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RESUMEN

En esta tesis se estudio tanto el comportamienfabieitato de ascorbilo (Asg)
en solucién como en monocapas, ademas del compentantle amiodarona (AMI) en

solucién. Finalmente se desarrollaron liposomasAsmms y AMI.

Se describioé el comportamiento de sistemas acuEs@sggs sin y con diferentes
proporciones de polietilenglicol 400 (PEfg. Se realizaron cuatro diagramas de fase
usando calorimetria diferencial de barrido (CDB)igroscopia optica de luz polarizada
(MOP).

Estos sistemas por debajo de ~ 0,48 w/w muestrataless hidratados en un
liquido isotropico, los cuales se transforman ercustal liquido laminar cuando son
calentados. Por encima de esta concentracion apanecristal liquido cubico antes del
laminar.

Aplicando CDB fueron detectados dos tipos de agfeaethte de la libre (“bulk”):
el agua de la primera capa de hidratacion, la sadunde aunque puede ser inferida
por CDB y una segunda capa de hidratacion, cuycernuigie moléculas de hidratacion
disminuye a medida que aumenta la concentraciGuidactante.

Los sistemas de Aggcon diferentes proporciones de P&y agua muestran
texturas similares a las del sistemaAs@gua. La adicion de PEgg al sistema acuoso
cambia los limites de existencia de los dominiosiigtales liquidos hacia menores
temperaturas y concentraciones de surfactante.sTladdases descriptas en este trabajo
ademas del comportamiento del agua en el sistentgs Asagua no habian sido

informadas en bibliografia previamente.

El comportamiento superficial de Agdue estudiado mediante monocapas de
Langmuir (ML) y microscopia de angulo de BrewstBAWM). Dependiendo de las
condiciones de la subfase el Adorma monocapas estables a temperatura ambiente las
cuales muestran una transicion de fase de liquigarslido a liquido-condensado o a
fase cristalina. Ambas fases condensadas muestamrecimiento caracteristico
preferencial y pequefios dominios en forma de flalegsendiendo de la densidad de

carga.



La adsorcion (AD) de Asg en monocapas fosfolipidicas ha mostrado la
formacion de monocapas mixtas estables desAsdimiristoilfosfocolina (DMPC).
Estas tres técnicas (ML, BAM Y AD) no habian sidiizadas en conjunto para

describir el comportamiento bidimensional del Asc

Sistemas acuosos de AMI a bajas concentracionesfestudiados por diferentes
técnicas a diversas temperaturas. Se determinangd mle Krafft (k). Se realizé un
diagrama de fase parcial mostrando la dependercia doncentracion micelar critica
(cmg con la temperatura; la solubilidad y mostranda transicion entre un coacervato
y un gel inestable por debajo de laén funcién de la temperatura. Este diagrama, con
una comprension de las estructuras formadas ecetaanias del punto de Krafft, no

habia sido informado anteriormente en la biblidgraf

Sistemas liposomales de DMPC con #scde DMPC con Asg y AMI fueron
estudiados por diferentes técnicas: polarizacidgregdizada (GP), tamafio de particula
y potencial zeta. La estabilidad de los liposomess dnalizada por medio de la teoria
Derjaguin-Landau-Vervey-Overbeek (DLVO). Las deteraciones de GP mostraron
gue las tres diferentes concentraciones dgsAisadas en los liposomas no perturbaron
la organizacion de la membrana de DMPC. Ademas, modificacion de la teoria
DLVO predijo la estabilidad de los liposomas. Lacath de AMI a los liposomas de
DMPC y Asgg no modificod significativamente el tamafio de loseggdos. No se ha
encontrado informacién bibliografica acerca del decAsgg para prevenir los efectos

adversos producidos por la AMI ni del desarrolldidesomas con AMI y el Ase.



ABSTRACT

In this thesis both the behavior of ascorbyl padieit(Asgs) in solution and
monolayers and the behavior of amiodarone (AMIsatution were studied. Finally,

liposomes with Asg and AMI were developed.

The behavior of aqueous systems of Aseith and without different proportions
of polyethylene glycol 400 (PEfm) were described. Differential scanning calorimetry
(DSC) and polarizing microscopy (MOP) were bothdusedraw four phase diagrams.

The aqueous system below C ~ 0.48 w/w shows hydli@testals in an isotropic
liquid, which become a lamellar liquid crystal whiesated. Above this concentration, a
cubic liquid crystal appears before the lamellasopdase.

Two different kind of water, other than bulk, usiDfsC was detected: a first
hydration shell, which does not melt and is thedatectable though plausible to infer
with DSC; and a second hydration layer. The nunadfevater molecules of this shell
decreases as the surfactant concentration increases

Ascs systems with different proportions of Pl and water show similar
textures to those in the aqueous system. The addidf PEGy to the Asgs—water
system shifts the limits of the liquid crystallim®mains to lower temperature and
surfactant concentration. Neither phases desciibbelis work nor water behavior in
Ascg-water systems were found in the literature.

The surface behavior of Agcwas studied by Langmuir monolayers (LM) and
Brewster angle microscopy (BAM). Depending on swgehconditions Agg forms
stable monolayers at room temperature and showseptransition from a liquid-
expanded to a liquid-condensed or a crystallinesph®oth condensed phases show
preferential growth and small flowerlike domaingeéeding on the charge density.

Adsorption (AD) of Asgs in lipids monolayers have shown that stable mixed
monolayers of Asg and DMPC that have been formed.

These three techniques (ML, BAM and AD) were nainfid to be previously used
together to describe bidimensional behavior of;Asc

Low concentrations AMI aqueous systems by manyniecies and at various
temperatures was studied. The Krafft poink)(Wwas determined. A partial phase

diagram showing the critical micelle concentraticmq dependence on temperature,

Vi



the solubility and a transition between a coacenaatd an unstable gel below Was
drawn as a function of temperature. This diagrath) & comprehension of structures
formed close to the Krafft point, was not previgugported in the literature.
Liposomes systems of DMPC with Asand DMPC with Asg and AMI were
studied by generalized polarization (GP), sizeigarand zeta potential determinations.
Liposomes’ stability was analyzed by means of therjdyuin-Landau-Vervey-
Overbeek (DLVO) theory. GP determinations shownt tilae three different
concentrations of Agge used in liposomes did not disturbed DMPC membrane
organization. Furthermore, modified DLVO theory gicted liposomes’ stability. The
addition of AMI to the liposomes of DMPC plus Asdlid not significantly affect the
aggregates’ size. Literature reports about either use of Asg to prevent adverse
effects produced by AMI or the development of lipoes with AMI and the Asg

were not found.
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Objetivo

El objetivo se enfoca en estudiar las propiedadeagiegacion del tensioactivo
biocompatible, palmitato de ascorbilo (A§¢ en soluciones acuosas y en monocapas
aire-solucién. Conjuntamente evaluar las caratieats de agregacion del principio
activo, amiodarona (AMI) en solucion acuosa y dipee esta informacién desarrollar
estructuras de interés farmacéutico, los liposordasinanera de vehiculizar a estos

compuestos.



Capitulo 1

Introduccion

1.1 Introduccién

El desarrollo de un medicamento conlleva variapasta(i) obtener uprincipio
activo de comprobada seguridad, (ii) encontrexcipientes confiables e (iii)
implementar latecnologianecesaria para llevar a cabo el sistema de dasidic
requerido. Todo esto debe funcionar bajo estrictogroles que garanticen una correcta

formulacion.

Durante mucho tiempo se ha puesto énfasis en atrdde de nuevas moléculas,
como alternativa a la falta de respuesta teraégtie poseen algunos medicamentos.
Sin embargo, no todo el efecto terapéutico recak enolécula seleccionada para el
tratamiento de una dolencia, sino también, en fdamdoen que se distribuye, es decir,
depende también del sistema transportador delipionactivo o la forma farmacéutica.

Esta ultima, no es menos importante, debido a qu sistema no libera a la
droga desde su matriz, en el momento y lugar adecu# se llegara a cumplir el
efecto para el cual la molécula activa fue disefiada

Existen numerosas formas farmacéuticas en el mercatras tantas en creciente
desarrollo. Muchas de estas formas estan basadast@mas dispersgsson utilizadas

para transportar drogas por multiples vias de adtraicion como las orales, tdpicas y



pulmonares, entre otras. Dentro de los sistemgserdiss existe un grupo de gran
importancia en el disefio de las formulaciones faguticas que son losistemas

coloidales

No solamente la forma farmacéutica terminada psed&in sistema de este tipo,
sino que durante el proceso de elaboracién pudnkr ia paso importante en el cual el
sistema resulte coloidal por mas que la forma fieainine no siéndolo. Es decir, se
puede formar un sistema coloidal durante el prodesmanufactura de una formulacion
pudiendo ser el paso crucial en el desarrollo fadutco del producto. Un ejemplo de
estos sistemas g@esenta en la referendia] donde se describe el uso de glicéridos

monoinsaturados para la realizacion de formas fauoias inyectables.

Por lo expuestolas investigaciones de lguimica coloidal en el campo

farmacéutico son una pieza clave para llevar a ehtiesarrollo de una formulacion.

1.2 Moléculas de Interés Farmacéutico

En el desarrollo de este trabajo de tesis se @estudi comportamiento,
interacciones y propiedades fisicoquimicas de urcipio activo, laamiodarona(AMI)
y un excipiente farmacéutico, ghlmitato de ascorbil§Ascyg). Por lo tanto, se definira

en esta seccion: principio activo y excipiente.

1.2.1 Principio Activo

Segun la Farmacopea Nacional Argentina (FNA) erfsdicion del afio 2003 [2]
define al principio activo o droga farmacéuticamo toda sustancia quimica o mezclas
de sustancias relacionadas, de origen natural désico, que poseyendo un efecto

farmacoldgico especifico, se emplea en medicinaahaim



Muchas veces se considera al principio activo sefdaencomo el responsable del
efecto farmacologico y se dejan de lado propiedagigsnicas de utilidad como

agregacion y formacion de cristales liquidos, eotras

Existen principios activos que pueden comportarsenoc tensioactivosy
evidenciar propiedades de agregacion bajo detedasnacondiciones. Estas
caracteristicas hacen que las drogas puedan cwhpliitaneamente el rol de principio
activo y de excipiente (ver seccion 1.2.2). Un gjkentaracteristico, como se detallara
posteriormente, es la amiodarona (AMI) que es umcipio activo con caracteristicas

tensioactivas.

1.2.2 Excipientes

La definicion de la FNA en su 7° edicion [2], progiona una buena idea a priori

de lo que debe ser un excipiente:

“Es toda sustancia de origen natural o sintéticeegente en una preparacion
farmacéutica incorporada sin proposito terapéuticd®in embargo, para tener un
concepto mas profundo se debe hacer referenciadefiaicion dada por el IPEC
(International Pharmaceutical Excipients Coundiffimiéndose de la siguiente manera:

“Es cualquier sustancia diferente del principio &ct o prodroga que ha sido
apropiadamente evaluada en cuanto a seguridad yegtee incluida en un sistema de
liberacién de droga para:

> Ayudar al procesamiento del sistema durante laitamion.
> Proteger, favorecer o aumentar la estabilidad odwsponibilidad del

principio activo.

> Favorecer la aceptabilidad del paciente.
> Ayudar en la identificacion del producto.
> Proveer cualquier otro atributo de la seguridad lggd y efectividad del

producto-droga entero durante el almacenamientbuse”.



En un principio, se consideraban a los excipiem@$0 inertes, pero en la
actualidad este concepto ha sido dejado de ladadaled que las propiedades
fundamentales de las formas farmacéuticas, como sonbiodisponibilidad y
estabilidad,dependen no solamente del tipo de excipiente y ude caracteristicas
fisicoquimicas, sino también de su concentraciGnteracciones tanto con el o los

principios activos y del método de preparacionad®tmulacion.

Los tensioactivos conforman uno de los grupos mmitantes de excipientes
utilizados en la preparacion de diferentes formasnécéuticas. El palmitato de

ascorbilo (Asgs) forma parte de este grupo de sustancias.

Dentro de los excipientes farmacéuticos encontraiaobién a los disolventes.
Estos compuestos en general, estan en gran propadentro de la formulacion. El
agua es el disolvente universal usado en formutasidarmacéuticas. Muchas veces,
para modificar alguna propiedad que beneficie taratcion de un principio activo con
el agua se utilizan los llamadoscodisolventes Un ejemplo de estos son los

polietilenglicoles (PEGS).

Los PEGs son ampliamente utilizados en una variedadformulaciones
farmacéuticas, incluidas las preparaciones pawatertopicas, oftdlmicas, orales y
rectales, asi como en matrices poliméricas biodiedptas para sistemas de liberacion

controlada. [3]

Existen numerosas estrategias utilizadas en tegiaoliarmacéutica [4] que se
basan en el agregado de excipientes para solubgizacipios activos hidrofdbicos.
Una de estas, es utilizar tensioactivos para awandat solubilidad aparente de
principios activos poco solubles en sistemas acudd¢. Otra alternativa es la
cosolvencia, donde pueden coexistir uno 0 mas acbeistes. Por lo tanto, la
combinacion de ambas estrategias ha permitido witac drogas de interés

farmacéutico en soluciones acuosas [4].



1.2.3 Excipientes Farmaceéuticos - Principios Activos: piemlades

Tensioactivas

Numerosas sustancias usadas como principios actess formulaciones
farmacéuticas poseen propiedades de autoagregdeste.caracteristica se pone de
manifiesto cuando a los sistemas en los que est@nhcuentran, se les produce una
modificacion de la temperatura (termotrépicamentalel solvente (liotrépicamente);
pudiendo presentar estructuras simples como micelasas complejas como los

cristales liquidos.

Entre las moléculas de principios activos que pitasecaracteristicas de cristales
liquidos podemos encontrar las siguientes: fenepmf ketoprofeno, ibuprofeno y
flurbiprofeno; que forman mesofases laminares. £stonpuestos se encuentran dentro
de la familia de los profenos, antiinflamatorios esieroideos (AINES) ampliamente
utilizados en medicina humana. Otro AINE muy usayl® también forma mesofases
laminares es el diclofenac, a estos se le sumamntinflamatorios esteroidales (o
corticoides) como los derivados del cortisol o isoria (hidrocortisona) y los
modificados a partir de este (prednisona, metitlipisona y prednisolona, entre otros)
gue también tienen propiedades de autoagregacidemAs de estos, se encuentran
numerosas moléculas usadas para afecciones card@oa la amiodarona, que forma
mesofases laminares; y moléculas con propiedademektéesico local del tipo de las

cainas como es el caso de la tetracaina que faahaciones coloidales [5].

1.2.4 Utilizacion de Tensioactivos en Tecnologia Farmaécau

La tecnologiapuede ser definida como la utilizacion o aplicaditenla ciencia
para el beneficio de la sociedad. Por lo tantondaase habla especificamente de
tecnologia farmacéuticase hace referencia a aquellos usos y aplicacipmese hacen
de los conocimientos basicos adquiridos en el disgireparacion, control y

almacenamiento de formulaciones farmacéuticas.



Las diferentes funciones de los tensioactivos endlegia farmacéutica son muy
diversas y abarcan:

Adsorcion de farmacos sobre excipientes solidos
Humectacion, disgregacion y disolucion de los famsa
Absorcién de moléculas a través de membranas lial$g

Formacion y estabilidad de emulsiones y suspensione

YV V. V VYV V

Sistemas autoagregados (micelas, mesofases, \asgicul

El avance en el desarrollo de sistemas contenitaroactivos ha consolidado
varias areas bien definidas. Asi a los sistemascos formados por sistemas micelares
o coloides de asociacion (asociaciones supramalexsutie tensioactivos), suspensiones
(tensioactivos en interfase sélido-liquido) y enurss (tensioactivos en interfase
liquido-liquido, termodindmicamente inestables);ha@ incorporado nuevos sistemas
constituidos por liposomas (vesiculas laminares foefolipidos), hexosomas vy
cubosomas (matrices de cristal liquido) [1], lo®spbmas (vesiculas laminares de
tensioactivos no iénicos) y las microemulsionesijigactivos en interfase liquido-

liquido, termodindmicamente establfs)7].

En los sistemas farmacéuticos, el estudio deptlapiedades fisicoquimicass
fundamental para el desarrollo de una forma defidasion efectiva y segura. Sin
embargo, en estos sistemas es necesario no perdastd a quienes estan dirigidas
estas formulaciones. Este aspecto es estudiadmgiarmacia, la cual incluye desde las
etapas de liberacion del farmaco de la forma faéui@a hasta la evaluacion de la

concentracion del principio activo en el sitio ldan

En este trabajo de tesis se hace hincapié en el uBsurfactantes en sistemas
autoagregados, liposomales y posibles matrices destales liquidos teniendo en
cuenta solamente las implicancias fisicoquimicas, efindo de lado las

biofarmacéuticas.



1.3 Estructuras de Interés Farmacéutico Estudiadas: dstales

Liquidos y Liposomas

A continuacion, se dan ejemplos dwtrices de cristales liquidog sistemas
liposomalesque pueden ser usados como formas farmaceéutisastgntan este trabajo

de investigacion.

1.3.1 Cristales Liquidos (CL) como Forma Farmaacgauti

Se pueden mencionar algunos ejemplos en la bibli@gdonde se usamistales
liquidos (CL) como forma farmacéutica para la vehiculizacion dltegas. Las

caracteristicas generales de diferentes mesofagksailan en el capitulo 2 seccion 2.3.

> Uno de los métodos usados para obtener CL coresiste formacion de
un sistema liotrépico formado por oleil glicera@Q), fitanil glicerato (PG) y gliceril
monooleato (GMO) como surfactantes y agua comolwtiste. Estos sistemas a
temperatura ambiente forman cristales liquidos dg@exales que son utilizados para
vehiculizar y de esta manera mejorar la permead®rdiclofenac. En este caso, se
mejora la solubilidad y la proteccion de la drogagdiendo controlarse su liberacion a

partir de una mesofase liotropica [8].

> Un sistema similar, utiliza una mesofase hexagamadrsa y péptidos
acrecentadores d€hhancer§y para que en conjunto, mejoren la permeacion
transdérmicas de diclofenac sédico. La vehicul@ade la sustancia activa se logra
cargando los cilindros de cristal liquido hexagoimaersos con la droga, y por las
propiedades de los surfactantes utilizados y loptig#s, que también poseen

caracteristicas anfifilicas, se mejora la pendtradel farmaco [9].

> En la referencia [10] se informa un sistema doedsibactivos catidnicos
como el cloruro de dioctadecil dimetil amonio yckbruro de dioctadecil amonio son



incorporados a un cristal liquido cubico bicontinpara retener sustancias activas
anionicas como al AINE ketoprofeno y formar de estnera, sistemas de transporte

basados en mesofases.

> Otro ejemplo, es el uso de glicéridos monoinsatgauhra la realizacion
de formas farmacéuticas inyectables que se presamtala referencia [1l]donde se
desarrolla una mesofase hexagonal para que actie owatriz, para luego formar
nanoparticulas que presentan las dimensiones Yolags de estas mesofases. Estas
nanoparticulas, llamadas hexosomas, luego sondeergan un farmaco muy usado en
cancer colorectal, el iridiotecan. Este es un eferdp que muchas veces la forma final
puede no ser una mesofase sino que la mesofasa fwranparte importante dentro de la

preparacion de la forma farmacéutica.

En esta misma direccion, se informa en las refasnd1-13] la utilizacion de
cristales liquidos cubicos a partir de los cuadeguedan obtener nanoparticulas con forma
cubica llamados cubosomas. En estas nuevas foranamdéuticas se pueden cargar
diversos tipos de principios activos que preseogacteristicas de baja solubilidad, alta
degradacién o baja disponibilidad (biodisponibiiifia

1.3.2 Liposomas como Forma Farmacéutica

Como se menciono al inicio de esta seccion, lassbmas se encuentran dentro
de los ejemplos de los sistemas coloidales parargporte de drogagie mas han sido
investigados.Estdn formados por moléculas anfifilicas como losfdlipidos y sus

caracteristicas generales se detallan en el caj@tsgccion 2.4.

A continuacién se describen ejemplos del uso destimas en el transporte de
drogas.

> Un ejemplo de esto se encuentra en la referendih ddande se han
utilizado liposomas para proteger a un antioxidal®esu degradaciéon en comparacion

con el uso de otros sistemas de transporte coloidal



> Otro ejemplo es el de la referencia [15] donde emwkstra un mayor
efecto terapéutico en afecciones dérmicas mediardplicacion de triamcinolona, un

corticoide, transportando por liposomas a travéa géel.

> D. Lasic presenta en la referencia [16] numer@gesiplos del uso de
estos coloides en la industria farmacéutica como lgs liposomas que vehiculizan
anfotericina B (antifingico) o doxorrubicina (antnhoral), por vias parenterales, y

corticoides por via pulmonar entre otros.

Por sus caracteristicas, los liposomas pueden @&rados en otros campos

diferentes del farmacéutico y se pueden empleancom

> Modelo experimental de membranas y células enmepoade la Biofisica
[16,17].
> En la industria alimentaria, como muestra la refeiee [18], donde se

utilizan liposomas de sulfato ferroso en el disééamuevos tipos de leche.

> En cosmética, como se describe en la referen8ija bnde se detallan

muchos sistemas, incluyendo a los Liposomas.

Con el propésito de hallar nuevos sistemadispersos coloidalesapaces de
aplicarse al transporte de principios activos se &gli6 el comportamiento del
excipiente farmacéutico Asg, como sustanciacapaz de formar diferentes
mesofases que son potencialmente Utiles para dicfin. Asimismo, se evalué su
comportamiento formando parte de liposomas que poteialmente se puedan usar
en sistemas que requieran de su actividad antioxidée. Paralelamente, se investigo
el comportamiento de fase de la AMI en solucionelamadas “de uso” y formando
parte de liposomas en forma conjunta con el Agg La AMI se usa desde hace mas
de 40 afos y hoy sigue siendo de eleccion por samactividad terapéutica, a pesar

de sus efectos adversos.
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1.4  Moléculas de interés farmacéutico estudiadas: Ascy AMI

1.4.1 Tensioactivo Biocompatible Derivado de ViteanC, Palmitato de
Ascorbilo (Asg)

El 4cido ascorbico (vitamina C) ha sido usado featemente en preparaciones
cosméticas dado su elevado poder como agente oedB8at embargo, este alto poder
implica una baja estabilidad [20]. Para mejoragéasintetizaron varios derivados. Uno
de ellos, el palmitato de ascorbilo (Agco 6-o0-hexadecanoato de ascorbilo, que esta
disponible comercialmente y presenta muy baja dadad en agua. A fin de ver la
posibilidad de poder aplicar en sistemas acuosies cesnpuesto, mas estable que el
acido ascorbico, en el presente trabajo se estlidiamportamiento de fases del Asc
en soluciones acuosas con y sin codisolvente, erocapas insolubles con diferentes
subfases y ademas su interaccion con fosfolipidos lp formacion de liposomas. Estos
estudios se muestran en los capitulos 3, 4 y @&céispmente. Los resultados de estos

trabajos fueron publicados por el autor y colaboresien [21-23].

En las investigaciones del presente trabajo fuedaisaste derivado, cuya

estructura se representa en la figura 1.1.

Figura 1.1: a) Representacion de la molécula de;Asno 3D realizada con el programa Hiperchem 8

professional. En Celeste: C, blanco: H, rojo: ORbpresentacion de la molécula de Asn 2D.
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1.4.2 Molécula de Interés Farmacologico, Amiodar¢AM|)

El Clorhidrato de Amiodarona (clorhidrato de 2aButilbenzofuran-3-il 4-(2-
dietilaminoetoxi)-3,5-di-iodofenil cetonanostrado en la figura 1.2s un derivado
yodado benzofuranico. Su actividad farmacoldgica debbe a sus propiedades
antiarritmicas, vasodilatadoras y antianginosas|@que se trata de un principio activo
ampliamente utilizado en el tratamiento de enfeaded cardiacas severas.

