.4.3.1. Polimeros polisacaridos y acrilicos

Se mezclaron de 10 pl de solucién stock de IFA con solucion tampoén fosfato monosodico-
fosfato dis6dico pH 7,4, obteniéndose concentraciones finales de 0,23 mM en el caso de GRI
y 0,09 mM en el caso de KTO. Las mismas fueron tituladas con alicuotas de soluciones
poliméricas 0,5% preparadas segun 2.4.1, midiendo la intensidad de emision de
fluorescencia luego del agregado de cada alicuota.

2.4.3.2. Poloxameros

A cada una de las soluciones de poloxameros preparadas segin 2.4.1. se agrego exceso de
IFA, se sometieron a agitacion durante 48 hs (agitador Boeco PSU-10i, 180 rpm) y se

filtraron. Se midio la intensidad de fluorescencia de cada una de la soluciones asi obtenidas.
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En ambos casos las mediciones se realizaron por triplicado en un espectrofluorémetro
Jasco FP 770, a temperatura ambiente y empleando una cubeta de polimetacrilato de 1 cm
de paso 6ptico. La longitud de onda de excitacion (Ae) empleada fue de 293 nm para KTO y
303 nm para GRI, fijandose la longitud de emision (Aem) a 382 nm para KTO y 443 nm para
GRI. Los datos se expresaron como el porcentaje de cambio (aumento o disminucién) de la
intensidad de fluorescencia de KTO y GRI, segtin la ecuacién 2.1.

AF% = [(Fi - Fo)/Fo].100 Ecuacién 2.1.
donde
Fi = intensidad de fluorescencia en presencia de “i” concentracién de polimero

Fo=intensidad de fluorescencia en ausencia de polimero

Se graficaron los valores de AF% obtenidos en funcion de la concentracion de polimero.

2.4.4. DETERMINACION DE PARAMETROS ASOCIADOS AL PROCESO DE
SOLUBILIZACION DE GRI Y KTO EN LOS SISTEMAS POLIMERICOS EN ESTUDIO

Procedimiento por ajuste no lineal, basado en la ecuacién 2.2.3%:
y = (AFmax - [P])/(Ka + [P] Ecuacién 2.2.
donde
[P] = concentracién de polimero
y = cambio en la intensidad de emision de fluorescencia
AFmsx = cambio maximo en la intensidad de emisién de fluorescencia

Kq = constante de disociacion de equilibrio

A partir del ajuste de las curvas obtenidas en el punto 2.4.3. se calcul6 la concentracion
minima (Cmin) de polimero necesaria a partir de la interseccion entre la tangente a los
primeros puntos de la curva y la asintota a la misma, y las relaciones de peso polimero/IFA.
La constante de asociacién (Ka) se calculé en todos los casos como la inversa de la

constante de disociacion (1/Kq) informada por el programa estadistico.

En el caso de los poloxameros, se calcul6 ademas la concentraciéon micelar critica (CMC)

como la concentracion a la cual se produjo un cambio en la intensidad de emision de
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fluorescencia del 50% (AFso%)” y segin el método por solubilizacién de sonda 6ptica
reportado por Kabanov y col36. También se calculé el coeficiente de particion de KTO entre
los medios acuoso y micelar, segtin el modelo propuesto asimismo por Kabanov y col3¢:

o= (I-T0)/(Imix-1o) = 8. P.[1+(P-0). 0] Ecuaci6n 2.3.

Donde

o = fraccion de KTO incorporada en las micelas

Im = intensidad maxima de emisién (situaciéon en que todas las moléculas de KTO se han
incorporado a las micelas)

Ip = intensidad de emisién de KTO en ausencia del poloxdmero

[ = intensidad de emisién de KTO a una dada concentraciéon de poloxamero

0 = fraccion de volumen de la fase micelar = 0,01.v.([poloxamero] - CMC)

P = coeficiente de particion

El grafico de 1/a vs 1/0 proporciona una linea recta, cuya pendiente es 1/P.

2.4.5. ESTIMACION DE LA POLARIDAD DEL MICROENTORNO DEL FLUOROFORO EN
LOS SISTEMAS POLIMERICOS
Se prepararon mezclas tampon fosfato monosédico-fosfato disédico pH 7,4/etanol con
concentraciones de 0 a 60% de etanol y se calculé6 su constante dieléctrica segin la
ecuacion 2.4.
m = [(%a . Da) + (%e . De)] / 100 Ecuacion 2.4.
donde
Dm = constante dieléctica del medio
Da = constante dieléctrica del agua = 80,1
%a = porcentaje p/v de agua
Dg = constante dieléctrica del etanol = 24,3

%E = porcentaje p/v de etanol
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A cada una de las mezclas hidroalcoholicas preparadas se agregd 10 ul de soluciéon madre
de IFA preparada seguin 2.3.1. y se registraron los espectros de emision (Aexc 293 nm y Aexc
303 nm para KTO y GRI respectivamente).

Se graficé la longitud de emision maxima (Amsx) en funcién de Dn. Interpolando en estos
graficos el valor de Amsx correspondiente a la Cmin Se estimd la polaridad del microambiente

en cada sistema IFA/polimero.

2.4.6. EXTINCION DE FLUORESCENCIA DE KTO Y GRI EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE
LOS POLIMEROS EN ESTUDIO POR ACCION DE ACRILAMIDA

Se prepararon soluciones de polimero con la Cmin determinada segin lo descripto en 2.4.4.,
a las que se agregaron 10 ul de solucién madre de KTO 6 GRI preparadas segun 2.4.1. Estas
soluciones fueron tituladas con alicuotas de 3 ul de Acrilamida 3M y se midi6 la intensidad
de emision de fluorescencia de los IFA tras el agregado de cada alicuota.

La longitud de onda de excitacidn (Aexc) empleada fue de 293 nm para KTO y 303 nm para
GR], fijandose la longitud de emisién (Aem) @ 382 nm para KTO y 443 nm para GRIL

A partir de los graficos de F,/F en funcién de la concentraciéon de Acrilamida3+437, se
determind la constante de Stern Volmer (Ksy), que corresponde a la pendiente de dichos

graficos.

2.4.7. ESTABILIDAD DE LOS SISTEMAS IFA/POLIMERO

Se prepararon soluciones de polimero con la Cmin determinada segin lo descripto en 2.4.4.,
a las que se agregaron 10 pl de solucién madre de KTO 6 GRI preparadas segin 2.4.1.y se
midié la intensidad de fluorescencia a las 24 h (F,). Los sistemas se sometieron en forma
ciclica (cada 3 dias) a 402C y 82C. Se midio la intensidad de emision de fluorescencia a los 7
(F7), 14 (F14), 21 (F21), 28 (F28), 60 (Fso) y 90 (Foo) dias. Como blanco se empleé una
solucion de 10 pl de solucion madre de KTO 6 GRI en buffer fosfatos pH 7,4.

La longitud de onda de excitacion (Aexc) empleada fue de 293 nm para KTO y 303 nm para
GR], fijandose la longitud de emisidn (Aem) @ 382 nm para KTO y 443 nm para GRL

54



CAPITULO 2 - RESULTADOS Y DISCUSION

2.5. KETOCONAZOL

En solucién tampon fosfato monoséddico-fosfato disddico pH 7,4 y a una Aexc = 293 nm KTO
muestra un espectro de emision de fluorescencia donde se distinguen dos bandas de
emision aproximadamente a 364 y 382 nm, (denominadas de aqui en adelante banda 1 y
banda 2, respectivamente). Estas bandas corresponden a transiciones m — 7 * ubicadas en
el anillo aromatico -O-Ph-N con una participacién significativa del grupo 1,3-dioxolan-4- ilo

y los sustituyentes del grupo piperazina38, como asi también a nivel del grupo imidazol3°.

Al igual que KTO, otras moléculas fluorescentes muestran espectros de emision con
multiplicidad de bandas, como por ejemplo el pireno, para el cual la relacién de intensidad
de emision de las dos bandas principales (I1/I3) es ampliamente utilizada como un
parametro para determinar la polaridad del disolvente en medios microheterogéneos#0-42,
De una forma similar la relacién de intensidad de emisién entre las dos bandas de emisién
de KTO (I1/I2) podria utilizarse como una indicacién del cambio de polaridad local en torno
a los grupos fluoréforos#%43, Se registraron los espectros de emision de KTO en mezclas
hidroalcohdlicas de constante dieléctrica (D) calculada segtin la ecuacion 2.4. Se observé un
desplazamiento hacia el rojo (“redshift”) en los maximos de emisiéon de la banda 2 con el
aumento de la polaridad del medio, expresada en funcién de la constante dieléctrica del
medio, en coincidencia con lo descripto por Starosta et al38, no asi en la banda 1, que no
mostro variaciones significativas. En la fig 2.13. se muestra la variacién en la longitud

maxima de emision de KTO en la banda 2 en funcién de la D del medio.
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Fig 2.13. Dependencia de la longitud de onda maxima de emisién banda 2 de KTO en funcién de la

constante dieléctrica de mezclas agua - etanol
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Asimismo, se calcularon los valores de R (relaciéon [1/12) y se graficaron en funcién de D. Se
observo que R disminuy6 notablemente en funcidon del aumento de la polaridad del medio
(Fig 2.14), sugiriendo que la intensidad de emision de KTO también se ve afectada por los
cambios en la polaridad del medio.
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Fig 2.14. Variacion en los valores de R de KTO en funcién de la constante dieléctrica del medio

Estos resultados muestran que los valores de R pueden ser usados para estimar la

polaridad del microentorno en que se halla la molécula de KTO.

2.5.1. EFECTO DE LOS POLIMEROS ESTUDIADOS SOBRE EL ESPECTRO DE
EMISION DE FLUORESCENCIA DE KTO
2.5.1.1. DERIVADOS POLISACARIDOS
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(b) —— KTO - HPMC 0,005% piv
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Fig 2.15. Espectros emision fluorescencia KTO en presencia de (a) CMCNa; (b) HPMC; (c) MC: (d) QTO;
(e) GHPTC

460

Las figuras 2.15. (a), (b) y (c) muestran el efecto de los tres derivados celuldsicos sobre el

espectro de emision de fluorescencia de KTO. En presencia de CMCNa y HPMC el espectro

de emisién no mostr6 cambios significativos en la posicién de las bandas ni en la intensidad

de las mismas. MC indujo una disminucién notable en la intensidad de las bandas, con un

ligero desplazamiento hacia menores longitudes de onda en banda 2; sin embargo, esta

disminucién no fue proporcional a la cantidad de polimero presente. La disminucién en la

intensidad de emision de fluorescencia podria deberse a la formacion de complejos no

fluorescentes, mediados por uniones puente hidrogeno entre los grupos aceptores de KTO

(nitrégenos del grupo imidazol, grupo carbonilo adyacente al anillo de piperazina) y los

grupos dadores de MC (hidroxilos) (Fig 2.16)44+47.
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Fig 2.16. Posibles sitios de interaccién entre las moléculas de KTO y MC

En la figura 2.15(d) se muestra el espectro de emisién de KTO en presencia de QTO. El
agregado de concentraciones crecientes de polimero indujo un leve desplazamiento en la
posicion de banda 2 hacia mayores longitudes de onda (388 nm, p < 0,05), evidenciando un
ambiente mas polar entorno al fluoréforo debido a interacciones dipolo-dipolo que
favorecen la pérdida de energia en forma no radiante, y una disminucidn significativa en las
intensidades de emisién en ambas bandas. La disminucién de la intensidad de fluorescencia
puede explicarse por el efecto de las cargas eléctricas de QTO localizadas en los grupos
amino (que se encuentran protonados) que interaccionan con el grupo imidazdlico
induciendo un aumento de la disipaciéon de energia de KTO por mecanismos no radiactivos
(pérdida de fluorescencia)l. Al igual que con MC, también podria plantearse interacciones
mediadas por puente hidrogeno, en este caso entre las aminas terciarias del QTO y el grupo

carbonilo terminal de KTO y/o los oxigenos del grupo 1,3-dioxolan-4- ilo.

Los posibles sitios de interacciéon de QTO#8se indican en Fig. 2.17.

CH,

Fig 2.17. Posibles sitios de interaccion en la molécula de QTO

Con respecto a GHPTC (Fig 2.15(e)) no se observaron modificaciones significativas en el

espectro de KTO, ni en posicion de bandas ni en intensidad de emisién.
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Los valores de R (relacion de intensidades de fluorescencia, 11/12) que se muestran en Tabla
2.2. no sufrieron cambios significativos (p > 0,05) en funcién de concentraciones
crecientes de polimeros, lo que sugiere que los polimeros ensayados no inducen cambios

significativos en la polaridad del ambiente en torno a KTO.

Polimero Concentracion R
0% 0,7906
CMCNa 0,005% 0,7923
0,01% 0,7830
0% 0,7728
GHPTC 0,005% 0,7789
0,01% 0,7723
0% 0,8026
HPMC 0,005% 0,7863
0,01% 0,7803
0% 0,7724
MC 0,005% 0,7645
0,01% 0,7660
0% 0,7583
QTO 0,005% 0,7555
0,01% 0,7428

Tabla 2.2.Valores de R para KTO para distintas concentraciones de los polimeros polisacaridos en

estudio

2.5.1.2. DERIVADOS ACRILICOS
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Fig 2.18. Espectros emision fluorescencia KTO en presencia de (a) EuL100; (b) PG/G; (c) Cop A/P-251

En las figuras 2.18. (a), (b) y (c) se muestran los espectros de emisién de KTO en presencia
de los polimeros acrilicos en estudio. Ninguno de los derivados produjo modificaciones
significativas en las posiciones de las bandas de emision (p > 0,05), pero si disminuciones
significativas de la intensidad de emisiéon en ambas bandas en funcién del aumento de

concentracion (p < 0,05).

La formacion de complejos no fluorescentes entre KTO y los polimeros ensayados podria
ser la causa de la disminucidn en la intensidad de emisién de la molécula. Diversos tipos de
interacciones pueden presentarse, segun lo informado por Mistry y col; con polimeros
acidicos (como Eu L100, PG/G y Cop A/P-25 I), se ha sugerido y comprobado por FTIR y
NMR una interaccion entre el N3 del grupo imidazoélico del KTO y el grupo carboxilico libre

del polimero acrilico, de tipo iénico, mediante la cesion de un protén#°.
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Los valores de R (Tabla 2.3.) no mostraron cambios significativos en presencia de
concentraciones crecientes del polimero (p > 0,05), lo que indica que no se produjeron

cambios en la polaridad del medio, en coincidencia con el andlisis espectral.

Polimero Concentraciéon R
0% 0,7662
EuL100 0,01% 0,7728
0,02% 0,7760
0% 0,8110
PG/G 0,005% 0,8122
0,01% 0,8137
0% 0,7695
Cop A/P-251 0,005% 0,7528
0,01% 0,7626

Tabla 2.3. Valores de R para distintas concentraciones de los polimeros acrilicos en estudio

2.5.1.3. POLOXAMEROS

En las figuras 2.19. (a), (b), (c) y (d) se muestran los espectros de emisiéon de KTO en
presencia de concentraciones crecientes de los poloxdmeros en ensayo. Se observé que
todos los poloxdmeros aumentaron significativamente la intensidad de emision de
fluorescencia en ambas bandas, con desplazamientos significativos hacia menores

longitudes de onda, en particular en presencia de P407 (p < 0,05).
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Fig 2.19. Espectros emision fluorescencia KTO en presencia de (a) P188; (b) P237; (c) P338: (d) P407

Las micelas poliméricas, como ya se menciond en la introducciéon de este capitulo, son
capaces de albergar en sus dominios las moléculas de IFA, alterando el microambiente que
rodea a los grupos fluoréforos. Los cambios observados en la posicién de los maximos de
emision de KTO y la variacién de los valores de R (Tabla 2.4.) en presencia de los
poloxameros ensayados evidencian la creacién de un microambiente menos polar en torno
a la molécula de KTO, debido al movimiento de la molécula desde un ambiente altamente
polar (acuoso) al ambiente menos polar proporcionado por las micelas4%50, Este cambio en
la polaridad puede explicarse por la pérdida de agua en torno a los bloques de
polipropileno a medida que progresa el proceso de formacién de las micelas®!. Jalali et al
obtuvieron resultados similares (aumento de intensidad y desplazamiento hacia el azul)
trabajando con KTO y agentes tensoactivos (Bromuro de Cetiltrimetilamonio), y explicaron
el aumento de intensidad por la restriccion en el desplazamiento de las moléculas de KTO
incluidas en las micelas®2.También se ha planteado que como resultado de la inclusiéon de
KTO en un entorno mas hidréfobo, la molécula se encuentra protegida de desactivaciones
no radiativas y de extintores solubles en agua, como el oxigeno, lo cual también explica el

aumento en la emision de fluorescencia®354.
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Polimero Concentracion R
0% 0,7623
P 188 1% 0,7877
5% 0,8056
0% 0,7690
P 237 1% 0,8567
5% 0,9210
0% 0,8317
P 338 1% 0,8368
5% 0,9137
0% 0,8344
P 407 1% 0,9430
5% 1,0587

Tabla 2.4. Valores de R para distintas concentraciones de los poloxameros en estudio

2.5.2. TITULACION ESPECTROFLUOROMETRICA Y DETERMINACION DE
PARAMETROS DE ASOCIACION KTO - POLIMEROS EN ESTUDIO

En funcién de los resultados obtenidos en el apartado 2.5.1. se realiz6é la titulacién
espectrofluorométrica de KTO con los polimeros que evidenciaron interacciones

significativas.

2.5.2.1. DERIVADOS POLISACARIDOS

La titulacion de KTO con concentraciones crecientes de MC y QTO produjo una disminucién
progresiva en la intensidad de emision de fluorescencia de KTO, en concordancia con lo
observado en el andlisis espectral. En la figura 2.20 se observa el grafico de -AF vs la

concentracion de los polimeros:
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Fig 2.20. -AF KTO en presencia de concentraciones crecientes de MCy QTO

En las figuras 2.21. (a) y (b) se muestran las graficas del porcentaje de disminucién en la
intensidad de emision de fluorescencia de KTO, calculado seguin la ecuacién 2.1., en funcién
de concentraciones crecientes de MC y QTO, ajustadas segun la ecuaciéon 2.2. En ambos
casos se obtuvieron curvas con un perfil hiperboélico. Las flechas sefialan los valores de Cmin
estimados, que se obtuvieron a partir de la interseccién entre la pendiente a la curva y el

maximo % de cambio de fluorescencia calculado segun el programa estadistico.
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Fig 2.21. Porcentaje de disminucion de intensidad de emision de fluorescencia de KTO en presencia

de cantidades crecientes de (a) MC; (b) QTO.

En tabla 2.5 se muestran los valores de concentracidon de polimero minima (Cmi), relacion

minima de peso polimero-KTO (P/F), porcentaje maximo de disminucion de fluorescencia
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(AFmax) y Ka (constante de asociacion) para los procesos de asociacion KTO - polimeros

polisacaridos, calculados segtin este modelo.

Cmin (%p/V) P/F (p/p) AFmax (%) Ka (mg/mL)1
KTO-MC 0,04 + 0,0006 12,50 75,63 + 1,41 2,84 + 0,02
KTO0-QTO 0,01 + 0,0002 3,22 102,11+ 1,06 13,96 + 0,04

Tabla 2.5. Parametros de los procesos de asociacion KTO - MC y KTO - QTO calculados segiin el

modelo no lineal de unidén de ligandos

2.5.2.2. DERIVADOS ACRILICOS

La titulacién de KTO con concentraciones crecientes de los tres polimeros acrilicos en
estudio produjo una disminucién progresiva en la intensidad de emision de fluorescencia
de KTO (en concordancia con lo observado en el analisis espectral) hasta alcanzar una
meseta donde la intensidad de fluorescencia se mantuvo mas o menos constante. En la

figura 2.22 se observa el grafico de -AF vs la concentracién de los polimeros:
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Fig 2.22. -AF KTO en presencia de concentraciones crecientes de los polimeros acrilicos en estudio

En las figuras 2.23 (a), (b) y (c) se muestran las graficas del porcentaje de disminucion en la
intensidad de emision de fluorescencia de KTO, calculado segun la ecuacion 2.1., en funcion
de concentraciones crecientes de los tres polimeros acrilicos en estudio, ajustadas segun la
ecuacion 2.2. En los tres casos se obtuvieron curvas con un perfil hiperbélico. Las flechas

sefialan los valores de Cmin estimados, que se obtuvieron a partir de la interseccion entre la
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pendiente a la curva y el maximo % de cambio de fluorescencia (linea punteada horizontal

superior) calculado segun el programa estadistico.
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Fig 2.23. Porcentaje de disminucion de intensidad de emision de fluorescencia de KTO en presencia

de cantidades crecientes de (a) EuL100; (b) PG/G; (c) Cop A/P-251.