Segun la bibliografia [24] la AMI es un compuestoquiral y altamente lipofilico
de escasa solubilidad en agua a temperatura ambiBsta caracteristica llevo a
desarrollar un estudio detallado del comportamiatdcfases en soluciones acuosas,
cuyo andlisis sugiere la existencia de agregadiosdedes, en los cuales la forma y las
propiedades de estos agregados se ven notableafeotadas por la temperatura. Los

resultados y su analisis se muestran en el caphtulmos resultados de este trabajo

fueron publicados por el autor y colaboradores.[25]

Figura 1.2: a) Representacion de la molécula de AMI en 3Dizadh con el programdiperchem 8
professional. En Celeste: C, blanco: H, rojo: Qul:ald, violeta: I. b) Representacion de la molécdé
AMI en 2D.

Algunos efectos adversos de la AMI no surgen dg siho de los excipientes que
forman parte de la formulacion inyectable. La nietagb de desarrollar formulaciones
sin alguno de estos excipientes motivo el estudiodquimico en el cual se detalla el

comportamiento de la AMI en soluciones acuosassactmcentraciones de uso sin
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surfactantes. Aqui se observo que luego de calesoltaciones acuosas de AMI por
encima de la temperatura de Krafft y luego enfimtasta temperatura ambiente, no se

forman estructuras estables.

La fotosensibilidad es uno de los efectos adverpos si dependen de la
administracion de AMI. Segun [26] esta afeccidonpesducida por la oxidacion de
lipidos de la membrana de las células de los p@saue son tratados con este farmaco
en presencia de luz. El desarrollo de formas faéwmi@zas que contengan a este
principio activo en forma conjunta con antioxidantece inferir desde la bibliografia
[27, 28] una posible disminucion de este efectto Es deberia a que los antioxidantes,
como el Asgs, reducen a los lipidos que pueden ser oxidadosapdMI. Por esto se
estudio la interaccion entre el Ascy la AMI, para descartar alguna posible
incompatibilidad quimica en la nueva formulaciorirerambos. En el capitulo 6 se

detallan los resultados de esta interaccion.
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Capitulo 2

Consideraciones Generales de los

Sistemas Coloidales

2.1 Dispersiones Coloidales

2.1.1 Sistemas Dispersos

Los sistemas dispersansisten en un material, de tamafo y naturalagahle,
conocido como fase dispersa, distribuido en una famtinua o dispersante. Los
materiales que se utilizan como sistemas dispgnseden tener un intervalo de tamafo
de particula que va desde algunos manometros (mafetasta milimetros. Es comun
entonces clasificar los sistemas dispersos segtenmelio promedio de las particulas

gue los componen, en sistemas coloidales y enrdispes gruesas.
Los tamarios de la fase dispersa de los sistemaislalels y el de las dispersiones

gruesas se encuentran entre 1 nmuynlpara los primeros y mayores darh para los

segundos.
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Es comun clasificar a losistemas coloidalesn liéfilos o li6fobos seguin tengan
afinidad o no con el solvente. Los sistemas liod8i son termodinamicamerdstables,
los liofébicos no lo son, aunque pueden ser estabieéticamente. Ademas, las
dispersiones coloidalegueden ser clasificadas como moleculares o deyagja. En
las dispersiones moleculares, como sucede enllag@wes de proteinas o polimeros, la
fase dispersa esta compuesta por macromoléculasesinmientras que en los sistemas
de agregacion la fase dispersa comprende a muaoblésutas asociadas formando un
agregado supramolecular como son: micelas, vesiculasofases y geles, entre otros.
La descripcion de estos sistemas se aborda maanselain la seccion 2.3 de este

capitulo.

2.2 Tensioactivos

Habitualmente se utilizan diversas formas de llamagestos compuestos, sin
embargo, no todas estas son intercambiables periente una por la otra.

Las moléculas organicas se clasifican en funciotadafinidad por el medio en
dos grandes grupos: las que poseen afinidad pamesho acuoso y se disuelven
perfectamente en éste se denominan hidrofilicas glie poseen afinidad por un medio
organico u oleoso o bien lipidico se denominandidhicas. Como ejemplo de las
primeras, podemos mencionar la glucosa y de lagsiag a los aceites.

Sin, embargo, existen una serie de moléculas geseptangrupos que le
confieren afinidad por el medio lipidico y otroscafinidad por el medio acuoso. Estas
se denominarAnfiflos o moléculas anfipaticagss muy comun el uso del término
anfifilo en lugar deensioactivoEste ultimo término asume que la molécula cuenia
la capacidad de de disminuir la tension superfigfatuando se utiliza el término
anfiflo no se est4d asumiendo necesariamente 8&tasuele usar también el término
“surfactant&, una castellanizacion del inglésurfactant, que a su vez es un apécope

de “surface active agerits
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Una estructura molecular que describe generalmernites anfifilos puede ser
representada por una cola apolar o cadena hidmtadh, con solubilidad en medio no
acuoso y una cabeza polar o ionica la cual forngguglo que presenta la solubilidad en
el medio acuoso (figura 2.1). Como ejemplos desasiaéculas encontramos a las sales
de 4&cidos carboxilicos y &cidos alquilsulflricosxisken otras, que poseen
caracteristicas similares aunque no presentenaraante esta disposicion. Dentro de

estas, se encuentran las sales biliares y otra&colas con esqueleto esteroidal.

Cabeza hidrofila
|-

Distancia tipica= 1.5 nm

Figura 2.1: Esquema general de un anfifilo tipico.

Como se puede observar, este grupo de sustanc@gebana numerosas
moléculas, muchas de las cuales son de interésgmol Algunas de estas son de alta
masa molecular como los fosfolipidos, los poliviaitoholes y las proteinas. Estos
contienen distribuidos a lo largo de toda la mdeclos grupos hidrofilicos e
hidofébicos [1]. Dentro de los fosfolipidos, poemiplo, encontramos en primer lugar, a
la dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) que forma &0 % de los tensioactivos
constituyentes del surfactante pulmonar, que enedrgado, junto a otras sustancias,
de que no colapsen los alvéolos pulmonares [@o ejemplo es la
dimiristoilfosfocolina (DMPC) con la cual se hatiajado en la seccién 4.3 del capitulo

4 de esta tesis.

Hablar de tensioactivos, surfactantes o agentesogtivos, hace referencia a la
caracteristica de una molécula de tener actividguer§icial y se debe tener en
consideracion que no todos los anfifilos la postEmanera destacada.

De todos estos términos la denominacion anfiilonoléculas anfipaticas es la

manera mas general para nombrar a esta familiadiéculas, dado que describe las
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caracteristicas de solubilidad dual que presestarhacer referencia a que posean o no
actividad superficial. Sin embargo, los fendmenesadregacion y de reduccion de la
tension interfacial son algunas de las caracteaisisenciales por las cuales se remonta
a la definicion de Laughlin donde se define a umsiteactivo (0 surfactante) como
aquel anfifilo que abate la tension interfacialue @demas forma agregados coloidales,
ya sean micelas o cristales liquidos en funci@sallferentes proporciones de agua con

gue cuente el sistema dependiendo de su tempefajura

2.2.1 Estructura Quimica de los Tensioactivos

Generalmente, los tensioactivos se clasifican ecidm a la estructura quimica
del grupo polar unido al cuerpo hidrocarbonadodBoeser: a) anidnicos, b) cationicos,
c) anfotéricos, d) zwitteridnicos y e) no ionic&stos ultimos son muy utilizados en el
disefio de formulaciones farmaceéuticas debido apgesentan, en general, muy baja
toxicidad.

Por fuera de estos grupos se podrian nombrar tetssoactivos con esqueleto
esteroidal dado que poseen varios grupos polaresdriales alguno puede ser iGnico

y un esqueleto rigido hidrocarbonado, apolar.

2.2.1.1 Tensioactivos Anionicos:

Al ionizarse en agua los tensioactivos anionicaglpcen un anion tensioactivo.
Los mas usados en este grupo son aquellos querentjrupos carboxilato (figura 2.2:
acido dodecanoico), sulfonato y sulfato. Entre diesivados del acido sulfarico se
encuentra el SDS, dodecil (= lauril) sulfato deisprepresentado en la figura 2.3, es un
emulsionante y humectante muy usado en cosmética.

Aquellos compuestos que contienen el grupo carétaxison denominados
“jabones”, los cuales se preparan generalmentsaumnificacion en medio alcalino de
glicéridos naturales de acidos grasos. Son muyitdessa las aguas duras, porque sus
sales con cationes di o trivalentes son insolublfeagua. Los cationes mas comunes
gue se asocian a estos jabones son: sodio, paasinjo y trietanolamina. La longitud

de cadena de los &cidos grasos va de 12 a 18 attercerbono para los tensioactivos

19



con buenas propiedades de lavado. A continuaciolasesiguientes figuras se observan
estructuras en tres dimensiones dos de las mo#édalaste grupo.

Figura 2.2: Representacion de la molécula de acido dodecarmic8D realizada con el programa

Hiperchem 8 professional. En Celeste: C, blancapid; O.

Figura 2.3: Representacion de la molécula de SDS, dodecilsutlat sodio en 3D realizada con el

programa Hiperchem 8 professional. En Celesteidcb: H, rojo: O, Amarillo: S, Violeta: Na.

2.2.1.2 Tensioactivos Cationicos:

Los tensioactivos cationicos se ionizan originanaio cation tensioactivo. La
mayor parte de estos son sustancias nitrogenadzsdaa hidrocarbonada variable, las
cuales al ionizarse dan un grupo polar formadoysor atomo de nitrégeno cargado
positivamente. Las sales de amonio cuaternari@ssar las mas usadas.

En preparaciones farmacéuticas se restringe emaj@h@iso de estas sustancias a
la de agentes conservadores antimicrobianos y laode tensioactivos, debido a su

toxicidad. Esto es debido a que los cationes serlags muy facilmente en estructuras
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de la membrana celular que mayoritariamente cuentan cargas negativas. Esta
adsorcion es de forma inespecifica y provoca la tisruptura celular. Asi mismo, los
agentes anionicos, provocan un efecto similar, aengn menor grado. Por este
mecanismo actian destruyendo bacterias y hongosejémplo de estos son los
cloruros de alquildibencil dimetilamonio mas comlms como los cloruros de

benzalconio.

2.2.1.3 Tensioactivos Anfotéricos:

El grupo principal de moléculas de esta categosiaeleque contiene grupos
carboxilato o fosfato como anién, y grupos aminansonio como catiéon. Desde el
punto de vista de la actividad tensioactiva tienengortamientos intermedios entre
iGnicos y no-iénicos. En general no son buenos gemiés y su comportamiento como

anionico o cationico dependel pH.

2.2.1.4 Tensioactivos Zwitterionicos:
Estas moléculas poseen centros positivos y negatiyjoe se balancean
intramolecularmente por lo que su comportamientocesiparable con el de los

tensioactivos no iénicos.

2.2.1.5 Tensioactivos no lonicos:

Estos tensioactivos tienen la propiedad de no @asé&en solucion, por lo que son
insensibles a las variaciones de pH y presentancalnpatibilidad con la mayoria de
los surfactantes. Representan el grupo de los tilEsdos en sistemas farmacéuticos
debido a sus ventajas en cuanto a compatibilicstdp#idad y toxicidad. Ademas, se
los divide comunmente en insolubles y totalmentaldes en agua. El primer grupo
estd compuesto principalmente por los acidos grdeosadena larga y sus derivados
insolubles en agua. Estos incluyen a: 1) los aleshgrasos como los lauril (doce
atomos de carbono), cetil (16 atomos de carbonestgaril alcoholes (18 atomos de
carbono); 2) los ésteres del glicerilo como los agbicéridos, diglicéridos y
triglicéridos naturales y 3) los ésteres de acig@sos de alcoholes grasos y otros

alcoholes como propilenglicol, polietilenglicol, rbdan, sacarosa y colesterol. Los
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ésteres de sorbitan son muy utilizados en cosméticegeneral tienen un HERequefio,

0 sea, que son muy liposolubles. Por esto, sonsenahtes del tipo W/O. Esto es debido
a que cuanto mas soluble sea el emulgente en terandeda fase, esta formara la fase
continua. Como ejemplo se mencionan a los SPANEBréasde sorbitan, un derivado del

azucar sorbitol).

Para aumentar la hidrosolubilidad de estos compsigspara formar el segundo
grupo, se afiaden grupos polioxietilenos medianéeumndn éter con uno de sus grupos
alcohdlicos, formando asi los polisorbatos que emeral tienen un HLB relativamente
elevado y son emulsionantes del tipo O/W. Tambiém lsumectantes y excelentes
solubilizantes. Un ejemplo son los TWEENS (éstpasxietilénicos de sorbitan), muy

utilizados en formulaciones dermatologicas.

2.2.2 Propiedades de los Tensioactivos

Los surfactantes presentan, en soluciones diluigias, depresion de la tension
superficial e interfacial debido a la adsorcion newtacion de las moléculas en la
interfase. También forman micelas por encima de dei@rminada concentracion,
conocida como concentracion micelar critiggnc o CMC)y por encima de una
determinada temperatura; la temperatura miceléicairmc)o temperatura d&rafft
(Tw). Este fendmeno se produdebido al decrecimiento de la energia libre de &ibb
(entalpia libre) del sistema, aunque no todosudsstantes forman estructuras de estas
caracteristicas. Los factores que pueden influm por ejemplo, el parametro de
empaquetamiento y otros que se tratardn mas aeeldat formacion de estas
estructuras supramoleculares facilitan la soluddiian de sustancias insolubles en agua

y eso hace que estos compuestos sean muy atrgusiras! estudio.

La reduccién de la tensién interfacial y las propidades de agregacion de los
tensioactivos son dos caracteristicas muy importaes que seran profundizadas con

cada sistema en el desarrollo de los siguientes dajfos.

! El HLB es un nimero que representa el balance éathidrofilicidad y la lipofilicidad de los grupo
que componen la molécula anfifilica. La sigla pemd del ingléshydrophile-lipophile balance
(Equilibrio hidréfilo-lipéfilo). Un HLB bajo indicamucha afinidad por hidrocarburos y baja por elaagu
y uno alto (por encima de 10) a la inversa.
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2.2.2.1Reduccidn de la Tension Superficial e Interfacial

La adsorcion es el proceso por el cual las moléquieden quedar retenidas en la
superficie. De este modo, las moléculas de tenswaen un medio acuoso (polar) se
disponen orientando su cabeza polar o idnica sergldo de la solucién y su extremo
hidrocarbonado o apolar hacia el aire, por lo quadlécula de surfactante se orienta en
la interfase aire/solucion con la cola hacia et airla cabeza hacia la solucién. Este
fendmeno es conocido comadsorcion positivay como en todos los procesos
fisicoquimicos se establece un equilibrio entrentadeculas en el seno de la solucion y
las de la interfase. Esta adsorcién produce umainligion de la tensiéon superficial de
la solucién para interfaces aire/solucién y deelasion interfacial para el caso de las
interfaces liquido/liquido que sean inmisciblesest.

Este fenomeno depende directamente del reemplazmiégeulas del solvente en la
interfase por moléculas del anfifilo, y consecuamete, depende de la concentraciéon en
exceso del anfifilo en la superficie o interfaseaduerdo con la ecuacién de Gibbs:

g =-> [ dl.li (EC. 2.1)

Donderl’; es el exceso superficial (moles /unidad de volyrdera especie i pi su
potencial quimico en el seno de la solucion. Laseoutas en la superficie del liquido
tienen energias potenciales mayores que las gquentias moléculas en el interior del
liquido.

La energia libre superficiapor unidad de area,tension superficiales una medida
del trabajo que debe ser gastado para llevar utecuta desde el interior del liquido hasta
la interfase.

La energia libre interfacial por unidad de arealexsr, la tension interfaciai, entre

dos fases condensadas a y b, esta dada por:
O = 03 + Op -20x (Ec. 2.2)
Donde 0, y 0, son las tensiones superficiales de los liquidosospa y b,
respectivamente, g, €S la energia de interaccion entre a y b por dridaarea a través

de la interfase. Por lo expuesto, puede resumirsel elel agente tensioactivo de la

siguiente manera:
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Los tensioactivos se adsorben en la interfase sidades inmiscibles, orientandose
con el grupo hidrofilico hacia la fase acuosa lampg su grupo hidrofobico hacia la fase
oleosa, no polar, o gaseosa. Esto hace mas faanteidaccion entre las dos fases, es decir,
incrementaoy, con la consecuente reduccion de la tension auielf

Como ya se ha mencionado antes, una condicibnarecesro no suficiente para la
reduccion de la tension interfacial es que se enii@resente en la molécula anfifilica,
las partes hidrofilica e hidrofébica. La parte afdbica tiene dos funciones: i) la de
producir adsorcion espontanea de la molécula @cisia en la interfase y ii) la de
incrementar la interaccion a través de la interégee las moléculas anfifilicas adsorbidas
en la fase adyacente. La funcién del grupo hidcofies proveer una fuerte interaccion
entre las moléculas del anfifilo en la interfagasymoléculas del solvente.

Para actividades superficiales significativas,semeial un equilibrio apropiado entre
el caracter liofilico y el liofébico en el anfifildel equilibrio liofilico - liofébico para un
dado anfifilo varia con el sistema y las condicoomie uso. Es decir, depende de la
naturaleza quimica del solvente, la temperaturagolacentracion de electrolito y la
presencia de aditivos organicos. En general, ueagbteduccion de tension superficial o
interfacial se obtiene por medio de anfifilos q@@en una solubilidad apreciable pero

limitada en el sistema, en las condiciones de uso.

2.2.2.2 Agregacion de los Tensioactivos: Estructsifformadas

En soluciones acuosas de surfactantes en bajasntamiones y a bajas
temperaturas, las moléculas se encuentran dispansasma de especies monoméricas
aungue pueden existir como dimero, trimero y i@ de asociaciones [4-7]. Este tipo
de soluciones presenta caracteristicas isotrOpiapartir de cierta concentracion,
manteniéndose la temperatura, se llega a saturagidmentando la temperatura por
encima de un valor conocido cortemperatura o punto de Krafftlos monémeros y
asociaciones moleculares del surfactante se refomerando agregados esféricos de
entre 60 y 100 moléculas monoméricas con diamegamntre 3 y 6 nm que se conocen
como micelas.

La concentracion a la cual se produce la formad&mestos agregados se conoce
como concentracion micelar criti@mc o CMC) es caracteristica de cada sistema de
surfactante-solvente y dependiente de la temperatsta solucion, ahora micelar,

sigue siendo isotropica.
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Hay que tener en cuenta que el nimero de moléculasforman parte de la
micela es un parametro a determinar y se conoc® epmumero de agregaciog
puede ser determinado por numerosas técnicas, tentesis se determind por

fluorescencia utilizando zonda de pireno.

La formacion de micelas se debe a tres tipos dedaei) de repulsion entre las
cadenas hidrocarbonadas y el medio acuoso, iijgiépuelectrostatica o estérica entre
las cabezas polares, y iii) atracciones de ValWsls entre las colas hidrocarbonadas.
En solucion acuosa, una micela normal o directaetieus cadenas hidrocarbonadas
orientadas hacia el interior de la micela y laseeal hidrofilicas hacia fuera. En el caso
en que el medio de dispersion o continuo poseacteaisticas no polares, las colas
hidrocarbonadas se dispondran el exterior y lagzabpolares hacia dentro. En este
caso, las micelas se conocen como inversas.

En general, a la micela se la presenta como unda€ergstatica, sin embargo, son
agregados donde las moléculas que la componenceergran en equilibrio dinamico
con las moléculas de surfactante presentes ers@vente [8]. Es decir, que existe un
intercambio desde la micela hacia el medio y viceve También, sucede este
intercambio entre moléculas de diferentes micetagp en forma parcial como total en

el orden de los milisegundos.

Muchas de las propiedades fisicas de las soluzideesurfactantes, como la
tension superficial y conductividad, entre otraamnbian de manera notable luego de
alcanzada lamc Este cambio ha sido utilizado para definir achac como aquella
concentracion en la cual ocurre el maximo cambidaependiente de la curva que
representa una propiedad coligativa id@alcomo pueden ser la presion osmatica, la
conductividad, la tension superficial, el volumepexifico, la viscosidad y el indice de
refraccion, entre otras; en funcion de la concentdratotal del surfactante,C

(PD/dG® cr-eme=0 (Ec. 2.3)

Cabe destacar que no existe un unico valocrde sino que es un intervalo de
concentraciones. En la figura 2.4 se observa lacién de alguna de estas propiedades
en funcion del agregado de un surfactante tipicdpdecil sulfato de sodio. Algunos

métodos son mas sensibles que otros para detegegdencia de micelas, por lo que la
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cmc depende de la propiedad medida y de la sensibilittd método utilizado para

determinarla.

Conductividad

Presion osmética

4y V-V V¥V VY

Unidades de medida de cada Propiedad

Tension superficial
OO OO QOO

0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6

fr. en masa Dodecil Sulfato de Sodio

Figura 2.4: La variacion de propiedades antes y después dadas. concentracion de dodecil sulfato

de sodio.

Cuando los surfactantes se encuentran en concengaanayores que tancse
forman agregados cuyo tamafo y forma dependen dstiactura de la molécula. Al
aumentar la concentracion, se producen ciertasficamiones en las propiedades del
sistema, las cuales pueden ser interpretadas contambio en la estructura de los
agregados micelares. Estas estructuras puedetlisdricas, laminares y en forma de
discos. A concentraciones superiores pueden odtarisiciones de fase de la solucion

micelar a cristales liquidos.
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2.3 Mesofases en Sistemas con Tensioactivos

Las mesofases o cristales liquidos son sistemasejuncuentran entre el orden
tridimensional que posee un cristal y el desord#iguido. Las mesofases pueden tener
orden posicional en una, dos o tres dimensionestdexdos meétodos para destruir el
orden del estado solido y obtener cristales liquithb modificacion de la temperatura y

el efecto del solvente.

* Los cristales liquidosermotropicosson los que pueden formarse por efecto de

la temperatura sobre una o varias sustancias.

* Los cristales liquidodiotropicos son los que pueden formarse por efecto del

solvente.

También puede ocurrir, que para un sistema dadaumento de la temperatura

pueda causar cambios de fase entre diferentes asesof

Como se mencion6 anteriormente, el dominio micetaisétropo en reposo. Sin
embargo, puede tener actividad Optica cuando ésganflo, si los agregados no son

isométricos, por ejemplo, las micelas cilindricascoidales se orientan durante el flujo.

2.3.1 Mesofases Termotrépicas

Dentro de los cristales liquidos termotropicos et@mmos a las mesofases
nematicas, las esmeécticas, las de cinta, las flesdiscos e incluso laminares. Dentro de
esta clasificaciémpuede haber subclasificaciones. Este es el catasdsmécticas, las
cuales se encuentran diferenciadas de la A @&d.ejemplo, es el de las mesofases en
cinta que aparecen con anfifilos anhidros, queifeeetician en subwaxy, superwaxy y
waxy, entre otras.

En la figura 2.5 se ejemplifican algunos tipos desafases termotropicas.
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a) Fase de discos b) Fases esmécticas c) Fase nematica

Figura 2.Btesofases termotrdpicas

Las mesofases nematicas son las mas parecidaguadoli isotrépico. Son
uniaxiale$ y son afectadas por campos magnéticos intensos.

Las esmeécticas, dependiendo del tipo, poseen wimaaion respecto al eje
principal de disposicién. Son uniaxiales y no sfatt@adas por los campos magnéticos.

Las fases en cinta son traslicidas distinguiblssngle vista con luz polarizada.
Son doradas e iridiscentes.

Los mesdgendsque poseen estructura quimica en forma discoiteert la
tendencia a orientarse en forma de laminas forméas#s nematicas discoideas o fases
columnares. En general, estas fases aparecen a teemperatura que las fases de cinta.

Por dltimo, la fase laminar producida térmicameptée surfactantes anhidros
presenta, dentro de esta clasificacion, caradtasstle labilidad debido a que aparece a

altas temperaturas.