En tabla 2.6 se muestran los valores de concentracién de polimero minima (Cmm), relaciéon
minima de masa polimero-KTO (P/F), porcentaje maximo de disminucién de fluorescencia
(AFmax) y Ka (constante aparente de asociacién) para los procesos de asociacién KTO -

polimeros acrilicos segun este modelo.
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Cmin (Yop/V) P/F (p/p) AFmax (%) Ka (mg/ml)1
KTO-EuL100 0,02 £ 0,0003 3,57 63,17 £ 0,552 7,92 £ 0,005
KTO-PG/G 0,02 £0,0001 4,10 62,36 £ 0,441 5,39 £ 0,004
KTO-A/P-251 0,01 +£0,0003 1,50 106,881,117 14,880,003

Tabla 2.6. Parametros asociados a los procesos de asociacion KTO - polimeros acrilicos calculados

segun el modelo no lineal de unién de ligandos

2.5.2.3. POLOXAMEROS

En la Fig 2.24. se observan los cambios en la intensidad de emisién de KTO en presencia de
concentraciones crecientes de P188, P237, P338 y P407. En todos los casos se observo un
aumento en la intensidad de emisiéon de fluorescencia de KTO, en concordancia con lo

observado en el andlisis espectral.
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Fig 2.24. AF KTO en presencia de concentraciones crecientes de los poloxameros en estudio

En la figura 2.25. se muestran las graficas de porcentaje de aumento en la intensidad de
emision de fluorescencia de KTO en funcién de concentraciones crecientes de los
poloxameros ensayados. En todos los casos se obtuvieron curvas con un perfil hiperbdlico,
que se ajustaron a un modelo no lineal de union de ligando a un sitio de union. Las flechas

sefialan los valores de Cuin estimados.
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Fig 2.25. Porcentaje de aumento de intensidad de emision de fluorescencia de KTO en presencia de

cantidades crecientes de (a) P188; (b) P237; (c) P338; (d) P407.

En tabla 2.7. se muestran los valores de concentracién de polimero minima (Cmin), CMC

(concentracién micelar critica), porcentaje maximo de disminucion de fluorescencia (AFmax)

y Ka (constante aparente de asociacion)

poloxdmeros segin este modelo.

para los procesos de asociacién KTO -

Cmin (M) CMC (M) AF_. (%) Ka (M)
KTO-P188 2,00.10+4 6,2.104 71,6 + 3,14 3,33.103 £ 0,04
KTO-P237 2,00.104 2,04.104 70,46 +3,36  1,27.10% £ 0,02
KTO-P338 1,24.104 9,83.10 102,26 £3,09 1,01.10%+0,02
KTO-P407 4,00.105 6,51.10> 94,91 +3,38 1,714.104+0,01

Tabla 2.7. Parametros de los procesos de asociacion KTO - poloxameros calculados segin el modelo

no lineal de unidn de ligandos
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La determinacion de la CMC se puede realizar utilizando cualquier propiedad que presente
un cambio significativo frente a la concentracion de agentes formadores de micelas.
Algunas de las propiedades mas utilizadas son: la tension superficial, la conductividad y las
propiedades Opticas y espectroscopicas tales como medidas de dispersion de la luz e indice
de refraccion o absorcidon®. Si en el sistema micelar se incluye alguna molécula
fluorescente, su intensidad de emisidon frente a concentraciones crecientes del agente
formador de micelas puede ser utilizada para estimar su CMC. Esta propiedad fue utilizada
en los trabajos de Kabanov y col, que determinaron las CMC de distintos poloxameros
utilizando pireno como sonda 6ptica fluorescente. En forma analoga, y como ya se viera en
apartados anteriores, KTO es sensible a los cambios en la polaridad del ambiente, y su
intensidad de emisién de fluorescencia puede usarse para monitorear su incorporacién en
micelas y estimar la CMC de estos polimeros a partir de los puntos de inflexién de la curva

de intensidad de emision de fluorescencia vs el log de la concentracién de los poloxameros

(Fig 2.26).
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Los valores de intensidad de fluorescencia de KTO permanecen bajos y sin cambios
significativos por debajo de la CMC, pero a concentraciones mayores aumenta
significativamente, reflejando la incorporacion de KTO en el entorno hidrofébico de las
micelas formadas. En Tabla 2.8 se muestran los valores de CMC obtenidos por el método de

Kabanov:

CMC (M)
P 188 1,47.10
P 237 1,10.104
P 338 1,37.10°
P 407 6,10.105

Tabla 2.8. CMC de los poloxameros en estudio estimadas segiin el método de Kabanov

Los resultados obtenidos son coincidentes en cuanto a que la CMC de estos polimeros se
encuentra relacionada a la longitud de la porcién hidrofébica de la molécula polimérica; a
mayor longitud, menor CMC. Un menor valor de CMC indica una mayor facilidad para la

formacion de micelas>O.

Para describir las interacciones entre micelas de los poloxameros en ensayo y KTO, se
calcularon los coeficientes de particién de KTO en los cuatro sistemas poliméricos a partir

de los datos obtenidos por espectrofluorometria, que se detallan en tabla 2.9.

P log P
KTO - P188 80,65+ 0,001 1,90
KTO - P237 99,87 + 0,007 1,99
KTO - P338 152,22 + 0,07 2,18
KTO - P407 166,66 + 0,99 2,22

Tabla 2.9. Coeficientes de particion KTO en los sistemas poliméricos micelares en base a poloxameros

Se observa que el coeficiente de particion de KTO aumenta en funcién del la hidrofobicidad

del poloxamero (relacion PEO/PPO). Esto sugiere que el aumento de solubilidad de KTO
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por poloxameros se debe principalmente a interacciones de tipo hidrofébico entre la

molécula de KTO y las micelas, en concordancia con trabajos previos36.56,

2.5.3. EXTINCION DE FLUORESCENCIA KTO EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE LOS
SISTEMAS POLIMERICOS POR AGREGADO DE ACRILAMIDA

Los procesos de extincidn de fluorescencia pueden representarse segin los esquemas (Fig

2.27)

/if =T NO emission
hv K 4
F+Q F-Q

Fig 2.27. Representacion esquematica de un proceso de extincion de fluorescencia estatico?

Los procesos de extincion estatica obedecen a la ecuacion de Stern Volmer:

Fo/F =1+ Ksy. [E] Ecuacién 2.5.

Donde

FO = Intensidad emisién de fluorescencia en ausencia del polimero

F = Intensidad emisién de fluorescencia a una dada concentracién del extintor
[E] = concentracién del extintor

Ksv = constante de Stern Volmer

Los datos de extincidn se presentan como graficos Fo/F versus [E], esperandose que Fo/F
sea linealmente dependiente de la concentracion del extintor. Las graficas lineales
presentan interseccion en el eje y igual a 1 y una pendiente igual a K; son generalmente
indicativas de una sola clase de fluoréforos, todos igualmente accesibles para el extintor. Si
dos poblaciones de fluoréforos estan presentes, y una clase no es accesible al apagador,
entonces los graficos se desvian de la linealidad hacia el eje x. En muchos casos, el
fluoroforo se puede apagar tanto por colisiones como por formacion de complejos con el
mismo extintor; en estos casos los graficos presentan una curvatura hacia arriba, céncava

hacia el eje y1.
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Los procesos de extincion de fluorescencia son ampliamente utilizados para el estudio de la
unién de farmacos a macromoléculas (en especial, proteinas), como asi también para
inferir la localizacién y sitios de unidén de IFAs en sistemas micelares®’°8 y membranas

biolégicas!.

A fin de estimar la posicion de la molécula del IFA en el entramado polimérico o en las
micelas, se realizaron pruebas de extincién de fluorescencia empleando Acrilamida como
extintor. Se obtuvieron las graficas de Stern Volmer (Fig 2.28) y las constantes de extincién

correspondientes, que se indican en Tabla 2.10.

22 2,2

— KTO — KTO
2,0 4 —— KTO + Metilcelulosa . 20| — KTO-PGIG
—— KTO + Quitosano

- Eul100

-Cop A/P-25 |

Fo/F

T T T T T .
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10

[Acrilamida] mM [Acrilamida] mM

2,2

— KTO
2,01

1.8

1,6

Fo/F

1,4

1,2

1,0 §

()

T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
[Acrilamida] mM

Fig. 2.28. Graficos Stern Volmer KTO y KTO con (a) polimeros polisacaridos; (b) polimeros acrilicos;

(c) poloxameros frente a concentraciones crecientes de acrilamida
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Ksv (mM1)
KTO 11,78 +0,3
KTO - P188 9,10 0,13
KTO - PG/G 8,91 £ 0,2
KTO - MC 7,86 + 0,24
KTO - P237 7,43 +0,1
KTO - EuL100 7,32 +0,3
KTO - P338 7,15 +0,2
KTO - P407 6,62 + 0,18
KTO - QTO 6,42 + 0,40
KTO - Cop A/P-25 1 4,10 0,3

Tabla 2.10. Constantes de Stern Volmer para KTO en solucidon buffer fosfatos pH 7,4 e incluido en las

soluciones poliméricas en estudio frente al agregado de acrilamida

Acrilamida (Fig 2.29.) es una molécula no idnica, hidrofilica, de caracter anfifilico. Si bien su
molécula es demasiado pequefia para agregarse en forma micelar, puede incorporarse
facilmente en estructuras poliméricas donde existan grupos polares y no polares,
especialmente a través del limite entre ambos. Si este proceso se produce en un sistema
donde un fluoréforo esté incluido, puede conducir al contacto con el fluoréforo y, por lo
tanto, inducir la extincién de fluorescencia. La presencia de agua favorece el proceso, dada

su solubilidad en ella>°.

o

CH,

HQNM

Fig 2.29. Estructura quimica Acrilamida

En todos los casos, se obtuvieron graficas de Stern Volmer lineales, sugiriendo la existencia
de una sola poblacion de fluoréforos accesible a Acrilamida.
El mayor valor de Ksy se obtuvo para KTO en ausencia de polimeros, lo cual indica un facil

acceso del extintor al fluoréforo (mayor eficiencia de extincion). Las diferencias observadas
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en los valores de Ksy en los sistemas KTO-polimero pueden proporcionar una aproximacion
de la localizacion dentro de la red o la micela; un fluoréforo localizado en la superficie
estara mas expuesto al extintor (con valores de Ksy similares a KTO solo) que aquél que se

sitda en el interior y se encuentra protegido frente a la colision con el extintor (Fig 2.30.).

s
N

Cc e 4 \"\’
€ 6o ﬁ;’f'; o “:
SR, GO © ”~
\\\\\ L a0t < <
T avle .
3 »>
(a) (b)

Fig 2.30. Esquema de la accesibilidad del extintor en funcién de la ubicacién del fluoréforo en la red

polimérica (a) y en una micela polimérica (b)

Si bien todos los polimeros, debido a sus menores valores de Ksy, evidenciaron un grado de
inclusién dentro de sus estructuras, para QTO, Cop A/P-25 I y P407 se obtuvieron los
menores valores de Ksy, lo cual sugiere una mayor inclusiéon dentro de los dominios mas

hidr6fobos de las redes o de las micelas poliméricas.

2.5.4. ESTIMACION DE LA POLARIDAD DEL MICROENTORNO DEL
FLUOROFORO EN LOS SISTEMAS POLIMERICOS EN ESTUDIO

Para estimar la polaridad del microambiente en torno al fluor6foro ante la presencia de los
polimeros ensayados, se obtuvieron los valores de Amsx de KTO a la Cmin de cada uno de los
polimeros, y por interpolacidn y extrapolacion en la Fig 2.13. se obtuvieron los valores de D

en cada caso, que se muestran en Tabla 2.11.
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Polimero Cmin (%p/V) Amax (nm) D
MC 0,04 380,5 81,4
QTO 0,01 382,0 87,2
Eu L100 0,02 385,0 97,0
PG/G 0,02 380,6 82,3
Cop A/P25I 0,01 380,0 80,2
P 188 8,85 379,5 78,5
P 237 3,75 378,8 76,2
P 338 6,43 379,5 78,4
P 407 3,25 379,0 76,3

Tabla 2.11. Valores de Amsx KTO a las Cmin oObtenidas para cada polimero y las correspondientes D en

torno al microentorno del fluoroéforo

Tomando como referencia el valor de D del agua (80,1) se observa que los cuatro
poloxameros en estudio disminuyeron dicho valor, evidenciando un microentorno menos
polar. El resto de los polimeros no mostraron diferencias significativas, e incluso Eu L100 y
QTO mostraron un aumento respecto al valor de referencia. Estas observaciones coinciden

con lo ya analizado en cuanto a los valores de R de KTO.

2.5.5. ESTABILIDAD DE KTO SOLO E INCLUIDO EN LOS MEDIOS POLIMERICOS
EN ESTUDIO

En la Fig 2.31 se muestran las variaciones en la intensidad de emisién de fluorescencia de
KTO incluidos en las soluciones poliméricas preparadas a las Cmin de cada uno de los

polimeros.
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Fig 2.31. Cambios en la intensidad de emision de fluorescencia de KTO y KTO en (a) polimeros
polisacaridos, (b) polimeros acrilicos y (c) poloxameros en funcion del tiempo y “cycling” de

temperatura

Estableciendo como criterio un % de cambio en la intensidad de emisién de fluorescencia
de KTO del +5%, se puede observar que QTO, PG/G, Cop A/P-25 1y todos los poloxdmeros
cumplieron con el mismo. Incluso en el caso de los poloxameros, KTO fue mas estable que
en solucion buffer fosfatos pH 7,4 durante todo el periodo de ensayo. Dado que la
intensidad de fluorescencia es proporcional a la concentracion del IFA, se concluye que
KTO incluido en los sistemas poliméricos mencionados permanece estable durante las

condiciones y el periodo en estudio, segun el criterio establecido.
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2.6. GRISEOFULVINA

En solucién acuosa tampon fosfato monosédico-fosfato disédico pH 7,4 y a una Aexc = 303
nm GRI mostré un espectro de emision de fluorescencia donde se distingue una banda de
emision a aproximadamente 443 nm. La emision de fluorescencia de GRI se atribuye a la
presencia de dobles enlaces conjugados del anillo bencénico que junto con el puente
lactona y el doble enlace del anillo hexagonal hacen que la molécula presente una
estructura altamente rigida, situacion que favorece la desexcitaciéon de la molécula por

emision de un foton®® (Fig 2.32.)

OCHs o OCH;

Fig 2.32. Grupos de la molécula de GRI responsables de la emisién de fluorescencia

2.6.1. EFECTO DE LOS POLIMEROS EN ENSAYO SOBRE EL ESPECTRO DE
EMISION DE FLUORESCENCIA DE GRI
2.6.1.1. DERIVADOS POLISACARIDOS

10 - 1 10
< (a) — GRI < (b) — GRI
=) —— GRI - CMCNa 0,005% =) —— GRI- HPMC 0,005%
® GRI - CMCNa 0,010% © GRI- HPMC 0,010%
¢ 89 —— GRI- CMCNa 0,015% g &1 —— GRI- HPMC 0,015%
8 @
@ @
L L
S s S s
= =
@ ©
© el
o c
o 5
8 44 2 4
£ £
o] ©
[0} ©
S ©
B 2 § 21
e =
[0} wn
o =4
2 L
< £
0 T T T T T T 0 T T T T
380 400 420 440 460 480 500 520 400 420 440 460 480 500
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

77



340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

Long de onda (nm)

CAPITULO 2 - RESULTADOS YD

10

1

(d) — GRI
—— GRI-GHPTC 0,005%

GRI - GHPTC 0,010%
—— GRI-GHPTC 0,015%

(c) — GRI
—— GRI-MC 0,005%

GRI - MC 0,010%
— GRI-MC 0,015%

Intensidad de emisién de fluorescencia (U.A))
Intensidad de emisién de fluorescencia (U.A.)

T 0 T T T T T T T

T T T T T T
380 400 420 440 460 480 500 520 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520

Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

=]

(e) —— GRI
—— GRI- QTO 0,005%

GRI-QTO 0,010%
—— GRI-QTO 0,015%

=
L

Intensidad de emision de fluorescencia (U.A.)

0 T T T T T T T T

340 360 380 400 420 440 480 480 500 520
Longitud de onda (hm)

Fig 2.33. Espectros emision fluorescencia GRI en presencia de (a) CMC Na; (b) HPMC; (c) MC; (d)
GHPTC; (e) QTO

Las figuras 2.33. (a), (b), (c) y (d) muestran el efecto de los tres derivados celuldsicos y
GHPTC sobre el espectro de emision de fluorescencia de GRI. En ninguno de los casos se
observaron cambios significativos en la posicion del maximo ni en las intensidades de
emision frente al agregado de cantidades crecientes de los polimeros (p > 0,05). Los
resultados sugieren que no existe una interaccion significativa entre estos polimeros y
GRI.

En presencia de QTO (Fig 2.33.(e)) se produjo un desplazamiento significativo hacia
mayores longitudes de onda (430 a 435 y 433nm) (p < 0,05) ante 0,005% y 0,01% del
polimero, evidenciando un microambiente mas polar en torno a la molécula de GRI.

Mayores concentraciones no produjeron cambios significativos. Con respecto a la
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intensidad de emision se produjo una disminucion significativa en presencia de 0,005% de

QTO (p < 0,005); mayores concentraciones no produjeron cambios significativos.

GRI contiene dos grupos cetona, cuatro atomos de oxigeno unidos por enlaces éter y un
anillo aromatico, cada uno de los cuales puede aceptar protones para formar enlaces de
hidrégeno. Estas transiciones son del tipo m - © * y sugieren que moléculas dadoras de
protones pueden formar complejos con el par de electrones de los atomos de oxigeno
unidos por enlace éter y / o el atomo de oxigeno del carbonilo, provocando cambios ligeros
hacia el rojo en el espectro de GRI y disminucién de la intensidad de emisién, lo cual es
coincidente con lo observado en el andlisis del espectro de emision en presencia de QTO,
que presenta numerosos sitios dadores de protones, como los grupos hidroxilo y amino no

acetilados61-63,

/
LF

Fig 2.34. Posibles sitios de interaccion entre las moléculas de GRI y QTO

2.6.1.2. DERIVADOS ACRILICOS
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Fig 2.35. Espectros emision fluorescencia GRI en presencia de (a) EuL100; (b) PG/G; (c) Cop A/P-251

En la Fig 2.35 se muestran los espectros de emision de GRI en presencia de los polimeros
acrilicos en estudio. Ninguno de los derivados produjo modificaciones significativas (p >
0,05) en las posiciones de las bandas de emision, lo que sugiere no se produjeron cambios
en la polaridad del medio en torno a la molécula de GRI debido a la presencia de estos
polimeros.

Con respecto a las intensidades de emision, Eu L100 y PG/G indujeron ligeros aumentos no
significativos; Cop A/P-25 I produjo una disminucién significativa a concentraciéon igual a
0,005%, sin cambios significativos frente a mayores concentraciones.

La disminucién de intensidad de emisién de fluorescencia puede explicarse, al igual que lo
planteando con QTO, por la formacién de complejos no fluorescentes. La interacciéon podria
darse a nivel de alguno de los grupos aceptores de protones de GRI y el grupo hidroxilo

libre de Cop A/P-25 1 (Fig 2.36).

Fig 2.36. Posibles sitios de interaccion de la molécula de Cop A/P-25 I con GRI
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2.6.1.3. POLOXAMEROS
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Fig 2.37. Espectros de intensidad de emision de fluorescencia GRI en presencia de (a) Poloxamero

188; (b) Poloxamero 237; (c) Poloxamero 338; (d) Poloxamero 407

GRI mostré cambios significativos en la posicién del maximo de emisién en presencia de
P188, P237 y P407, con desplazamiento hacia longitudes de onda mas bajas (menor
polaridad en el microambiente del fluoréforo), no asi en presencia de P338.

Todos los poloxameros indujeron aumentos en la intensidad de emisién de fluorescencia
de GRI, dependientes de la concentracion. P188, P237 y P407 produjeron aumentos
significativos frente a ambas concentraciones empleadas, mientras que P338 so6lo produjo
un aumento significativo con un 5% de concentracidn.

Similarmente a lo expuesto en el apartado de KTO, el desplazamiento en el maximo de
emision hacia menores longitudes de onda se explica por el microambiente menos polar en

torno al fluoréforo proporcionado por el medio micelar; el aumento en la intensidad de
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emision de fluorescencia se atribuye a la mayor inmovilidad de las moléculas del IFA
incluido en la fase micelar y la mayor proteccion proporcionada por la misma a los
procesos de desactivacién no radiante y la presencia de oxigeno en el medio acuoso, que
puede actuar como extintor.

El menor grado de interaccion entre GRI y P338 respecto a los demas poloxameros en
estudio podria explicarse en funcién de la mayor longitud de los bloques hidrofilicos de
P338 (mayor espesor de corona micelar), que podria dificultar la interaccién de la molécula

de GRI con el bloque hidrofébico del polimero.

2.6.2. TITULACION ESPECTROFLUOROMETRICA Y DETERMINACION DE
PARAMETROS DE ASOCIACION GRI - POLIMEROS EN ESTUDIO

2.6.2.1. DERIVADOS POLISACARIDOS

La titulacion espectrofluorométrica de GRI con concentraciones crecientes de QTO (Unico
polimero polisacarido que evidencié cambios significativos en el espectro de emision de
GRI) produjo una disminucién progresiva en su intensidad de emision de fluorescencia, en
concordancia con el andlisis espectral. En la figura 2.38. se representa el -AF de GRI vs

concentraciones crecientes de QTO:
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- A Intensidad emisién flucrescencia (U.A.)
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Fig 2.38. -AF GRI en presencia de concentraciones crecientes de QTO

En la Fig 2.39. se muestra la grafica del porcentaje de disminucién de intensidad de emision
de fluorescencia de GRI calculado segun la ecuacién 2.1. en funcion de concentraciones

crecientes de QTO, que fue ajustada segun la ecuacion 2.2. Se obtuvo una curva con perfil
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hiperbolico. La flecha sefiala el valor de Cmin estimado, que se obtuvo a partir de la
interseccion entre la pendiente a la curva y el maximo % de cambio de fluorescencia

(indicado por la linea punteada horizontal superior) calculado segin el programa
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Fig 2.39. Porcentaje de disminucién de intensidad de emision de fluorescencia de GRI en presencia de

cantidades crecientes de QTO.