2.3.2 Mesofases Liotrépicas:

Aqui se pueden encontrar, luego de la micelar yiahaegiones de mayor
concentracion del surfactante, la cubica micetahdxagonal, la cubica bicontinua y la
laminar. No siempre en los diagramas temperaturduenién de la composicion

aparecen necesariamente todas, y a veces tamp@&tanésmo orden. Ademas, pueden

2 Es decir, tienen un solo eje 6ptico, a lo largiocdal son isotrépicas.
% Sustancias que generan cristales liquidos.
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aparecer fases discoidales, siendo los discos fwsnpor agregados de moléculas en
forma de bicapa.

Las mesofases laminares aparecen a contenidodifile bastante altos, entre 70-
90 % en masalresentan viscosidades entre 10 y 100 Pa.s (1i$6)Pba sustancia es
ligeramente traslicida, de consistencia semiliguidaucosa; ademas de ser ¢pticamente
anisotropica. El examen microscépico entre polasidruzados muestra texturas en
mosaico como planares. En otros casos, se maaifeepresencia de numerosas unidades
esféricas, Opticamente positivas y negativas; ajngn otros casos, solo positivas. La
mesofase laminar presenta ademas estrias o0 vetzsa®l Estas texturas son tipicas de
fases esmécticas. A la fase laminar le cabe eas#fichcion, debido a que en las dos
dimensiones del plano que se forman las laminasntaéculas se encuentran ordenadas
perpendicularmente a estos planos y a su vez ipaesaena repeticion de este arreglo en el

eje vertical. Esta estructura se representafegula 2.6.

Figura 2.6Representacion esquematica de una mesofase laminar

La mesofase hexagonal es un cristal liquido adigimio, birrefringente, inmiscible
en la laminar y de méas bajo contenido de anfiltista mesofase se representa en la figura
2.7.

Figura 2.7:Representaciones esqueméticas de una mesofas@halkag
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A altos contenidos de agua, esta en equilibrio laosolucién acuosa micelar en
zonas bi o trifasicas. A mayores concentracioneanfiélo, esta en equilibrio con sélido
cristalino o con alguna fase intermedia, dependiatalla temperatura y de la naturaleza
del anfifilo. Esta fase es un gel rigido, con visdades de hasta 200-450 Pa.s (20-45
Poise), casi plastica, conserva su estado viscasta Ha temperatura a la cual se
transforma en solucion isotropica. Es una mesalaséipo nematico, semitransparente,
anisoétropa, birrefringente, que muestra una texdogalar o en forma de abanico cuando
se observa con luz polarizada. A veces se obs@uaaciones nebulosas, frecuentemente
combinadas con estrias finas. La estructura, adalipor difraccion de rayos X, indica la
existencia de largas varillas cilindricas, de lardjindeterminada, dispuestas en un arreglo
hexagonal centrado bidimensional. Al diluir, lasilles se van separando. Esta es una fase
uniaxial, cuyo eje Optico cae a lo largo de lomdibs. El interior de los cilindros es fluido
(se presenta la banda tipica de los hidrocarbigqosibs a 0,45 nm en los difractogramas
de rayos X), con moléculas dispuestas radialméwi®.cilindros suelen alinearse entre
porta y cubreobjetos, paralelos a las superficigeas. Estan separados por un medio
continuo acuoso. El diametro de las fibrillas ¢@® ahenor que el doble de la longitud de la
molécula de anfifilo y disminuye con la dilucibronco consecuencia de la creciente

separacion entre grupos polares.

Las mesofases cubicas, representadas en las fj8@rasy b, se presentan como
zonas negras cuando se encuentran entre polawigesios, ocupando a veces toda la
preparacion. Su dominio de existencia es por lemgfimitado.

La razon molar agua/anfifilo parece caer entretéisnmuy estrechos. Son geles
extremadamente rigidos, claros, transparentesmyuastran birrefringencia. El analisis de
difraccion de rayos X indica que poseen simetriacell Esta fase esta formada en algunos
casos por micelas esféricas estrechamente empaasietsn un medio continuo de agua.
Esta, a su vez, estaria completamente unida dlafdrmando las capas de hidratacion
de los grupos polares. Estas esferas se tocarcomadras y estarian algo aplastadas en la

zona donde se ponen en contacto, dando figuradaigecaedros.
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Figura 2.8Representaciones esqueméticas de mesofases cubicas.

Las regiones de existencia de los diferentes dosimacen que, en muchos casos,
se pueda predecir la continuidad de una mesofapec® de otra. Estos cambios de
fase se pueden lograr, como se menciond anteribemeor modificacion de la
concentracion o de la temperatura.

La caracterizacién y reconocimiento de las difareriises se hace relativamente
facil por polariodes cruzados, debido a que presetiferentes texturas y muchas veces
no es necesario una tipificacion por rayos X. Estmas tipo vetas oleosan las
laminares, abanicos en la hexagonal y falta defoingencia en la cubica, entre otras,
son algunas de estas particularidades que presestas fases. No hay que dejar de
lado otras caracteristicas como la viscosidad,olecentracion y la temperatura. Por
ejemplo, la viscosidad en los cristales liquidosiferes es un punto importante a tener
en cuenta, debido a que los desplazamientos imierd@aes hacen que esta sea menor

gue en el resto de las mesofases.

El enfriamiento de las mesofases, muchas vecesodage la separacion del anfifilo
cristalino sino la aparicion de unas fases llamagklsy coagel que por posterior
enfriamiento o por envejecimiento dan solidos alisbs. Su formacion depende de
diversas circunstancias como son la naturalezardiélo, el método de enfriamiento y la
falta de gérmenes de nucleacion, ademas del tipordeaion.

El gel es una jalea traslicida, muy rigida y mésdds. Sin embargo, en algunos
casos puede ser una fase completamente establepugae aparecer al mezclar a

temperatura ambiente agua y jabon, en forma espEmtf]. Esta fase conserva las
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propiedades de la solucion, excepto la fluide?) (€] y en otros casos se forma una
masa opaca (coagel).

La difraccion de rayos X de coagel da lineas ocaristicas de jabon sdlido,
independientemente del contenido de agua del sisfgéh}y se puede considerar como
una dispersion de jabdn sélido hidratado [12]. Uem seco, en el microscopio 6ptico, se
presenta como un polvo granular blanco que paeeesar formado por haces de fibras.
Esto se presenta también cuando es observadar@arescopio electronico [13,14]. Son
fibras blancas, a veces de varios centimetros rde, lasualmente formados por haces
ultramicroscopicos (excepto en su longitud), queném un fieltro blanco opaco. Pueden
ser anhidras pero usualmente contienen agua [1$-dYEces su apariencia macroscépica
es granular, mas que fibrosa. Las fibras persestemel microscopico.

Esta fase antiguamente fue llamada "coagulo fiBrésord fiberg [13,14] y es
estable a temperatura ambiente [18].

Parte del agua presente en el coagel esta libegjda por capilaridad en los poros
entre las fibrillas [19] y otra parte esta integrada estructura.

El gel presenta difractogramas muy diferentes slgle presenta el coagel [20]. En
razén de la rigidez del gel, la cristalizacion ag/denta y parcial, de modo que el coagel,
de hecho, es un conglomerado de fibras cristalimaegnadas de gel. La obtencién de un
gel rigurosamente exento de cristales depende deatiZraleza del cation y de la
proporcion agua - jabon en la mezcla [21].

Visto en el microscopio de luz polarizada, el gebpnta texturas distintas de las que
presentan las mesofases de las cuales provieneobServan zonas fuertemente
birrefringentes en forma de bastoncillos, rodea#osonas difusas.

La mejor manera de diferenciar al gel de la fassomerfa es por difraccion de
rayos X [22].

La estructura del gel es laminar, formada por ua@agento de hojas planas,
paralelas y equidistantes, y de gran extension acadp con el espesor. El espesor es el de
una molécula de anfifilo completamente estirad |22 moléculas en este sistema estan
dispuestas normalmente a la superficie de la Igrooralas cabezas polares alternadas, en
cada cara de la lamina y las cadenas dispuestas emreglo hexagonal o puede ser
ortorrombica bidimensional, cuando se observa desde de las caras [22,23]. Esta
estructura laminar hace que a veces presente dexparecidas a las de la mesofase

laminar entre polaroides cruzados.
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La formacion del gel es una solucién de compromismnflicto entre la tendencia a
separarse de los grupos polares ionizados y leetered a cristalizar de las cadenas

hidrocarbonadas, que se encuentran por debajomesude fusion.

2.4 Liposomas

En 1965, Bangham cred, sin proponérselo, los pdasdiposomas en un
laboratorio mientras valoraba el efecto de losdigsidos en la coagulacion sanguinea
[24].

Los liposomas (figura 2.9) estan formados por wa@adqunilamelares) o mas de
una (multilamelares) lipidicas o fosfolipidicas qse cierran sobre si mismas
presentando forma esférica que alojan un interdrofilico. Estos fosfolipidos son
esencialmente naturales, bidegradables, no toyioesinmunogénicos [25].

El diametro de los liposomas varia entre 20 nm guras micrometros y el

espesor de la bicapa se encuentra ~ 4 nm. [26].

Figura 2.9Representacién de la estructura de un liposontaroimar.

Los fosfolipidos son tensioactivos que presentanchracteristicas tipicas de un

surfactante: cabeza polar, con una, dos cargasitcang una 0 mas colas apolares que
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varian en la longitud de sus cadenas hidrocarben&gtas cadenas pueden estar saturadas

O no.

Dentro de las caracteristicas generales que paeskastliposomas encontramos a la
permeabilidad, la carga superficial, la temperatigdransicion y el pardmetro critico de
empaquetamiento.

En cuanto a la permeabilidad, las membranas lggdéon semipermeables, por lo
que sustancias liposolubles, el agua y las molequémuefnas pueden atravesarlas con
facilidad.

La carga superficial de los liposomas crea un camlpotrico que afecta a la
estructura de la bicapa, a su fluidez y al trartspde moléculas a través de la
membrana [27]. Ademas la carga superficial juegapapel trascendental en la
estabilidad coloidal de los liposomas. Los procasoagregacion y fusion de liposomas
estan controlados, en gran parte, por la reputsiéinaccion de sus superficies lipidicas.

A partir del estudio de las fuerzas de interacadrre liposomas, la fisico-
quimica es clave para la comprension de los festbeesu estabilizacion. En la mayoria
de los sistemas coloidales estas fuerzas de intérason modelizadas a partir de la
teoria DLVO [28,29], de Derjagin, Landau, VervePherbeek; que son los cientificos,
dos primeros rusos y dos segundos holandeses,agisenularon. En esta teoria se
calcula la interaccion entre particulas como po&riglLVO que se obtiene sumando
algebraicamente la atraccion de Van der Waals darearticulas (¥) y la repulsion
electrostatica (X) entre particulas cargadas con el mismo signo. Wy mequefia
distancia, otro tipo de interacciones, como lasideatacion o las de Born, producen

una fuerte repulsion.
La figura 2.10 muestra la tipica curva de potenimtdl o b vo que se obtiene

por combinacion de las ecuaciones de atracciérmiesepta por la curva inferior y

repulsion representada por la curva superior.
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Figura 2.10: Curva tipica del potencial DLVO: suma de un potahatractivo de Van der Waals y un

potencial repulsivo electrostatico, mas la repulslé contacto a muy pequefia distancia.

Una de las caracteristicas mas importantes deiposomas es la fluidez o
movilidad de la bicapa lipidica, la cual dependelaléemperatura de transicion del
fosfolipido. En los capitulos 4 y 6 se describen daracteristicas particulares de los
lipidos utilizados en el desarrollo de monocapas fogfolipidos y en la formacion de
liposomas respectivamente.

En términos generales, la temperatura de trans{digrde los lipidos que forman
los liposomas es la temperatura a la cual se caawera fundir las cadenas
hidrocarbonadas. Por lo tanto, a partir de estafdsfolipidos pueden pasar de una fase
cristalina a una cristalina liquida (mesofase) [3@ T. es propia de cada lipido en
particular y es muy util para evaluar el estaddisico de la membrana de la cual se
encuentra formando parte el lipido. A bajas tentpesa los lipidos se encuentran en un
estado de gel cristalino, estructura mas bienajgionde su movilidad esta restringida.
Al aumentar la temperatura se produce una pretiansde fase que tiene que ver con
el aumento en la movilidad rotacional de las cabegalares y la apariciéon de

ondulaciones en la superficie de los liposomas. Hag tener en cuenta que los
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liposomas se forman a una temperatura superior de l&ransicion del lipido. Si el
sistema esta formado por una mezcla de lipidagnigeratura sera especifica para esa

mezcla.

La ultima caracteristica general que hay que tenezuenta enlos liposomas es
el parametro critico de empaquetamiento, el cuatipypredecir como va a ser la forma
del agregado cuando moléculas del fosfolipido smae para formar estructuras
supramoleculares, como los liposomas.

A la hora de modelar el tipo de agregacion y elaguptamiento de las moléculas
anfifilicas se suele definir el parametro de empé#aiento criticd®. como [31]:

p=—" (ec: 2.4)

siendov el volumen de la parte hidrofébica de la moléculéfitica, a; el area
critica de la cabeza polarlyla longitud critica de las cadenas hidrocarbonadasa
lipidos de una sola cola hidrofébica, la cabezame$ relativamente grande comparada
con la colay < ac l¢) y se agregan en forma de micelas esféric®s si1/3 o micelas
cilindricas sil/3 < P; < 1/2. Los lipidos de doble cadena, al tener un estractu
geomeétrica similar a un tubo cilindrico, cumpledicionv ~ A L, es deciryz < P.<
1y se autoagregan en forma de laminas, micelasrerafde disco o liposomas. Existen
algunos lipidos de doble cadena que debido a sucast tienen un area de la cabeza
polar pequefia comparado con la seccion de la gatamplen quey > aclc y Pc > 1.

Estos lipidos suelen formar estructuras de micelagsofases inversas.

2.5 Diagramas de Fase de Sistemas con Surfactantes

Los primeros estudios sobre el tema fueron reazapor McBain [32-35].
Mediciones de diferentes propiedades de los sistsoréactante-solucion en funcion de la
temperatura, pueden llevar a la realizacion deicgafde temperatura en funcion de la
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composicion de la muestra, en los cuales se puddear los dominios de existencia de
las diferentes fases 0 mesofases presentes.

La descripcion de las mesofases que se puedentecen estos sistemas se ha
realizado en la seccion anterior (2.3) y como yhasenencionado, no necesariamente en
un sistema tienen que estar presentes todas las féesscriptas al modificarse la
temperatura o la composicion de la muestra. Puatkrler que en un sistema liotropico
cuando se aumenta la concentracion del tensioaifase hexagonal no aparezca antes
que la laminar y solo se note la presencia de (@8taa. La presencia de una o mas
mesofases y la variacion de estas con la temparatur caracteristicas propias de cada

sistema.
En la siguiente figura (2.11) se representa erraiicg, temperatura en funcion de la

composicion, de las diferentes mesofases que skepdermar al variar alguno de estos

parametros.
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Figura 2.11: Diagrama modelo temperatura vs. composicién dexstanfite donde se marcan los limites

entre diferentes mesofases liotrépicas y se esgimmaada una de ellas
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Capitulo 3

Comportamiento de Fases del Palmitato

de Ascorbilo (AsGe) en Solucion.

3.1 Introduccion

El estudio del comportamiento de los surfactantas seluciéon provee la
informacion necesaria para poder reconocer los miosde existencia de las diferentes
fases que se pueden llegar a formar a medida queasa la temperatura, la

composicién del medio y la concentracién del corsfmuen estudio.

Los diagramas de fases describen las temperat@rasadsicion a las cuales
aparecen las diferentes fases. La importanciasdeésofases radica en que son capaces
de solubilizar farmacos insolubles en agua. Losvddos de ascorbilo pueden, bajo
determinadas condiciones de temperatura y conogmta generar diferentes

mesofases.

El palmitato (hexadecanoato) de ascorbilo (Aspuede ser estudiado como

antioxidante, en cambio aqui interesan las propiesianfifilicas y su capacidad para
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formar estructuras ordenadas, como los cristadesdids. Estas mesofases pueden tener

un rol importante en la formulacion de nuevas farfia@macéuticas.

En este capitulo se desarrolla el diagrama de fesempleto del palmitato de

ascorbilo en agua y en tres soluciones difererggmbetilenglicol 400 (PE&g).

Ambrosi y colaboradores [1] determinaron que |aspieraturas de transicion de
los agregados de vitamina C pueden ser modificadiasl agregado de cosolventes. En
[1] se observa que el PEggdisminuye estas temperaturas. Por lo expuestdjliz® el
cosolvente anteriormente mencionado para dismlagitemperaturas de transicion de
los sistemas Aggagua de manera que la aparicion de las mesofasesse) van
formando tanto termotrépica como liotrOpicamenteirca a temperaturas cercanas a las
fisioldgicas (~37 °C) incluso de ser posible, ageratura ambiente (~ 25 °C). De esta
manera, y como se menciond en el capitulo 1, agusca la disminucion de las
temperaturas mencionadas para que los cristaléigdig sean usados como vehiculo de

diferentes principios activos en medicina humana.

Por otro lado, se realiza un estudio detalladocdeiportamiento del agua en el
sistema Asg-Agua debido a que la presencia o no de esta (ltmadifica las

caracteristicas de las mesofases que se obtienen.

3.2 Consideraciones Generales

3.2.1 Palmitato de Ascorbilo (AsE

El palmitato de ascorbilo (As§ se forma por la sustitucion de un hidrogeno, del
grupo-OH que se encuentra en la posicion 6 del acidorbso, por una molécula de
acido palmitico o hexadecanoico. De esta manefars® el éster palmitico del acido
ascorbico cuya estructura se presenta en la fi@ydreEste compuesto posee tres grupos
-OH libres en las posiciones 2Kp= 11,6), 3 (Ka = 4,2) y 5 (un hidroxilo secundario

42



del grupo) [2]. Se ha elegido esta forma de reptas®n porque es la que modela

mejor a la molécula en una suspension real [3]

Figura 3.1: a) Representacion de la molécula de;Asno 3D realizada con el programa Hiperchem 8

professional. En Celeste: C, blanco: H, rojo: ORbjpresentacién de la molécula de Asn 2D.

Este compuesto fue sintetizado con el propésit@dmentar la lipofilicidad de la
vitamina C y extender sus propiedades antioxidantastemas lipidicos [4]. Su eficacia
antioxidante es comparable a la de otros agentesates de reduccion, tales como los
carotenos, polifenoles y tocoferoles [5]. Se puetilezar s6lo o en combinaciéon con
estos compuestos como estabilizantes (antioxidaniesa aceites en productos
farmacéuticos y alimenticios.

El Ascis es esencialmente no toxico y no irritante [6].€Structura molecular le
permite, ademas, formar agregados que ofrecen uhieate Optimo para la
solubilizacion de farmacos hidrofébicos y facilmedegradados u oxidados cuando se
exponen a la luz, calor, oxigeno disuelto, y otssecies productoras de radicales [7].

Palma y colaboradores [8] detectaron una gran dadiede estos agregados
supramoleculares formados por derivados anfifild®scido ascorbico en agua, donde

se incluye entre estos al Asc

La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) estimenoaaceptable una ingesta
diaria de Asg de 1,25 mg/ kg de peso corporal. Por otra partdpsis letal 50, dosis
gue mata al 50% de una determinada poblacién adiegior una via de administraciéon
definida es: Dko(raton — oral): 25¢g / kg y Dda(rata — oral): 10g / kg.
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Si bien la estructura de la molécula presenta umeign polar (anillo del acido
ascorbico) y una porcion apolar (cadena alifati@)paja solubilidad del compuesto
puede llegar a limitar sus propiedades tensioagtiva solubilidad del Agsga 25 °C,

determinada en solucién acuosa, resulta de 8,1 X\L.([9].

De todas maneras, esta lipofilicidad no le impdisbiformar agregados
supramoleculares bajo las condiciones de tempargtaoncentracion determinadas por
punto de Krafft.

Este compuesto no forma micelas a temperatura atebiei luego que se
sobrepasa la temperatura de transicién (62 °C). eBta raz6n no se ha podido
determinar ni encontrar en bibliografia valores @dac Sin embargo, para los
homologos de 8 y 10 atomos de carbono y para las@diica del Asg se han
determinado por diferentes técnicas y publicadwédsres demccorrespondientes [9-
11]. La cmc de la sal sodica del Asc fue encontrada en bibliografia en

aproximadamente 8 x TaM [9] a la temperatura critica.

Minardi y colaboradores [12], reportaron una réadjeneral entre la carga de la
molécula un surfactante y smg con la cual se podria estimardanc para el Asg.
SegUn esta relacion tmasci6~ 8 X 10° M 0 3,4 x 10 de fraccién en masa. Se observa
que este valor es unas 100 veces mayor que lailsddbdel compuesto indicada
anteriormente.

Una evaluacion de otro tipo, aunque en la mismacdién, se ha realizado
utilizando el valor de lamc del Asg = 6,1x10° M y el del Asgy = 7,7x10* M
detallados en [2] a las temperaturas criticas alesicion que fueron de 18,5y 34,5 °C
respectivamente. En la figura 2 de esta referegecigrafica elog.mcde los derivados de
vitamina C en funcibn den. (nimero de atomos de carbono de la cadena
hidrocarbonada)Con el valor den. = 16 se ha extrapolado, Estimandose®tsc16=
1,5 x10°M (6,6x10" fraccién en masa). Este valor se encuentra aloedildos veces
su solubilidad. De ambos estudios se concluye @ueolubilidad a temperatura

ambiente esta muy por debajo detacdel Asgs.

Todos los derivados del acido ascérbico son insedubn agua a temperatura
ambiente, excepto el AgscCuando se los calienta por encima de una temyarat

especifica para cada derivado, su solubilidad atan&mn embargo, el enfriamiento del
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sistema no trae aparejado la precipitacion delddd, sino la formacion de estructuras
supramoleculares con ciertas caracteristicas deondeadas coageles. [13] La
consistencia semisolida de estos geles, es urrasatge propiedad para disefiar formas
de dosificacion pudiendo, de esta manera, solabiliz estabilizar algunos de los

diferentes farmacos usados por ejemplo, en derotaso|14].

3.2.2 Polietilenglicol 400 (PE£g)

Los polietilenglicoles (PEG) son ampliamente witibs en una variedad de
formulaciones farmacéuticas, incluidas las prepan@s parenterales, topicas
dermatoldgicas y Oticas, oftdlmicas, orales y testaEstos compuestos se han usado
experimentalmente en matrices poliméricas biodednad para sistemas de liberacion
controlada [6]. Ambrosi y colaboradores [1] usaestos cosolventes farmacéuticos en
sistemas de ascorbil-6-O-alcanoatos, incluyenddstis. A baja concentraciones,
encontraron que disminuye la temperatura de trigmséc la que aparecen las diferentes

mesofases.

El polietilenglicol (PEG) utilizado en este trabage el PEGo 0 Macrogol 400
(figura 2.14) cuya masa molecular promedio estéee8380 y 420. Su férmula resumida
es HO-CH-(CH,-O-CH,),-CH2-OH donde m es 8,7 en promedio [6]. La figura 3
representa a la molécula del polimero. Es solubleagua, en alcoholes, acetona,
benceno, glicerina y otros polietilenglicoles. Te@eim punto de fusién de 4-8 °C y una
densidad de 1,120 g/é6].

La toxicidad del PEgo en conejos por via oral dada por lasPkes 26,8 g

polimero/ kg de peso del animal [6].
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Figura 3.2: Representacion de la molécula de polietilengli¢@0 (PEGq,) en 3D realizada con el

programeaHiperchem 8 professional. En Celeste: C, blancapjé, O.
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3.3 Objetivo

El objetivo de las investigaciones que se detadlareste capitulo es obtener y
caracterizar las mesofases liotropicas y termategpiformadas por suspensiones de

Ascis en diferentes solventes para posibles usos fautiecs.
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3.4 Experimental

Se realizaron 4 diagramas de fase utilizando ca&iria Diferencial de Barrido
(CDB), microscopia Optica de luz polarizada (MOB$pectroscopia UV-visible y

conductividad.