En tabla 2.12. se muestran los valores de concentraciéon de polimero minima (Cmmn),
relacién minima de peso polimero-KTO (P/F), porcentaje maximo de disminuciéon de
fluorescencia (AFmsx) y Ka (constante aparente de asociacién) para los procesos de

asociacion GRI-QTO.

Cmin (%p/V) P/F (p/p) AFmax(%) Ka (mg/ml)!
GRI-QTO 0,14 + 0,002 5,15 94,33 0,73 +0,12

Tabla 2.12. Parametros del proceso de asociaciéon GRI - QTO calculados segiin el modelo no lineal de

union de ligandos

2.6.2.2. DERIVADOS ACRILICOS
La titulacion espectrofluorométrica de GRI con concentraciones crecientes de Cop A/P-251
(Unico polimero acrilico que evidencidé cambios significativos en el espectro de emision de

GRI) produjo una disminucién progresiva en su intensidad de emisidn de fluorescencia, en
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concordancia con el analisis espectral. En la figura 2.40 se representa el -AF vs

concentracion del polimero:
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Fig 2.40. -AF GRI en presencia de concentraciones crecientes de Cop A/P-25 1

En la Fig 2.41. se muestra la grafica del porcentaje de disminucion de intensidad de emisién

de fluorescencia de GRI, calculada segln la ecuacién 2.1., en funcién de concentraciones

crecientes de Cop A/P-25 1. El ajuste segliin la ecuacién 2.2. mostr6é una curva con perfil

hiperbélico. La flecha sefiala el valor de Cmin estimado, calculado seguin lo explicado en otros

apartados.
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Fig 2.41. Porcentaje de disminucion de intensidad de emision de fluorescencia de GRI en presencia de

cantidades crecientes de Cop A/P-25 1.

En la Tabla 2.13. se muestran los valores de concentracion de polimero minima (Cmm),

relacion minima de peso polimero-KTO (P/F), porcentaje maximo de disminucion de
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fluorescencia (AFmix%) y Ka (constante aparente de asociacién) para los procesos de

asociacion GRI-Cop A/P-25 L.

Cmin (Y%p/v)  P/F (p/p) AFmix (%) Ka (mg/ml)*
GRI-CopA/P-251 0,06 6,25 129,37 +8,9 1,77+0,1

Tabla 2.13. Parametros del proceso de asociacion GRI - Cop A/P-25 I calculados segin el modelo no

lineal de unidn de ligandos

2.6.2.3. POLOXAMEROS

Si bien el andlisis de los espectros de emisidon de GRI frente a diferentes concentraciones de
poloxameros indica la presencia de interacciones entre estos polimeros y el IFA, en esta
etapa no fue posible obtener datos a fin de modelar la variacion de emisién de

fluorescencia segiin los métodos establecidos en este trabajo de tesis.

La capacidad del nicleo micelar para encapsular un IFA depende en gran medida de la
compatibilidad entre el ntucleo hidréfobo y la molécula del IFA. Generalmente, una buena
indicacion de compatibilidad es la similitud estructural entre la molécula del farmaco y la
parte hidrofébica o la cadena lateral hidrofébica del polimero anfifilico que forma el
nucleo®. Siendo GRI un compuesto poco polar, pero de naturaleza aromatica, puede
suponerse una baja compatibilidad con el nuicleo de las micelas de poloxameros, formado
por cadenas lineales de polioxipropileno. Estudios previos demostraron una pobre
capacidad de solubilizacion de GRI en los poloxameros ensayados®>¢6, Por otro lado,
también se ha sugerido que la longitud de las cadenas hidrofilicas de poli(oxietileno)
presentes en los poloxameros ejercen una mayor proteccién sobre el nicleo de la micela

polimérica, dificultando el acceso de GRI al ntcleo hidrofébico®?.

2.6.3. EXTINCION DE FLUORESCENCIA GRI EN AUSENCIA Y PRESENCIA DE LOS
POLIMEROS POR AGREGADO DE ACRILAMIDA

Frente al agregado de concentraciones crecientes del extintor (Acrilamida), los graficos de

Stern Volmer para GRI en solucion buffer fosfatos pH 7,4 y en soluciones de QTO y Cop A/P-
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25 I ala Ciin mostraron una grafica lineal, indicando la existencia de una sola poblacion de

fluoréforos, todos igualmente accesibles al extintor (Fig 2.42)

® GRI )
15| © GRI-CopAP-25 v
v GRI-QTO

T T T T
0,00 0,02 0,04 0,06 0,08 0,10
[Acrilamida] (/mM)

Fig 2.42. Graficos de extincion de fluorescencia GRI en ausencia y en presencia de QTOy Cop A/P-251

por agregado de Acrilamida

En la Tabla 2.14. se muestran los valores de Ksy obtenidas:

Ksv (mM)-1
GRI 2,53 0,12
GRI - QTO 5,81 + 0,26
GRI - Cop A/P-251 4,00+ 0,15

Tabla 2.14. Constantes de Stern Volmer GRI, GRI en presencia de QTO y GRI en presencia de Cop A/P-
251

En ambos casos, la pendiente (Ksy) de las rectas obtenidas en la presencia de QTO y Cop
A/P-25 I fue mayor, evidenciando que en presencia de los polimeros, la molécula de GRI
esta mas expuesta al ataque del agente extintor que en su ausencia. Se ha informado que en
el caso de algunas moléculas, pueden producirse cambios conformacionales del grupo
fluoroforo al unirse con algunos sustratos, que cambian las condiciones de accesibilidad,
obteniéndose graficos similares a los obtenidos en este caso, lo que no implicaria la no

inclusion de la molécula de GRI en el entramado poliméricol.
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2.6.4. ESTIMACION DE LA POLARIDAD DEL MICROENTORNO DEL
FLUOROFORO EN LOS SISTEMAS POLIMERICOS EN ESTUDIO

A partir de los espectros de emision de GRI incluido en mezclas hidroalcohdlicas de distinta
D, se obtuvieron los valores de Amsx para cada uno de los sistemas. Como se observa en la

figura 2.43. existe una fuerte dependencia lineal entre Amsxy la D del medio.
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Fig 2.43. Longitud de onda maxima de emision de GRI en funcién de la constante dieléctrica del medio

Para estimar la polaridad del microambiente en torno al fluoréforo ante la presencia de los
polimeros ensayados, se obtuvieron los valores de Amsx de GRI a la Cin de cada uno de los
polimeros, y por interpolaciéon y extrapolaciéon en la figura anterior se obtuvieron los
valores de D en cada caso, que se muestran en Tabla 2.15. Estos resultados son

coincidentes con las observaciones realizadas en los andlisis espectrales.

Polimero Cmin (%p/v) Amax (nm) D
QTO 0,14 438 84,60
Cop A/P-251 0,06 436 78,94

Tabla 2.15. Valores de constante dieléctrica del medio en presencia de QTO y de Cop A/P-251

estimados en funcion de la longitud maxima de emision de GRI en dichos medios

2.6.5. ESTABILIDAD DE GRI SOLO E INCLUIDO EN LOS MEDIOS POLIMERICOS
EN ESTUDIO
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En las figuras 2.44 (a) y (b) se muestran las variaciones en la intensidad de emisiéon de
fluorescencia de GRI en buffer fosfatos pH 7,4 y en presencia de las Cmin de QTO y Cop A/P-
251

07
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06 —a— GRI- QTO

05 1 \/\\“\<
e SN RE :

0,4
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Fig 2.44. Cambios en la intensidad de emision de fluorescencia de GRI en ausencia y presencia de QTO

(@) y Cop A/P-251 (b) en funcidn del tiempo y “cycling” de temperatura

Estableciendo como criterio un % de cambio en la intensidad de emision de fluorescencia
del +5%, podemos observar que en ambos sistemas poliméricos los valores de intensidad
de fluorescencia de GRI permanecieron dentro del rango establecido, proporcionando
mejor estabilidad que GRI en solucion buffer fosfatos pH 7,4. Dado que la intensidad de
fluorescencia es proporcional a la concentracion del IFA, se concluye que GRI incluida en
los sistemas poliméricos mencionados permanece estable durante las condiciones y el

periodo en estudio.
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En este capitulo se analizaron las posibles interacciones entre los IFAs modelo y los

polimeros en estudio, empleando espectrofluorometria como metodologia instrumental.

= KTO en solucién acuosa mostré dos bandas de emision, a aproximadamente 364 (I1)
y 382 nm (I2). La banda 12 mostr6 cambios significativos en posicién y/o en
intensidad de emisién en funcién de la polaridad del medio, no asi la banda I1. La
relacion R=I1/12 se emple6 como criterio para estimar el cambio de polaridad en
torno al fluoréforo ante el agregado de los polimeros en ensayo.

= CMCNa, GHTPC y HPMC no indujeron cambios significativos en el espectro de
fluorescencia de KTO. MC indujo cambios tanto en la intensidad de emisién como en
la posicion de banda 2, que no resultaron proporcionales a las concentraciones de
polimeros presentes. QTO produjo un ligero desplazamiento en la posicién de la
banda 2 y disminucion significativa en la intensidad de fluorescencia de ambas
bandas en funcién de la concentraciéon de QTO, cambios podrian deberse a la
formacién de complejos no fluorescentes entre KTO y QTO. Los valores de R no
evidenciaron cambios significativos en la polaridad del microentorno del fluoréforo
en presencia de ninguno de los polimeros polisacaridos.

= Los polimeros acrilicos en estudio no produjeron cambios significativos en la
posicion de las bandas I1 e 12, pero si en la intensidad de emisién, la cual disminuyé
en todos los casos, posiblemente por la formaciéon de complejos no fluorescentes
entre KTO y estos polimeros. Los valores de R no presentaron modificaciones
significativas en presencia de concentraciones crecientes de los polimeros,
sugiriendo que no existen cambios en la polaridad del medio.

= Todos los poloxameros ensayados produjeron cambios significativos en el espectro
de emision de KTO, tanto en la posicion de las bandas como en la intensidad de
emision. El desplazamiento de las bandas hacia la regién del azul evidencia una
disminucién en la polaridad del medio, en coincidencia con los valores de R
obtenidos. El aumento en las intensidades de emision puede explicarse por la

inclusion de KTO en las micelas poliméricas formadas.
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= La titulacién espectrofluorométrica en KTO en presencia de concentraciones
crecientes de los polimeros que evidenciaron interacciones arrojé curvas con un
perfil hiperbdlico, que se analizaron segiin un modelo de regresién no lineal de
unién de ligandos. Se determinaron los valores de Cmin, CMC, AF% y K.. QTO, Cop
A/P-251 'y P407 mostraron la mejor capacidad de incorporacion del IFA en funcion
de esas tres variables.

= El andlisis de los procesos de extincion de fluorescencia de KTO incluido en los
polimeros en ensayo evidencié una mayor inclusion del IFA en los dominios
hidrofébicos de las soluciones poliméricas en el caso de QTO, Cop A/P-251y P407.

= Segln el andlisis de estabilidad de KTO en los sistemas poliméricos, seguida por
espectrofluorometria, KTO permaneci6 estable en los sistemas en estudio durante el
tiempo establecido.

= En solucién acuosa tampodn fosfato monosddico-fosfato disédico pH 7,4 y a una Aexc
303 nm GRI mostré un espectro de emision de fluorescencia donde se distingue una
banda de emisién a aproximadamente 443 nm.

= De los polimeros polisacaridos, s6lo QTO indujo cambios significativos en el
espectro de emision de GRI, modificando el maximo de emisién hacia mayores
longitudes de onda y disminuyendo la intensidad de emisién, probablemente por la
formacién de complejos no fluorescentes.

= Los polimeros acrilicos no produjeron cambios en la posicién del maximo de
emision. S6lo Cop A/P-25 I produjo un cambio significativo en la intensidad de
emision, cuya disminucion se atribuye a la formacién de complejos no fluorescentes
con GRIL

= P188, P237 y P407 produjeron cambios significativos en la posiciéon del maximo de
emision, desplazandolo hacia el azul, lo cual se relaciona con una disminucion de la
polaridad del entorno del fluoréforo. Todos los poloxameros aumentaron
significativamente la intensidad de emision, siendo este efecto mas marcado en el
caso de P407.

= La titulacion espectrofluorométrica de GRI con QTO y con Cop A/P-25 I

proporcionaron graficas con un perfil hiperbdlico, que se analizaron segun un
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modelo de regresion no lineal de unién de ligandos, calculandose Cmin, AF% y Ka.
En el caso de los poloxameros no fue posible obtener datos que permitieran realizar
su analisis.

= Los valores de KSV obtenidos por extincién de fluorescencia con acrilamida en
presencia de QTO y Cop A/P-25 I fueron mayores que en ausencia de los polimeros,
lo que no se asocia a la no inclusion de GRI en el entramado polimérico.

= En el andlisis de estabilidad de GRI en los sistemas poliméricos, seguida por
espectrofluorometria, el IFA permaneci6 estable en los sistemas ensayados durante

el tiempo establecido.
Por lo anteriormente expuesto, se continud el desarrollo de la presente tesis para KTO

utilizando los polimeros QTO, Cop A/P-25 I y P407, mientras que para GRI se utilizaron
QTOy Cop A/P-25 1.
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3. FORMAS FARMACEUTICAS DE APLICACION DERMICA
Las enfermedades de la piel son uno de los problemas de salud mas comunes, que afectan
aproximadamente a un tercio de la poblacién mundial, y la via topica es la de eleccién para

la administracion de IFAs dirigidos a su tratamientol.

3.1.CLASIFICACION DE LAS FORMAS FARMACEUTICAS DE APLICACION
DERMICA

Las formas de dosificacion para via topica se pueden clasificar desde diversos puntos de
vista. Una de las clasificaciones mas generales se basa en el sistema fisico de la formulacién:

liquidas, semisoélidas y sélidas?3.

SOLUCIONES

SUSPENSIONES Y I
EMULSIONES FLUIDAS

LiQuiDAs

POMADAS

CREMAS

FORMAS FARMACEUTICAS

DERMICAS SEMISOLIDAS

GELES

PASTAS

POLVOS

PARCHES

SOLIDAS

Fig 3.1. Clasificacion de formas farmacéuticas dérmicas

3.1.1. FORMULACIONES LiQUIDAS

Las formulaciones liquidas para aplicacion topica (lociones) pueden presentarse como
simples soluciones (acuosas, alcoholicas, hidroalcohdlicas, oleosas), suspensiones y
emulsiones fluidas. En general, tienen un tiempo de permanencia en la piel corto

(soluciones < suspensiones < emulsiones), lo que da como resultado bajos flujos de los IFAs
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hacia el tejido; por lo tanto, se usan habitualmente cuando se quieren obtener efectos
superficiales. En el caso de las soluciones, los tiempos de permanencia pueden aumentarse
ligeramente empleando glicerina, polietilenglicoles liquidos y/o polimeros afines al

disolvente?.

3.1.2. FORMULACIONES SEMISOLIDAS

La mayoria de las formulaciones aplicadas sobre la piel son semisolidas. Tienen aspecto
homogéneo, consistencia mas o menos blanda y pueden emplearse para la administracion
local y sistémica de medicamentos, como asi también para proteccién e hidrataciéon del
sitio de aplicacidn. Presentan gran versatilidad en cuanto a composicién cuali-cuantitativa
(adaptacién a muy diferentes objetivos terapéuticos), pueden vehiculizar una gran
diversidad de activos y su preparacién es relativamente rapida y sencilla. Son atractivas
para el paciente y de facil aplicacién, en especial las que contienen agua en su composicion.
Debido a su comportamiento reoldgico plastico, disminuyen su consistencia al aplicar una
fuerza mecanica externa minima, facilitando su aplicacion. Presentan sustantividad, siendo
posible su permanencia en el area de aplicacion durante periodos de tiempo mas extensos
que las formas liquidas2#-¢.

Las formas semisdlidas suelen clasificarse segtin la composicion de la base:

BASES BASES DE BASES BASES
HIDROFOBAS ABSORCION HIDROFILAS EMULSIONADAS
L. Pomadas | ( Pomadas Pomadas || cremas

hidrafobas anhidras hidrdfilas
" A ﬂfo %, 4
oleogeles | Hidrogeles - Emulgeles
Pastas | ( Pastas al | .
— — Bigeles
grasas agua
—  Microemulsiones

Fig 3.2. Clasificacion de formas semisdlidas dérmicas segiin la composicién de la base

3.1.2.1. HIDROGELES
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Los hidrogeles*7-9son sistemas monofasicos hidratados, cuya base estd compuesta de una
fase liquida (agua sola o en mezclas con etanol, isopropanol, propilenglicol, glicerol) y
agentes gelificantes hidréfilos que forman una red tridimensional coherente. Como
gelificantes pueden emplearse gomas naturales, derivados semisintéticos de celulosa,
derivados sintéticos acrilicos (Carbopol®, Pemulen®, Jaguar® y otros).
El agua, componente principal de los hidrogeles, puede aumentar la hidratacién del estrato
cérneo, actuando como un potenciador natural de la penetracion. Sin embargo, la tendencia
de los hidrogeles al secado rapido después de la aplicaciéon limita sus propiedades
hidratantes.
Ventajas
x Capacidad filmégena, no son oclusivos
% Gran facilidad de aplicacién y eliminacion
x  Cosméticamente muy aceptables
x  Proporcionan una liberacién mas rapida del fairmaco, independientemente de la
solubilidad en agua del farmaco, en comparacién con las cremas y los ungtientos.
Desventajas
x Incompatibilidades con principios activos cuando éstos modifican el pH del medio o
influyen en la carga ionica, lo que generalmente afecta la estabilidad fisica de los
geles
*x  Tendencia a la desecacion (pérdida de la textura original)
% Escaso poder de penetracidn (so6lo tratamientos superficiales)
x Elevado efecto “tacking” (pegajosidad) de algunos gelificantes
% No son oclusivos ni emolientes

x La transpiracion puede provocar su eliminacion

3.1.2.2. BASES EMULSIONADAS?47810,11

Consisten en una fase oleosa y una fase acuosa, con presencia de emulsionantes que
estabilizan la dispersion de una fase (interna) en la otra (externa). Son sistemas de dos
fases (A/O u O/A) o sistemas de fases multiples (A/O/Au 0/A/0).

Entre las bases emulsionadas se pueden distinguir cremas, emulgeles, bigeles y

microemulsiones gelificadas.
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Estas bases contienen tanto componentes hidréfobos como hidrofilos, por lo que combinan
las propiedades de ambos tipos de componentes, observandose predominio de las
propiedades de la fase externa (la emulsion es hidrofila, si su fase externa es acuosa e
hidro6foba, si su fase externa es oleosa).
Permiten vehiculizar activos tanto hidrosolubles como liposolubles; los activos pueden
estar localizados en la fase externa o en la fase dispersa (dependiendo de su solubilidad y
del tipo de emulsién). La velocidad de liberacién in vitro de las sustancias activas suele ser
mayor cuando se encuentran solubilizadas en la fase externa.
Algunos emulsionantes contenidos en las bases emulsionadas pueden penetrar en los
lipidos intercelulares del estrato cérneo y actuar como potenciadores de la penetracién.
Los procesos involucrados en la liberaciéon y permeaciéon de farmacos desde un sistema
emulsionado son complejos y dificiles de definir. La emulsion cambia a medida que se
aplica: la fase continua acuosa se evapora (o si es oleosa puede penetrar en la piel) y la
emulsiéon se rompe. Ademas, el ingrediente activo, si bien puede estar solubilizado en una
de las fases, se dividira entre las fases continua y dispersa o puede incorporarse en las
micelas del emulsionante a medida que la formulacién colapsa. También debe tenerse en
cuenta el coeficiente de difusion real del activo en un sistema bifasico. Si el activo esta
suspendido, debera disolverse previamente para quedar disponible para la liberacion,
haciendo aiin mas complejo el proceso.
Dentro de las bases emulsionadas, las cremas O/A (hidréfilas, lavables) son las formas mas
frecuentemente elegidas para la administracion tdpica de activos dermatoldgicos. Son
emulsiones con una fase dispersa oleosa y una fase continua acuosa; los emulsionantes mas
utilizados son los no i6nicos, ya que son menos toxicos e irritantes para la piel.

% No son oclusivas.

x Pueden usarse en lesiones himedas; presentan una cierta capacidad de absorcién

de exudados.
x  Promueven hidrataciéon del estrato cdrneo mediante el contacto directo de la fase
acuosa externa con la piel.
x  Son lavables (se retiran facilmente de la piel y la ropa).
x  Son faciles de dosificar y aplicar.

x  Son facilmente aceptados por los pacientes debido al menor contenido de aceite.
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x Crean un efecto de enfriamiento a través de la evaporacion de la fase acuosa,

dejando una capa minima de aceite en la piel como un emoliente.