Para obtener y caracterizar las mesofases lioadpicermotropicas formadas por
suspensiones de Agen diferentes solventes acuosos, se llevaron@loaldiagramas

de fase correspondientes a las siguientes suspessio

a) Ascis- agua pura

b) Asci6-75% agua y 25% PE&
C) Asci6-50% agua y 50% PE&m
d) Asci6-25% agua y 75% PE&m

3.4.1. Materiales

Los materiales utilizados fueron: palmitato de dsitm (Ascig) marca Fluka
(Italia). EI PEGgoParafarm (Argentina) y el alcohol marca Cicaréligentina). Todos
los reactivos fueron de grado analitico (pro aigllig se utilizaron sin purificacion
previa. En todos los experimentos se utilizd agidedtilada marca Allchemistry
(Buenos Aires, Argentina).

3.4.2. Métodos

Todos los sistemas fueron estudiados medianteirevia diferencial de Barrido
(CDB) y microscopia de luz polarizadMQP). Ademds, estos resultados, fueron
corroborados por conductividad. Los datos obtenigdor CDB y conductividad se
compararon con los obtenidos por espectroscopiaVidWle. Algunas de las

transiciones encontradas fueron comparadas cor dhtenidos de la referencia [15].
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3.4.2.1 Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB)

La Calorimetria Diferencial de Barrido (CDB) esté&cnica experimental mas
directa y precisa para caracterizar sistemas mialesu bien definidos, cuyas
estructuras estan estabilizadas por numerosasafuetgbiles y por consiguiente,
susceptibles de experimentar transiciones confaomales y/o cambios de fase al
modificar la temperatura [16].

Esta técnica es ampliamente utilizada en el esta@iosistemas binarios o
multicomponentes que contienen surfactantes. Sunas@ermite medir la capacidad
calorifica aparente de una disolucion macromoleadano una funcion continua de la
temperatura, obteniéndose astezmograma A partir de esta funcion, es posible, si el
sistema macromolecular esta bien definido, detamws parametros termodinamicos
asociados a la transicién inducida por la tempeaatcambios de entalpiakl), de
entropia AS), de energia libre de GibhsQ®) y de la capacidad calorificACp) [17]

Ademas de los surfactantes, el uso de esta téenmicauy Util para determinar el
estado del agua. Su comportamiento es sensibl@radancia de interfases adyacentes
de diversa naturaleza y esta relaciéon le impant&cteristicas que son muy diferentes a
las que puede tener cuando se encuentra en soli@anlia solucion en masa. Por lo
tanto, el analisis térmico del agua y del surfaetapueden dar valiosa informacion del
sistema, como se detalla en la referencia [18]jémabse inferir de qué manera se
encuentran las superficies del surfactante en danal comportamiento del agua.

Las mediciones se realizaron con un calorimetrerelifcial de barrido Q20 (TA
Instruments).

Las dispersiones fueron preparadas mezclando lopamentes (Asg en agua y
Ascis en soluciones de PEgg) en las proporciones adecuadas en tubos de vidrio
cerrado.

Se calentaron a 80 °C y posteriormente se homagenaien un bafio ultrasénico
durante 20 minutos a ~ 60 °C, dejandose reposdnsdnbos, herméticamente cerrados
y protegidos de la luz.

Las concentraciones utilizadas para el sistemagAs’gua en fracciones
masa/masa (w/w) fueron de: [C] = 0,05; 0,10; 02a0; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80;
0,90y 0,95.
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Para los sistemas Age PEGg en fracciones masa/masa (w/w) las
concentraciones fueron de: [C] = 0,05; 0,10; 02@0; 0,40; 0,50; 0,60; 0,70; 0,80 y
0,90.

3.4.2.1.1 Procedimiento Realizado para cada CorddaCDB

Las muestras para cada corrida fueron preparadeazefetas (ans) de cierre
hermético de aluminio y pesadas en balanza araditia quinta cifra decimal.

La programacion de la corrida se realizo de laisiga manera:

Se comenzé enfriando las muestras a -20 °C dutamténutos. Luego se fue
aumentando la temperatura hasta 150 °C a una @atbdie 5 °C min. Por Gltimo, se
mantuvo a 150 °C por un minuto.

La eleccion de la temperatura de enfriamiento d#6da que para hacer un
analisis del comportamiento del agua en sistensmedios es necesario asegurase gue
el agua se encuentre congelada, con el propdsidetdetar los diferentes tipos de agua

que se encuentren en la muestra.

El punto de fusién en bibliografia del Aspuro [15] se encuentra entre 113 y
114 °C. La eleccién de la temperatura final a laes fyleron calentadas las muestras se
debié a que por encima de esta temperatura seapltelyar a encontrar al Agen un
estado mas fluido sin llegar a su temperatura ceaeposicion. Sin embargo, los
termogramas de las muestras calentadas hasta 180 €@denciaron la presencia de
picos exotérmicos que indicarian la descomposid@msge.

Para reducir al minimo la descomposicion del;Agor el oxigeno [19,20], se
minimizo el contacto entre el aire y las muesttasute la preparacion por la saturacion
del recipiente con N

Una vez que se determinan los intervalos de terpasadentro de los cuales se
producen las transiciones, es necesario conocdescsan las mesofases formadas
dentro de estos. Para ello se utilizé la microscdpitica de luz polarizada con platina
de temperatura controlada.
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3.4.2.2 Microscopia Optica de Luz Polarizada (MQ#n Platina de Calentamiento

La microscopia Optica se realizO con un microscaggo polarizacion Nikon
Eclipse E- 200 POL (Tokio, Japon). A través de éstaica, se puede determinar la
presencia de las diferentes mesofases en funcitms @ambios de temperatura.

Las muestras observadas al microscopio fueron lag@s que se usaron para

obtener los termogramas por CDB.

Cada una de las muestras fue puesta sobre portarg dentro de una cavidad
gue posee la platina calefaccionadora. La elecd®ias temperaturas a las cuales se
observaron las muestras fue determinada previanmntéCDB. De esta manera, se
puso en evidencia la presencia de cada mesofése tamperatura de transicion y
ademas, se pudo observar como se produce el caebiestas fases al variar la
temperatura.

Las microfotografias fueron tomadas con y sin jmdalores cruzados, y en

algunos casos con un intercalado de una placaatelaeion de AL

3.4.2.3 Conductividad

Para la realizacion de las medidas de la conddetivespecifica se utiliz6 una
celda de inmersién y un conductimetro automatiodiKDON serie 510 (Singapur). El
conductimetro fue calibrado con las soluciones @e1 M.

La conductividad especificdk) se representa como una funcion de la
concentracion. El cambio en la pendiente de laac@punto de quiebre) fue indicativo
de un cambio notable en la agregacion del sist&sia metodologia, aplicable en el
caso de surfactantes idnicos, es una manera saepdbdtener valores de temperaturas

de transicion criticas y es otra forma de contrdstadatos obtenidos por CDB.

Las muestras preparadas para corroborar las tetuperade transicion fueron:
0,1; 0,3 y 0,6 en fraccion en masa de ;A8n agua. Luego, se procedido a medir la
conductividad variando la temperatura desde 30 &ah80 °C. Esta variacion se
realizd cada 2 °C esperando 2 minutos en cada .pet@sta manera se registro la

curva de conductividad en funcion de la temperatura

3.4.2.4Espectroscopia Ultavioleta (UV)
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Para realizar esta determinacion se utilizé un aspsropio UV-visible marca
Agilent modelo 8453 (USA).

Como se menciond anteriormente, las temperaturastralesicion fueron
determinadas por CDB. La espectroscopica UV fuayidde por su simplicidad
operativa, para corroborar transiciones de faas.rhedidas se efectuaron. & 265
nm, correspondiente a absorcién del doble enlanpigado entre el anillo ascorbico y
uno de los carbonilos de la molécula.

En primer lugar se realiz6 una curva de calibratlizando un intervalo de
concentraciones entre 0,04 y 0,4 fraccidn en mas&sds. Las muestras se prepararon
con el Asgsy una solucion compuesta por: 1 ml de agua yrotrde etanol.

El procedimiento para establecer la temperatutsasicion por UV se realizé de
la siguiente manera:

Las muestras de Aggcse prepararon en 2 ml de agua, se cubrieron lde hase
calentaron a las diferentes temperaturas seleaasn@0, 40, 50, 60, 62, 65, 70 y 80
°C) y se mantuvieron a sus respectivas temperativeente 10 minutos. Luego se
tomdé 1 ml del sobrenadante de cada suspensiomssagregé un ml de etanol y se
registraron las medidas.
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3.5 Resultados y Discusion

A continuacion se muestra el analisis de los siatede Asg en agua y en tres
soluciones acuosas de Pfgdiagramas de fase de los 4 sistemas ensayadgiadoe
del agua para el sistema Asagua.

3.5.1 Sistema AgeAgua

En la bibliografia [7-9] se encuentran datos aistasobre el comportamiento de
fase de mezclas de Agsc- agua. En el presente trabajo se muestra en aeledhll

comportamiento de este sistema en un amplio raeagoicentraciones y temperaturas.

La figura 3.3 muestra los termogramabtenidos por CDB para el sistema de
trabajo. Los picos superpuestos se deconvolucianesa el programa Peakfit usando
un modelo de Gauss. El diagrama de fase se grafasirando las diferentes zonas

delimitadas por las temperaturas de transicion

Con el propdsito de realizar un mejor analisis ynpender los resultados del
estudio, se dividi6 a los termogramas en dos regioBe analizaron las zonas entre 60 y
100°C vy la region cercana de 0°C. En la primeragsablecieron las diferentes
mesofases que se fueron formando al modificar laposicion y la temperatura
(termotropica y liotrépicamente). En la segundaresdizd un estudio de los diferentes
tipos de agua que pueden ser encontrados eneghaist
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Figura 3.3: Termogramas CDB del sistema Asagua. Flujo de calor en funcién de la Temperatuaa

ordenada se expresa en unidades arbitrarias paler goperponer las graficas. EI CDB provee las

unidades de flujo de calor en Watt /gramo. Los mds@ue aparecen por debajo de cada termograma

indican la fracciéon en masa a la que fue realitadarrida.

3.5.1.1 Diagrama de Fases del Sistema Asc16-Agua

La Figura 3.4 muestra el diagrama de fabéenido por medidas de CDB y

microscopia de luz polarizada. La determinaciomadeaturaleza de las diferentes fases

presentes fue realizada por observacion de texéurat microscopio de polarizacion a

diferentes concentraciones y temperaturas.
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Figura 3.4: Diagrama de fase completo de fssen agua, donde se grafica temperatura en grades °C

funcion de la concentracién en fraccion en masauidhctante.

En el diagrama de la figura anterior se observa par@ cada concentracion
(fraccién en masa) hay un conjunto de puntos détexdos que le corresponden en el
eje temperatura (°C). Como puede verse, entreifim@n masa de Asc~ 0 y 0,5
existe un tipo de comportamiento para el sistenwry diferente que va desde esta
concentracion hasta 1. En el analisis que se eealizontinuacion, no se tendra en
cuenta el comportamiento del agua porque se atieamaprofundidad cuando se detalle
la regién cercana a 0 °C.

a) Andlisis en el Intervalo de Temperaturas entre DY 90 °C
Aqui se dan dos ejemplos, uno por encima y otradpbgejo de 0,5 de fraccion en

masa de Asg, de coOmo seonstruyen cada una de las zonas del diagramaedaléala

figura 3.4. El resto de las zonas y puntos fuerterthinados de la misma forma.
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a.1l) Construccion e Interpretacion del Diagrama #ase
A continuacién, se mostrara como fue construiddiajrama de fase, trabajando
con dos concentraciones usadas como ejemplos.a&e los puntos 0,1 y 0,7 dado que

aparecen texturas diferentes en cada caso.

« Se analiza en primer lugar, el intervalo de fraca®d masa proximas al punto

0,1 (marcade-==== en el diagrama de fase de la figura 2.3).

En esta region se puede separar el grafico enal@szuna cercana a 0 °C y otra
cercana a 60 °C. En la primera zona se observapuiss, uno arribaal y otro abajo
(A). El primero corresponde al inicio de la trangicdel agua superficial (-4,62 °C) y
el otro al inicio de la transicion del agua en san (-1,39 °C). El agua superficial es
un tipo de agua influenciada por los grupos poldedsAsGgey su punto de fusion se
encuentra desplazado hacia menores temperaturasoHipo de agua es el agua libre,
la cual deberia tener un punto de fusion cercad®@. Sin embargo, no llega a este

valor porque se encuentra influenciada por los deHASGs.

Entre la region cercana a 0 °C y la cercana a 600°6e observan picos en el
termograma de CDB, por lo que no se evidenciarsicammes. Sin embargo, una vez
que el agua funde, en el sistema se observan lesistedratados inmersos en una
solucién isotropica. Esto se corrobora por las ofidografias mostradas en la figura
3.5a. A esta misma concentracion en la zona cex&@e°C se presentan 2 punte} (
uno ~ 61 °C y otro ~ 67 °C. Este es el comienzmal fespectivamente del pico que
corresponde a la transicion de cristales hidratadasistal liquido laminar de baja
concentracion. Esta transicion se muestra clara it microscopia de luz polarizada
en la figura 3.5b. En esta, se manifiesta la paaete figuras de mielina junto con
cristales ~ 65 °C. Por encima de esta temperaugastema se comporta como cristal

liquido laminar.
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Figura 3.5: Microfotografias opticas con luz polarizadd,Asgs 0,1 a 25 °C donde se observan cristales
hidratados en liquido isotrépico sin placa de d#eion, b) Asg 0,1 a 65 °C donde se observan figuras
de mielina sobre el borde inferior (estructurasefimgentes) en un liquido isotrépico con placa de
retardacion, c y d) Asg0,3 a 85 °C se ven las vetas oleosas tipicas defases laminares, en este caso
de baja birrefringencia, sin y con placa de reifdarespectivamente. A esta temperatura las nagestr

son fluidas. Todas las concentraciones estan eagmesn fraccion en masa.

» Se analiza ahora la construccion del diagrama @apanto 0,7 (linea vertical
===== de la figura 2.3) en fraccién en masa. En el terao@ de la figura 3.3 se puede
observar que no hay presencia de picos a temparegucanas a 0 °Correspondientes

al agua.
Por encima de ~ 0,48 de fraccion en masa desAschay agua libre y solo queda

el agua superficial unida a los grupos polaresadélo, no detectable por CDB. Por

esto, solo se presentan picos entre 80 y 100 °C.
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El termograma muestra dos picos que correspondkrs &ambios de fase. Uno
entre ~ 80 °C y ~ 88 °C, otro entre ~ 93 °C y ~ AD2transiciones que se evidencian

cuando las muestras son observadas por microsgeie polarizada.

Por debajo de 80 °C se manifiesta la presencitalesshidratados, la cual deja de
ser evidente luego de alcanzar 88 °C. El sistemeawsbiando entre 80 y 88 °C de
cristales hidratados hasta un cristal liquido aililmomo se muestra en la figura 3.6a.
Esta mesofase cubica no se presenta a concentagimenores de 0,48 de fraccion en

masa.

El cristal liquido cubico se continda observandstda- 93 °C. A partir de esta
temperatura se va transformando en un cristaiddglaminar, como se presenta en la
figuras 3.6¢ y d, por lo que por encima de ~ 1083€@etecta solamente esta fase. Esta,
comienza a presentar centros de cristalizacidérerakesfriada, pasando primero a una

fase gel y luego a cristales. Esto puede versa fgura 3.6b.
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Figura 3.6: microfotografias realizadas, con polaroides cruza@d) Asgs 0,8 a 90 °C con placa de
retardacioén, b) Asg 0,7 que se esta enfriando luego de haber sidotedk por encima de 105 °C, c)

Asci5 0,7 a 100 °C, d) Agg0,7 a 100 °C . Todas las concentraciones se expegsfraccion en masa.

Como se ha mencionado anteriormente, se presemsmditerentes tipos de
comportamiento del sistema por encima y por debiaje 0,5 de fraccién en masa. En
ambas regiones, el aumento de temperatura termimahdo dos mesofases laminares.
Sin embargo, a mayores concentraciones las texdoramas gruesas, por lo que se han
denominado como cristal liquido laminar de bajaceottracion (Lc), por debajo de 0,5
de fracciébn en masa y cristal liquido laminar d& aloncertacion (L) para los
sistemas que se encuentren por encima de estant@oién.

La mesofase cubica intermedia (entre los cristhidsatados y la mesofase

laminar de alta concentracién), hallada por aumeetda temperatura en el rango de
concentraciones de ~ 0,5 a 0,95 en fraccion en roasstituye solo una pequefa
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porcién horizontal del diagrama de fase. Generalepeste tipo de cristales liquidos se

encuentran en un pequefio dominio de existencia.
En la bibliografia no se encontré informacion sobrda existencia de esta fase

cubica, por lo cual, los resultados aqui mostradosonstituyen un aporte original a

la descripcion de este tipo de sistemas.
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a.2) Analisis Complementario de las Microfotografiadel Sistema Asgagua por
Debajo de 0,5 de Fraccién en Masa.

Se analizan, microfotografias ~ 0,45 de fraccionmesa, tomadas a través del
microscopio de luz polarizada con y sin placa dardacion. Esta muestra presenta un

comportamiento similar al que se ve en la muestrd, tl de fraccién en masa.

Figura 3.7: Microfotografias con luz polarizada a ~ 0,5 fraoceéh masa: a) y b) a 30 °C se observa una
textura de gel con cristales, c) y d) a 75° enfsadesde 98 °C donde se observan esferulitasvassiti
negativas tipicas de cristal liquido laminar.

La muestra correspondiente a las figuras 3.7auetoh obtenidason y sin placa
de retardacion sobre polaroides cruzados, respewtinte. Aqui se evidencia la
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presencia de cristales en un medio con caractagstie gel (coagel). Esta muestra fue

calentada por encima de 80 °C y dejada en repoboy1@ego fue observada a 30 °C.

Las figuras3.7c y d muestran las denominadas esferufiexgativas y positivas

correspondientes a un cristal liquido laminar. BEst@stra se observo a 75 °C.

El andlisis de estas micrografias pone en eviddodascripto en la seccion 3.2.1

de este capitulo en cuanto a lo que se refieréaartaacion del coagel.
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a.3) Andlisis Complementario de las Microfotografiadel Sistema Asgagua por

Encima de 0,5 de Fraccion en Masa

Figura 3.8: Microfotografias con luz polarizada con y sin plate retardacion de A Las fotos con
fondo oscuro fueron sacadas sin placa de retamigcids que poseen fondo rosado (isotrépico) fueron
sacadas con la placa. Todas las concentracionesid@mexpresadas en fraccion en masa. a)sA58 a
105 °C mostrando vetas oleosas tipicas de textamsisares de alta birrefringencia b) As6,95 a 105

°C donde se muestra un mesofase laminar de attHrisigencia, c) Asg 0,95 textura de gel luego de
enfriamiento desde 100 °C, d) Aspuro a 134 °C mostrando un cristal liquido cubiom mosaico

laminar y cristales cerosos.

La microfotografia de la figura 3.8a muestra vetakosas gruesas
correspondientes a una concentracion de ~ 0,8 ateidn en masa a 105 °C. Las
burbujas (zonas negras dentro de la foto) se foeunando se “funde” el cristal. Solo se

encuentra presente aqui el agua de hidratacios gristales. No hay agua libre.
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En la figura 3.8b se muestra una fase laminartdebarefringencia por encima
de 104 °C cuando la concentracion es de 0,95 eaidraen masa. Esta mesofase tiene
una textura mas birrefringente y vetas oleosas gndssas que las que se encuentran
por debajo de la fraccion de ~ 0,5. Ademas detestara se puede notar la presencia

de esferulitas negativas y positivas distribuidaseelas vetas oleosas.

Cuando se enfria la muestra anterior se obserVa fgura 3.8c la presencia de
fase gel producida a partir de una fase de ctigtaido laminar.
Para el Asg puro calentado a 134 °C se obtuvo la microgradidadigura 3.8d,

donde se observa un cristal liquido cubico con oeaito laminar y cristales cerosos.

En estas concentraciones tan altas (> 0,90 fra@momasa) y por encima de 80
°C, se presentan texturas de “cristales cerosatbsHesultados estan en consonancia
con datos bibliograficos [22] que corresponden @hportamiento de surfactantes.
Estos cristales cerosos aparecen cuando las bigapases de los cristales siguen
estando "sélidas"”, mientras que la bicapas de tei@o hidrocarbonada se "funden”.
Cuando esto sucede, la cohesién de la red poleatadh se debilita, pierde la cohesion
y colapsa dando lugar a la formacién de una mesoReyo la cohesiéon de las bicapas
polares anhidras es mas alta y conserva la estauctistalina externa cuando las

cadenas alifaticas "funden".

a.4) Verificacion por Conductividad y UV de Algunade las Temperaturas de

Transicion Determinadas por CDB.

Se realizaron 3 determinaciones de conductividada peorroborar las
temperaturas de transicion establecidas por el Q@B.concentraciones de Asen

fraccion en masa usadas fueron [C] =0,1; 0,3y 0,6

En las figuras 3.9 a, b y ¢ se grafican, respecterde los resultados de las
comparaciones de los termogramas de CDB con larndi@aciones obtenidas por
conductividad. La comparacion se realizo a las mssooncentraciones.

La determinacion de la temperatura de transiciagncpaductividad se establecio

por el cambio brusco de pendiente de la curva.
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(o) para una muestra de Ase 0,3 en fraccidn en masa.
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Para las muestras de las figuras 3.9a y b las ramopas de transicion por
conductividad para ambas fueron de ~ 62 °C. Estmselaciona con las temperaturas
determinadas por CDB, que fueron de ~ 61 °C y 2Gpara las muestras 0,1 y 0,3,
respectivamente. También se obtuvo una muy buemzomancia para las muestras de
0,6 en fraccién en masa, donde la temperaturaadsition obtenida por CDB fue de ~
80 °C y por conductividad de ~ 79 °C. Estos dagqwesentan en la figura 3.9 ¢
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Figura 3.9 c: Comparacion de la temperatura de transicion otieepor CDB ¢) y por conductividadd)

para una muestra de Ase 0,6 en fraccion en masa.

En la figura 3.9 d se muestra el valor de la tertpea de transicion determinada
por CDB (~ 61 °C) comparado con la variacion deolabilidad del compuesto en agua,
obtenida por UV, en las proximidades del punto.aumento marcado de la solubilidad
se produjo a los ~ 62 °C. Cabe destacar que al galtemperatura a la cual aumenta la
solubilidad, concuerda con el de de la temperatarransicion determinado por CDB,
de lo que se puede inferir que el aumento de lzbgmlad corresponde a la transicion

de cristales hidratados a cristal liquido laminar.
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Figura 3.9 d: Determinacion de la temperatura de transicion delgnediante UV. La flecha indica el
comienzo de la transicion de cristales hidratadbBquido isotrépico a un cristal liquido laminar daja
birrefringencia. En linea gruesa la determinaciénedte mismo punto de transicion por CDB para una

muestra de Asg-agua 0,1 en fraccion en masa.

b) Analisis de la Regién Proxima a 0 °C

El analisis que aqui se realiza es a partir delédss de los termogramas. No se
utilizé microscopia de luz polarizada porque lagsttas no pueden ser enfriadas por el

sistema con el que cuenta el microscopio en l@neggrcana a 0 °C.

b.1) Determinacion de los Estados del Agua en slt&na Asg-Agua por CDB

En la figura 3.3 se muestran las corridas de CDBptetas para cada una de las

muestras sobre las cuales fueron explicadas |lasfases que aparecen en funcion de la

temperatura. En esta seccion, interesa analizesreportamiento del agua y para esto

se centra la atencién en los picos que estan aes@afl °C.
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Se ha determinado el nimero de moléculas de aguaddatacion del Asg
utilizando las entalpias de transicion obtenidas late termogramas de la figura
anteriormente mencionada. De la deconvolucion depicos se puede apreciar la
existencia de dos tipos de agua. Sin embargo, iferedcia entre la cantidad de agua
detectada por CDB y el contenido total de aguasidédma, se deduce que hay un tercer
tipo de agua. En la figura 3.10 se muestra unoodetdrmogramas obtenido con la

correspondiente integracion de los picos del agie gurfactante.

| 65.03°C

Heat Flow (W/g)
nNy
L

“172°C 55.44J/g
281.1J/g

-2 T T T T
-50 0 50 100 150 200
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Figura 3.10: Termograma (Temperatura vs. flujo de cati®)CDB correspondiente a muestra de;Asc
0,2 fracciébn en masa en agua donde se observguidos del agua y del surfactante integrados (TA
Universal Analysis). Se muestra en la porcion sopéa temperatura a la cual se alcanza el punt® ma
alto del pico. En la porcion inferior se muestrakdlen J/g de muestra. Debe notarse que el picogdel a

esta compuesto por superposicion de dos picozdifes.