3.1.2.2.1. EMULGELES
Los emulgeles!112 son emulsiones del tipo O/A, cuya fase externa se encuentra gelificada.
Poseen las ventajas de emulsiones y geles, y actian como un sistema de liberaciéon de
control dual.
Los emulgeles para uso dermatoldgico tienen varias propiedades favorables:

e Son bien aceptados por los pacientes, debido a su tacto no graso y refrescante, y su

apariencia agradable

e Son emolientes

e Son facilmente removibles

¢ No manchan
Los geles emulsionados han demostrado ser vehiculos adecuados para farmacos
hidrofébicos o poco solubles en agua. Los sistemas aceite en agua atrapan los fAirmacos
lipofilicos en la fase oleosa y se libera lentamente a la piel a través de la fase externa
gelificada. Los emulgeles se han utilizado como vehiculos para administrar diversos
farmacos hidréfobos (ketoconazol, aciclovir, diclofenac y calcipotriol) a la piel. Algunos de
los agentes gelificantes utilizados son P407, HPMC, carbémeros (Carbopol©), Pemulen®© y
CMC Na.
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3.2. MATERIALES

Ketoconazol Parafarm, Griseofulvina Parafarm, Quitosano Parafarm (PM promedio 240
kDa, GD > 75%), Poloxamero 407 Parafarm, Alcohol cetilico Parafarm, Miristato de
isopropilo (MIP) Parafarm, Monoestearato de glicerilo autoemulsionable (MEG AE)
Parafarm, Laurilsulfato de Sodio (LSNa) Parafarm, Alcohol estearilico Parafarm y
Metilparabeno Parafarm fueron adquiridos en Drogueria Saporiti (CABA, Argentina); Acido
Lactico, Propilenglicol (PPG), Vaselina blanca y Vaselina liquida fueron adquiridos en
Drogueria Novalquim (Rosario, Argentina); Trietanolamina (TEA) Cicarelli fue adquirida en
Norces (Rosario, Argentina); Polygel W30® 3VSigma (30% p/p en polimero) fue donado

por Cognis Argentina.

3.3. METODOS

3.3.1. ELABORACION DE FORMAS FARMACEUTICAS SEMISOLIDAS - GELES
3.3.1.1. COMPOSICION CUALI-CUANTITATIVA

G-KTO- G-KTO- G-KTO- G-GRI- COP G-GRI-QTO
COP QTO P407
KTO 2g 2g 2Ego ===== ==e=s
GRI e e e 02g 02g
Polygel W30® 3g == eeee- 3g  -e---
TEA cs.pH7 - e cs.pH7 -
Qro - 5¢ - - 5g
Acido Lactico - 28 e e 2g
P407 e e 25¢g - e
Metilparabeno 01g 01g 01g 01g 01g
Propilparabeno 0,05g 0,05g 0,05g 0,05¢g 0,05g
Agua destilada 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g

C.S.p.

Tabla 3.1. Composicion cuali-cuantitativa de los geles elaborados
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3.3.1.2. TECNICAS DE ELABORACION

3.3.1.2.1. SOLUCION CONCENTRADA DE PARABENOS

Se prepararon 100 ml de soluciéon concentrada de Parabenos, disolviendo 10 g de
Metilparabeno y 5 g de Propilparabeno en cantidad suficiente de Propilenglicol, con ayuda

de calor (402C) y agitacién (agitador magnético Arcano 78-HW-1).

3.3.1.2.2. AGUA CONSERVADA
Se prepardé por mezcla de Agua destilada y 1% de Solucién concentrada de Parabenos, de
manera que la concentracién final de conservadores antimicrobianos fue 0,1 % p/v de

Metilparabeno y 0,05% p/v de Propilparabeno.

3.3.1.2.3. GELES DE COP ACRILATO/PALMETH-25 ITACONATO

En 80 ml de Agua conservada se incorporé la cantidad prescripta de emulsién de Polygel
W30® con agitacion manual. Se agreg6 TEA hasta pH 7, continuando la agitacién hasta
obtencion del gell3. Se pesé la cantidad correspondiente de IFA y se agreg6 el gel obtenido
sobre el IFA por diluciéon geométrica, con agitacién manual hasta homogeneidad. Se

completd a peso final de 100 g con Agua conservada.

3.3.1.2.4. GELES DE QUITOSANO

Se prepar6 100 mL de solucién acuosa de Acido Lactico 2% p/v. En 80 ml de esa solucion
se mezclo 1 ml de solucion concentrada de Parabenos y se disperso la cantidad prescripta
de QTO en forma manuall4. El sistema se dejo en reposo con agitacion ocasional durante 48
h hasta disolucion completa del polimero. Se pesé la cantidad prescripta de IFA y se
incorpord el gel obtenido sobre el IFA por diluciéon geométrica, con agitaciéon manual hasta

homogeneidad. Se completo a peso final de 100 g con solucién de Acido Lactico 2%.

3.3.1.2.5. GELES DE POLOXAMERO 407
Utilizando 80 ml de Agua conservada se preparé el gel conteniendo el IFA segin el método
en frio reportado por Schmolkal’, agitando en forma manual hasta homogeneidad. Se

completo a peso final de 100 g con Agua conservada.
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3.3.2. ELABORACION DE FORMAS FARMACEUTICAS SEMISOLIDAS - EMULGELES

0/A
3.3.2.1. Composicion cuali-cuantitativa
E-KTO- E-KTO- E-KTO- E-GRI-COP E-GRI-QTO
copP QTO P407
KTO 2g 2g 2g === eeee-
GRI e e 02g 02g
MEG AE 2g 3g 2g 2g 3g
MIP 5g 5g 5g 5g 5g
Alcohol cetilico 2g 3g 2g 2g 3g
PPG 5g 5g 5g 5g 5g
Vaselina liquida 5g 5g 5g 5g 5g
Polygel 50g - - 50g -
W30®3%
QT05% - - 50g - e 50g
P40725% - - 60g - e
Polisorbato 80 1lg 1lg 1lg 1lg 1g
Metilparabeno 01g 01g 01g 01g 01g
Propilparabeno 0,05g 0,05g 0,05g 0,05g 0,05g
Agua destilada 100 g 100 g 100 g 100 g 100 g
C.S.p.

Tabla 3.2. Composicion cuali-cuantitativa de los emulgeles elaborados

3.3.2.2. TECNICA DE ELABORACION

Los geles de Cop A/P-251, QTO y P 407 (sin IFA) se prepararon segln técnicas descriptas
en 3.3.1. Se pesaron los componentes de la fase oleosa y se fundieron a bafio maria en
orden decreciente de sus puntos de fusion. Se calento la cantidad prescripta de gel a igual
temperatura que la fase oleosa (602C * 12C) y se mezclaron ambas fases por método
directo, con agitacion manual constante manteniendo la temperatura hasta formacion de la

emulsion, retirandose del calentamiento y prosiguiendo la agitacion hasta alcanzar
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temperatura ambiente. Se peso la cantidad prescripta de IFA, y se incorpor6 el emulgel
obtenido sobre el IFA por dilucién geométrica, con agitaciéon manual hasta homogeneidad.

Se complet6 a peso final de 100 g con Agua conservada.

3.3.3. ELABORACION DE FORMAS FARMACEUTICAS SEMISOLIDAS - CREMAS 0/A
Como referencia de una formulacion de KTO existente, se empledé una especialidad
medicinal bajo la forma de crema O/A conteniendo KTO 2% (C-KTO).

Dado que no existen especialidades medicinales semisdlidas para via dérmica conteniendo

GRI, se prepar6 una crema O/A con excipientes convencionales (C-GRI).

3.3.3.1. COMPOSICION CUALI-CUANTITATIVA

C-KTO C-GRI
KTO 2g ==
GRI e 02g
Alcohol cetilico n.d.* 90¢g
MEG AE nd* -
Vaselina liquida n.d.* 50g
Vaselinablanca @ - 75¢g
PPG n.d.* 50¢g
Alcohol cetoestearilico nd* -
Laurilsulfato de sodio @ ----- 10g
Conservadores* n.d.* 0,15g
Agua purificada c.s.p. 100 g 100 g

Tabla 3.3. Composicion cuali-cuantitativa de las cremas 0/A (*no declarado por el fabricante)

3.3.3.2. TECNICA DE ELABORACION C-GRI

Se prepard la fase acuosa, mezclando 1 ml de Solucién concentrada de Parabenos con 70ml
de agua destilada y posterior disolucidn de Laurilsulfato de Sodio. Se preparé la fase oleosa,
fundiendo sus componentes en orden decreciente de puntos de fusion. Se mezclaron ambas

fases por método inverso (fase acuosa sobre fase oleosa), a igual temperatura (65 * 12C)
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con agitaciébn manual constante manteniendo la temperatura hasta formacién de la
emulsién, retirandose del calentamiento y prosiguiendo la agitacion hasta alcanzar
temperatura ambiente. Se pesd la cantidad prescripta de GRI y se disperso en PPG. Sobre la
dispersion del IFA se incorpor6 la crema obtenida, por diluciéon geométrica, con agitacion

manual. Se completd a peso final con agua destilada.

3.3.4. ENSAYOS

3.3.4.1.pH

Una porcién de 1 g de cada una de las formas elaboradas se dispersé en 30-40 ml de agua
destilada (pH 7) a temperatura ambiente. La dispersion se filtré utilizando papel de filtro y
se midi6 el pH del filtrado (phmetro Arcano PHS-3E). Las mediciones se realizaron por

triplicado?e.

3.3.4.2. SIGNO DE LA EMULSION (EN EMULGELES Y CREMAS)

Sendas porciones de 1 g de formulacién se esparcié sobre cada uno de dos portaobjetos,
colocandose a continuacion Azul de Metileno 1% (hidrosoluble) sobre uno de los portas y
Rojo Sudan 1% (liposoluble) sobre el otro. Se observé visualmente la distribucion de cada

uno de los colorantes?’.

3.3.4.3. EXTENSIBILIDAD

Se colocé una muestra de 1 g de la formulacién sobre una placa de vidrio 20 x 20 cm, y se
colocé sobre ella otra placa igual, de peso conocido (380 g). Al cabo de 5 minutos se midi6
el diametro del circulo formado en 4 direcciones (Fig 3.3.) y se calcul6 la superficie segun la

ecuacionls:

A=d2.z. Ecuacién 3.1.

donde
A = superficie (mm?2) frente al peso aplicado

d = didmetro principal (mm) frente al peso aplicado

Se calculé el factor de extensibilidad segin la ecuacion?®:
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F = é Ecuacion 3.2.
P

donde
Fe = factor de extensibilidad (mm?2/g)
A = area total (mm?2) al final del ensayo

P = peso total aplicado (g)

Fig 3.3. Diametros medidos para el calculo del Factor de extensibilidad

3.3.4.4. VISCOSIDAD APARENTE

Se utilizé6 un viscosimetro rotacional de cilindros coaxiales (Brookfield RVDV II+ PRO,
Version 6.1, Brookfield Engineering Lab. Inc., Middleboro, U.S.A.), con adaptador para
muestras pequeiias.

Las muestras fueron analizadas a temperatura ambiente (252C), luego de 20 dias de su
preparacion, empleando un husillo 29 y una velocidad de rotacion de 2,5 rpm. Las muestras
fueron colocadas en el adaptador para muestras pequefias y luego de 10 minutos para su
estabilizacion?? se aumentd gradualmente la velocidad de rotacion hasta alcanzar el valor
de 2,5 rpm. Luego de 3 minutos se ley6 el valor de viscosidad (1) informado en el display

del equipo.

3.3.4.5. COMPORTAMIENTO REOLOGICO
Se utilizé un viscosimetro rotacional de cilindros coaxiales (Brookfield RVDV II+ PRO,
Version 6.1, Brookfield Engineering Lab. Inc., Middleboro, U.S.A.), con adaptador para

muestras pequeiias.
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Las muestras fueron analizadas a temperatura ambiente (252C), luego de 20 dias de su
preparacion?0. Los husillos empleados fueron aquéllos para los cuales el porcentaje de
torque del equipo se mantuviera entre el 10 y el 100%?21. Las muestras fueron colocadas en
el adaptador y luego de 10 minutos para su estabilizacion??, fueron sometidas a diferentes
velocidades de rotacién, primero en orden ascendente y luego en orden descendente. Las
velocidades de rotacién empleadas fueron 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 2,5; 4,0; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 y
100,0 rpm.

Para cada una de las velocidades de rotacién aplicadas, se midieron la viscosidad, esfuerzo
de corte y velocidad de corte. Con los datos obtenidos, se obtuvieron:

a- Curvas de fluidez (t vs ), utilizando el coeficiente r2 para la asignacién del modelo

reoldgico20:21;

- Newton T=NY Ecuacion 3.3.

- Ostwald-De Waele ’C:k-T]n Ecuacion 3.4.

- Casson \/;:\/E+\/H Ecuacién 3.5.

- Herscheld Bulkley T =T,+ k.n" Ecuacién 3.6.

- Bingham = T0+ n.y Ecuacién 3.7.
donde

T = shear stress (SS), esfuerzo de corte

v = shear rate (SR), tasa o velocidad de deformacién
1 = viscosidad

T, = yield stress (YS), tension de fluencia

k = indice de consistencia
n = indice de fluidez
b- Curvas de viscosidad (1 vs y)

c- Valor de tension de fluencia (7o) (si corresponde)
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La representacion grafica de la raiz cuadrada del esfuerzo de corte vs la raiz cuadrada de la
velocidad de corte proporciona una linea recta, cuya extrapolacidon a velocidad de corte
igual a 0 proporciona el valor de tensidn de fluencia?!.

d- Valor del indice de tixotropia (a) ( si corresponde)
Se calcularon las areas bajo las curvas ascendente (U) y descendente (D) obtenidas en los

graficos de t vs y. Elindice de tixotropia se calculé segun la férmulaZ22:

(U-D) .
o= T .100 Ecuacion 3.8

3.3.3.6. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA in vitro

a- ENSAYO PARA KTO
La actividad antifiingica de las formas semisélidas conteniendo KTO se estudi6 en cultivos
de Candida parapsillosis (ATCC 22019), empleando el método de difusion en disco.
a.1.Preparacion de los discos de referencia
Se cortaron discos de papel Whitman N 1, de 6 mm de diametro, que se esterilizaron por
vapor humedo saturado a 1342C durante 15 min. Los mismos se cargaron con 10 pl de
solucion de KTO en DMSO, previamente filtrada por filtros de Nylon®66 0,22 p, de forma
que la carga final de cada disco fue 0,2 mg KTO. Se secaron en estufa a 352C y se
conservaron en recipiente hermético estéril?23.
a.2.Procedimiento
La cepa de C. parapsilosis se repic6 en Agar Dextrosa Saboureaud (ADS) y se incub6 a 282C
durante 24 hs. A partir del repique se preparé una suspensiéon en Cloruro de Sodio 0,9%
estéril de turbidez equivalente al estdndar McFarland 0,5 (1.10¢ a 5.10¢ UFC / ml).
Se prepararon y esterilizaron 10 placas de Petri (dm 10 cm) conteniendo Agar Mueller
Hinton (AMH) enriquecido con Glucosa 2% y Azul de Metileno 0,5 mg/I.
En cabina de seguridad biolédgica clase I, la superficie de cada placa se hisop6 en tres
direcciones con la suspension y se dejé secar 3 - 5 min. Se reservo una placa para control
de viabilidad del inéculo; en una segunda placa se coloc6 un disco de KTO de referencia, y

en cada una de las siete placas restantes se realizé un pocillo de 6 mm con sacabocado
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estéril, en donde se colocaron 10 mg de cada muestra en estudio, incluyendo una muestra
de gel de QTO solo, sin IFA.

Todas las placas asi obtenidas se incubaron en estufa a 3592C durante 24 hs. Se evalud
desarrollo, y se reincubaron hasta 48 hs en caso de no haber crecimiento. Luego de la
incubacion se midieron los didmetros de halos de inhibicién. Los resultados se expresaron

como la media de tres medidas + SD23-25,

b- ENSAYO PARA GRI
La actividad antifingica de las formas semisélidas conteniendo GRI se estudié en cultivos
de Tricophyton mentagrophytes (CCC 141-2002), empleando el método de difusiéon en disco.
b.1. Preparacion de los discos de referencia
Se cortaron discos de papel Whitman N2 1, de 6 mm de diametro, que se esterilizaron por
vapor hiumedo saturado a 1342C durante 15 min. Los mismos se cargaron con 10 ul de
solucion de GRI en DMSO, previamente filtrada por filtros de Nylon©66 0,22 , de forma
que la carga final de cada disco fue 0,02 mg GRI. Se secaron en estufa a 352C y se
conservaron en recipiente hermético estéril23.26,
b.2. Procedimiento
La cepa de T. mentagrophytes se repicé en Agar Dextrosa Saboureaud (ADS) y se incubé a
289C durante 7 dias para favorecer la conidiacion. A partir del repique se preparé una
suspension en Cloruro de Sodio 0,9% estéril ajustando la concentracidn de conidios a 1.10°
UFC/ml, segiin recuento en camara de Neubauer.
Se prepararon y esterilizaron ocho placas de Petri (dm 10 cm) conteniendo Agar Mueller
Hinton (AMH) enriquecido con Glucosa 2% y Azul de Metileno 0,5 mg/I.
En cabina de seguridad bioldgica clase II, la superficie de cada placa se hisop6 en tres
direcciones con la suspension y se dejé secar 3 - 5 min. Se reservo una placa para control
de viabilidad del in6culo; en una segunda placa se coloc6 un disco de GRI de referencia, y en
cada una de las seis placas restantes se realizé un pocillo de 6 mm con sacabocado estéril,
en donde se colocaron 10 mg de cada muestra en estudio, incluyendo una muestra de gel

de QTO sin IFA.
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Todas las placas asi obtenidas se incubaron en estufa a 282C durante 4 - 5 dias. Luego de la
incubacion se midieron los diametros de halos de inhibicion. Los resultados se expresaron

como la media de tres medidas + SD26.27,

3.3.5. ANALISIS ESTADISTICO
Los resultados se informan como la media de tres mediciones. Se empleé el analisis de
varianza (ANOVA) para la comparacién entre grupos, y prueba de rangos multiples de

Tuckey cuando fuera necesario. Valores de p < 0,05 fueron considerados significativos.
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ENSAYOS
3.4.1. pH

Los pH medidos se muestran en la Fig 3.4.

8=

0

—G-KTo-cop
—G-KT0-QTO
—G-KT0-P407
—{G-GRI-CcOP
—G-GrI-QTO
—E-KTO-COP
—E-KT0-QTO
—E-KT0-P407
—E-GRI-QTO
—E-GRI-QTO
—ckT0
—cGRi

Fig 3.4. pH de los geles, emulgeles y cremas empleadas en este trabajo de tesis

El pH de la superficie de la piel no ocluida presenta valores acidos, comprendidos entre 4,5
y 5,9, v depende en gran medida de la presencia del manto acido. El manto 4cido es
importante en la funcion barrera de la piel, y si bien la piel presenta capacidad tampdn ante
la presencia de sustancias mas acidas o mas alcalinas, la misma puede encontrarse
disminuida en algunas patologias. Es importante que las formas dermatolégicas presenten
un pH similar al pH de la piel, a fin de no alterar significativamente la acidez de la misma;
por ello existe un consenso generalizado que las formulaciones a administrar por esta via
presenten un pH entre 4,5y 6,5-72829,

Las formulaciones que incluyen Cop A/P-25 I presentaron un pH ligeramente mayor a 7.
Esto se debe a las caracteristicas del polimero, que requiere el agregado de un agente
alcalino (Trietanolamina, en este caso) hasta pH aproximadamente 7 para neutralizar los
grupos carboxilicos, situaciéon en que se produce la gelificacién. No obstante, estos valores
no representan un desvio significativo a los valores recomendados, por lo que se
consideran aceptables.

El resto de las formulaciones present6 valores de pH dentro del rango establecido por la

bibliografia, siendo adecuadas para su administracion por via dérmica.
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3.4.2. SIGNO DE LOS SISTEMAS EMULSIONADOS (EMULGELES Y CREMAS)

La diferente solubilidad de los colorantes empleados en este método de verificacion del
signo de los sistemas emulsivos permite corroborar que el signo de la emulsion sea el
propuesto. Azul de Metileno es un colorante soluble en agua3?, por lo que presentara
afinidad por la fase acuosa de las emulsiones, mientras que Rojo Sudan III es insoluble en
agua y soluble en lipidos31. En funcién de estas caracteristicas es de esperar que en un
sistema emulsionado O/A, tal como se plantea en los sistemas propuestos, se observe una
coloracién dispersa y puntual correspondiente a los glébulos de fase interna ante el
agregado de Rojo Sudan III , y una coloracién uniforme debida a la coloracién de la fase
externa ante el agregado de Azul de Metileno.

En todos los sistemas emulsionados se observd, en forma visual, una coloracion uniforme
ante el agregado de Azul de Metileno, y la presencia de puntos dispersos ante el agregado
de Rojo Sudan III, confirmando el signo O/A de estos sistemas.

Estos resultados demuestran que el signo de los emulgeles y cremas coinciden con el signo

propuesto en el disefio de los sistemas emulsionados en esta tesis.

3.4.3. EXTENSIBILIDAD

La aceptacion del consumidor de una preparacion para aplicacion topica, aparte de los
efectos terapéuticos y cosméticos, se rige por varias propiedades de la preparacion, como
la apariencia, el olor, la capacidad de extrusion, las sensaciones iniciales al contacto con la
piel, extensibilidad, pegajosidad (o untuosidad) y sensacién grasa residual, todas ellas
conocidas en forma general como “perfil de textura”18.

La extensibilidad (capacidad de extension, capacidad de esparcimiento, capacidad de
propagacion) es la capacidad que tiene una formulacién semisélida de extenderse
uniformemente al ser aplicada sobre la piell?32, Es una propiedad muy importante de las
formas de dosificacion topicas, ya que puede afectar la aceptacion del paciente (en
términos de facilidad de aplicacion) y la eficacia clinica, ya que ésta depende de que pueda
extenderse la formulaciéon en una capa uniforme que suministre la dosis necesaria del

IFA1833,
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La extensibilidad depende de la composiciéon de la formulacién, como asi también de la
naturaleza y proporcion de los componentes en el caso de bases compuestas34. Las
formulaciones semisolidas con valores de extensibilidad mas altos permiten una aplicacién
mas facil y una mayor area de superficie disponible para la permeacion de IFAs29.33,

No existe un método estandardizado para la determinacién de extensibilidad en formas
farmacéuticas semisoélidas; de hecho, la bibliografia reporta diferentes formas de realizarlo
y diferentes formas de interpretar los resultados, lo que dificulta el andlisis de esta
variable. La extensibilidad se mide cominmente por el didmetro extendido de la muestra o
el area que forma el producto al aplicar un/unos pesos conocidos sobre la muestra durante
un periodo de tiempo predeterminadol819.33, El método de placas paralelas es el método
mas utilizado para determinar y cuantificar la extensibilidad de una preparacién
semisdlida. Las ventajas de este método son su simplicidad y economia; pero, por otro lado,
no es un método muy sensible. Intituivamente, las formulaciones mas fluidas presentaran
un factor de extensibilidad mayor que aquéllas menos fluidas, pero como ya mencionamos,
no existen parametros oficiales en cuanto a los valores que las formulas deben cumplir.

En la Fig 3.5. se muestran los F. obtenidos para los diferentes sistemas ensayados, segtn el

método utilizado:

257

20=

15+ T

1

10— -

=1G-KTO-COP
=1G-KTO-QTO
={G-KTO-P40Y
=1 G-GRI-COP
=1G-GRI-QTO
=]E-KTO-COP
= E-KTO-QTO
={E-KTO-P40f7

=] E-GRI-COP
=1E-GRI-QTO

=1 C-KTO
=1C-GRI

0

Fig 3.5. Factores de extensibilidad de los geles, emulgeles y cremas empleados en este trabajo de tesis

3.4.4. VISCOSIDAD APARENTE

El estudio sobre las propiedades de flujo de la materia y su deformacién se denomina

Reologia. En el campo farmacéutico, y especificamente con respecto a las formulaciones
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topicas, las propiedades de flujo de un producto influyen en diversos pasos del proceso de
desarrollo (como el mezclado y el envasado), en su uso (extraccion del contenedor antes de
la aplicacion, sensacién tactil), en su comportamiento in vivo (extensibilidad, liberacion y
permeacion del IFA) y en su estabilidad35-37,

Una forma de cuantificar y describir las propiedades de flujo de un sistema liquido o
semisdlido es a través de medidas de viscosidad. La viscosidad es una expresion de la
resistencia de un fluido a fluir; cuanto mayor es la viscosidad, mayor es la resistencia. Los
liquidos simples se pueden describir en términos de viscosidad absoluta (sistemas
newtonianos), en los cuales la viscosidad no varia en funcién de un esfuerzo externo
aplicado (esfuerzo de cizalla); sin embargo, en las dispersiones heterogéneas el
comportamiento es mas complejo y la viscosidad del sistema varia en funcién del esfuerzo
externo aplicado (sistemas no newtonianos)3¢.

Todos los sistemas elaborados (geles, emulgeles, cremas) son dispersiones heterogéneas,
por lo que no pueden caracterizarse con un solo valor de viscosidad; la viscosidad del
sistema varia en funcién de los esfuerzos aplicados, y por ello se habla de “viscosidad
aparente”. A fines comparativos de la viscosidad de los sistemas elaborados, se tom6 un
valor de esfuerzo de cizalla aplicado dentro del rango utilizado para la caracterizacién
reologica, midiendo la viscosidad en ese punto. En la figura 3.6. se muestran los valores de

viscosidad de los sistemas medidos a 2,5 rpm, utilizando un husillo 29.

500000 =
400000=-
300000+
200000=-

100000-

Viscosidad aparente 2,5 rpm (cp)

Fig 3.6. Viscosidad aparente a 2,5 rpm de los geles, emulgeles y cremas empleados en este trabajo de

tesis
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La viscosidad aparente de los sistemas a bajas velocidades de cizallamiento pueden
relacionarse con el Fe visto en el punto anterior38. Analizando los valores obtenidos, se

observa que existe una relacion inversa, a mayor viscosidad a velocidades de cizalla bajas,

menor extensibilidad.

3.4.5. COMPORTAMIENTO REOLOGICO

A los fines de determinar el comportamiento reolégico de los sistemas elaborados, se
midieron los valores de 1, SS y SR en funcién de diversas velocidades de cizalla crecientes,
desde 0 hasta 100 rpm. Se confeccionaron las curvas de fluidez (SS vs SR) y de viscosidad

(naparente vs SR) para cada uno de los sistemas gel, que se muestran en las figuras 3.7. a

3.11.

800 22000
(a) 20000 4 (b)
18000
600 1 E 16000 {®
< £ 14000 - *
5 o
° © 12000 { o
c 400 -3 "
z = 10000 A
o S
O] é 8000 .
200 4 £ 6000 - N
4000 .
.
2000
O T T T T U T T T T T
10 15 20 25 30 5 10 15 20 25 30
SR (seg ) SR (seg )
Fig 3.7. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de G-KTO-COP
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Fig 3.8. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de G-KTO-QTO
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30

Fig 3.11. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de G-GRI-QTO
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Fig 3.9. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de G-KTO-P407
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Ninguno de los sistemas gel exhibié una relacién lineal en las curvas de fluidez y de

viscosidad, lo que demuestra un comportamiento no newtoniano. En particular, se observa
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en las graficas que las curvas de fluidez arrojan graficos de naturaleza hiperbdlica y que la

viscosidad disminuye en funcion del esfuerzo de cizalla aplicado, ambas situaciones

correspondientes a fluidos no newtonianos reofludificantes3®.

Los geles poliméricos preparados son producto del entrecruzamiento de cadenas

poliméricas, por la formaciéon de enlaces no covalentes (entrecruzamiento fisico). En

general, su comportamiento reoldgico se explica en funciéon del “desarme” de sus

estructuras “en ovillo” al estado de reposo hacia estructuras alineadas hacia la direcciéon del

flujo determinado por el esfuerzo de cizalla, con una menor interacciéon entre las cadenas

de polimeros adyacentes, lo que aumenta la movilidad de las mismas, originando, por lo

tanto, una menor viscosidad3? (Fig 3.12). El comportamiento de los geles elaborados

corresponde a lo reportado por la bibliografia40-43,

Fig 3.12. Visualizacién de las cadenas poliméricas en reposo y alineadas en funcion de la direccién del

flujo en geles poliméricos fisicos

En las figuras 3.13. a 3.19. se muestran las curvas de fluidez y viscosidad correspondientes

a los sistemas emulsionados (cremas y emulgeles):
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Fig 3.13. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de C-KTO
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Fig 3.14. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de E-KTO-COP
800 20000
(a) 18000 7 (b)
16000 +
600 5
L. 14000 A
- ]
= $ 12000 Je
o ©
o o
£ 400 - @ 10000
g 3
® = 000y
S o0 {®
200 > -.
4000 + L ]
L ]
L ]
2000 4 .
0 . T ; 0 T T T
0 10 20 30 40 0 10 20 30 40
SR (seg’) SR (seg )
Fig 3.15. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de E-KTO-QTO
80 3et+h
(@) . (b)
3e+6
60 - I~
°
N o 2e+6 4
&
“3 [W]
S 401 & 2e+6 4
el el .
3
w 9
@ § 1e+6 -
o)
20 A > °
S5e+5 .
%
L ]
0 ‘ : r 0 L e T —.
0 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
SR (seg) SR (seg™)

Fig 3.16. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de E-KTO-P407
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Fig 3.19. Curvas de fluidez (a) y de viscosidad (b) de E-GRI-QTO
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En las emulsiones (tanto las emulsiones convencionales como los emulgeles) el
comportamiento reologico obtenido es coincidente con descripto en la bibliografia. Las
gotas de fase interna (esféricas, en su concepcidn tedrica) comienzan a formar capas
alineadas en la direccion del flujo en funcion del esfuerzo de cizalla aplicado y terminan
deformandose a medida que aumenta dicho esfuerzo hacia formas elipsoidales,
coincidentes con el plano de corte, ofreciendo, por lo tanto, menor resistencia al flujo y
menor viscosidad?0 (fig 3.20.). Adicionalmente, en los emulgeles, también se produce la
deformacién de las cadenas poliméricas presentes en la fase externa, tal como se describio

anteriormente para los sistemas gelificados.

0 00000 0 S > S <
S8t L oy, e
000000 0 o000 Y 0 o

Fig 3.20. Esquematizacion de la deformacion de los glébulos de fase interna de una emulsion debida a

esfuerzos de cizalla

Otra caracteristica observada en todos los sistemas, en mayor o menor medida, es que no
comenzaron a fluir inmediatamente (las curvas no parten del origen), sino que requirieron
superar un determinado valor de esfuerzo de cizalla aplicado para comenzar a fluir. Este
comportamiento se describe, dentro del campo de la Reologia, como sistemas plasticos, en
donde para esfuerzos de cizalla menores a un valor determinado el sistema actiia como un
solido elastico y no sufre deformaciones significativas. El valor a partir del cual el sistema
comienza a experimentar variaciéon en su viscosidad se conoce como limite de fluencia
(umbral de fluencia, tension de fluencia, “yield stress”) y se representa como 1, y se debe
fundamentalmente a fuerzas de van der Waals intercatenarias poliméricas (en el caso de
los geles), interglobulares (en el caso de las emulsiones), o ambos (en el caso de los
emulgeles), las cuales deben superarse para que se inicie el flujo del sistema?20.26,

Para asignar el modelo reolégico, se ajustaron los datos obtenidos a las diversas ecuaciones

ya mencionadas en Materiales y Métodos (tabla 3.4.)
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rz Modelo r2 Modelo rz Modelo rz Modelo
Ostwald De Casson Herscheld Bingham
Waele Bulkley

G-KTO-COP 0,9994 0,9642 0,9993 0,9500
G-KTO-QTO 0,9953 0,9991 0,9995 0,9986
G-KTO-P407 0,9675 0,8706 0,9635 0,7062
G-GRI-COP 0,9999 0,9861 0,9999 0,9798
G-GRI-QTO 0,9997 0,9997 0,9999 0,9977
E-KTO-COP 0,8909 0,9775 0,9788 0,9294
E-KTO-QTO 0,9983 0,9970 0,9989 0,9855
E-KTO-P407 0,9796 0,9575 0,9950 0,8371
E-GRI-COP 0,9892 0,9732 0,9942 0,8941
E-GRI-QTO 0,9834 0,9850 0,9943 0,9517
C-KTO 0,9667 0,9438 0,9643 0,8694
C-GRI 0,9430 0,7884 0,9350 0,7206

Tabla 3.4. Valores de r2 para los diferentes modelos reolégicos considerados

Las curvas de flujo de todos los sistemas ajustaron al modelo de Herscheld Bulkley, que se
aplica habitualmente a sistemas no newtonianos que presentan tension de fluencia.
Involucra, ademas del valor de tension de fluencia, el indice de consistencia (k), vinculado a
la viscosidad, y el indice de flujo (n), que indica el grado en que el material no cumple con el
flujo newtoniano (n=1). Para los fluidos Herschel-Bulkley (también Illamados
viscoplasticos), n siempre es mayor o menor a 1. Sin < 1, el fluido es reofluidificante, lo que
significa que su viscosidad aparente disminuye a medida que aumenta la velocidad de
corte; por el contrario, si n > 1, el fluido es reoespesante (aumenta su viscosidad aparente
con el aumento de la velocidad de corte)3644, Los valores del indice de flujo fueron
inferiores a 1 en todos los casos, lo que indica que se trata de sistemas reofluidizantes, en
consonancia con los perfiles obtenidos en las curvas de fluidez y de viscosidad.

Las formulaciones mas o menos semisolidas para aplicacién dérmica con propiedades
plasticas presentan flujo nulo y son viscosas en condiciones estaticas (lo que favorece su

estabilidad), pero se vuelven mas fluidas al ejercer friccién para su aplicacion. Este
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comportamiento resultante es util para mejorar la aplicacion y el area de extension del

semisolido sobre la piel>.

A fin de completar los estudios reoldgicos, se analiz6 el comportamiento de cada sistema

desacelerando la velocidad de cizalla aplicada una vez llegada a la velocidad maxima de

100 rpm. De esa forma se obtuvieron los graficos de fluidez con una curva ascendente (de 0

a 100 rpm) y descendente (de 100 a 0 rpm), que se muestran en las figuras 3.21.
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Fig 3.21. Curvas de fluidez de los sistemas en funcion de SR crecientes y decrecientes

Al analizar las curvas ascendentes y descendentes obtenidas, se observa en la mayoria de
los sistemas (excepto en G-GRI-QTO) que ambas ramas no coinciden, total o parcialmente,
ubicandose la rama descendente por debajo de la rama ascendente. Esto indica que,
siempre o en algin momento del ensayo, a igual velocidad de cizallamiento la viscosidad
del sistema es menor en la curva descendente que en la curva ascendente. Esta situacion es
consistente con una condicion que presentan algunos sistemas no newtonianos
reofluidizantes, conocida como Tixotropia, y que se define como la recuperacién isotérmica
y relativamente lenta de la viscosidad de un sistema perdida por cizallamiento, al dejar
reposar ese sistema3¢. Dicho de otra forma, la ruptura de la microestructura del sistema

producida por el cizallamiento aplicado no se recupera inmediatamente cuando se
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disminuye la velocidad de cizalla aplicada. Se observa también que en algunos sistemas el
final de la curva descendente no coincide con el inicio de la curva ascendente, lo cual
implica que el sistema no recupera su estructura original al retirar el esfuerzo aplicado;
este comportamiento posiblemente se explica por los tiempos del ensayo realizado;
probablemente, si el sistema no ha sufrido deformacién permanente, con mayor tiempo
alcance los valores de viscosidad originales.

El area encerrada por ambas curvas se denomina bucle de histéresis, area de histéresis o
lazo de histéresis35. El drea de histéresis puede considerarse como una estimacion
cuantitativa del grado de tixotropia que presenta un sistema, y generalmente se admite que
cuanto mayor es el area de histéresis, mas fuertes son las propiedades tixotrépicas del
mismo3646, En tabla 3.5. se muestran los valores del Indice de tixotropia (o) calculado a

partir de las graficas para cada uno de los sistemas.

Sistema o

C-KTO 4,31
G-KTO-COP 3,40
G-KTO-QTO 3,24
G-KTO-P407 23,32
E-KTO-COP 8,93
E-KTO-QTO 10,3
E-KTO-P407 1,10
C-GRI 6,88
G-GRI-COP 3,73
G-GRI-QTO 0,00
E-GRI-COP 7,70
E-GRI-QTO 17,88

Tabla 3.5. indice de tixotropia (o) calculado para los sistemas en estudio

El comportamiento tixotropico es una ventaja en las formulaciones semisélidas topicas,

favoreciendo la aplicacion, ya que la viscosidad de la formulacién disminuye con la friccion,
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mejorando su extensibilidad; al detener la friccion la viscosidad aumenta (mas o menos

rapidamente segun el sistema), mejorando la retencién en la piel47.

3.4.6. ACTIVIDAD ANTIFUNGICA in vitro DE KTO Y GRI INCLUIDO EN LAS
FORMULACIONES ELABORADAS

Se evalu6é la actividad antifungica in vitro frente a Candida parapsillosis de las
formulaciones elaboradas con KTO, empleando como controles una soluciéon de KTO en
DMSO y una crema comercial. En la figura 3.22. se muestran la placa de viabilidad del
inoculo, las placas control y las placas de inhibicién de crecimiento de los sistemas en

ensayo al cabo de 48 hs.

Fig 3.22. (A) Control de viabilidad del inéculo; (B) Solucion KTO; (C) Crema KTO; (D) QTO; (E) G-KTO-
COP; (F) G-KT0-QTO; (G) G-KTO-P407; (H) E-KTO-COP; (I) E-KTO-QTO; (J) E-KTO-P407

El gel conteniendo QTO sin KTO mostré una pequefia zona de inhibiciéon, que puede
explicarse en funcion de las propiedades antifingicas de este polimero sobre levaduras,
previamente reportadas. Un posible mecanismo para estas propiedades es la reaccién
entre los grupos amino protonados del QTO con moléculas de la superficie microbiana

cargadas negativamente#849,
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En las fig 3.23. se muestra el analisis estadistico comparativo de los halos de inhibicion
obtenidos para los sistemas en estudio conteniendo KTO frente a una solucién de KTO (a) y
a la crema de referencia (b) usados como control.
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Fig 3.23. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicién obtenidos con los sistemas en

estudio conteniendo KTO [ns: p>0,05; (*): p<0,05; (**): p<0,01; (***): p<0,001; (****): p< 0,0001]

Todos los sistemas en estudio fueron capaces de inhibir el crecimiento de C. parapsillosis,
lo que es una evidencia indirecta de su capacidad para ceder el IFA.
Con respecto a la soluciéon de KTO empleado como control, los sistemas conteniendo P407
presentaron menores halos de inhibicion, posiblemente debido a la gran viscosidad que
presentan, factor que retrasa la difusiéon del IFA dentro de la matriz, por lo que se obtuvo
una inhibicién menor dentro de los tiempos del ensayo. El resto de los sistemas
presentaron mayores halos de inhibicion que la solucién control (p < 0,05),
particularmente los sistemas que contienen QTO, en donde la mayor difusiéon alcanzada
puede atribuirse a tres factores:
e efecto sumatorio de la actividad antifiingica de QTO;
e estas formulaciones presentan un pH ligeramente acido, al cual KTO es mas soluble,
sumandose la mayor solubilidad de KTO a pH acido y la capacidad incorporadora de
QTO

¢ menor viscosidad de las formulas, que permiten una difusién mas rapida del IFA
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Con respecto a la crema comercial empleada como control, la misma presenté un halo de
inhibicion menor que la solucién de KTO, lo que se atribuye a la presencia del IFA
suspendido en la base. Los sistemas conteniendo P407 no presentaron diferencias
significativas con respecto a la crema control, posiblemente por la viscosidad que
presentan (la crema control tiene una viscosidad relativamente alta). El resto de los
sistemas presentaron mayores halos de inhibicién (p < 0,05), en especial QTO, por los

motivos ya explicados anteriormente.

De manera similar, se evalué la actividad antifingica in vitro frente a Tricophyton
mentagrophytes de las formulaciones elaboradas con GRI, empleando como controles una
solucion de GRI en DMSO y la crema de GRI elaborada con excipientes convencionales.

En la figura 3.24. se muestran las placas de viabilidad del indculo, las placas control y las

placas de inhibicidn de crecimiento de los sistemas en ensayo al cabo de 4 dias

Fig 3.24. (A) Control de viabilidad del inéculo; (B) Soluciéon GRI; (C) Crema GRI; (D) QTO; (E) G-GRI-
COP; (F) G-GRI-QTO; (G) E-GRI-COP; (H) E-GRI-QTO

El gel conteniendo QTO sin carga de KTO mostré una pequefia zona de inhibicion, que
puede explicarse en funcién de las propiedades antifiungicas de este polimero sobre
dermatofitos previamente reportadas>0.
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En las fig 3.25. se muestra el analisis estadistico comparativo de los halos de inhibicion
obtenidos para los sistemas en estudio conteniendo GRI frente a una solucion de GRI (a) y a
la crema de referencia (b) usados como control.
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Fig 3.25. Comparacion de los diametros de los halos de inhibicion obtenidos con los sistemas en

estudio conteniendo GRI [ns: p>0,05; (**): p<0,01]

Con respecto a la solucién control de GRI, ninguno de los sistemas en ensayo presentaron
diferencias significativas (p > 0,05) en sus halos de inhibicién. Nuevamente, los sistemas
conteniendo QTO presentaron los mayores halos, que podemos explicar en funcién de la
actividad antifiingica de QTO y la menor viscosidad del gel y del emulgel.

Con respecto a la crema empleada como control, sélo el gel en base a QTO present6é una
diferencia significativa (p < 0,05), presentando el mayor halo de inhibicién comparado con

la crema control.
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= Todos los sistemas ensayados, asi como las cremas empleadas como control,
mostraron valores de pH dentro del rango establecido para formulaciones de
aplicacion dérmica.

= El signo de las emulsiones (cremas y emulgeles) verificado por el método de
colorantes fue el correspondiente al disefio planteado (emulsiones O/A).

= Los factores de extensibilidad de los sistemas en estudio fueron acordes a lo
reportado en la bibliografia para formas farmacéuticas semisoélidas. Los geles en
base a QTO presentaron altos valores de Fe, en coincidencia con su aspecto mas
fluido, lo que los hace mas apropiados como tales para ser empleados en
formulaciones liquidas viscosas.

= Los valores de viscosidad aparente, determinados a 2,5 rpm con husillo 29, fueron
coincidentes con el aspecto fisico de las formulaciones y mostraron una relacion
inversa al factor de extensibilidad.