Los termogramas de las muestras que se encuewmtraelpajo de 0,5 de fraccion
en masa de Asg evidencian picos de fusion de agua. Al analizatrdasicion de la
fusion, se puede notar que cada uno de estos estasen realidad formado por dos
picos, los cuales fueron separados en sus comm@sngatissianas por deconvoluciéon
utilizando el programa informatico Peakfit 4.12
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En estos termogramas se observan dos picos condisptes al agua. A cada uno
de estos le corresponde una temperatura de fuar@ateristica. El tercer tipo de agua
se infiere de los andlisis realizados posteriorment

En primer lugar se definiran los tipos de agua espondientes a los picos
encontrados y luego se estableceran las caraicasistel tipo de agua que no aparece

en el termograma.

Los dos tipos de agua que se encontraron en loegeamas fueron denominados
provisionalmente “agua 1” y “agua 2". La figura 2.thuestra los puntos de fusion de
ambos tipos de agua. Los errores de los puntosstém e@epresentados porque las
desviaciones estandar son demasiado pequefasepatigtsiguibles en la grafica. Las
desviaciones estandar de los puntos de fusiontds &#sos de agua son 0,022 + 0,019
°C y 0,022 £ 0,014 °C, respectivamente.
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Fraccion en masa de Asc ¢

Figura 3.11: Punto de fusion del agua 1 (agua asociada a stipse)fy el agua 2 (agua libre) en funcion
de la composicién del sistema. Las desviacionésédat del agua 1 y 2 fueron 0,022 + 0,019 °C yD,02

+ 0,014 °C, respectivamente.

Existen ejemplos en la literatura de diferente®stiple agua presente en los
sistemas con surfactantes. En numerosos sisternasaacde este tipo, parte del agua

no se congela. Su cantidad es practicamente la anismando se determina por
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diferentes métodos [23] y coincide estrechamentda@®nimeros de hidratacion de los
grupos hidrofilicos medidos a temperatura ambieot@o se indica en la referencia
[24]. El agua no congelada tiene una presion dervapy pequefa [25]. En la figura
3.11 se muestra que el punto de fusién del agum[20e°C, lo que sugiere que esta
corresponde al agua libre. El punto de fusion daebal es menor, y corresponde al agua
asociada a la superficie, cuyos enlaces por pudetbgdrégeno son mas débiles que en
el agua libre. A medida que se aumenta la cona@atrale surfactante, los picos del
agua van desapareciendo. Sin embargo, el picogiel 2 desaparece antes de que lo
haga el agua 1. En concordancia con las interpogies realizadas en la referencia [23-
26], el agua 1 es afectada por la superficie déhstiante ya que estd mas cerca de esta
gue el agua libre. Como consecuencia de ello, wh dgfue identificada como el agua
asociada a la superficie polar de los cristalessddhctante y el agua de 2 como agua
libre.

En las figuras 3.12 a y b se muestran los dos pleokssion correspondientes a
estos dos tipos diferentes de agua. De esta maeepede determinar la temperatura
en la cual se inicia la fusion y las entalpias eepas. Los pardmetros de la

deconvolucién de los picos del agua se muestreont@nuacion en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1: Parametros de deconvolucion de picos de aguafiugley libre.

C (wt %) 4,9 a1, 18,9 28,7 39,5 45,6

R? 0,9991 ®B99 0,992 0,987 0,9856 0,997
Agua superficial

Centro de pico (°C) 0,912 0,605 0,0927 -0,4 -0,223 @1
Desvio Standard (°C) 0,0043  0,0089 0097 0,031 0,019 0,06
Agua libre

Centro de pico (°C) 3,74 3,64 3,64 3.8 0,398 2,46
Desvio Standard (°C) 0,0043 0,00230,0014 0,0035 0,036 0,034
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Figura 3.12 a: Deconvolucién de los picos de fusién del agua {elehograma de la figura 3) de una
muestra de Asg ~ 0,2 fraccion en masa en agua donde se mudefauicos correspondientes al agua

superficial y al agua libre debajo del pico total.
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Figura 3.12 b: Deconvolucion de los picos de fusién del agua deranestra de Asg~ 0,5 fraccion en
masa en agua donde se muestran los picos corréspsdal agua superficial y al agua lillebajo del

pico total.

El tipo de agua que no es observado por CDB sendiet@ por la ausencia de
picos de fusién, es decir, se detecta por la desapade los picos de fusion del agua

cuando la entalpia por gramo de muestra se graficiuncion de la concentracion.
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Estos resultados se muestran en la figura 3.18. tifgi de agua es la de hidratacién
primaria, es decir, que es el agua fuertementeddiga las cabezas polares del
surfactante. No se congela y por lo tanto, no ésctida por CDB. Estos resultados
concuerdan con los encontrados en la bibliogradfa ptros sistemas estudiados en la

referencia [24].
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Figura 3.13: Entalpias totales de fusion del agua por gramasestra vs. fraccion en masa de

ASC6.

La desaparicion total de los picos de fusién delaagcurre en [C] = 0,667 *
0,007 en fraccion en masa, lo que corresponderginnero de hidratacion de 11,5 + 1,3
moléculas de agua por molécula de AsEsto se calcula haciendo la diferencia entre el
namero de moléculas de surfactante presentes émadeaion 0,667 de Asg y las

moléculas de agua presentes a esa concentraciamerestra.

La distribucion de las moléculas de agua por mddécde surfactante @ya/
Nsurf) S€ muestra en la figura 3.14 y fue obtenida esrareas relativas de los picos de
agua deconvolucionados. A cada tipo diferente dm dg corresponde un porcentaje

determinado del area del pico del agua total.
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Figura 3.14: Numero de moléculas de agua por molécula de sarfecfa) agua librey (o) agua

superficial.

Se puede observar en la figura 3.14 que el agtadisminuye hasta desaparecer
en [C] = 0,48 fraccion en masa. El agua asociada a la fetipepermanece casi
constante entre el [C] = 0,049 y 0,12 de fraccidmasa, con un valor desfNd Nsur=
54 + 4 que luego disminuye y desaparece en [C]660,+ 0,0074 de fraccion en masa.
Este tipo de agua se supone que es afectada ppresencia de moléculas de
surfactante. Estos puntos limites fueron deterntimaektrapolando a cero la entalpia
por gramo de muestra, cuando ésta se grafica emfude la concentracion como se

observa en la figura 3.13.
A continuaciéon, se da un ejemplo de como han gidimados los datos que se
muestran en los termogramas de la figura 3.3 d&#rea Asg-agua, para obtener los

valores que fueron utilizados en la realizaciongiéfico de la figura 3.14:

El ejemplo corresponde a la fraccion en masa de 0,0
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A partir de los datos de deconvolucién del termagracorrespondiente a este
punto, se tomaron los porcentajes de agua corrdepuas al agua libre y al agua de la
segunda capa de hidratacion, que son los dos dip@gua que se pueden determinar
por la presencia de picos en el CDB. Por lo taptwa 0,05 en fraccion en masa de
Ascis, tomando en cuenta el agua totaD,95 (fraccion en masa de agua)/18 (masa
molar del agua) = 0,053. Esto se desglosa en wepiaje para el agua libre, que es del
88 % y de 12 % para el pico de la segunda capaddatdcion. Como de Aggesta en
un 5 % entonces 0,05/414 (masa molar dekdsc0,00012. Ahora el 88% de 0,053 es
= 0,04664 (correspondiente al agua “bulk”) y el 12% 0,00636 que es el valor
correspondiente al agua de la segunda capa detauidm Entonces el numero de
moléculas correspondientes al fase libre a 0,0famtion en masa de Agces de =
0,04664/0,00012 389 moléculas de agua por molécula de surfactanteara la
segunda capa de hidratacion es de = 0,00636 / D@4 moléculas de agua por

molécula de Asg. De esta forma se calculan el resto de los valtekgréfico.

Aunque el agua libre se define generalmente comagela que tiene las
propiedades del agua pura, esto no es estrictamigmte y en sistemas relativamente
concentrados sus propiedades difieren de las del pgra, porque la estructura del
agua esta perturbada por la presencia de otrosarmntes del sistema [26].

El hecho de que el valor deaddh/ Nsui del agua asociada a la superficie
disminuye con el aumento de [C], indica que el aggta débilmente relacionada con la
superficie y un aumento de la aglomeracién de logpagp polares liberaria algunas

moléculas de agua.

Diferentes determinaciones de la hidratacion piienale los surfactantes no
idnicos basados en polioxietileno, dieron entre 2 moléculas de agua por atomo de
oxigeno [27-31].0Otros valores de la bibliografia [25,32] son 4,4deyla [33] 5,05
moléculas de agua por atomos de oxigeno. Tambidra segistrado para micelas en
[26] valores que van desde 8,23 hasta 10,06. Lésredies valores se deben
probablemente a la sensibilidad del método utiizpdra determinar la cantidad de
agua con propiedades diferentes de las del agea lib

Las moléculas Asg tienen 7 atomos de oxigeno, entonces la primgra da
hidratacion de agua estaria formada por 11,5 (ml@écde agua por moléculas de

surfactante de la primera capa de hidratacibngué éon los atomos de oxigeno que le
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corresponden al Asg ~ 1 ,6 £ 0,2 moléculas de agua por cada atomo dgeosiy
para la segunda capa es 54+ 7,7 + 0,6 moléculas de agua por atomos de oxigeno.

Estos valores estan cercanos a los mencionadogamiente.

Otros sistemas con surfactantes muestran diferéptesde agua [26]. En el gel y
coagel de cloruro de dioctadecil dimetil amonicagna fueron detectados dos tipos de

moléculas de agua por mediciones de FT-IR [34].

En la referencia[1], utilizando derivados de vitamina C, se detectaromos
tipos de agua, encontrandose agua libre y agua dalhatacion interfacial, mientras
que aqui se ha encontrado un tercer tipo agua, qumrresponde a la segunda capa

de hidratacion.

El nimero de moléculas de agua de hidratacion qumogpolar fue inferido de los
resultados experimentales, obteniéndose por CD&alan de 54 moléculas de agua por
molécula de surfactante para la segunda capa dedgwn, y de 11 para la primera que
es muy similar a los nimeros obtenidos por la dpragion que utiliza el namero de
atomos de oxigeno para suponer estos valores.

Segun la referencia [1] para el Asen fraccion de 0,4 en masa, el espacihdo
dado por DRX fue 45,4 + 1,1 A y el largo de la caleompletamente estirada fue de
21,7 A. La hidratacion de la capa hidratada fu@3l& + 0,6 A. El agua de hidratacién
de los grupos polarespng fueigual a 46,0 + 0,1 A (radio = 3,83 + 0,01 A). Los
estudios calorimétricos de la referencia [1] tambréostraron la presencia de dos tipos
de agua en la fase coagel: la libre, que es el lHoeaque se congela y funde a0 °C y
por otro lado, el agua fuertemente unida que rfarse en el intervalo de temperaturas
investigado. Las moléculas de agua fuertementaldgdorman un compartimiento
delgado intercalado entre las bicapas de surfagtamentras el que agua libre rodea
como "islas" y disuelve los pocos monomeros enliegioi con la fase coagel. El
numero de moléculas de agua fuertemente ligadasfidilo, Nagua/ Nsurr, también se
midieron por un procedimiento diferente al que &kza aqui [1]. Estos valores se
mantienen constantes entre C = 0,0541 y 0,0940isitos valores de moléculas de
agua por molécula de surfactante de 22,7 y 208 ecisamente. Se observa ademas
que disminuye el numero de moléculas de agua pa®2una fraccion en masa de 0,42.

Se puede observar el mismo comportamiento que elsguha encontrado en este
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trabajo. Los valores de la hidratacién de la refeige[1] incluyen probablemente, a baja
concentraciéon, parte de la segunda capa de hidmfgmero a mayor concentracion el

valor es de s6lo un 18 % inferior al contenido &iprimera capa de hidratacién que se
encuentra calculada aqui. Por consiguiente, seepseploner que la concordancia ha

sido muy buena usando un procedimiento diferenéedglique figura en bibliografia.
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3.5.2 Sistemas de Asen Diferentes Soluciones Acuosas de RBEG

En bibliografia no se han encontrado estudios reiédieos sobre el
comportamiento de fase del As@n soluciones de PRg y agua. Sin embargo,
Ambrosi y colaboradores [1] han determinado algueagperaturas de transicion para
sistemas de Asgen soluciones acuosas de BGEn esta cita también se informa que
el aumento de laoncentracién de PEg disminuye las temperaturas de transicion de

los surfactantes derivados de vitamina C.

La importancia del estudio realizado en esta saccadica en la descripcion de
las fases que se forman al variar las propiedadelsl sistemas Asgagua por el
agregado de un cosolvente, el cual produce la digitin de las temperaturas de

transicion de las mesofases formadas.

Cabe recordar que las temperaturas de transici@midbas en este estudio para el
sistema Asg-agua indican que las estructuras de agregacidaafide este surfactante
en solucion acuosa (cristales liquidos) aparecé@ 2C. Para modificar los limites de
los dominios de existencia de los diferentes aglegjdacia menores temperaturas se
utiliza al PEGg, como cosolvente, debido a que este compuesto #8xiwo y se

emplea con frecuencia en formulaciones farmaceéutica

Las mezclas de Asg fueron estudiadas por CDB y MOP. El intervalo de
concentraciones de Agcen las soluciones de Agua / Pk§fue entre 0,05 - 0,9 en
fracciones en masa (w/w). Las proporciones de jof€h agua utilizadas fueron: 25%,
50%, 75%.
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3.5.2.1 Diagramas de Fase

Todos los diagramas de fases se construyeron deidma manera que el
descripto en la figura 3.4 para el sistema;é&sagua. Entonces, el ejemplo de codmo se
construyen los puntos del diagrama de fase delisaree en la seccion 3.4.1.1 de este
capitulo.

a) Diagrama de Fase del Sistema Ast75% Agua - 25% PE&o

La figura 3.15 muestra una grafica con los termm@sa partir de los cuales se

tomaron las temperaturas de transicion de lasattifes mesofases.
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Figura 3.15: termogramas CDB del sistema Agagua 75% - PE£g,25%. Flujo de calor en funcion de
la Temperatura. Las ordenadas se expresan erdesidabitrarias para poder superponer las grafidas.
CDB provee las unidades de flujo de calor en Wgitnho. Los niimeros que aparecen del lado izquierdo

de cada termograma indican la fraccion en masajaddue realizada la corrida.

La Figura 3.16 muestra el diagrama de fabéenido por medidas de CDB y

microscopia de luz polarizada.
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Figura 3.16: Diagrama de fase completo de Asen solucion de PEfal 25% en 75% de agua, donde

se grafica temperatura (°C) en funcién de la cdnaeidn en fraccién en masa de surfactante.

En este diagrama pueden observarse zonas conaexunilares a las presentes
en el sistema Asg agua. La diferencia radica en que la mesofase@@domienza a
aparecer a menores concentraciones y temperatufgg;fraccion en masa y ~ 54 °C,
mientras que para el sistema As@gua la aparicion de esta fase se encuentra@ ~ 0
(fraccibn enmasa) y ~ 79 ° C.

Las texturas caracteristicas de este sistema pajalde 0,4 en fraccion en masa,

se muestran en la figura 3.17.
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Figura 3.17: Ascy en solucion de 75% de agua y 25% de BE®licrofotografias con polarizada con y
sin placa de retardacion déi1lLas fotos con fondo oscuro fueron sacadas staple retardacion y las
que poseen fondo rosado fueron sacadas con la plpéescs 0,1 a 25 °C donde se observan cristales
aciculares en liquido isotrépico, b) As®,2 a 75 °C donde se observa en un liquido isctrogetas
oleosas de baja birrefringencia (son las lineas ata@as sobre el fondo rosado), ¢) As@,2 a 75 °C
similar a la anterior pero sin placa de retardaaif) Asge 0,3 a 75 °C se ven las vetas oleosas tipicas de
mesofases laminares de baja birrefringencia. Téagoncentraciones son expresadas en fraccion en
masa.

En la figura 3.17a, se observan cristales acicsilaneefringentes de Asga 0,1
(fraccion en masa) en un liquido isotrépico formado agua y PEfg, a temperatura
ambiente. Aqui se esta en la zona inferior izgigiatel diagrama de fases de la figura
3.16. Esta imagen no presenta diferencias conitaepa fotografia de la figura 3.5
correspondiente al sistema As@gua.

Las fotografias b y ¢ de la figura 3.17 muestrastales liquidos laminares de

baja birrefringencia para una muestra de 0,2 &C7%&aqui se estén la region superior
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izquierda del diagrama de la figura 3.16. Estassv@leosas son tipicas de cristales
liquidos laminares y presentan baja birrefringenmia lo que fueron denominadas de la
misma manera que para el sistema ;f&agua “cristal liquido laminar de baja

concentracion”.

En la figura 3.17d se muestran vetas oleosas $emshte més definidas, en un

sistema 0,3 en fraccion en masa a 75 °C.

Para este sistema, Ase 75% agua/ 25% PEGq, las temperaturas de
transicion de fase desde 0,05 hasta una concent@tide ~ 0,4 en fraccion en masa,
no varian apreciablemente respecto del sistema As@gua, que fueron

presentadas en el diagrama de la figura 3.4.
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Figura 3.18: Asc en solucion de 25% de PRfgy 75% de agua: microfotografias de luz polarizeata

y sin placa de retardacion dé.1Las fotos con fondo oscuro fueron sacadas scapla retardacion y las
gue poseen fondo rosado con la placa. a)¢A%86 a 70 °C, se ven las vetas oleosas tipicasedefases
laminares, en este caso de baja birrefringenciggy @& mesofase cubica, b) As6,5 a 80 °C donde se
observan vetas oleosas tipicas de cristal liq@dorar c) Asg 0,5 a 68 °C: se ve una fase de gel y una
mesofase cubica, d) Agc0,6 a 80 °C, se an vetas oleosas. Todasola®ntraciones son

expresadas en fraccién en masa.

En la microfotografia de la figura 3.18a correspenté a una concentracion de
0,5 en fraccibn en masa y a una temperatura deC7®€ observan, en la porcion
superior, texturas de vetas oleosas de baja limgefncia; y en la porcion inferior,
liquido isotropico compatible con cristal liquiddbeco. En la figura 3.18b, se observa,
para la misma muestra a 80 °C y con placa de estiént la presencia de vetas oleosas
tipicas de un cristal liquido laminar homogéneamelistribuidas por toda la muestra.

Es evidente que si se compara esta textura cam@tradas a la misma concentracion
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pero en el sistema Aggagua, se ve que la temperatura de transicibnstarsiialmente
menor. Tanto en esta fotografia como en la figut&8 se evidencian zonas sin textura
de forma circular, burbujas. La presencia de estaproduce cuando se funde el cristal

en la solucion.

En este punto cabe destacar que la disminucidéasdteimperaturas de transicion
en el intervalo de concentraciones de 0,1 a 0,Adigs para este sistema no es muy
evidente respecto al sistema de la figura 3.4 Bstocondice con los resultados
obtenidos en la referencia [1] donde se muestracgardo las soluciones de Pk§xse
encuentran alrededor de 25% las entalpias por grdmomuestra no difieren
sustancialmente respecto a los valores obtenidos ek sistema Asgagua. Sin
embargo, una vez que se pasa por encima de unant@won de 0,4 y hasta 0,6 se
observa un cambio significativo de estas transespmespecto al sistema Ascagua,
con la obtencion de mesofases a temperaturasardsri

No se han encontrado en bibliografia publicaciodesmde se informe el
comportamiento del sistema Ascen solucion de PEfgp al 25% en agua en este

intervalo de concentraciones.

Se observa que existe una disminucion de tempagatle transicion de ~ 20 °C
en el diagrama de la figura 3.16 caspecto al de la figura 3.4 en el intervalo de
concentraciones entre 0,5 - 0,6 en fraccion en ntasaestas condiciones el sistema
resulta inviable para ser usado como sistema pottaddo las altas temperaturas de

transicion que presentan.

En la fotografia de la figura 3.18c correspondiamnta fraccion en masa de Asc
de 0,5 a 68 °C se refleja la aparicion, duranen&iamiento, de una fase laminar tipo
gel. Esta fase se encuentra en coexistencia ganisatropica, compatible con una
cubica. La fase gel aparece al enfriar el sistema se presenta mientras se calienta. No
existe cambio en el termograma a medida que vamoertando la tempertura. Una
posible explicacion para esto es que, la fase getg un arreglo laminar igual que el
del cristal liquido laminar que se encuentra al entiar la temperatura y por esto en el
termograma no se presentan picos correspondientas taansiciones de fase. Estas

observaciones se condicen con el hecho de queolgeles aparecen al enfriar el
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sistema luego de que se llegara a su temperatutrarggcion, como se muestra en la
referencia [8].

En la figura 3.18d se muestra un sistema en fracaomasa 0,6 de Ags@ 80 °C
donde aparecen, en la porcidn superior izquieidards de mielina junto con vetas
oleosas tipicas de mesofases laminares. Aqui seunatrefringencia mayor que en los

sistemas mas diluidos.

Hasta aqui comparando los diagramas de fase de lgdra 3.16 y el de la
figura 3.4, se puede decir que, en el primero, exés una reduccion de las
temperaturas de transicibn de 20 °C respecto del @gendo, entre las
concentraciones que van desde ~ 0,45 hasta ~ 0, #rdecion en masa.

Otra diferencia de consideracion es que en la figar3.16 la extension de la

mesofase cubica se desplaza hacia concentracionesnores que ~ 0,5.
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Figura 3.19: Ascs en solucion de 25% de Plfpy 75% de agua: microfotografias de luz polarizeata

y sin placa de retardacion deila) Asge 0,7 a 90 °C se observan un gel con cristal ligladtinar y
luego cubico, b) Asg 0,7 a 85 °C se observan una matriz de gel y gstakliquido cubico, c) Asg 0,9
a 104 °C se observa liquido isotropico compatibie mesofase cubica en coexistencia con laminar, d)
Ascis 0,9 94 °C mostrandose estructuras tipicas de ams®iaminares con cristales liquidos cubicos y

gel. Todas las concentraciones son expresadaa@idin en masa.

En la fotografia a de la figura 3.19, por calentrto a 90 °C de la muestra de
Ascig de 0,7 (fraccion en masa), se observan vetasasdgscas que corresponden a
una mesofase laminar (zona intermedia) y liquidtrépico compatible con una fase de
cristal liquido cubico (zona inferior derecha). tB#a de la zona bifasica de transicion
mas alta del diagrama de la figura 3.16.

Dejando enfriar la muestra a 85 °C, se saca laldalonde se sigue observando
algo de cristal liquido cubico (porcion inferiorrdeha). Sin embargo, la fase laminar
ahora comienza a solidificar, transformandose ea textura tipo gel (porcion
intermedia birrefringente de la fotografia).
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En la fotografia figura 3.19c se observa, la maede Asgs 0,9 a 104 °C un
cristal liquido laminar (porcion inferior izquierd#e la foto). Este se define por la
presencia de vetas oleosas en coexistencia conristal diquido cubico (porcion
superior derecha).