= El comportamiento reolégico de las formulaciones control y en estudio, analizado a
través de las curvas de fluidez y de viscosidad, fue de tipo no newtoniano
reofluidizante, en concordancia con lo reportado en la bibliografia, tanto para los
geles como para los sistemas emulsivos. Todos los sistemas presentaron tension de
fluencia, caracteristico de los sistemas reofluidizantes plasticos, mayor para
aquéllos sistemas de mayor viscosidad, y ajustaron matematicamente al modelo
Herscheld-Bulkley, que se aplica habitualmente a sistemas no newtonianos que
presentan tension de fluencia. A excepcion del sistema G-GRI-QTO, todos las demas
formulaciones presentaron tixotropia en diversa magnitud, segun las condiciones
del ensayo.

= Todas las formulaciones conteniendo KTO y GRI fueron capaces de inhibir el
crecimiento de C. parapsillosis y de T. mentagrophytes respectivamente, evidencia
indirecta de una adecuada liberacién de los IFAs a partir de las formulaciones. Las
formulaciones conteniendo QTO mostraron mayores halos de inhibicién, en funcion

de las propiedades antifungicas propias de este polimero
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= Considerando estos resultados es posible concluir que todas las formulaciones
mostraron caracteristicas adecuadas para su administracién por via dérmica, con

una actividad antifiingica adecuada en comparaciéon con una soluciéon del IFA

empleada como control.
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4. LIBERACION DE IFAs in vitro A PARTIR DE FORMAS FARMACEUTICAS
SEMISOLIDAS

4.1. MODELOS MATEMATICOS DE LIBERACION DE FARMACOS
Se han desarrollado muchos modelos para describir la cinética y el mecanismo de
liberacién de IFAs de los productos farmacéuticos (orden cero, primer orden, modelo de

Higuchi, Peppas, entre otros)?.

4.1.1. MODELOS DIFUSIONALES?'-3

4.1.1.1. PRIMERA LEY DE FICK

La difusion de las moléculas se define como velocidad de transferencia de masa (dM/dt) y
se expresa como flujo (]); asi | es la tasa de transferencia de masa a través de un area de
superficie unitaria de una barrera (membrana). Esta ley postula que el flujo se produce
desde la zona de mayor concentracion a la de menor concentracion, siendo proporcional al
gradiente de concentracion. En una dimensidn, la ley se expresa segin la Ecuacion 4.1.:

dC
J=-D.— Ecuacién 4.1.
dx

donde:

] = flujo

dC = cambio en la concentracion del soluto

D = coeficiente de difusién del soluto (cm?/s)

dx = cambio en la distancia (cm)

4.1.1.2. SEGUNDA LEY DE FICK
Esta ley establece que el cambio en la concentracidon en funcion del tiempo en un lugar
especifico es proporcional al cambio en el gradiente de concentracion en ese punto en el

tiempo (Ecuacion 4.2).
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oC {82C o*C 82C} y
=D Ecuacién 4.2.

—=D. + +
ot o’ o o

donde x, y y z son las coordenadas espaciales.

4.1.2. MODELO CINETICO DE ORDEN CERO
Describe un sistema en donde la velocidad de liberacion del farmaco es independiente de su
concentracion (Ecuacion 4.3).
C=C,-k,.t Ecuacién 4.3.
donde
C = cantidad de IFA liberado (suponiendo que la liberacién se produce rapidamente
después de la disolucion del farmaco).
Co = cantidad inicial de [FA
ko = constante de velocidad de orden cero

t = tiempo

4.1.3. MODELO CINETICO DE PRIMER ORDEN
Este modelo se utiliza para describir la absorcién y eliminacién de algunos farmacos,
aunque es dificil entender el mecanismo sobre la base teorica. La liberaciéon de farmaco que

sigue la cinética de primer orden puede expresarse mediante la ecuacién 4.4.

k
log C =log Co—m Ecuacion 4.4.

donde
Co = concentracion inicial de droga
k = Constante de primer orden

t =tiempo

4.1.4. MODELO HIGUCHI
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El modelo de Higuchi*® es probablemente el mas utilizado para describir la velocidad de
liberacién de los fArmacos a partir de sistemas matriciales. Sus publicaciones en 1961, 1962
y 1963 permitieron el desarrollo de muchos modelos teéricos para describir la liberacion
de agentes activos muy solubles, solubles y poco solubles contenidos en sistemas solidos y

semisolidos.

El modelo se basa en las siguientes consideraciones:
e la concentracion inicial del farmaco en la matriz es mucho mas alta que la solubilidad
del farmaco
¢ ladifusién del farmaco se produce solo en una dimensién
e las particulas del farmaco son mucho mas pequefias que el espesor del sistema
¢ el hinchamiento de la matriz y su disolucion son insignificantes
e el coeficiente de difusion del farmaco es constante
¢ en el medio receptor se mantienen condiciones perfectas de sumidero (condiciones
“sink”)
La Ecuacidn 4.5. es la expresiéon general de este modelo:
Q= KH \/E Ecuacién 4.5.
donde
Q = cantidad de IFA liberado en el compartimento receptor a tiempo “t”
Ku = constante de liberacidn de Higuchi
t = tiempo
A partir de la ecuacién 4.5., se han desarrollado dos modelos teéricos, uno en el que el
farmaco existe como una suspension en la base (Modelo I, Ecuacion 4.6.) y el otro en el que

el farmaco existe como una solucién en la base (Modelo II, Ecuacion 4.7.):

C
M= \/2.Dm.CS.(Q-75j.t Ecuacién 4.6.

donde

M = cantidad de farmaco liberado en el medio receptor por cm?
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Cs = solubilidad del fArmaco en la matriz de liberacion.
Dm = coeficiente de difusion del farmaco en la matriz semisélida

Q = cantidad total del farmaco en solucién y suspendida en la matriz

’D.t
M=2C,..[— Ecuacioén 4.7.
T

M = cantidad de farmaco liberado en el medio receptor por cm?

t = tiempo

donde

Co = concentracion de farmaco en la matriz de liberacion

D = coeficiente de difusion del fAirmaco a través de la matriz

El grafico de la cantidad de farmaco liberado por unidad de 4rea de membrana (mg/cm?) en
funcién de la raiz cuadrada de tiempo da como resultado una linea recta. La pendiente de la

linea presenta la velocidad de liberacién del componente activo.

4.1.5. MODELO DE KORSEMEYER-PEPPAS (LEY DE POTENCIA)

Korsemeyer y otros (1983)3° derivaron una relacion semiempirica para describir la
liberacién de farmaco desde un sistema polimérico. Este modelo matematico, también
conocido como "Ley de Potencia", se utiliza con mucha frecuencia para describir la

liberacién de fArmaco de varias formas farmacéuticas de liberacion modificada diferentes.

El modelo relaciona la liberacion del faArmaco con el tiempo transcurrido elevado a un
exponente n, empleando los datos de liberacion inferiores al 60%, mediante la ecuacién

4.8.:
M

L=K.t" E i6n 4.8
M cuacion 4.8.

[ee]

donde
Mt / M = fraccion de IFA liberado a tiempo "t"

K = constante de velocidad de liberacion
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n = exponente de liberacion

t = tiempo

Dependiendo del valor de n que mejor ajuste al perfil de liberaciéon de un farmaco en un
sistema matricial, es posible establecer una clasificacién del comportamiento observado:

e Modelo Fickiano (Caso I)

e Modelos no Fickianos (Caso II, Caso an6malo y Stper Caso II)
En el modelo fickiano (Caso I), n = 0,5 y la liberacién del medicamento se rige por difusidn.
Cuando n=1, el modelo es no fickiano Caso II; la velocidad de liberacién del farmaco
corresponde a una cinética de orden cero y el mecanismo que impulsa la liberacion del
farmaco es el hinchamiento o la relajacion de las cadenas poliméricas.
Cuando 0,5<n<1, el modelo es no fickiano (Caso anémalo) y el mecanismo de liberacién del
farmaco se rige tanto por difusion como por hinchamiento y relajacion de cadenas
poliméricas.
Cuando n>1, el modelo es no fickiano Stuper Caso II, en donde se produciria un incremento
en el proceso de plastificacion en la capa gel del sistema como resultado de una disminucién
en las fuerzas atractivas entre las cadenas poliméricas que incrementa la movilidad de las

macromoléculas.

4.2. METODOS PARA LA CUANTIFICACION DE LA LIBERACION DE IFAs IN
VITRO A PARTIR DE SISTEMAS SEMISOLIDOS

4.2.1. EQUIPOS

Existen 3 equipos ampliamente utilizados en numerosos trabajos cientificos, y que ademas
estan codificados por la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) en su monografia <1724>
“SEMISOLID DRUG PRODUCTS—PERFORMANCE TESTS”: Celdas de difusion, Celdas de flujo

continuo y Celdas de inmersidn.

4.2.1.1. CELDAS DE DIFUSION
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Las celdas de difusidon®8 se pueden clasificar en horizontales, verticales o de flujo en funcién
de su disefo fisico.

La celda de difusion vertical (CDV, mas conocida como celda de Franz), es uno de los
equipos mas ampliamente utilizados para estudios de difusion in vitro de farmacos a partir
de formas de dosificacién tdépica (Fig 4.1). Cada CDV consta de dos cdmaras: una cadmara
donante y una camara receptora, ambas separadas por una membrana, y termostatizadas a
temperatura constante. Una capa del producto bajo evaluacién se coloca en la cdmara
donante en la parte superior de la membrana, que se encuentra en contacto con el medio
receptor por su lado inferior.

Las principales ventajas de la CDV son su facilidad de operacién y su gran tamafio de
muestra, lo que garantiza resultados consistentes. Ademas, la técnica es simple, confiable,

reproducible y adecuada para la evaluacién de geles, cremas, pomadas y liquidos.

Diffusion cell
with stirring bar
and helix

Cell ring holder
clip

Cell ring

Injection valve
assembly

— Disk

Sampling tube

Dosage Wafer

Fig 4.1. Celdas de difusion vertical?®

4.2.2. MEMBRANAS

Las membranas utilizadas en los ELIV10-12 deben tener minimo espesor y gran porosidad,
ser inertes frente a la formulacién, ser compatibles con el medio receptor, ofrecer minima o
nula resistencia a la difusion del IFA, ser estables y faciles de usar.

En los ELIV se emplean generalmente membranas sintéticas. Su funcion es actuar como un
soporte inerte para la formulacidon, manteniendo un contacto permanente con ella y con el

medio receptor, y no como barrera a la difusién del farmaco. Ademas, aseguran
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homogeneidad y uniformidad lote a lote, lo que es dificil de conseguir con las membranas
biologicas.

La membrana ideal debe tener una porosidad superior al 60%, tortuosidad de 1 y ser
relativamente delgada (~ 10 pm). Sin embargo, las diversas membranas disponibles
comercialmente presentan diferencias entre si, en cuanto a material, espesor, tamafio de
poros, porcentaje de porosidad y tortuosidad; esto légicamente puede conducir a que
diferentes tipos de membranas produzcan diferentes valores de flujo de fArmaco, tal como
ha sido demostrado en diversos estudios.

Existen varios tipos de membranas sintéticas, tales como acetato / nitrato / ésteres mixtos

de celulosa, polisulfona, politetilfluoroetileno, nylon, policarbonato y teflén, entre otras.

4.2.3. MEDIO RECEPTOR

La seleccién de un medio receptor apropiado”.1011.13 es muy importante. Es critico asegurar
la solubilidad del farmaco en él y mantener condiciones de sumidero (“sink”) durante todo
el ensayo a fin de evitar distorsiones por saturacién. Para lograr las condiciones “sink”, el
medio receptor debe tener una alta capacidad para disolver el IFA, y su concentracion en el
medio receptor no debe exceder el 30% de la solubilidad del IFA en dicho medio en
cualquier momento del ensayo. Ademas, debe considerarse el pH, cuya elecciéon debe
basarse en el perfil de solubilidad del IFA en funcién del pH y el pH de la formulacién. El [FA
debe ser estable en el fluido receptor, a fin de asegurar la estabilidad durante el ensayo y
durante el almacenamiento después de la recoleccion, si se desea. La deaireacion del medio
receptor es esencial para prevenir la formacién de burbujas en la interfaz con la membrana,
ya que éstas reducen el area de contacto entre la membrana y el medio, lo que lleva a
resultados inconsistentes. El medio receptor utilizado para farmacos solubles en agua
generalmente es un tampon acuoso. Sin embargo, para los productos formulados con un
compuesto activo insoluble en agua, la seleccion de un medio receptor adecuado para
mantener la condicion de sumidero es un desafio. En estos casos suele ser necesario
modificar el pH y/o agregar cosolventes, agentes solubilizantes (surfactantes) o agentes

complejantes.
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4.2.4. TEMPERATURA

La temperatura de prueba generalmente se mantiene a 32 = 1°C durante todo el
experimento para reflejar la temperatura normal de la piel cuando se aplica una forma de
dosis semisolida a la piel. Aunque a veces se han usado temperaturas elevadas, las
temperaturas mas altas pueden provocar cambios fisicos en la férmula (por ejemplo,
disminucién de la viscosidad) que pueden afectar la tasa de liberacién del activo. Las
desviaciones pueden justificarse cuando los productos son para sitios de accién especificos,

como por ejemplo las cremas vaginales137.10,

4.2.5. VELOCIDAD DE AGITACION

El medio receptor se debe forzar durante todo el experimento a una velocidad constante,
generalmente con una barra magnetizada. La agitacion del medio es importante para
asegurar homogeneidad en la fase receptora y eliminar la posibilidad de formacién de una
capa estatica de fArmaco directamente por debajo de la membrana. Se han informado varias

velocidades de agitacion, desde 400 a 800 rpm37.

4.2.6. APLICACION DE LA DOSIS

4.2.6.1. Método de aplicacion

Las técnicas de dosis infinitas implican la aplicaciéon de la formulacién en cantidad
suficiente de forma que cualquier cambio en la concentracién del donante durante el
periodo de tiempo experimental, causado por difusién o evaporacion, sea insignificante (es
decir, la dosis es efectivamente infinita). Esto es deseable si los objetivos experimentales
incluyen el calculo de los parametros de difusién, como los coeficientes de permeabilidad,

como en los ELIV, o para la investigacién de mecanismos de penetracién!4.

4.2.6.2. Dosis de aplicacion

Tanto la USP como la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos
(USFDA) recomiendan aplicar una dosis no menor de 300 mg del producto en la camara
donante, que suele ser suficiente para cubrir completamente la superficie de la membrana

expuesta. Se justifican cantidades mayores para garantizar que se mantenga una dosis
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infinita durante todo el experimento; también pueden emplearse cantidades inferiores a
300 mg siempre que la formulacién cubra completamente la superficie de la membranay se
mantenga una dosis infinita en la camara del donante en el punto final de muestreo del

experimentol3.

4.2.6.3. Modo de aplicacion

Debido a que existen multiples disefios de celdas de difusion, el enfoque para aplicar la
forma de dosificacion en la camara donante puede variar; también las propiedades fisicas
(por ejemplo, la viscosidad) de la forma de dosificacién pueden ser un factor en la mejor
manera de administrar el producto farmacolégico en la cdmara del donante. Se han
implementado varios métodos, como el uso de una espatula de metal o silicona para
distribuir la forma de dosificacion en el centro de la oblea de teflén en las CDV o el uso de
jeringas de diferentes volimenes para verter el producto directamente sobre la superficie
expuesta de la membrana. El enfoque deberia afectar minimamente a la reologia de la forma
de dosificacion y ser reproducible, de modo que las tasas de liberacién no se vean afectadas

por el método de aplicacionis.

4.2.7. MUESTREO

4.2.7.1. Tiempos de muestreo

Se sugiere que las muestras se recolecten durante al menos un periodo de 6 h, con
reposicion de medio fresco, tomando no menos de cinco muestras (los intervalos tipicos de
las muestras son 0.25, 0.5, 1, 2, 4 y 6 h), aunque a veces puede requerirse una duracién
superior a 24 horas!®. Sin embargo, la liberaciéon del fAirmaco a partir de formas de
dosificaciéon semisélidas puede desviarse de la linealidad en tiempos prolongados, y la
desviacidon generalmente ocurre cuando se ha liberado mas de aproximadamente 35% -

459% del fArmacol.

4.2.7.2. Volumen de muestreo
Para los sistemas celulares de difusion vertical muestreados manualmente, se recomienda

un volumen de enjuague de aproximadamente 0.3 a 0,5 ml y un volumen de recoleccion
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igual, con un volumen maximo de extraccion y reemplazo determinado a fin de no producir

dilucién?s.
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4.2. MATERIALES

Geles elaborados: G-KTO-COP, G-KTO-QTO, G-KTO-P407, G-GRI-COP, G-GRI-QTO)

Emulgeles elaborados: E-KTO-COP. E-KTO-QTO, E-KTO-P407, E-GRI-COP, E-GRI-QTO)
Cremas de referencia: C-KTO (crema comercial), C-GRI (elaboracion propia)

Fosfato monosddico Cicarelli, Fosfato disdédico Cicarelli, Polisorbato 20 Cicarelli fueron
adquiridos en Norces (Rosario, Argentina); Sodio Laurilsulfato (SLS) Parafarm fue
adquirido en Drogueria Saporiti (CABA, Argentina). Etanol 962 calidad F.A. “Porta” fue
adquirido en farmacia comunitaria.

Membranas de Acetato de celulosa (Sartorius, dm medio de poros 0,45 p, dm 47 mm)
fueron adquiridas en Norces (Rosario, Argentina). Membranas de Polisulfona (Pall, dm

medio de poros 0,45 i, dm 25 mm) fueron adquiridas en Bioesanco (CABA, Argentina).

4.3. METODOS

4.3.1. KETOCONAZOL
4.3.1.1. SELECCION DE PARAMETROS PARA ELIV
4.3.1.1.1. Ensayos preliminares
Ensayos de solubilidad de KTO en los medios receptores candidatos
Se prepararon las siguiente soluciones:

e tampon fosfato monosddico-fosfato disédico pH 5,516

e tampdn fosfato monosodico-fosfato disédico pH 5,5 / etanol962 80:2017.18

¢ tampodn fosfato monosddico-fosfato disédico pH 5,5 + 1% Polisorbato 20

¢ tampodn fosfato monosddico-fosfato disédico pH 5,5 + 1% SLS
A 10 ml de cada una de las soluciones preparadas se agreg6 un exceso de KTO, sometiendo
los sistemas a agitacion durante 24 hs a 180 rpm (agitador orbital con plataforma Boeco
PSU-15I). Se filtraron las muestras y se midid la intensidad de emisidon de fluorescencia
(Aexe 293 nm, Aem 382 nm). Se calcul6 la cantidad de KTO disuelta (concentracion de

saturacion) en cada una de las soluciones en base a curvas de calibracion previamente
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realizadas para cada solucién en ensayo (graficas no mostradas). Los ensayos se realizaron

por triplicado.

Ensayo de estabilidad de KTO en los posibles medios receptores

Se prepararon soluciones de KTO 20 pug/ml en cada uno de los posibles medios receptores,
que se conservaron en envases cerrados y protegidos de la luz. Las soluciones se analizaron
por espectrofluorometria durante 48 hs, a distintos intervalos de tiempo!°.Los ensayos se

realizaron por triplicado.

Ensayo de retencion de KTO en las membranas candidatas

Se sumergio cada una de las membranas en estudio en 10 ml de una soluciéon de KTO 20
ng/ml en DMSO /buffer fosfatos pH 7,4 en sendos recipientes cerrados durante 6 hs. Como
control, se empleé 10 ml de la solucién de KTO sin membrana sumergida. Posteriormente
se retiraron las membranas y se determind la cantidad de KTO en cada una de las
soluciones por espectrofluorometria (Aexe 293 nm, Aem 382 nm). Los ensayos se realizaron

por duplicado?0.

4.3.1.1.2. Seleccion de la velocidad de agitacion, de la membrana y del medio receptor
Se realizaron ELIV con diferentes combinaciones de parametros (medio receptor -
membrana - velocidad de agitacién), en un equipo de CVD de 6 celdas (Hanson Microette
System), empleando la crema C-KTO como referencia y una temperatura de 32°C. Los
ensayos se realizaron por duplicado. Se seleccion6 la combinacién de parametros que
proporciond el mayor flujo de liberaciéon de KTO, respetando condiciones “sink” segun la

ecuacion 4.921-23;

n—1
{cﬂ.m Zq.s}
0= Il Ecuacién 4.9.
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donde
Q = cantidad acumulada de IFA liberado por unidad de superficie de membrana (pg/cm?)
Cn = concentracion de IFA al tiempo “n” de muestreo (pg/ml)

V =volumen de la celda (ml)

n-1

ZC[ =suma de las concentraciones de IFA determinadas en los intervalos de muestra
i=1

desde 1 hasta n-1 (ug/ml)

S = volumen de muestreo (ml)

A = superficie expuesta de la membrana (cm?)

4.3.1.2. ENSAYOS DE LIBERACION IN VITRO KTO A PARTIR DE LOS SISTEMAS
SEMISOLIDOS

Los ELIV de KTO a partir de las formulaciones elaboradas se realizaron utilizando un
equipo de CDV de 6 celdas (Hanson), cuyo compartimento receptor tiene un volumen de 7
ml y un area de difusién de 1,54 cm?2.

Se empleo la membrana seleccionada segin 4.3.1.1.2., que se saturé con el medio receptor
determinado en 4.3.1.1.2. durante 30 minutos antes del ensayo.

Las celdas se termostatizaron a 32°C, se llenaron con el medio receptor y se colocaron las
membranas. Se colocé el anillo que delimita el compartimento donante sobre la membrana
y se aplicaron 0,5 g de las formulaciones en estudio. La dosis se extendi6 uniformemente
con ayuda de una espatula de teflon y se fijé cada celda con el adaptador correspondiente.
La agitacién se fijé en la velocidad seleccionada segun el ensayo 4.3.1.1.2. Se tomaron
muestras de 0,3 ml a los 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min, con posterior
reposicion de medio receptor fresco luego de cada extraccion, en igual volumen.

Cada una de las muestras extraidas se diluy6 a 2,5 ml con el medio receptor y se analizaron
por espectrofluorometria (Aexe 293 nm, Aem 382 nm), calculdndose la cantidad de KTO
liberada acumulada en funcion del tiempo, segun la ecuacion 4.11.

Se graficd la cantidad de KTO liberada/cm? en funcion del tiempo, y se ajusté a los diversos
modelos de liberacién a fin de determinar la cinética de liberacion.
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Los ensayos se realizaron por duplicado para cada formulacién en ensayo.

4.3.2. GRISEOFULVINA
4.3.2.1. SELECCION DE PARAMETROS PARA ELIV
4.3.2.1.1. Ensayos preliminares
Ensayos de solubilidad de GRI en los medios receptores candidatos
Se prepararon las siguiente soluciones:

e tampon fosfato monosodico-fosfato disddico pH 6,424,

e tampon fosfato monosodico-fosfato disddico pH 6,4 / Propilenglicol 80:202°.

e tampodn fosfato monosddico-fosfato disdédico pH 6,4 + 2% Polisorbato 2026.

e tampon fosfato monosddico-fosfato disédico pH 6,4 + 1% SLS
A 10 ml cada una de las soluciones preparadas se agreg6 un exceso de GRI, sometiendo los
sistemas a agitacién durante 24 hs a 180 rpm (agitador orbital Boeco PSU-15I). Se filtraron
las muestras y se midi6 la intensidad de emision de fluorescencia (Aexc 303 nm, Aem 443
nm). Se calculé la cantidad de GRI disuelta en cada una de las soluciones en base a curvas de
calibracién previamente realizadas para cada medio (graficas no mostradas). Los ensayos

se realizaron por triplicado.

Ensayo de estabilidad de GRI en los posibles medios receptores

Se prepararon soluciones de GRI 20 pg/ml en cada uno de los posibles medios receptores,
que se conservaron en envases cerrados y protegidos de la luz. Las soluciones se analizaron
por espectrofluorometria durante 48 hs, a distintos intervalos de tiempo. Los ensayos se

realizaron por triplicado.

Ensayo de retencion de GRI
Se sumergiod cada una de las membranas en estudio en 10 ml de una soluciéon de GRI 20
pg/ml en DMSO/buffer fosfatos pH 7,4 en sendos recipientes cerrados durante 6 hs. Como

control, se emple6 10 ml de la solucion de GRI sin membrana sumergida. Posteriormente se
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retiraron las membranas y se determiné la cantidad de GRI remanente en la solucién por

espectrofluorometria (Aexc 303 nm, Aem 443 nm). Los ensayos se realizaron por duplicado.

4.3.2.1.2. Seleccion de la velocidad de agitacion, de la membrana y del medio receptor
Se realizaron ELIV con diferentes combinaciones de parametros (medio receptor -
membrana - velocidad de agitacién), utilizando un equipo de CVD de 6 celdas (Hanson)
empleando la crema C-GRI como referencia y una temperatura de 322C. Se selecciond la
combinacién de pardmetros que proporcioné el mayor flujo de liberaciéon de GRI, segin la

ecuacion 4.11.

4.3.2.2. ENSAYOS DE LIBERACION IN VITRO GRI A PARTIR DE LOS SISTEMAS
SEMISOLIDOS

Los ELIV de GRI a partir de las formulaciones elaboradas se realizaron utilizando un equipo
de CDV de 6 celdas (Hanson), cuyo compartimento receptor tiene un volumen de 7 ml y un
area de difusion de 1,54 cm?.

Se empleo la membrana seleccionada segun 4.3.2.1.2., que se saturé con el medio receptor
determinado en 4.3.2.1.2. durante 30 minutos antes del ensayo.

Las celdas se termostatizaron a 32°C, se llenaron con el medio receptor y se colocaron las
membranas. Se coloc6 el anillo que delimita el compartimento donante sobre la membrana
y se aplicaron 0,5 g de las formulaciones en estudio. La dosis se extendi6 uniformemente
con ayuda de una espatula de teflon y se fijé cada celda con el adaptador correspondiente.
La agitacién se fijé en la velocidad seleccionada segin el ensayo 4.3.1.1.2. Se tomaron
muestras de 0,3 ml a los 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min, con posterior
reposicion de medio receptor fresco luego de cada extraccidn, en igual volumen.

Cada una de las muestras extraidas se diluyo6 a 2,5 ml con el medio receptor y se analizaron
por espectrofluorometria (Aexe 303 nm, Aem 443 nm), calculandose la cantidad de GRI
liberada acumulada en funcion del tiempo, segun la ecuacion 4.11.

Se graficé la cantidad de GRI liberada/cm? en funcidn del tiempo, y se ajusté a los diversos
modelos de liberacién a fin de determinar la cinética de liberacion.
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Los ensayos se realizaron por duplicado para cada formulacién en ensayo.

4.3.3. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados se informan como la media de las mediciones realizadas. Se empled el
andlisis de varianza (ANOVA) para la comparaciéon entre grupos, y prueba de rangos
multiples de Tuckey cuando fuera necesario. Valores de p < 0,05 fueron considerados

significativos.
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4.4.1. KETOCONAZOL

4.4.1.1. SELECCION DE VARIABLES DE PROCESO
4.4.1.1.1. SELECCION DE LA TEMPERATURA
La temperatura de prueba se mantuvo a 32°C + 1°C durante todo el ensayo, valor adoptado

comunmente como parametro para simular las condiciones del estrato cérneo?3.

4.4.1.1.2. SELECCION DEL MEDIO RECEPTOR (ENSAYOS PRELIMINARES)

Para la selecciéon del medio receptor, la guia SUPAC SS FDA proporciona un punto de
partida: establece que “se puede usar un medio receptor apropiado, como un tampdn
acuoso para IFAs solubles en agua o un medio hidroalcohélico para IFAs poco solubles en
agua”?’. Asimismo, es aconsejable utilizar un medio que se asemeje al estado fisiolégico de
la piel y que proporcione una alta solubilidad para el IFA 1.

La baja solubilidad acuosa de KTO hace necesario la utilizacién de agentes que aumenten su
solubilidad, pero que al mismo tiempo proporcionen condiciones de sumidero (“sink”);
SUPAC menciona el uso de soluciones hidroalcohdlicas para IFAs poco solubles, pero
también pueden emplearse otros recursos, como modificacién de pH, agentes complejantes,
agentes tensoactivost.

La eleccion del pH del medio debe basarse en factores tales como el pH de la formulacién y
el perfil de pH-solubilidad del ingrediente activo y el pH de la membrana diana (la piel, en
este caso). Sin embargo, el perfil de solubilidad de KTO exige un pH < 3 para su
solubilizacién, que no representa las condiciones de la piel. El pH del medio receptor
deberia ajustarse para estar en el rango de 5-6 * 0.05 para reflejar las condiciones
fisiologicas de la piell.Teniendo en cuenta el pH de la superficie de la piel, y la revision
bibliografica realizada, se seleccionaron cuatro posibles medios receptores: un tampon
fosfato monosddico-fosfato disédico a pH 5,5 (M1), adicionado de un cosolvente (etanol
962) (M:), de un agente tensoactivo no iénico (Polisorbato 20) (M3) y de un agente
tensoactivo aniénico (LSNa) (Ma4).

La solubilidad del IFA en el medio receptor y su estabilidad en solucién son variables

importantes a considerar en la seleccion del mismo?°.
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Los resultados de los ensayos de solubilizacidon se muestran en Tabla 4.1.

Solubilidad KTO (png/ml)
Tampon fosfato monosodico-fosfato disédico pH 5,5 30,43 +0,15
Tampoén fosfato monoséddico-fosfato disédico pH 5,5 / 191,30+ 0,10
etanol 962 80:20
Tampon fosfato monosédico-fosfato disédico pH 5,5 + 107,40 = 0,30
1% Polisorbato 20
Tampoén fosfato monosédico-fosfato disoédico pH 5,5 + 97,15+ 0,28

1% SLS

Tabla 4.1.Resultados de los ensayos de solubilidad de KTO en los posibles medios receptores
seleccionados

KTO es un compuesto dibasico débil, practicamente insoluble en agua, excepto a pH menor
a 3, donde se solubiliza completamente por la protonacién de los grupos amino. La
solubilidad en agua disminuye en forma exponencial en funciéon del aumento de pH, al ir
aumentando el porcentaje de la forma no ionizada (menos soluble)2829 A pH 5,5 (M1) KTO
mostré una baja solubilidad, por encontrarse en un medio completamente acuoso y con un
valor de pH donde predomina la forma no ionizada. Si bien este medio es el
fisiologicamente mas compatible, la baja solubilidad de KTO podria limitar el proceso de
difusion al no favorecer el gradiente de concentraciéon a ambos lados de la membrana.

La utilizacién de un cosolvente (etanol) favoreci6 la solubilizaciéon de KTO en medio acuoso.
La cosolvencia (o codisolvencia) es un recurso tecnologico habitualmente utilizado para la
elaboracion de soluciones con IFAs poco solubles en agua, mediante el cual el agregado de
un disolvente menos polar que el agua (pero miscible con ella y disolvente del IFA) permite
aumentar la solubilidad de los mismos3?. Etanol presenta una constante dieléctrica
(¢) de 24,3, menor que la del agua (80,1)3! y es un buen disolvente de KTO (26 mg/ml),
segun estudios realizados sobre la solubilidad de KTO en mezclas hidroalcohdlicas por

Hashemzadeh y col?’.
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El uso de agentes tensoactivos en combinacién con el tampén a pH 5,5 también increment6
la solubilidad de KTO en medio acuoso. Los agentes tensoactivos presentan la propiedad de
formar micelas a una determinada concentraciéon (concentracién micelar critica), capaces
de incluir en sus dominios IFAs poco solubles en agua, aumentando su solubilidad en dichos
medios3%32, Sin embargo, son agentes espumogenos, y de hecho ambos medios M3 y M
presentaron espuma al ser sometidos a procesos de agitaciéon, en especial M. La presencia
de espuma y burbujas de aire afecta sustancialmente a la realizacion de los ELIV33, lo que

determiné que se descarten estas soluciones como posibles medios receptores.

Estabilidad de KTO en los medios receptores propuestos

En la figura 4.2. se muestran los resultados obtenidos en este ensayo:
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Fig 4.2.Estabilidad KTO en los posibles medios receptores

Como se observa a través de la variacion en la intensidad de emisién de fluorescencia de
KTO en los cuatro posibles medios receptores, podemos concluir que el IFA permanecio

estable en todos ellos durante el tiempo establecido para el ensayo.

4.4.1.1.3. SELECCION DE LA MEMBRANA (ENSAYO PRELIMINAR)
Las membranas porosas sintéticas usadas en los ELIV no estan destinadas a imitar las
condiciones del estrato corneo, sino solamente dividir los compartimentos dador y receptor

y a ofrecer un soporte semipermeable para la formulacion, sin ejercer funcion barrera.
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Segun las guias SUPAC, los materiales recomendados son derivados celuldsicos, polisulfona,
polipropileno, poliamida y poliacrilatos?’. Diversos estudios publicados23435 evidencian
diferencias en los valores de flujo de IFA segiin la membrana utilizada, lo que demuestra
que tienen efecto en los resultados obtenidos, y que su selecciéon es un tema no menor al
momento de establecer las condiciones de ensayo3®.

Se seleccionaron para los ELIV dos tipos de membranas, Acetato de Celulosa y Polisulfona.

Fig 4.3. Microfotografias electrénicas de barrido de membranas microporosas de ésteres de celulosa

(A) y de polisulfona (B)

Para determinar la influencia de la constitucion de las membranas en estudio, se realizaron
ensayos de retencion de KTO utilizando una soluciéon de KTO de concentracién conocida.

Los porcentajes de KTO residuales en las soluciones de prueba se muestran en Tabla 4.2.:

Membrana % KTO

Polisulfona 98,54 + 0,22
Acetato de celulosa 95,79 £ 0,50
Solucion KTO control 99,80 £ 0,30

Tabla 4.2.Porcentajes de KTO recuperados por inmersion de las membranas en ensayo en una

soluciéon del IFA

La membrana ideal no debe interaccionar quimica ni fisicamente con el IFA, a fin de no

ejercer efectos en los procesos de difusion; sin embargo, es muy raro que una membrana no
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presente ninguna interaccion. Debe seleccionarse aquélla que presente la menor
interaccion posible1536,

El porcentaje de recuperacion de KTO fue mayor con respecto a las membranas de
Polisulfona, lo que indica una menor retencién del IFA en su estructura. En virtud de estos
resultados se decidié la utilizacion de las membranas de Polisulfona como medio

semipermeable para continuar con los ELIV.

4.4.1.1.4. SELECCION DE LA VELOCIDAD DE AGITACION Y DEL MEDIO RECEPTOR
Habiendo descartado los medios receptores que incluyen agentes tensoactivos por la
producciéon de espuma y las membranas de Acetato de celulosa por su mayor capacidad de
retencién de KTO, se procedié a determinar el medio receptor y la velocidad de agitacién a
través de ELIV, bajo los siguientes parametros de proceso:
e (C-KTO como medio donante del IFA (0,5 g/celda)
¢ membrana de Polisufona como medio semipermeable
e temperatura de ensayo 32°C
e tiempos de muestreo: 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min
e volumen de muestreo y reposicion: 0,3 ml
e yempleando las siguientes combinaciones de parametros:
e Tampon fosfatos pH 5,5 - Velocidad de agitacién 400 rpm
e Tampon fosfatos pH 5,5 - Velocidad de agitaciéon 500 rpm
e Tampoén fosfato monoséddico-fosfato disédico pH 5,5 / etanol 962 80:20 -
Velocidad de agitaciéon 400 rpm
e Tampoén fosfato monoséddico-fosfato disédico pH 5,5 / etanol 962 80:20 -
Velocidad de agitacion 500 rpm

Los resultados de este ensayo se muestran en tabla 4.3 y en la figura 4.4.:
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Medio receptor Velocidad de agitacion Cantidad KTO liberada
acumulada (pg /cm?)
M1 400 rpm 8,60 = 0,21
M1 500 rpm 10,90 £ 0,46
M2 400 rpm 49,83 £+1,31
M2 500 rpm 59,39 +1,21

Tabla 4.3. Cantidad KTO liberada acumulada en funcién de dos medios receptores y dos velocidades

de agitacién
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Fig 4.4. Comparacion de la cantidad de KTO liberada en dos medios receptores y a dos velocidades de

agitacion [ns: p>0,05; (*): p<0,05; (**): p<0,01; (****): p< 0,0001]

Se observa que los valores acumulados de KTO en el medio receptor tampén fosfatos pH 5,5
fue menor, sin observarse diferencias significativas (p > 0,05) entre ambas velocidades de
agitacion. Esta situacion se debe, como ya mencionaramos anteriormente, a la baja
solubilidad de KTO en este medio, lo que sin duda proporciona resultados distorsionados
sobre la cesion del IFA, ya que la cantidad acumulada esta limitada por la baja solubilidad

del IFA en el medio, y no por el proceso de difusidon desde la forma semisélida.
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La utilizacion del tampdn fosfatos pH 5,5 adicionado de etanol 20% proporcioné mayores
cantidades acumuladas de KTO en solucidn, que puede explicarse por la accion codisolvente
de etanol. Se observé una mayor cesion con la utilizaciéon de 500 rpm, siendo esta diferencia
significativa (p < 0,05).

Ademas de lograr una buena solubilidad del IFA, el medio receptor debe proporcionar
condiciones “sink” (sumidero). Esto implica que en ningin momento del ensayo se alcance
la saturacion del medio receptor, lo que provocaria una disminuciéon en el flujo del IFA
desde la forma farmacéutica, con la consiguiente distorsién de los resultados obtenidos. Las
condiciones “sink” estdn definidas en la USP, y establecen que la solubilidad de saturacion
del IFA en el medio receptor debe ser al menos tres veces mayor que la concentracion del
IFA en dicho medio al finalizar el ensayo37 o, dicho de otra forma, que el volumen del medio
receptor debe ser al menos tres veces mayor que el necesario para disolver la dosis del IFA
que se estad ensayandol?, o que la concentraciéon acumulada del IFA en el medio receptor al
terminar el ensayo debe ser menor al 30% respecto de la solubilidad de saturacion del IFA
en dicho medio38. Los dos medios receptores proporcionaron condiciones “sink” en funcién
de las concentraciones de saturacion mostradas en Tabla 4.3., si bien a 500 rpm las
cantidades acumuladas se observan muy cercanas al limite superior para cumplir esta
condicién.

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar para continuar los ensayos el medio
receptor constituido por tampon fosfatos pH 5,5/etanol 80:20 y una velocidad de agitacion

de 500 rpm.

4.4.1.2. ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO DE KTO A PARTIR DE LOS SISTEMAS
SEMISOLIDOS

Habiendo fijado las condiciones para la realizacion de los ELIV, se procedi6 a realizar los
ensayos sobre todas las formas farmacéuticas elaboradas y de referencia. En las Figuras 4.5

y 4.6 se muestran los perfiles de liberacion obtenidos .
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Fig 4.5. Perfiles de liberacion KTO desde los geles en ensayo y la crema comercial de referencia
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Fig 4.6. Perfiles de liberacion KTO desde los emulgeles en ensayo y la crema comercial de referencia
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Fig 4.7. Comparacion cantidad KTO liberada acumulada a partir de los geles y la crema de referencia

(a) y a partir de los geles (b) al cabo de 6 hs de ensayo [(****): p< 0,0001]

En la fig 4.7 (a) se observa la cantidad de KTO liberada a partir de los tres geles elaborados,
en comparacién con la crema empleada como referencia. Al cabo de 6 hs de ensayo, la
cantidad de KTO liberada fue de 285,2 + 1,44 ug, 520,2 + 1,40 ugy 1477,00 + 1,56 ng para
G-KTO-P407, G-KTO-COP y G-KTO-QTO respectivamente, mientras que para C-KTO la
cantidad de IFA liberado fue sélo 91,68 + 1,08 ug. Las diferencias fueron significativas en
todos los casos (p<0,05).

La mayor velocidad y tasa de liberacién de KTO a partir de los geles se atribuye a la mayor
solubilidad aparente de KTO en las redes poliméricas de Cop A/P-251y de QTO, asi como en
la micelas de P407. En la crema el IFA se encuentra suspendido, y ademas presenta una
cierta afinidad por los componentes de fase oleosa, lo que retrasa su difusiéon en el
excipiente, ya que debe disolverse previamente.

Como ya se mencionara, la liberacion de [FAs a partir de sistemas semisélidos es un proceso
gobernado principalmente por difusidon. El aumento de solubilidad aparente de KTO en los
medios poliméricos favorece este proceso, ya que se traduce en un aumento de Co, y de esta
forma el gradiente de concentraciones a ambos lados de la membrana es mayor. Los
resultados obtenidos son coincidentes con un trabajo publicado por Nunes3?, donde se

compara la liberacidon de KTO a partir del gel y de la crema codificados en USP
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La comparacion entre la cantidad de KTO liberada a partir de los tres geles en ensayo (fig
4.7 (b))también arrojé diferencias significativas (p < 0,05). La menor liberacion obtenida en
el caso del gel con P407 puede atribuirse al hecho que los geles de P407 constan de una
gran poblacion de micelas, estrechamente empaquetadas, y el IFA debe liberarse y difundir
a través de los canales acuosos extra micelares de la matriz del gel, etapa que suele ser
limitante#%. Por otro lado, la viscosidad de este sistema es mayor que la de los otros geles,
tal cual se vio en el capitulo 3, y esta variable es inversamente proporcional a la difusién de
KTO dentro de la base gelificada. La mayor tasa de liberacién a partir del gel de Quitosano
en comparacion a los otros geles puede atribuirse asimismo a la menor viscosidad que

presenté esta formulacion.
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Fig 4.8. Comparacion cantidad KTO liberada acumulada a partir de los emulgeles y la crema de

referencia al cabo de 6 hs de ensayo [ns: p>0,05; (****): p< 0,0001]

En la fig 4.8 (a) se observa la comparacién en la cantidad de KTO liberada acumulada a lo
largo de 6 hs de ensayo a partir de los emulgeles elaborados y la crema empleada como
referencia. Todos los emulgeles presentaron mayores tasas de liberacion (112,2 + 1,62 ug,
116,5 + 1,67 pg y 1345 + 2,48 pg para E-KTO-P407, E-KTO-COP y E-KTO-QTO
respectivamente) comparados con la crema (91,68 * 1,08 pg) (p < 0,05). En trabajos
previos se reportaron mayores tasas de liberacidon de IFAs a partir de emulgeles*142. En este

caso en particular puede relacionarse la mayor tasa de liberaciéon de KTO a partir de los
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emulgeles con la mayor cantidad de KTO presente en la fase externa acuosa gelificada, lo
que favorece los procesos de difusion. Es de destacar la mayor tasa de liberacién de KTO a
partir de los geles, probablemente debido a la mayor afinidad de KTO por la fase
hidrofébica interna de los emulgeles.