La figura 3.19d se obtiene al enfriar la mueshte@or desde 104 a 94 °C. Aqui
comienza a aparecer una fase gel donde estabats@ liquido laminar mientras que

se sigue notando la presencia de cristal liquidbacou

Como se puede observar en la zona ~ 0,8 y 0,9 dacfrion en masa, no hay
cambios en las temperaturas de transicion respectd diagrama del sistema Asg-
agua. Se puede concluir entonces que la presencia @85% de PEGg en una
solucion acuosa solo modifica las temperaturas derahsicibn en una zona

intermedia de concentraciones.

Entonces,a bajas concentraciones,no se modifican las temperaturas de
transicion ni las texturas que aparecen respedisigiema Asg-agua. Esto se ve
reflejado en la similitud en las entalpias de ti@és de estos sistemas. Esto concuerda
con los resultados obtenidos en la referencia ¢hdé el sistema ha sido estudiado el

sistema hasta 0,4% en peso del surfactante.

Una posible explicacion seria quebajas concentracionesexiste agua, que
puede solubilizar una determinada proporcion de REGI sistema PEfgoragua no
afectaria las fuerzas atractivas de Van der Wamie é&as cadenas hidrocarbonadas del
surfactante porque el polimero pierde la capacatadneterse entre estas por el agua
que lleva. Por otro lado, la fuerte hidratacion BEIGy posiblemente lo excluya de la
capa polar de los agregados de ;ASg entonces tampoco llegaria a debilitar las
interacciones entre los grupos polares del mismtoriees, la temperatura a la cual se

forman los cristales liquidos no variaria.

A alta concentraciénde surfactante el efecto de disminucion de tenpera la
cual aparecen la mesofases tampoco es evidentaig/dagpoca agua existente se
encuentra relacionada con las cabezas polaresoyssokencontraria circunscripta a

laminas de agua entre cabezas polares dekASatonces el PE{gyno se mezclaria en
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la proporcion adecuada con el agua para debil#taratracciones entre los grupos

polares.

Por otro lado, esoncentraciones intermediagxiste una proporcion de agua que
esta fuertemente unida a las cabezas polares {tiptrale agua asociada al polimero
gue puede ocupar el espacio entre las cabezasgoksto debilitaria las atracciones
entre las cabezas. En relacion a las cadenas Arbdmwadas entre si, al poseer cierta
hidrofobicidad, el PEGg disminuiria las fuerzas de van del Waals entseclalas
hidrocarbonadas [1], asi debilitando la cohesidnedas cabezas polares por un lado y
las colas, por otro, se pueden obtener cristajagibs a menores temperaturas.
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b) Diagrama de Fase del Sistema Ast50 % Agua - PEG50 %

Aqui se realiza un analisis completo del comportamo de fase del sistema
Asc1¢/Agua50%-PEGpb0%.

La Figura 3.20 muestra el diagrama de fasgenido por medidas de CDB y

microscopia de luz polarizada.
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Figura 3.20. Diagrama de fases completo de Asn solucién de PEfgal 50% en 50% de agua, donde

se grafica temperatura (°C) vs. concentracionastion en masa de surfactante.
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Figura 3.21: Asc en solucién de 50% de PEfpy 50% de agua: microfotografias con luz polarizada
con y sin placa de retardacion dé.lLas fotos con fondo oscuro fueron sacadas stapla retardacién

y las que poseen fondo rosado fueron sacadas cplada. a) Asg 0,1 a 25 °C donde se observan
cristales en liquido isotrépico, b) As®,1 a 58 °C donde se observan cristales con adigaas de
interferencia negativas, c) As®,3 a 25 °C se observan cristales en liquidoGpao, d) Asgs 0,6 a 75

°C se ven las vetas oleosas tipicas de mesofasgmlas. Todas las concentraciones son expresadas e

fracciéon en masa.

En las fotografias a y b de la figura 3.21 se ofzsen una suspension de cristales
birrefringentes en una muestra de baja concentrad& Asgs (0,1) a temperatura
ambiente. Cuando esta muestra es calentada a 88€@as de los cristales existentes,
comienzan a notarse algunas esferulitas negatiste. indica la presencia de una
mesofase laminar.

Al aumentar la concentracion a 0,3 en fraccion esana temperatura ambiente,
se observa, en un medio isotropico, cristales foingentes suspendidos en la solucién
acuosa de PEfg (figura 3.21c). Al aumentar la temperatura, estgpension presenta,
a diferencia del sistema con 25% de RfgGuna mesofase de cristal liquido cubico
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antes de la laminar. Aqui, la temperatura a la gp&rece la mesofase laminar es
sensiblemente (~ 10 °C) mas baja que en el sistemeenor contenido de polimero.
En figura 3.21 d se observa la presencia de vdtasas tipicas de un cristal

liguido laminar en una suspensién de 0,6 fraccibmasa a 75 °C.

Figura 3.22: Ascs en soluciéon de 50% de PEfpy 50% de agua: microfotografias con luz polarizada
con y sin placa de retardacion dé.1a) Asgg 0,6 a 75 °Cse ven las vetas oleosas tipicas de mesofases
laminares, b) Asg 0,6 enfriando, donde se observan estructurasatiie gel provenientes de una fase
liquido cristalina laminar, ¢ y d) Ag£0,7 a 115 °C: se ve fase liquido cristalina lamgen figuras de

mielina. Todas las concentraciones son expresadas en fnaatidhasa.

En la figura 3.22 a se observa para una suspedsidh6 (fraccion en masa) a
75°C, la presencia de vetas oleosas tipicas deistal diquido laminar. Al enfriar esta
muestra se obtiene la imagen de la figura 3.22lWlel@® presenta una fase gel que
cristaliza en forma de “cruz maltesa”. Para esttesia, el intervalo de concentraciones

con menor disminucién de las temperaturas de tri@msesta entre 0,3 y 0,6 en fraccion
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en masa y no a partir de 0,4 como en el caso dgtatna de fases del sistema Asmn
solucion de 25 % de PRgy 75 % de agua.

Las fotografias de la figura 3.22c y d corresporalemismo sistema concentrado
de fraccion en masa 0,7 sin y con placa de ret@ndae 1), respectivamente. Aqui se
observan figuras de mielina y algunas esferulitapips de una mesofase laminar.

Figura 3.23: Ascs en solucion de 50% de PRfpy 50% de agua: microfotografias de luz polarizemta

y sin placa de retardacién d&.1a) Asge 0,7 a 100 °C, se observan un cristal liquido lamaon algunas
nacleos de gel, b) Ag£0,8 a 95 °C donde se observan un cristal liqudorar con partes de gel y luego
mesofase clbica, ¢) As®,9 a 80 °C: se observa en coexistencia una meslafasnar con una gel, d)

Ascig 0,9 89 °C, mostrandose estructuras tipicas de faseso laminares con pequefias porciones de

cristales liquidos cubicoJodas las concentraciones son expresadas en fnaatihasa.

En la fotografia de la figura 3.23a se observa @My una concentracion de

fraccion en masa de 0,7 esferulitas negativas gsae una mesofase laminar. Se puede
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apreciar en la zona superior derecha la presercialttleos de gelificacion. Esto puede
deberse a que la temperatura no es homogénea groam cristalizar por los bordes

de la muestra, por donde se va enfriando.

En la fotografia siguiente 3.23b, se presenta addéanéoexistencia de estas fases
laminares (liquido cristalina y gel) con un granmmiluio de cristal liquido cubico. Este
dominio se evidencia por la suave textura que ptasel liquido isotropico en la

porcion superior de la foto.

En la figura3.23c se observa en una muestra dg; 8&en fraccion en mada,
aparicion de una fase tipo gel con esferulitas tpasi bien definidas tipo cruces

maltesas. La foto ha sido captada luego que muash@ sido enfriada hasta 80 °C.

La figura3.23d presenta para una muestra desAs@ en fraccidbn en masa, un
mosaico de esferulitas negativas y positivas qudeagian la presencia de cristal
liquido laminar y porciones de mesofase cubica cfpoes isotropicas dentro del
mosaico) a 89 °C.

Cabe destacar que en este caso la viscosidadstehai hace que la temperatura
no sea homogénea en la muestra y por arriba @enlpetratura de transicion (85 °C) se

siga viendo la mesofase cubica.
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Figura 3.24: Ascs en solucion de 50% de PEG 400 y 50% de agua: fotografias con luz polarizada
con y sin placa de retardacion d&.las fotos con fondo oscuro fueron sacadas stapla retardacion

y las que poseen fondo rosado fueron sacadas qdacka a y b) Asg 0,9 a 87 °C, se observan cristales
liquidos laminares y gel, c y d) As®,9 a 83 °C (enfriando del anterior) donde se mhselas mismas
texturas que antes pero con mayor proporcion de Tgmlas las concentraciones son expresadas en
fraccion en masa.

En las fotos a y b) de la figura 3.24 puede verse muestra de Asg0,9 en
fraccion en masa a 87 ¥0On y sin placa de retardacion, con gelificaciragir de una
mesofase laminar.

En las figuras 3.24 c y d, se ve la misma muesréadigura anterior, a menor
temperatura (83 °C) y se observa gel (abajo hacidelecha), proveniente de una
mesofase laminar de alta concentracién, con pagside cristal liquido cubico (huecos
de liquido isotrépico con suave textura). HaciaizZquierda y arriba se presentan
porciones de cristal liquido laminar més claro esferulitagositivas.

Se quiere remarcar que en este sistema las tem@erake transicion disminuyen
en todas las regiones hasta llegar a 0,6 de fraeridnasa. Ademas se hace evidente la
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presencia de mesofase cubica a partir de una doacém de 0,3. Se recuerda que
para el sistema anterior (Pkfsal 25% en agua) el comienzo de la mesofase cubica

aparece ~ 0,4. Aqui el efecto del cosolvente se heis evidente.

En este sistema la disminucion de las temperatigdasansicion se llevan a cabo
desde 0,05 hasta 0,6 de fraccién en masa. Aqul®@3% mas de polimero que en el
sistema anterior. Esto podria evidenciar que eactef desordenador” del polimero es

mayor cuando hay cierta proporcion especifica de-gglimero presente.
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c) Diagrama de Fase del Sistema Ast25% Agua - 75% PE&o

La Figura 3.25 muestra el diagrama de fases oluignid medidas de CDB y

microscopia de luz polarizada para este sistemalet@rminacion de la naturaleza de

las diferentes fases presentes fue realizada peergdrion de texturas en el

microscopio de polarizacion a diferentes concertnas y temperaturas. Luego de esta

figura se presentan las microfotografias y susspondientes interpretaciones.
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Figura 3.25: Diagrama de fase completo de fsen solucion de PE&al 75% en 25% de agua, donde

se grafica temperatura (°C) en funcion de la cdnaeién en fraccién en masa de surfactante.
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Figura 3.26: Ascs en solucion de 75% de PEG Y 25% de agua: microfotografias con luz polarizada
con y sin placa de retardacion dé.lLas fotos con fondo oscuro fueron sacadas stepla retardacién

y las que poseen fondo rosado fueron sacadas cplada. a) Asg 0,2 a 25 °C donde se observan
cristales en liquido isotrépico, b) Ascl6 0,3 &25donde se observan cristales con cimulos amerfos
una matriz birrefringente, c) Agc0,5 a 30 °C: se ve una fase de gel con estrecamapatibles con
mesofase clbica, d) Asd,5 a 35° C con texturas similares a las anteriofedas las concentraciones

son expresadas en fraccion en masa.

En la microfotografia figura 3.26a se pueden olmemristales en liquido
isotropico y en la b, cumulos amorfos en un medigebingente. Estas fotos
pertenecen a muestras con baja concentracion dedetivo, 0,2 y 0,3 en fraccion en
masa respectivamente, tomadas a temperatura am@2&fC).

Las microfotografias ¢ y d de la misma figura cgpenden a una muestra de
fraccion en masa de surfactante 0,5 a 30 y 35 $fectivamente. En la primera, se
observa una fase gel que se formé a partir deamanr por enfriamiento. Esta fase gel
comienza a hacerse mas fluida a medida que aurzettaperatura, tornandose mas

isotropica.
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Figura 3.27: Ascis en solucion de 75% de PEG Yy 25% de agua: microfotografias con luz polarizada
con y sin placa de retardacion da..1, a) Asgg 0,5 a 40 °C se observan las mismas figuras qua en
anterior pero en un liquido mas isotrépico, b yAsk 0,6 a 70 °C donde se observan vetas oleosas
tipicas de cristal liquido laminar y fase gel, dcA 0,7 a 75 °C se observan vetas oleosas de alta
birrefringencia con fase gel y mesofase cubica.afdéds concentraciones son expresadas en fraation e

masa.

En las microfotografias figura 3.27a se presentsistema de fraccion en masa de
surfactante 0,5 a 40 °C observandose texturasasesib las de la figura 3.26d aunque
mas fluidas e isotropicas. Estas texturas apaleego del enfriamiento del sistema una
temperatura de ~ 60 °C.

Las fotos b y ¢ de la misma figura pertenecen annestra de fraccion en masa
de surfactante 0,6. Esta muestra fue calentadarmdma de 80 °C y luego enfriada. A
continuacion, se fue calentando nuevamente y aC76e°tomaron las fotografias. La
primera con y la segunda sin placa de retardagiqui se muestran texturas fluidas que
se van asemejando a las vetas oleosas caracteyistic mesofases laminares. Sin

embargo, el sistema se encuentra en estado de gel.
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La foto d de la misma figura corresponde a unsiatde 0,7 de fraccion en masa.
Calentado a 75 °C presenta estas vetas oleosasmafun cristal liquido laminar. Aqui
las vetas oleosas presentes son gruesas y déradferigencia.

Entonces, en este caso y de la misma forma que sieen los sistemas con
menos proporcion de polimero, hay una region de @ial liquido laminar de baja y

otra de alta concentracidén con caracteristicas difentes

Figura 3.28: Ascs en solucién de 75% de PEG Y 25% de agua: microfotografias con luz polarizada
cony sin placa de retardacién d&.Ja y b) Asgs 0,7 a 85 °C se observan vetas oleosas acompgiadas

cristal liquido cubico. Las concentraciones sorresg@das en fraccién en masa.

En la figura 3.28, las fotos a y b correspondietanuestras de Asc0,7 en
fraccion en masa a 85 °C presentan zonas en k& genecha con isotropia compatibles
con la de las mesofases cubicas, y en la izquiesi@etas oleosas tipicas de cristal
liguido laminar. A esta concentracion la muesttanaperatura ambiente se presenta en
forma de polvo humedecido, formando granulos. Btw, se supone que la isotropia no

puede corresponder a un solvente sino a la format@duevas fases.
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Figura 3.29: Ascs en solucién de 75% de PEG Y 25% de agua: microfotografias con luz polarizada
con y sin placa de retardacion de..1a, b ¢ y d) Asg 0,8 secuencia de enfriamiento desde mesofase
laminar a 100 °C hasta coexistencia con fase gelibjca a 73 °C. Todas las concentraciones son

expresadas en fraccidon en masa.

La figura 3.29 presenta una secuencia de enfridoiem la cual una muestra de
0,8 en fraccion en masa del surfactante fue calartiasta 100 °C y luego fue enfriada.
En primer lugar, se obtuvo la foto a donde se ptesevetas oleosas tipicas con algunas
figuras de mielina caracteristicas de las mesofaseigares. En la siguiente foto (b) se
comienzan a notar en la parte superior nacleosftemiento que tienden a cristalizar
dando una fase de gel con una zona intermedialdei@o isotrOpica compatible con
cristal liquido cubico. Mas abajo, se ven las mismatas oleosas que en la foto
anterior. Esto se debe a que la parte mas fria deukstra esta en la porcién superior y
la temperatura mas alta esta en la parte infdras.fotos ¢ y d de la misma figura son
en realidad la misma foto solo que la segunda satéda con mayor resolucion
(objetivo de 10 X). En la primera, sacada con @tdlo de 4 X, se observa un mosaico

de cristal liquido laminar con esferulitas posisivanegativas. En la porcion inferior se
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nota la presencia de una zona tipo gel que estaréguilibrio con una mesofase cubica
y la laminar descripta.

En la segunda foto, mas magnificada, se muestraclaé@mente, en la porcion
superior derecha, la presencia de un mosaico pomdgente a un cristal liquido
laminar. Mas abajo y hacia la izquierda, con carégticas isotropicas, una zona que
corresponde a un cristal liquido cubico y el laiGargmas inferior e izquierda la

presencia de una fase mas cristalina tipo gel.

Figura 3.30: Ascs en solucién de 75% de PEG Y 25% de agua: microfotografias con luz polarizada
con y sin placa de retardacion dé.la y b) Asgs 0,9: secuencia de enfriamiento desde 95 hast& 380 °
donde el sistema pasa desde cristal liquido lanangel y mesofase cubica. Las concentraciones son

expresadas en fraccidon en masa.

Una secuencia similar a la de la figura 3.29 sézdegara la 3.30, donde un
sistema de 0,9 en fraccidn en masa de tensioaesivemfriado desde 95 °C hasta 80 °C.
Se observa, de arriba hacia abajo en la foto afaseatipo gel y a continuacién una fase
laminar con textura caracteristica de vetas oledsada siguiente foto, b, el sistema
esta formado en casi su totalidad por gel y una fastropica compatible con una

mesofaseubica.

La disminucion de la temperatura de transicionlesiseema Asg en solucion de
75% de PE@o Yy 25% de agua se hace importante hasta 0,8 deidraen masa de
Ascig, aunque cuando el sistema se concentra mas s@dardpe la misma manera que

el Asgg-agua. De la misma forma que sucede para los sisteragiamente estudiados,
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se necesita determinada proporcién de agua paralgo@imero llegue a reducir la

temperatura de transicion.

En el sistema con un 25% de PggfEn agua, el pico de fusion del agua en el
CDB desaparece en una fraccion en masa de 0,3 e AStos picos se encuentran
desplazados, por lo que no se detecté aqui ageamdaa las superficies ni agua libre.
En los sistemas con mayor proporcion de RE&ste pico no se detectd, por lo que
entonces se puede concluir que en ninguno dedtesrss con el polimero se detectaron
los diferentes tipos de agua encontrados parastdnsa Asg-agua. Esto puede ser
causado por la fuerte hidratacion del el polimdimieando la mayor parte de agua del

sistema.

A una muy alta concentracion, > 0,8 en fraccibmasa y por encima de ~ 80 °C,
para todos los sistemas con polimero y tambiénglaiatema Ase- agua, los cristales
muestran una textura cerosa. Esta textura apatewedc las bicapas polares de los
cristales permanecen como "solidas”, mientras qae bicapas de cadenas
hidrocarbonadas se encuentran "fundidas" [22]. Gondas cadenas en los cristales
hidratados se funden, la cohesién de la red paadebilita por la hidratacién, se
colapsa y termina formando un cristal liquido. &mbargo, la cohesion de las bicapas
polares anhidras es superior y conserva la esteudristalina externa cuando las

cadenas alifaticas "se funden".

A partir de C= 0,9 de fraccidon en masa, para todos los sistesgasyidencia un
cambio repentino en el diagrama de fases. Estoapleimente significa que la
hidratacion de la molécula de anfifilo en los @iss es alrededor de 2,5 moléculas de

agua por cada una de Asm sea, el 10% en peso del agua.

Cuando los sistemas concentrados se enfrian rapidamdesde el cristal liquido
laminar, aparecen estructuras gruesas tipicasseegiel. A medida que la temperatura
sigue bajando el sistema se convierte en una mekelssolucion isotropica vy

microcristales.
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3.6 Conclusiones del Capitulo

En este capitulo se determiné el diagrama de famapleto del sistema de Agc
agua. Para este sistema se muestran dos difereategases laminares, una cuando el
agua libre esta presente y otra cuando so6lo hay dginidratacion (capa de hidratacion
de primaria y secundaria). Cuando no existe adwa,lila formaciéon de un cristal
liquido laminar de alta concentracion es precegioiauna transicion desde cristales
hidratados a cristales liquidos cubicos.

Para este mismo sistema (fAsagua) se pudo determinar, a través del CDB y los
modelos citados que el agua se encuentra en tegtoegsliferentes. La primera capa de
hidratacion se compone de alrededor de 11 moléddasgua por cada molécula de
surfactante, que estan fuertemente ligadas al naigdos atomos de hidrégeno de los
grupos-OH de la cabeza polar por puentes de hidodgao son detectables por CDB.
La segunda capa de hidratacion esta formada poa der50-60 moléculas de agua por
molécula de surfactante, las cuales estan asocizmladas de la primera capa de
hidratacion y por esto se encuentran afectadasfioiente por la presencia de las
cabezas polares como para presentar un pico dmfdgerente a la del agua libre. El
agua no incluida en estas dos categorias se cangamo agua libre. Los diferentes
tipos de agua en el sistema Asagua afectan a la naturaleza de las mesofaseadasm

cuando el sistema se calienta.

En los sistemas Asgagua-PEG, se observa una disminucién de las
temperaturas de transicion a medida que aumemtabercion del polimero. Ademas,
bajo estas condiciones, existe un desplazamient@asdeonas de existencia del dominio
de cristal liquido cubico hacia menores concerdras. No se ha encontrado en

bibliografia informacién previde la existencia de este dominio.
En concentraciones cercanas a 0,8 de fraccion ea,rnws cristales cerosos que

poseen las bicapas hidrocarbonadas fundidas c@amsswestructura exterior cristalina,

mientras que las bicapas polares siguen sienditadgi
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En los sistemas que contienen el polimero comohcas® las texturas de las
mesofases encontradas a alta y baja concentraidinién difieren entre si. En estos

sistemas no se han podido detectar los distinos tie agua.

103



3.7 Referencias del capitulo

[1]- M. Ambrosi, P. Lo Nostro, L. Fratoni, L. DeB.W. Ninham, S. Palma, R.H.
Manzo, D. Allemandi, P. BaglioniPhysical Chemistry Chemical Physids (2004)
1401.

[2]- S. Palma, R. Manzo, D. Allemandi, L. FratoRi, Lo NostroLangmuir. 18 (2002)
9219.

[3]- L. Benedini, E. Schulz, P. Messina, S. PalDa&llemandi, P. SchulzColloids and
Surfaces A: Physicochemical and Engineering Asp8¢t (2011) 178.

[4]- P. Lo Nostro.Internet Journal of Science Biological Chemist(§997). http:
/lwww.netsci-journal.com/97v4/ index.htm.

[5]- P. Martindale.The Complete Drug Referenc@6" ed. The Pharmaceutical Press.
(2009). London.

[6]- R. Rowe, P. Sheskey, M. Quinn (Ed$dandbook of Pharmaceuticals Excipients
6" ed., Pharmaceutical Press and American Pharma&issciation. (2009) 46.
London-Chicago.

[7]- P. Lo Nostro, B. Ninham, L. Fratoni, S. Palnfa, Manzo, D. Allemandi, P.
Baglioni. Langmuir.19 (2003) 3222.

[8]- S. Palma, A. Jimenez-Kairuz, L. Fratoni, P.Nostro, R. Manzo, D. Allemandi.
Farmaca 58 (2003) 1271.

[9]- S. Palma, P. Lo Nostro, R. Manzo, D. Allemand@uropean Journal of
Pharmaceutical Sciencé&6 (2002) 37.

[10]- P. Lo Nostro, G. Capuzzi, N. Mulinactiangmuir.16 (2000) 1744.

[11]- P. Lo Nostro, G. Capuzzi, P. Pinelli, N. Mudicci, A. Romani, F. Vincieri.
Colloids and Surfaces A: Physicochemical and Eraging Aspects167 (2000) 83.
[12]- R. Minardi, P. Schulz, B. Vuan@olloid and Polymer Scienc75 (1997) 754.
[13]- U. Kbhler.Canadian Journal of Spectrosco38 5 (1988) 122

[14]- S. Palma, B. Maletto, P. Lo Nostro, R. Manzd, Pistoresi-Palencia, D.
Allemandi.Drug Development and Industrial Pharma&g (2006) 1.