Respecto a la comparacion entre los emulgeles (Fig 4.8 (b)), no se observaron diferencias
significativas entre los que contienen P407 y Cop A/P-25 I como gelificante de fase externa.
El emulgel conteniendo QTO presentd una mayor tasa de liberacién, debido probablemente

a la menor viscosidad de la formula.

Para asignar el modelo al que responde la cinética de liberacién, se ajustaron los datos a
diversas ecuaciones y se obtuvo el r? a partir del analisis efectuado por el programa

informatico (Tabla 4.4.).

Sistema Orden 0 Orden 1 Higuchi K-P
C-KTO 0,87 +2,23 0,91+0,10 0,90 + 1,51 0,92 + 0,04
G-KTO-P407 0,84 + 3,48 0,72+0,18 0,93 +1,33 0,98 + 0,0009
G-KTO-COP 0,86 + 5,70 0,73+0,20 091 + 3,21 0,96 + 0,025
G-KTO-QTO 0,82 +9,58 0,70 £ 0,26 0,95 + 8,27 0,97 £ 0,0072
E-KTO-P407 0,88 + 8,25 0,12 +0,37 0,93 +6,10 0,98 + 0,006
E-KTO-COP 0,77 £+ 12,4 0,60 £ 0,26 0,94 + 6,30 0,96 + 0,008
E-KTO-QTO 0,87 £9,32 0,24 + 0,24 0,95 £ 5,60 0,99 + 0,004

Tabla 4.4. Valores de r2 en la modelizacion de la cinética de liberacion de KTO segun distintos

modelos

El mejor ajuste, seglin los valores de r2, correspondié al modelo de Korsemeyer-Peppas

(Graficos 4.9 (a,b))
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Fig 4.9. Ajuste de los datos experimentales al modelo de Korsemeyer-Peppas: (a) Geles vs crema; (b)
Emulgeles vs crema

En Tabla 4.5. se muestran los valores de Ky n.

K n
C-KTO 0,00146 £ 0,0001 0,30 £ 0,02
G-KTO-P407 0,0056 + 0,0004 0,26 + 0,015
G-KTO-COP 0,0111 £ 0,0012 0,28 + 0,02
G-KTO-QTO 0,0200 + 0,0025 0,36 + 0,02
E-KTO-P407 0,0004 + 10> 0,56 + 0,04
E-KTO-COP 0,0005 + 0,0001 0,53 +0,05
E-KTO-QTO 8,30.104+ 105 0,46 + 0,02

Tabla 4.5. Valores de K y n para los sistemas en ensayo

Para la crema y los geles, el valor de n fue menor a 0,5, indicando un proceso de liberacién
fickiano, regido por proceso de difusion. En el caso de los emulgeles, los valores de n fueron
ligeramente superiores a 0,5, lo que corresponde a un modelo no fickiano y el mecanismo
de liberacion del farmaco se rige tanto por difusion como por hinchamiento y relajacidon de

cadenas poliméricas*3.
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4.4.2. GRISEOFULVINA

4.4.2.1. SELECCION DE VARIABLES DE PROCESO
4.4.2.1.1. SELECCION DE LA TEMPERATURA
La temperatura de prueba se mantuvo a 32°C + 1°C durante todo el ensayo, valor adoptado

comunmente como parametro para simular las condiciones del estrato c6rneo?3.

4.4.2.1.2. SELECCION DEL MEDIO RECEPTOR (ENSAYOS PRELIMINARES)

Teniendo en cuenta el pH de la superficie de la piel, y la revision bibliografica realizada, se
seleccionaron cuatro posibles medios receptores: un tampén fosfato monosoédico-fosfato
disodico a pH 6,4 (M1), adicionado de un cosolvente (Propilenglicol) en proporciéon 80:20
(M), de un agente tensoactivo no iénico (Polisorbato 20 2%) (M3) y de un agente
tensoactivo anionico (LSNa 1%) (Ma).

Los resultados de los ensayos de solubilizacién se muestran en Tabla 4.6.

Solubilidad GRI (ung/ml)
Tampon fosfato monosédico-fosfato disédico ph6,4 41,05+0,72
Tampon fosfato monosédico-fosfato disédico pH 6,4 / 52,78 £ 0,15
propilenglicol 80:20
Tampon fosfato monosoédico-fosfato disédico pH6,4 + 2% 157,35+ 0,50
Polisorbato 20
Tampoén fosfato monosédico-fosfato disédico pH 6,4 + 195,60 = 007
1% LSNa

Tabla 4.6.Solubilidad de GRI en los posibles medios receptores seleccionados

Los resultados de los ensayos de estabilidad de GRI en los posibles medios receptores se

muestran en la Fig 4.10.
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Fig 4.10. Estabilidad GRI en los posibles medios receptores

El uso de Propilenglicol (cosolvente) y de agentes tensoactivos proporcion6 una mayor
solubilidad de GRI en medios acuosos, en concordancia con estudios previamente
realizados. Sin embargo, la presencia de espuma por agitacién en las soluciones
conteniendo Polisorbato 20 y LSNa afecta sustancialmente a la realizaciéon de los ELIV, por
lo que se descartan como posibles medios receptores.

Se continuaron los ensayos con tampdn fosfatos pH 6,4 (M1) y tampdn fosfatos pH 6,4 +

propilenglicol 80:20.

4.4.2.1.3. SELECCION DE LA MEMBRANA (ENSAYO PRELIMINAR)

Se seleccionaron para los ELIV dos tipos de membranas, Acetato de Celulosa y Polisulfona.
Para determinar la influencia de la constitucion de las membranas en estudio, se realizaron
ensayos de retencién de GRI utilizando una soluciéon de GRI de concentracién conocida.

Los porcentajes de GRI residuales en las soluciones de prueba se muestran en Tabla 4.7.:

Membrana % GRI

Polisulfona 99,10 + 0,38
Acetato de celulosa 94,50 +1,05
Solucion GRI control 99,90 + 0,80

Tabla 4.7.Porcentajes de GRI recuperados por inmersion de las membranas en ensayo en una solucion

del IFA
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El porcentaje de recuperacion de GRI fue mayor con respecto a las membranas de

Polisulfona, lo que indica una menor retencion del IFA en su estructura. En virtud de estos

resultados se decidi6 la utilizacion de las membranas de Polisulfona como medio

semipermeable para continuar con los ELIV.

4.4.2.1.4. SELECCION DE LA VELOCIDAD DE AGITACION Y DEL MEDIO RECEPTOR

Habiendo descartado los medios receptores que incluyen agentes tensoactivos por la

produccién de espuma y las membranas de Acetato de celulosa por su mayor capacidad de

retenciéon de GRI, se procedi6 a determinar el medio receptor y la velocidad de agitacion a

través de ELIV, bajo los siguientes parametros de proceso:

C-GRI como medio donante del IFA (0,5 g/celda)

membrana de Polisufona como medio semipermeable

temperatura de ensayo 32°C

tiempos de muestreo: 0, 15, 30, 45, 60, 120, 180, 240, 300 y 360 min

volumen de muestreo y reposicion: 0,3 ml

y empleando las siguientes combinaciones de parametros:

Tampon fosfatos pH 6,4 - Velocidad de agitacién 400 rpm (M1)

Tampon fosfatos pH 6,4 - Velocidad de agitacién 500 rpm (M1a)

Tampo6n fosfato monosddico-fosfato disddico pH 6,4 / propilenglicol 80:20 -
Velocidad de agitacion 400 rpm (M2)

Tampo6n fosfato monosddico-fosfato disddico pH 6,4 / propilenglicol 80:20 -
Velocidad de agitaciéon 500 rpm (M2a)

Los resultados de este ensayo se muestran en tabla 4.8 :
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Medio receptor Velocidad de agitacion Cantidad GRI liberada
acumulada (pg /cm?)

M1 400 rpm 0,38 £ 0,20

M1(a) 500 rpm 0,40 = 0,30

M2 400 rpm 0,93 = 0,55

M2(a) 500 rpm 0,98 + 0,60

Tabla 4.8. Cantidad GRI liberada acumulada en funcion de dos medios receptores y dos velocidades de

agitacion

La utilizacion del tampén fosfatos pH 6,4 adicionado de propilenglicol 20% proporcion6
mayores cantidades acumuladas de GRI en solucién, que puede explicarse por la accion
codisolvente de propilenglicol. Se observé una mayor cesién con la utilizaciéon de 500 rpm,
siendo esta diferencia significativa (p < 0,05).

Los resultados obtenidos permitieron seleccionar para continuar los ensayos el medio
receptor constituido por tampoén fosfatos pH 6,4/propilenglicol 80:20 y una velocidad de
agitacion de 500 rpm.

4.4.2.2. ENSAYO DE LIBERACION IN VITRO DE GRI A PARTIR DE LOS SISTEMAS
SEMISOLIDOS

Habiendo fijado todas las condiciones para la realizacion de los ELIV, se procedi6 a realizar
los ensayos sobre todas las formas farmacéuticas elaboradas y de referencia. Los datos
obtenidos sobre la crema C-GRI en el punto 4.4.2.1.4. fueron utilizados en esta etapa a los
fines de comparacion.

En las Figuras 4.11 y 4.12 se muestran las graficas obtenidas para este ensayo
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Cantidad GRlliberada acumulada (ug/ch)

Fig 4.11. Perfiles liberacion GRI a partir de los geles en ensayo y la crema de referencia
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Fig 4.12. Perfiles liberacion GRI a partir de los emulgeles en ensayo y la crema de referencia
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Fig 4.13. Comparacion de la cantidad de GRI liberada acumulada a partir de los geles y de l1a crema de
referencia (a) y a partir de los geles (b) [(*): p<0,05; (****): p< 0,0001]

En la fig 4.13 (a) se observa la comparacién entre la cantidad de GRI liberada acumulada a
lo largo de las 6 hs de ensayo a partir de los geles y la crema elaborada como referencia. En
todos los casos las tasas de liberacion fueron muy bajas (inferiores al 0,1%). Los geles
conteniendo Cop A/P-251y QTO presentaron una mayor tasa de liberacion (1,56 + 0,011 pg
y 1,79 + 0,013 pg, respectivamente) en relacién a la crema (1,517 + 0,019 pg), si bien en el
caso de G-GRI-COP esta diferencia fue muy poco significativa. Ambos geles (fig 4.13.(b))
presentaron diferencias significativas entre si en cuanto a la tasa de liberacidon del IFA,
probablemente debidas a la menor viscosidad del G-GRI-QTO.

* %k ¥k

(a) ns \ (bz) . ok ok oK

2.0
2+
2]
=
o £ % 1.5
= o8 1.5 g ¥
£ 3 =
— @
= o
=3 =
& < 1.0 S = 1.0
T E s E
= 3 =28
S ® 0.5+ 2 © 0.59
h]
3 o

0.0-

0.0=

Fig 4.14. Comparacion de la cantidad de GRI liberada acumulada a partir de los emulgeles y de la

crema de referencia (a) y a partir de los emulgeles (b) [ns: p>0,05; (****): p< 0,0001]
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Con respecto a los emulgeles, se observa en la fig 4.14 (a) que las tasas de liberacion
también fueron muy bajas. E-GRI-COP present6 una tasa de liberacion ligeramente menor a
C-GRI (1,505 £ 0,021 pgy 1,517 £ 0,019 pg respectivamente), aunque dicha diferencia no
fue estadisticamente significativa. E-GRI-QTO evidencié una mayor liberacién del IFA en los
tiempos del ensayo (1,782 + 0,011 pg) respecto a la crema de referencia (p < 0,05). Entre
ambos emulgeles, E-GRI-QTO presenté una mayor liberacién que E-GRI-COP, lo que se
atribuye a la menor viscosidad de la formulacion, tal cual se viera en el Capitulo 3.

Para asignar el modelo al que responde la cinética de liberacién, se ajustaron los datos a

diversas ecuaciones y se obtuvo el r? (Tabla 4.9).

Sistema Orden 0 Orden 1 Higuchi K-P

C-GRI 0,95 0,04 0,92 £ 0,05 0,99 + 0,02 0,94 + 10-5
G-GRI-COP 0,96 £ 0,04 0,93 £ 0,04 0,99 + 0,02 0,93 £ 10-5
G-GRI-QTO 0,93 £0,06 0,89 + 0,05 0,98 + 0,03 0,94 + 10-5
E-GRI-COP 0,92 £ 0,05 0,88 + 0,05 0,98 + 0,02 0,95 + 10-5
E-GRI-QTO 0,96 £ 0,04 0,94 £ 0,04 0,97 + 0,04 0,89 + 10-5

Tabla 4.9. Valores de r2 en la modelizacion de la cinética de liberacién de GRI segtin distintos modelos

El mejor ajuste, segin los valores de r2, correspondi6 al modelo de Higuchi. En fig 4.15 (ay
b) se muestran las curvas de regresion correspondientes y en Tabla 4.10. los valores de Ky,

flujo (J) y coeficiente de difusién (D) para cada uno de los sistemas.
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Fig 4.15. Ajuste de los datos experimentales al modelo de Higuchi: (a) Geles vs crema; (b) Emulgeles vs
crema
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Ku J (ug/min) D (cm2/min)
C-GRI 0,04 = 0,0009 0,0364 = 0,0009 3.10-11
G-GRI-COP 0,030,001 0,0339 £ 0,034 2,5.10-11
G-GRI-QTO 0,04 £ 0,002 0,0403 = 0,04 3,61.10-11
E-GRI-COP 0,030,001 0,0291 £ 0,03 1,66.10-11
E-GRI-QTO 0,04 £ 0,002 0,0397 +0,04 3,61.10-11

Tabla 4.10. Valores de KH para la liberacion de GRI a partir de los sistemas en estudio y la crema de

referencia
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En este capitulo se se realizaron los ensayos correspondientes a determinar la capacidad de

liberacion de los [FAs modelo a partir de las formas semisdlidas elaboradas y las empleadas

como referencia.

Se seleccion6 previamente en cada caso las condiciones para la realizaciéon de los ELIV

(temperatura, medio receptor, tipo de membrana, velocidad de agitacion)

= En el caso de las formulaciones conteniendo KTO, aquellas que incluyeron en su
composicion los polimeros en estudio presentaron una mayor capacidad de cesion
del IFA, comparado con una crema comercial empleada como referencia. Sus perfiles
de liberacion coincidieron con resultados previos informados en la bibliografia para
productos toépicos. Todas las formulaciones mostraron una cinética de liberacion
correspondiente al modelo de Korsemeyer-Peppas; en el caso de los geles y la crema
de referencia, el valor de n fue menor a 0,5, indicando un comportamiento de tipo
fickiano (difusional); en el caso de los emulgeles, n fue ligeramente mayor a 0,5,
indicando un comportamiento no fickiano, donde la liberacién del IFA no sélo esta
gobernado por difusién sino también por el relajamiento de las cadenas poliméricas
que constituyen la fase externa.
= Con respecto a los sistemas conteniendo GRI, todos los sistemas que contienen los

polimeros en estudio, con excepcion del emulgel E-GRI-COP, evidenciaron una
mayor liberacién del IFA que la crema con excipientes convencionales empleadas
como referencia, si bien las tasas de liberacion fueron muy bajas (menores al 0,1%).
En todos los casos la cinética de liberacién correspondié al modelo de Higuchi,

indicando un mecanismo de liberacion fickiano (difusional).
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CONCLUSIONES FINALES

Se analizaron las posibles interacciones entre los IFAs modelo y los polimeros en
estudio, empleando espectrofluorometria como metodologia instrumental.

El analisis de los espectros de emisidn de fluorescencia de Ketoconazol en ausencia y
en presencia de los polimeros en ensayo mostré que Quitosano, Copolimero
Acrilato/Palmeth-25 Itaconato y los poloxameros indujeron cambios, ya sea en la
posicion del pico de emisiéon maxima y/o en la intensidad de emision. Quitosano y
Copolimero Acrilato/Palmeth-25 Itaconato produjeron disminuciéon en la intensidad
de emisién de fluorescencia, atribuible a la formacién de complejos IFA-polimero no
fluorescentes. Los poloxameros produjeron un aumento en la intensidad de emisiéon y
un desplazamiento del pico maximo hacia menores longitudes de onda, debido a la
formacién de micelas que incluyen al IFA en sus dominios hidrofébicos, menos
polares. La titulacién espectrofluorométrica en KTO en presencia de concentraciones
crecientes de los polimeros que evidenciaron interacciones arrojé curvas con un perfil
hiperbolico, que se analizaron segin un modelo de regresién no lineal de unién de
ligandos. Se determinaron los valores de Cmin, CMC, AF% y Ka. QTO, Cop A/P-251'y
P407 mostraron la mejor capacidad de incorporacién del IFA en funcion de esas tres
variables. El andlisis de los procesos de extincion de fluorescencia de KTO incluido en
los polimeros en ensayo evidenci6 una mayor inclusiéon del IFA en los dominios
hidrofébicos de las soluciones poliméricas en el caso de QTO, Cop A/P-251 y P407.
Segun el andlisis de estabilidad de KTO en los sistemas poliméricos, seguida por
espectrofluorometria, KTO permanecié estable en los sistemas en estudio durante el
tiempo establecido.

El analisis de los espectros de emision de Griseofulvina en ausencia y presencia de los
polimeros en estudio mostr6 que Quitosano, Copolimero Acrilato/Palmeth-25
[taconato y los poloxameros indujeron cambios, ya sea en la posicion del pico de
emision maxima y/o en la intensidad de emisidn, similares a lo enunciado para
Ketoconazol. La titulacion espectrofluorométrica de GRI con Quitosano y con
Copolimero Acrilato/Palmeth-25 Itaconato proporcionaron graficas con un perfil
hiperbélico, que se analizaron segin un modelo de regresiéon no lineal de unién de
ligandos, calculandose Cmin, AF% y Ka. En el caso de los poloxdmeros no fue posible

obtener datos que permitieran realizar su andlisis. Los valores de KSV obtenidos por
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extincion de fluorescencia con acrilamida en presencia de QTO y Cop A/P-25 I fueron
mayores que en ausencia de los polimeros, lo que no se asocia a la no inclusién de GRI
en el entramado polimérico. En el andlisis de estabilidad de GRI en los sistemas
poliméricos, seguida por espectrofluorometria, el IFA permanecié estable en los
sistemas ensayados durante el tiempo establecido.

Se elaboraron formas farmacéuticas semisdlidas (geles y emulgeles) conteniendo los
IFAs modelo y los polimeros seleccionados, y se procedié a su caracterizacion, en
comparacién con cremas de referencia. Todos los sistemas ensayados mostraron
valores de pH dentro del rango establecido para formulaciones de aplicaciéon dérmica.
El signo de los emulgeles correspondi6 al disefio planteado (emulsiones O/A). Los
factores de extensibilidad fueron apropiados seguin lo reportado por la bibliografia. El
comportamiento reoldgico de las formulaciones control y en estudio fue de tipo no
newtoniano reofluidizante, tanto para los geles como para los sistemas emulsivos.
Todos los sistemas presentaron tensién de fluencia, caracteristico de los sistemas
reofluidizantes plasticos, mayor para aquéllos sistemas de mayor viscosidad, y
ajustaron matematicamente al modelo Herscheld-Bulkley, A excepcion del sistema G-
GRI-QTO, todos las demas formulaciones presentaron tixotropia en diversa magnitud,
segun las condiciones del ensayo. Todas las formulaciones conteniendo KTO y GRI
fueron capaces de inhibir el crecimiento de C. parapsillosis y de T. mentagrophytes
respectivamente, evidencia indirecta de una adecuada liberacién de los IFAs a partir
de las formulaciones.

Se realizaron ensayos de liberacion in vitro para todas las formulaciones elaboradas y
de referencia, seleccionando previamente los parametros de procesos adecuados para
cada IFA. Los perfiles de liberacion respondieron a las cinéticas descriptas
(Korsemeyer Peppas e Higuchi para Ketoconazol y Griseofulvina, respectivamente).
Las tasas de liberacion de las formulaciones elaboradas fueron mayores a las de las
cremas de referencia, si bien, para el caso de Griseofulvina, las mismas tuvieron
valores muy bajos (menor al 0,1%).

La utilizacién de Quitosano, Copolimero Acrilato/Palmeth-25 Itaconato y Poloxamero
407 en la elaboracion de geles y emulgeles con Ketoconazol permitié la obtencién de

sistemas con caracteristicas adecuadas para su aplicacién sobre la piel y que
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evidenciaron una mayor liberacion del IFA respecto a una especialidad medicinal
(crema) comercializada en nuestro pais.

La utilizacion de Quitosano y Copolimero Acrilato/Palmeth-25 Itaconato en la
elaboracion de geles y emulgeles con Griseofulvina no cumplié totalmente con la
hipétesis de trabajo; si bien se obtuvieron sistemas con caracteristicas adecuadas, las
tasas de liberacion fueron muy bajas, al igual que la crema utilizada de referencia, con
lo que dificilmente puedan lograrse las concentraciones necesarias para ejercer su

efecto terapéutico.
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