[15]- S. PalmaPhD Thesis Ed. UNC. Universidad Nacional de Cordoba. Argemti
(2003) 49-55.

104



[16]- M. Brown. Handbook of Thermal Analysis and Calorimetfisevier, Amsterdam
(1998).

[17]- J. McNaughton, C.MortimeiCalorimetria Diferencial deBarrido .Perkin Elmer
Corporation (1975).

[18]- P. Schulz, J. Soltero-Martinez, J. Puibhermal Behavior of Dispersed Systems
Ed. N. Garti. Marcel Dekker, New York, 4 (2001) 121

[19]- K. Connors, G. Amidon, |. Stell&hemical Stability of Pharmaceutica" ed.,
Wiley—Interscience, New York, (1986).

[20]- A. Wade, P. WellerHandbook of Pharmaceutical Excipien8® ed. American
Pharmaceutical Association, Washington DC. (19%4) 1

[21]-G. Chernik.Current Opinions in Colloid and Interface Sciendg2000) 381.
[22]-P. Schulz, M. Abrameto, J. Puig, F. Solterorfeez, A. Gonzéalez-Alvarez.
Langmuir.12 (1996) 3082.

[23]- J.A. Rupley, G. CarerAdvances in Protein Chemist1 (1991) 37.

[24]- P. Schulz, J. Puig, G. Barreiro, L. Torréeermochemical Act®231 (1994) 239.
[25]- J. Puig, J. Soltero, E. Franses, L. TorresSéhulz.Surfactants in SolutiorEds.
K. Chattopdhyay, A. Mittal. Marcel Dekker, New Yo0r(d996) 147.

[26]- P. SchulzEncyclopedia of Surface and Colloid Sciern2¥ ed. Ed. A. Hubbard.
Taylor & Francis, New York. (2006) 6562.

[27]- O. El Seoud, A. Blasko, C. BuntoBerichtes Bunsenges Physikalische Chemie
99 (1995) 1214.

[28]- T. de Vringer, J. Joosten, H. Juningdournal of Colloid and Polymer Science
264 (1986) 623.

[29]- B. Bogdanov, M. MihailovJournal of Polymer Science Polymer Physics Edition
23 (1985) 2149.

[30]- J. Breen, D. Huis, J. de Bleijser, J. Leydeurnal of Chemical Society Faraday
Transactions| 84 (1988) 293.

[31]- N. Graham, M. Zulfigar, N. Nwachuku, A. RaghPolymer 30 (1989) 528.

[32]- P. Schulz, J. PuigColloids and Surfaces A: Physicochemical and Ergjing
Aspects71 (1993) 83.

[33]- F. Tokiwa, K. OhkiJournal of Physical Chemistry1 (1967) 1343.

[34]- M. Kawai, Y. Ogawa, T. Takenakiaangmuir.2 (1986) 739.

105



Capitulo 4

Comportamiento de Fase de Asg
en Monocapas de Langmuir y su
Absorcidon en Monocapas con

Fosfolipidos

4.1 Introduccién

El estudio de sistemas en monocapas es una bueaalenta fisicoquimica con
implicancias considerables en la ciencia y la teggia. La técnica de monocapas es un
método para estudiar las interacciones y afinidagtdse diferentes anfifilos y las
interfases aire-agua o aire lipido [1-3].

Un completo entendimiento del comportamiento deéeuwhs en una monocapas
se obtiene por aplicacion de la técnica de Langntmicual consta basicamente en la
formaciéon de una monocapa con la molécula o maécié interés, sobre una subfase

acuosa. [4].
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El estudio de peliculas monomoleculares (monocag@®)e superficies liquidas
(acuosas) nos provee, ademas, por ejemplo: infadmanecanica, estabilidad de la
monocapa ante el aumento de presion lateral; irdoidn eléctrica, mediante medidas
de potenciales superficiales; informacion oOptiaa, galculo de los indices de refraccion
de las peliculas e informacién quimica de las mdés; como el grado de disociacion;
entre otras. Estas propiedades, junto con la gwsigi orientacion en los diferentes
arreglos formados, les confieren caracteristiciiquédares a cada monocapa [4,5]. Toda
esta informacion, ademas, contribuye al entendimmiede las formas y tamafios

moleculares.

Una técnica basica y ampliamente difundida paracatarizar monocapas de
Langmuir son las isotermas de compresion, en latesise grafica el cambio en la
presion superficialn) en funcién del &rea molecular promedio (MMA),easel area o
seccion promedio que ocupa cada molécula en todireal circunscripta entre las
barreras, en A Esta medida se realiza generalmente en pseudiibequdado que
existe una compresion constante de la monocapalalanque va registrandosenan

mN/m a una temperatura, T en °C.

Una propiedad de interés de las moléculas que merdestudiada formando estas
peliculas es la eléctrica. Esta puede evaluarsenmtio de medidas de potencial
superficial AV). La adsorciéon de una pelicula monomolecular asutdase, trae como
consecuencia un cambio en la funcién trabajo ylpdanto, del potencial superficial.
Este,AV, se produce como la diferencia entre el poterdgala subfase desnuda vy el
producido cuando se encuentra la pelicula. Estenpiati se puede medir mediante la
técnica del capacitor vibrante o, como en estayjoadbe tesis, con la de ionizacion [4].

Actualmente se puede obtener mucha informaciéncdeiportamiento de una
sustancia en monocapas insolubles mediante migtsoade angulo de Brewster
(BAM). Con esta técnica se puede observar la orgaidn bidimensional, incluido el
tamano, forma y heterogeneidad de los dominiossentgo de sistemas. Una ventaja
de ésta, con respecto a otra técnica muy empleadaste tipo de estudios, la
microscopia de fluorescencia, es que no es neoedanso de sondas y por lo tanto, es
menos probable que la muestra pueda sufrir algtgraeon durante el estudio [4].

Existe gran dificultad para que se produzcan plaécu insolubles

monomoleculares por moléculas que posean meno< dgoinos de carbono en su
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cadena. En estos casos se pierden moléculas deld@dmlubilidad de estos compuestos
y por lo tanto, se pierde la estabilidad de la ncapa [4].

Segun la informacion bibliografica, el Agcforma monocapas estables a
temperatura ambiente [6]. Ademas, en esta refexesei informa la formacién de
monocapas mezcladas de este acido con vitamindaEnglusion de colesterol para
aumentar la estabilidad de las mismas. El uso eoitante de diversos componentes en
una monocapa, como en este caso, presta herramipata desarrollar sistemas

transportadores a base de lipidos o surfactants, @ros.

En bibliografia se encuentran estrategias parait@sactividades farmacologicas
de diferentes compuestos usando isotermas de aWsofen la referencia [7] se
describe como el cambio de potencial de Volta yinkeraccion de surfactantes
cationicos con monocapas de lipidos puede pretkedctividad bactericida de estos

compuestos.

En la seccion 4.4.1 se realizaron estudios de eidsoen monocapas donde se
utilizé la 1,2-Dimiristoil-sn-Glicero-3-FosfocolindDMPC). Ademas, en el capitulo 6
se realizaron liposomas con este lipido. Por estmntinuacion, se detallan algunas de

las caracteristicas de este compuesto.

4.1.1 Consideraciones del Fosfolipido Utilizado

Los fosfolipidos son moléculas anfifilicas y losnpipales componentes de las
membranas celulares. Estos compuestos se puedsardsamando una gran variedad
de estructuras como las micelas y los liposom&s. [8

Los fosfolipidos pueden seanidnicos, cationicos, neutros o zwitterionicos,
dependiendo de la naturaleza de su porcion polar. efemplo, los derivados de
fosfatidilcolina (PC) son zwiteriénicos, los dems de fosfoglicerol (PG) son
negativos y existen otros que tienen diferentesipoes polares. Presentan alta
solubilidad en compuestos organicos. Otras prodeslaipicas que muestran estas

moléculas, ademas de las caracteristicas anfffjlies la temperatura critica de
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transicion (T) que es la temperatura a la cual se comienzamdairflas cadenas

hidrocarbonadas. Por encima de de lalds fosfolipidos pueden pasar de una fase

cristalina a una de cristal liquido (mesofase).[10]

Estado gel-cristalino
Q DOD'DO'QDG
ﬁ .|| | || Vool ilil o |

(R RV
boboéb'\:'mbo

Estado gel-liguido

Figura 4.1: Representacion esquematica de una membrana de lipie pasa de un estado rigido

(izquierda) a otro fluido (derecha) por encimdademperatura de transicion, Tc.

La 1,2-Dimiristoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina(DMPC) (GeH72NOgP), es una
fosfatidilcolina sintética. La fosfatidilcolina es0 de los lipidos mas abundantes en las

membranas de las células animales. Ademas, esmpoytante en la regidén externa de

la membrana, donde participa en la permeabilidadazeLa DMPC posee dos cadenas

hidrocarbonadas (porcion hidrofobica) saturadad4learbonos cada una. Su cabeza

polar es zwiteridnica, por la presencia de un griggfato (carga negativa) y un grupo

amino terciario que le confiere la carga positiZata molécula tiene carga negativa a

pH neutro. Tiene una masa molar de 677,94 (g/mabha/temperatura de transicion de

~23,5°C [10,11].
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Figura 4.2: Representacion de la molécula dk2-Dimiristoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina
(DMPC), en 3D realizada con el programa Hipercheprdessional. En Celeste: C, blanco: H, rojo: O,

azul: N, Amarillo: P. El inserto muestra otra farhe representacion.

Se eligid este lipido porque presenta una temparade transicion de fase
cristalina-gel a liquido cristalina apropiado pareedir las perturbaciones de las

membranas.
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4.2 Objetivo

El objetivo de las investigaciones que se detatlareste capitulo es estudiar el
comportamiento superficial del Agen monocapas de Langmuir con y sin diferencia
de potencial y microscopia de angulo de Brewst&MB Ademas, mediante isotermas
de adsorcion establecer la interaccion entre ajsgAsmonocapas con fosfolipidos.
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4.3 Experimental

4.3.1 Materiales

Se utilizd el mismo palmitato de ascorbilo (Agcque en las experiencias
anteriores. Lal,2-Dimiristoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina(DMPC) fue comprada en
Avanti polar Lipids, Inc. (Alabama, USA). El aguzefpurificada por un sistema Milli-
Q (Millipore, Billerica, MA), para obtener un procto con una resistividad de ~ 18,5
MQ. La ausencia de impurezas con actividad supdrfesacorroborada como se
describe en [12].

4.3.2 Métodos

Las monocapas insolubles o de Langmuir se prodycearacterizan por en un
instrumento que se conoce como balanza de Langiawual consta de una cubeta que
contiene la subfase acuosa y cuenta con barreraglesidque son usadas para
comprimir la monocapa. Esta cubeta esta constmodamateriales hidrofobicos como
el Teflon.

En la figura 4.4 se muestra una representaciomeebalanza la Langmuir como
la que se uso6 en este estudio. Aqui la muestrastendie se encuentra disuelta en un
liquido inmiscible en agua, como el cloroformo azoia de este con metanol (1:1).

El estudio se basa en la siembra de una cantidazticla de las moléculas sobre
una subfase acuosa, para luego, comprimirlas o omnias y expandirlas por las
barreras moviles después de que el solvente sechaparado.

La formacion de la monocapa, cuando se trabajamgdeatura constante, es
evidenciada por medio de la isoterma presion sigpar{n) en funcion del area de la

monocapa.
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Figura 4.4: Representacion esquematica de una Balanza de Langomuplaca Wilhelmy para medir
presion superficial usando una electrobalanza.éPademas, una sonda de potencial superficial. Tambi
se muestra el sustrato de inmersiédigper’) empleado para transferir una monocapa Langmuir

Blodgett a un soporte solido.

4.3.2.1 Isotermas de Compresion: Presion Superfiddaea Molecular

Se realizaron las isotermas de compresion de soleside Asg a diferentes
temperaturas. Fueron esparcidosgi28e una solucion de este compuesiaina cubeta
de Teflén de 266 cfillena con 200 ml de subfase. La solucién de Astilizada fue de
1mg/ml en una mezcla (1:1) metanol:cloroformo. takiciones acuosas usadas como
subfase y sus correspondientes piH.j fueron: a) aguapH, ~ 6, b) solucién salina
pHy ~ 6 (NaCl 145mM), c) solucion saliqad, ~ 3 (NaCl 100 mM ajustado a pH 3 con
HCI), d) solucion salingH, ~ 8 (NaCl 90 mM ajustado a pH ~ 8 con TrisCH)tris,
tris (hidroximetil) aminometano, (HOGHCNH;,, es un regulador guffer’) organico
de pH que tiene un pk= 8,06.

El film permanecido 5 minutos en reposo para quevapore el solvente y se
alcance la relajacion de 0 mN/m. Luego se comprisatrmicamente (la velocidad de
compresién fue de 2 + 1?Amoléc™ min %) hasta la presién objetivo. La presion
superficial fue determinada con una placa de Rtdsal método de Wilhemy con un

equipo KSV minicubeta (KSV, Helsinki, Finlandia) e de una caja acrilica.
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Consecuentemente se midio el area total del filhar& molecular promedio (MMA)
fue calculada para cada experimento a partir @l total de la monocapa y los datos de
concentracion de la solucion de AscLa temperatura de la subfase (£ 5 °C) fue
controlada mediante un bafio Haake con circulackberea y fue mantenida a 25 °C.
Un experimento representativo de un conjunto de ésgerimentos independientes se
muestra en cada una de las figuras que difiereMMA y las medidas de presion
superficial en menos de Z 4 0,2 mNn, respectivamente.

Con el fin de analizar el comportamiento elastieola pelicula de moléculas
adsorbidas, se calcula el médulo de compresibili@ad, el cual puede ser calculado a
partir de la pendiente de la curvan funcion de MMA. Por lo tanto, partir de losatat

de la isoterma se calcula este médulo, como setrawess la referencia [5]:

= _MMA(d%MMA)T

(ec. 4.1)

donde MMA, representa al area molecular promedin A& n es la presion
superficial en mN/m y T la temperatura en ° C. @lipo se encuentra dentro de una
cubierta acrilica. Por esto, todas las medidasepodiser realizadas en atmosfera de N

para evitar la posible oxidacion del AsfL3].

4.3.2.2 Medidas de BAM
La microscopia de angulo de Brewster (BAM) muesksa organizacion

bidimensional de una monocapa en una balanza dgmuan incluyendo su forma y
tamafo de los dominios. En este instrumento latéude luz emite luz polarizada, la
cual incide sobre la superficie desnuda o limpidadgubfase con un angulo de 53,1°.
Este es el angulo de Brewter. La imagen recolegbada! detector en este caso es el
fondo, observandose una imagen obscura porque woluzareflectada. En estas
condiciones, cuando aparece una monocapa sobubfiase y la luz polarizada incide
sobre esta, se genera una modificacion de las @onds del angulo de Brewter y se
detecta una imagen diferente a la del fondo. Aspwseden observar los diferentes

estados bidimensionales de las monocapas.
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Las monocapas se prepararon como se describe ni#s asandan equipo de
monocapas pequefio Modelo 102M (NIMA Technology Gdyentry, Inglaterra). Esta
balanza de Langmuir se mont6 sobre un ElipsémetamoMm EP3 (Accurion,
Goettingen, Alemania) utilizado en la modalidadweroscopia de angulo de Brewster
(BAM). El cero de reflexion se establecié con ueselade) = 532 nm polarizado
incidiendo sobre la superficie acuosa desnuda (agjna monocapas) calibrado
experimentalmente en el angulo de Brewster (~ 93,Después de la formacion de la
monocapa Yy la compresion, la luz reflejada se riécogdiante un objetivo 10X. El
nivel de gris de cada pixel de las imagenes de BA&M directamente relacionado con

el cuadrado del espesor de la pelicula [14].

4.3.2.3Mediciones de Potencial Superficial

El potencial superficial de Volta\{) se registré en compresion de la monocapa
esparcida sobre la subfases acuosa a 25 °C usaadoalanza de Langmuir circular
(Monofilmetter) construida en el laboratorio. Sejise6 la diferencia de potencial
mediante un electrodo superficial ionizante de die¢**Am colocado~ 5 mm por
encima de la interfaz y un electrodo de Ag/AgCI(BM) de referencia sumergido en la
subfase [15].

El potencial superficial medido para una superf@aegada debe estar dado por

[5]:
AV = (4npiIMMA) + yo  (ec. 4.2)

DondepL es el momento bipolar general resultante del starfiée en direccion
perpendicular a la interfaseyp es la diferencia de potencial debida a la dobjmca
entre la superficie y el seno de la subfase. Ervégy, fue calculado de acuerdo a la
ecuacion de Poisson-Boltzman, como se describel@n Ip que permite calcular el

parametrquL,
4.3.2.4 Estado de lonizacién del Agen Funcién del pH de la Subfase

Una monocapa de moléculas cargadas negativameaatkudar a una doble capa

de iones, que atrae a los protones a la supesficiduce una disminucion del pH de la
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superficie pHy) de la siguiente manera [5]:
pHs<= pHy + Fyo /2,3RT (ec.4.3)

donde F es la constante de Faraday, RT es la artérgiica ypH,es el pHen el
seno de la subfase. El potenagjgles funcion de de la fuerza idnica, de la densdad
carga superficial [16] y depHs. Por lo tanto,yo depende también del grado de
disociacion de las moléculas de fsc

Por otro ladopHs depende da su vez dey (ec. 4.3) [17]. Esto implica una
mayor complejidad de calculo.

Considerando la ecuacion de densidad de cargafsigdete Poisson-Boltzman,
se establece la siguiente relacion entre el graddisbciacion ) y el potencial de

doble capayo, por la que se puedstener elpHy:

0=/2RTez, [ CP expl- Fau, /RT)-Y.CP]"* +

F/ MMA[Ka /K, +[H *]b exp(- Fyyal RT)]
(ec.4.4)

dondeg es la permitividad del medio (8@), es la permitividad en el vacio;’@s
la concentracion de iones en el med#iges la constante de disociacion, z es la carga del
ion y [H+]b es la concentracion de protones en etlim Entonces de la ecuacion 4.4
pueden ser calculados numéricamente para cada delpk, los valores dey y o

conociendo todos los otros parametros.

4.3.2.5 Adsorcion de Asga Monocapas de Fosfolipidos

Se registraron cambios en la presion superficiglotencial superficial a area
constante y de forma continua, sobre una solu@bnas(NaCl 145 mM) y agua a pH ~
6 y a 25 °C, usando una balanza de Langmuir cir¢Manofilmetter) construida en el
laboratorio.

El potencial y la presion se obtuvieron luego denigeccion de 100 de una

solucién de Asg 1,23 mg/ml en etanol en el seno de cada subfasel)lha
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concentracion final de Asgen la subfase fue de 13;81. Las curvas de adsorcion se
realizaron sobre una superficie sin fosfolipidostnia con monocapas de fosfolipidos.
Estas monocapas se realizaron con una fosfatigiécatwiterionica (DMPC). Sus
caracteristicas se han presentado en la introdudedste capitulo. En primer lugar se
esparcio el fosfolipido sobre la subfase en lag@ainaciones adecuadas hasta llegar a
20 mN/m. Luego se deposité el Asen el seno de la subfase (por debajo de la

monocapa de lipidos) y se registraron las vari@sale potencial y presion.
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4.4 Resultados y Discusion

4.4.1 Dependencia de la Temperatura en el Comportamigatbase de
Monocapas de Asg

Las isotermas de compresion de monocapas adsorbelassgs en solucion
salina apH, ~ 6 muestran la presencia de un liquido expan(li&) en fase de baja
densidad molecular (alta area molecular promedidAY (ver figura 4.5 a),
presentandwalores bajos de médulo de compresibilidad (@80 mN/m, ver figura
4.5 b). En condiciones iniciales de compresionbgjas temperaturas, se observa en la
figura 4.5a una meseta cercana que es caract@nilgtiana transicion de fase de primer
orden. La figura 4.5b muestra una fase comprimata\@lores de Cs~ 200 mN/m,
indicando un caracter de liquido condensado (L®).[Irabajando a temperaturas
menores de 20 °C, una mayor compresion (~ 65 mNéwa al colapso de la
monocapa.

Como era de esperar, la presion de transicion skeda LE-LC aumenta con la
temperatura de forma similar a otros sistemas g¢gsren bibliografia [19]. Por otro
lado, la presidon de colapso disminuye sustancidingror encima de 20° C,
favoreciendo el colapso de la fase como se obsemvéa figura 4.5a. Ademas, se
presenta un comportamiento similar cuando se aitdizagua como subfase mostrando
una mayor estabilidad de la fase condensada a jp@sa®nes superficiales, reduciendo
asi las presiones de transicion (ver recuadro efiglaa 4.5a). Esta diferencia se

discutird a continuacion.
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Figura 4.5 a Comportamiento superficial de monocapas deg&stsolucion salina pH, ~ 6. Isoterma

de compresion. Las figuras muestran curvas rep@sess de un conjunto de curvas de ftres
experimentos independientes. El inserto en elgrafiuestra un diagrama de fase de monocapas dg Asc
en una subfase de solucidn salinatg ~ 6 (circulos negros) y otra subfase de aguaulosayrises). LE
corresponde a la region de liquido expandido, L& de liquido condensado y CP a la fase de colapso.
Los circulos abiertos indican el comienzo de lagigion LE a LC, los circulos cerrados indican la

presion de colapso. Cada punto corresponde a w@rimgnto individual.
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Figura 4.5 b. Comportamiento superficial de monocapas de &t solucion salina a pH 6. Mddulo
de compresion de monocapas de ;A®n funcion de la temperatura. Las figuras muestamvas

representativas de un conjunto de curvas de tEriexentos independientes.

El MMA a la presién de colapso muestra valoreseett® a 2242 Molec. La
comparacion de este valor con el area calculadka eaferencia [20] a partir de la
seccion transversal del grupo polar deA$21 A2 Molec?) sugiere un fuerte empaque

de las moléculas de Ag®n la superficie en la fase de LC.
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4.4.2 Célculo de la Fracciéon de Disociacion de MonocapasAsgs como

Funcion del pH de la Subfase y la Concentraciéingal

Teniendo en cuenta las caracteristicas acidas raplogG-OH del anillo de
ascorbico se estimé la fraccion de ionizacion de rteléculas en la superficie de
monocapad) como funcién del pH de la subfaggHf) para una concentracion de iones
en la subfase de 290 y 1x1fnM, considerando la ecuacién de Poisson-Boltznsaa p
la densidad de carga superficial (véase Seccioargmental). Los resultados de estos
calculos son mostrados en la figura 4.6.
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Figura. 4.6. Comportamiento de ionizacion del Asen la interfaz. a) pH calculado en la superficl®) y
célculo de la fraccién de disociacion de una md&écle palmitato de ascorbilo acido d,p= 4,2
organizada en la interfase. La densidad molecawaesponde a una MMA de 65 (azul), 40 (rojo) o 30
(negro)/&2 Molec™. La concentracién de iones de la subfase a difesqyH del interior de la solucidue
290 mM (circulos cerrados) o 1xT0mM (circulos abiertos). La linea gris horizontala@ representa el

pKa del Asge Las lineas negras verticales discontinuas indiaancondiciones de pH de la subfase
usadas en este trabajo.
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Puesto que la densidad molecular aumenta con Hhairdision en MMA, se
establecid un incremento negativo de la densidadcatga en compresion para
moléculas de Asgparcialmente ionizadas, las cuales inducen un piatenegativo de
doble capaypo) [16]. Siguiendo la ecuacion 4.3, un valor negatie yo (inducido por
una superficie cargada negativamente debido artiidaédel protén del -OH fendlico
en posicion 3 del anillo ascorbico) lleva a unauceidn del pH superficialpfs). Esto
se muestra en la figura 4.6a. En la figura 4.6presenta la fraccion de disociacion de
Ascie (o), la cual disminuye con la compresion. Este efeetobserva particularmente a
pHp ~ 6 y en altas condiciones salinas. Esto indieadyuante la compresién isotérmica
la densidad de carga superficial no se mantienstaote cuando se trabaja con una
subfase de solucion salina como la mostrada egueaf4.5a.

La figura 4.6a también predice que cuando la mgresa forma en la superficie
del agua, con un tipicpH, ~ 6, el pH de la superficipHs, es de ~ 2,2, por lo que las
moléculas de Asg estaran presentes como moléculas neutras (fradeidlisociacion
~ 1x10%. Este hallazgo puede explicar las diferencia®mofasias en el diagrama de
fases que se muestra en el inserto de la figum eu&ndo se usa como subfase una
solucion salina. Por esto, usando agua como supfasmentando la presion, se genera
una disminucién del pH que hace que el.Ase encuentre presente mayormente como
molécula neutra. Como consecuencia, las interaesiantermoleculares entre los
anillos ascoérbicos pueden estar favorecidas y@tarito, la fase condensada se puede

alcanzar a presiones superficiales bastante menores

4.4.3 Fase y Topografia de la Monocapa de Asomo Funcion del pH de

la Subfase y de la Concentracion Salina.

Para investigar la dependencia de las monocapasagcon las condiciones de
la subfase, se realizo6 la isoterma de compresidifesentespH, y condiciones de
salinidad a 25 °C. Esto se representa en las 8gliraa y b. Ademas, se visualizaron
estas monocapas por microscopia de angulo de Bre(@tM), en la figura 4.8 a, b, c,
d.
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Figura 4.7: a) Isoterma de compresién y b) médulo de compitielild de monocapas de Agcen
funcion de las condiciones de la subfase: solusaima a pH ~ 3 (linea azul), agua (negro), s6huci
salina pH ~ 6 (rojo), y solucion salina a pH ~ 8rfle). Las flechas indican el comienzo de la tcadisi

de fase LE-condensada. La figura muestra curvasmiesentativas de un conjunto de tres experimentos
independientes. Las lineas verticales indican fesidad molecular utilizada para el calculo de dmrfa

4.6 y la de las imagenes de la figura 4.8 de a-d.

Las figuras 4.7 a y b muestran que las monocapasaftas en una subfase con
una solucion de alta salinidadpdd, ~ 3, desarrollan caracteristicas similares a las
monocapas formadas utilizando el agua como subasambas las condiciones de las
moléculas de Asg hacen previsible que se presenten en mayor pridgpoen la forma
neutra ¢ en el intervalo de 0,01 a 0,03), y por lo tanta ooa baja densidad de carga

(véase figura 4.6 b).

En la isoterma de compresion de la figura 4.7&alicolor verde, se muestra que para
un sistema donde se usa como subfase soluciéra saphl, ~ 8, la fase de LE se
mantiene estable a alta presion superficial y bjpA (~ 30 mN/m y ~ 30 & moléc'
respectivamente). El bajo modulo de compresioradegra 4.7b a bajas MMA (linea
verde) corrobora esta interpretacion. Esta esti#oilise corresponde, como era de
esperar, con los altos valoresaddel Asgg, presentados en la figura 4.6a. Por lo tanto,

mayor repulsion molecular implica formacién de fas#s fluidas.

123



) 30 A?/molec] 40 A%molec 65 A2imolec
a Atpr

b)

d)

Figura 4.8 Comportamiento superficial y patrén topografice shonocapas de Asgcen diferentes
subfases. Paneles de a-d muestran el patrén tdjgogd@ las monocapas de Aspor BAM, al MMA
indicado, utilizando diferentes superficies: a)adu) solucion salina a pH ~ 3, c) solucion safireH ~

8 y d) solucion salina pH ~ 6. Para una mejor \izaeion de la parte inferior fue seleccionado una
variedad de niveles de gris desde 0 hasta 100a(escala 0-255 original) con el fin de mantener la
relacién del nivel gris-espesor de la pelicula. radgenes son representativas de dos experimentos

independientes. Tamafo de imagen 370 x 464

124



Las imagenes de BAM de las peliculas que se eredas figuras 4.8 a y b,
muestran dominios condensados con bordes filosggjendo una naturaleza cristalina
durante la compresion. La cohesion de las moléanadominios se ve favorecida en
una direccion definida a 39° + 2° respecto al geddminio principal. También se
observo en algunos casos el desarrollo de un lseaeondario a 61° + 2° del eje del
dominio principal. Esto indica un crecimiento prefecial hacia un lado de las ramas
del cristal. Dominios similares se obtuvieron pasamonocapas de amida del acido N-
tetradecily, d-dihidroxipentanoico (DHBAA) [21] con un angulo derecimiento
principal en direccion de 30° y uno secundario @& #65°. Vollhardt y colaboradores
han demostrado que los &ngulos de crecimiento wddes en dominios condensados

responden a las caracteristicas de red de la esturistalina [22].

Las imagenes de BAM mostradas en la figura 4.8 @ sevelan diferentes
reflectividades de los dominios de los alrededdses observan zonas con diferente
brillo). Estos estudios proveen informacién sobreréenamiento molecular de texturas
bidimensionales (2D). Cuando la cadena alquilida esientada paralela al plano
incidente de radiacién, la luz polarizada es rédida sin cambio de polarizacién. Sin
embargo, si los dominios se encuentran rotadobrild disminuye con el orden de
orientacion azimutal en una direccion diferenta ddl plano incidente [22-24].

Los dominios observados de Ascen las figuras 4.8 a y b muestran una
reflectividad uniforme, sugiriendo una orientacidnica de las moléculas que los

forman.

Ademas, se sacaron las microfotografias BAM de estpaquetamiento y se
presentan en la figura 4.8c, donde se sigue evaethe que la fase LC no llega a ser
tan cristalina como las que se obtienen cuanddilsgan otras subfases. En esta figura
la fase de LC es modelada en forma de dominios pegsiefios, con bordes muy
ondulados y un nivel uniforme gris, indicando wstesina isotropico en 2D. Esto indica
que la ionizacion del Asg en la superficie implica repulsion intermoleculgue

favorece la fase expandida y evita la formacidoridgales.

Un comportamiento intermedio se observa en lagris@s y las imagenes de

BAM para monocapas de Agcen soluciones salinas g, ~ 6. Las isotermas de
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compresion se presentan en la figura 4.7 a, el ln@®ucompresion en la 4.7b, (lineas
rojas) y las imadgenes de BAM en la 4.8d.

Los calculos predicen una fraccion de ionizacion-dk5 para este sistema y son
presentados en la figura 4.6b. Bajo esta condit@diase LC muestra grandes dominios

con bordes menos ondulados (Figura 4.8d).

4.4.4 Calculo del Potencial Superficial y Momento DipoRerpendicular.

Para entender mejor el comportamiento de monoc#sass se realizaron
mediciones de potencial superficialAM) en funcibn de la densidad de
empaquetamiento.

La figura 4.9a muestra el cambio A¥ (en mV) con la compresién, medida para
monocapas de Asgen diferentes condiciones de la subfase. La ditgsede potencial
debida a la doble capa eléctrica producida entresdperficie de la pelicula
monomolecular y el interior de la subfase)(fue calculada para cada condicidn
usando la ecuacion 4.4 en funcion del MMA vy repnesda en la figura 4.9b. Esto
permite la estimacion del momento dipolar perpandrci.L) de las moléculas de Agc
utilizando la ecuacion 4.2. Los resultados se gaafien la figura 4.9 c.

El célculo dey presentado en la figura 4.9 b se traduce en \watpre aumentan
con la secuencia: solucion saljpid, ~ 3 > salingoH, ~ 6 > salingpHy, ~ 8 > agua.
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Figura 4.9 Comportamiento del potencial superficial de mopasade Asg en diferentes subfases. a)
Potencial superficial, b) potencial calculado déldaapa (ec. 4.4) y c) momento dipolar perpendicul
resultante calculado (con la ec. 4.2, véase la@eexperimental) de monocapas de Asn funcién de

la composicién de la subfase: salptd, = 3 (linea azul), agua (negro), solucion safirg ~ 6 (rojo) y la
solucién salingH, = 8 (verde). Las flechas indicar el comienzo dé&aasicion de fase de LE-LC. El
panel (a) muestra el las curvas experimentaleseseptativas de un conjunto de tres experimentos

independientes.

Considerando solamente las subfases formadas lporsw®es salinas se encontro,
como era de esperar y se presenta en la refergidiaque cuanto mayor sea la
fraccion de disociacioru) del Asgs en la superficie, y por lo tanto, cuando exista un

mas alta densidad de carga negativa, mayor sgedoglnegativo de. Esto se muestra
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en la figura 4.9b, donde se observan mayores pateamegativos de doble capa)(
cuanto mas ionizada se encuentre la molécula, @ seayoregH,. Esto mismo se
puede observar en las figuras 4.6 a y b, dondeadean pHs y o en funcién degH,
respectivamente, pudiendo arribar a conclusiomesases.

En la figura 4.6a, a menor fuerza iénica de la asbdf(1x18 mM,), se produce
una disminucién de los valores de la curvapdt (circulos abiertos) cuando se los
grafica en funcion dpH. Por lo tanto, si se introducen los valores rebypex depHs y
pHy en la ecuacion 4.3 se obtienen menores valores. de

En la figura 4.6b, se observa una menor ionizac@m menores fuerzas idnicas
(circulos abiertos). O sea, para un mismo valopldgel valor deo va a ser menor
cuanto menor sea la fuerza ionica y esta diferesectaace mas importante a medida que

se aumenta el valor gbép.

Cuando consideramos monocapas dedsubre una subfase de agua, la fraccién
de disociacién calculada, es sélo el 0,01 a una MAL0 A/molécula. En un primer
momento, bajo estas condiciones, se considero raol@capa como esencialmente
"neutra”. Sin embargo, si se tiene en cuenta ebrvde yo en los experimentos
representados en la figura 4.9b, la monocapa seamania como una superficie
cargada. Por lo tanto, cuando hay una concentradiéniones de 1x1D M
(concentracion de protones en agua pupHa~ 6) solamente se contrarrestarian el
potencial electrostatico inducido por el 1% de tasléculas de Asg cargadas.
Entoncesy alcanza valores mas negativos que los halladosras a@e las condiciones

presentados en la figura 4.9b.

Dado queAV depende tanto de la densidad de empaquetamientio de la
orientacion de las moléculas en la monocapa, serasm aumento en los valordy
durante la compresion de la fase LE como conse@ede un progresivo
enderezamiento vertical. Este efecto se observa éigura 4.9a para las monocapas
cargadas (en solucion salina jld, ~ 6 y a 8) a baja densidad de empaquetamiento.
Cuando las monocapas se encuentran en un estado £€3 a una baja MMA, los
valoresAV alcanzan los 100-150 mV. La diferencia en valde=AV entre las dos fases
de las monocapas cargada¥(c- AV.g) puede dar cuenta de repulsiones intradominio
las cuales los conducen a formar dominios en fodea“flores” [25] como las

observadas en las figuras 4.8 c-d tomadas del BEManalisis de la figura. 4.9c
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muestra un descenso monotono continuopdegbara las monocapas cargadas, lo que
puede indicar la compensacion de los dipolos médeesi internos y/o cambios en la
hidratacion/interaccion ionica, como consecueneidadcompresion. Las "monocapas
neutras”, tanto en agua como en solucion salkha~ 3 muestran una reorganizacion
mas pronunciada dalV y deluL, yendo desde valores mas altos hacia menoressalor
que coinciden con la region de transicion de f&®no consecuencia, gl general
resultante cae cerca cero cuando la monocapa sergrec en estado cristalino. Esto se
produce a valores bajos de MMA, sugiriendo la camspeidn/reorientacion de los
dipolos fundamentales en la molécula, o cambiokideatacién de la cabeza polar o

bien una combinacion de ambos efectos.

4.4.5 Adsorcion de Asgen Interfases con y sin Fosfolipidos.

Con el fin de explorar la posible interaccion deciAscuando es afiadido a
biomembranas, tanto en medio acuoso como en solgEbna, se ha realizado un
estudio de la adsorcibn de Ascen interfaces desnudas y con monocapas de

fosfolipidos.

En las figuras 4.10 y 4.11 se presentan el compagtao de adsorcion del Agc
en subfases desnudas (sin fosfolipidos). En la gueamse observa la variaciéon de
presion superficial tanto en agua (linea gris) cemaolucion salina (linea negra) a area
constante. Los valores aqui obtenidos pueden sepamados con estados LE de las

monocapas de Agsgsobre una subfase salina y agua de la figura 4.7.
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Figura 4.10. Adsorcion de Asg sobre superficies desnudas (sin fosfolipidos)iea negra representan

variacion de la presién superficial en funcién tieinpo durante la adsorcidon de Asdesde la subfase

acuosa con NaCl 145 mM (pH ~ 6) y la linea gris agna (pH ~ 6) como subfase. Las figuras muestran

curvas representativas que fueron realizadas & gartin conjunto de dos experimentos independiente

Las flechas indican las transiciones de fase da LE (liquido condensado).

La adsorcion a la interfase aire /agua (sin fogitis) es un proceso mas lento,
bifasico, con un tiempo (t) ~ 290 s para la prim&seta y ~1800 s para la segunda; en
comparacion con la adsorcién del tensioactivo sufgerficie de una solucion salina en
las mismas condiciones (t ~ 140 s) (Figura 4.1@)aRste ultimo caso, la adsorcién del
surfactante aumenta la presion superficial hastd mN/m, que es la maxima presion
superficial en la que la monocapa Ases estable en estado de fase LE durante la
compresion, a la temperatura del experimento (25 E€te valor debe ser comparado
con el de la figura 4.7a de este capitulo.

Estas curvas de adsorcion indican que existe urrarbacinética mas alta para

gue se forme la fase LC cuando se usa agua confesssub

En ambos medios (agua y solucion salina) el pHadsubfase se encuentra
alrededor de 6, por lo tanto, la molécula se ertcaeionizada. Cuando el Asc
comienza a formar la monocapa las cargas se peamalinas efectivamente en la
subfase con mayor fuerza idnica (subfase salirsg) lfega asi a una mas alta presiéon en

menor tiempo. Sin embargo, a medida que las m@éaé van acomodando se llega,
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en agua, a una presion algo superior, lo que astaticando la aparicién de un estado
mas cristalino. Sin embargo, esto se produce deompo mayor.

Cuando el Asg se absorbe a una superficie sin fosfolipidos/aguabserva una
curva lenta tipo bifasica, esto significa que lanfa de la curva tiene un quiebre con dos
pendientes diferentes antes de llegar a la fasecnsialina (figura 4.10). La primera
meseta se alcanza a ~ 7mN/m y coincide con lagresiperficial mas alta en la que la
monocapa es estable en el estado de fase LE duaaotenpresion (figura 4.7a). La
adicion de mas moléculas a la interfase deberizinth nucleacion y el crecimiento de
la fase cristalina. Este proceso es mas lento quesolucion salina de subfase y se

manifiesta con una menor pendiente de la curvalseraion.

En la figura 4.11 se observa como se modifica &rpmal superficial a medida
que aumenta la presencia de moléculas dgsAst la interfase. Aqui se ve que para
ambos casos (solucion salina, linea negra y adnea Igris), la modificacion del
potencial es casi inmediata. Esto se debe a laqresde dipolos y la orientacion de las

moléculas de agua de la subfase.

El AV alcanzado, luego de la estabilizacién de la mgregara ambas subfases,
de ~ 85 mV para el agua y 130 mV en solucidon salsga acerca a los valores
observados en la fase LE formada por compresiétériseca (~ 70 y 130 mV)
representado en la figura 4.9 a. Esto esta en odenecia con que siempre en estas
condiciones las monocapas adsorbidas se encuemtestado LE.
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Figura 4.11. Adsorcion de Asg sobre superficies sin fosfolipidos. La linea negréa linea gris
representan la variacion del potencial superfidiahnte la adsorcion de As@n una subfase acuosa con
NaCl 145 mM y en agua, respectivamente en funciéh t@émpo. Las figuras muestran curvas

representativas que fueron realizadas a partindmnjunto de dos experimentos independientes.

Se realizaron adsorciones Asen monocapas con fosfolipidos con el fin de
describir el comportamiento de esta membrana costpu®ara esto se utilizd una
fosfatidilcolina zwiteriénica (DMPC) [26]. A la tgperatura experimental (25 °C), este
lipido presenta la propiedad de organizarse enfasa LE con cualquier presion
superficial hasta llegar al colapso [27]. Esto pigecir que por mas que se reduzca el
area entre las barreras los dominios no llegataal@s cristalinos bidimensionales.

Cuando el Asg se inyecta en la subfase debajo de una monocafusfdépidos
a 20 mN/m, se produce un aumento de la presionrfatipecomo se muestra en la
figura 4.12 (de solucion salina). Este efecto eficativo de una absorcion rapida de
moléculas Asgs a la interfase. El Asg se puede adsorber hasta presiones superficiales

mas altas que las observadas para superficiesdBsptesentadas en la figura 4.10.

En condiciones de alta salinidad (NaCl 145 mM) Isarea rapidamente valores
de presion superficial ~ 40 mN/m (figura 4.12).
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Figura 4.12: Adsorcion de Asg sobre superficies sin fosfolipidos y con fosfalfs usando como
subfase NaCl 145 mM. La linea negra representddareién en una monocapa de DMPC vy la linea gris
en una superficie desnuda. Las figuras muestrarasuepresentativas que fueron realizadas a piartir

un conjunto de dos experimentos independientesfléasas indican los puntos de inyeccion del,Asc

En conjunto, estos fendmenos pueden ser explicadoda capacidad de los
fosfolipidos para mantener una fase LE incluso tasalpresiones superficiales,

permitiendo una incorporacion facilitada de molasude Asg a la monocapa LE.

Luego de la evaluacion de la adsorcion del sunféetan estudio en monocapas
con fosfolipidos, se puede concluir que la presedei los mismos en estado liquido
expandido facilita la formacion de una monocapaldstjunto con el Asg en la

subfase ensayada a la temperatura de estudio.
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4.5 Conclusiones del capitulo

El Asce se auto-organiza en monocapas de Langmuir con igoiages
electrostaticas altamente dependientes del pH kasieondiciones de salinidad de la

subfase.

Se detectaron tedrica y experimentalmente los asnbmnorfolégicos y
termodinamicos inducidos por la alteracion de lastad de carga en las monocapas de

Asciepor disociacion del H acido dek<©H del anillo ascoérbico.

Se encontré un valor de MMA medido que es similé& seccion tedrica de una
cadena hidrocarbonada ~ 21 A, con lo que se deraugstalto empaquetamiento de la

pelicula de Asg.

Se observo un bajo momento dipolar perpendiculzarér de las mediciones de
potencial superficial para la fase cristalina, carago con la fase liquida condensada,

lo cual podria explicar las caracteristicas deltm®inios.

Mediante el uso de BAM se pudo observar la formadi@ los diferentes

dominios en funcion del tipo de subfase.

En condiciones de baja disociacion (pH ~ 3) semisen orden uniforme de las
moléculas. Ademas, se observa dentro de los dosniiferentes tonos de gris dados
por diferencias de reflectividad en el BAM respeatsus vecinos, esto sugiriere una
diferente inclinacion de las moléculas. Estas magdes y el crecimiento periférico de
los dominios en &ngulos caracteristicos sugierea naturaleza cristalina de los

dominios condensados en las mismas condicionesdeation.
Por otra parte, probablemente es inducida la foldnate dominios isotrépicos en

forma de flores por la alta repulsion interna dtgala compresion de la monocapa

cargada.

134



Se realizé un estudio de interaccion entre;Asn interfases con fosfolipidos. Las
monocapas de fosfolipidos proveen una matriz fdolerde adsorcidn-insercion de las
moléculas de Ase. Esto se debe probablemente a que los fosfolipmlosden
conferirle una caracteristica de liquido expandida monocapa. Se demostrd, que con
DMPC se forman monocapas estables cuando se add@indactante desde la subfase.
Este hallazgo sugiere que existe una penetraciandhle del Asg en biomembranas

expandidas.

Con una clara comprensiéon del comportamiento del,¢A8n monocapas se
desarrollaron estudios de adsorcion sobre moneddpéipidos para poder entender su
interaccion y asi poder llegar a formular postenemte liposomas que involucren un
sistema lipidico y el surfactante en estudio. Dia ewnera, se puede llegar a formular
liposomas con las caracteristicas antioxidante&sig como se muestra en el capitulo
6.
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Capitulo 5

Comportamiento de Fase de Moléculas
Terapeuticamente Activas con Propiedades

de Agregacion.

5.1 Introduccioén

En el capitulo 1 se introdujo a las formulacioresniacéuticas. Alli se menciono
que para llevarlas a cabo son necesarios, ademét aléos principios activos y la
tecnologia, los excipientes. Estos compuestos evasideradosnertes en el pasado
pero ahora se sabe que no lo son. Uno de los jpaiesi problemas que tiene la
administracion de medicamentos son los efectos eseatios producidos por los
principios activos. Sin embargo, existen algunaspeentes que también los producen y
en muchos casos, son muy dificiles de reemplaaarpsucede con el Cremophor. Este
compuesto es muy utilizado para vehiculizar prilospactivos muy poco solubles en
agua, como el antitumoral paclitaxel, generandonmerables problemas que van desde
la agregacion de eritrocitos hasta reaccioneslaotfias [1,2].

Otros efectos adversos también importantes se mieaseen formulaciones
farmacéuticas que utilizan, como cosolventes a tilsu#oxido y etanol, como

surfactantes al tween 20 y al tween 80 y como meléioso a emulphor [3].
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El tween 80 es el surfactante utilizado en las tdaciones de Amiodarona. Este
compuesto genera efectos adversos de considere@ma la hipotension, entre otros

[4,5] que se detallaran mas adelante en este tapitu

La amiodarona (AMI) en su formulacion inyectablgus siendo muy utilizada en
el tratamiento de enfermedades cardiacas sevemmio Ge ha dicho, para su
vehiculizacion son necesarios excipientes que merdefectos adversos, por o que una
formulacidn sin estos seria deseable. También ddgpoplantear formulaciones con
minima cantidad de estos o incluso con otros memmsvos. Por esto, se hace

importante el estudio de soluciones acuosas deek\boluciones diluidas (de dso

Existen datos confusos en la bibliografia [6,8] dknse presenta que las
soluciones, incluso concentradas de AMI, permanextables cuando se las enfria
luego de que se las haya calentado por encima téenfaeratura de agregacion. Como

se menciono en el capitulo 2, esta es una tempagie es propia de cada surfactante.

Las concentraciones de uso de la AMI son mucho bwas que las de
almacenamiento. Una evaluacion del comportamieatestia droga en solucion diluida
esclareceria cual es el mecanismo de agregaci@stdedroga e incluso por qué es
necesario en soluciones diluidas el uso de surfeegai en la bibliografia se informa de

la presencia de soluciones limpidas y deamaa temperatura ambiente [8].
En este capitulo se presenta el estudio de las fagke AMI en solucién acuosa

sin la adicion de surfactantes u otro tipo de espes a fin de dilucidar entre las

informaciones contradictorias de literatura.

5.1.1 Consideraciones Generales de la AmiodaromalYA

La Amiodarona (AMI) (2-butilbenzofuran-3-yl 4-(2etilaminoetoxi)-(3,5-di-
iodofenil cetona), figura 5.1, (M.M: 645,3) es uh@ga antiarritmica de clase lll. Es

* Las dosis de uso pueden ir desde una dosis de, d&9 mg de AMI en 100 ml de solucién (1,5 mg/ml)
en 10 minutos; hasta una dosis de mantenimieng®@deng a 1200 mg de AMI en 500 ml de solucién
(0,6 a 2,4 mg/ml) en 24 hs.
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usada en el control de las arritmias ventricularesipraventriculares, incluyendo las
arritmias asociadas al sindrome de Wolff—Parkingdimte. También es indicada para
la prevencion de arritmias en pacientes con infdetaniocardio o falla cardiaca. Esta
droga habitualmente es administrada mediante drusitravenosa y es necesario el

monitoreo de la funcion cardiaca asi como la digplisad de equipo de reanimacion.

La AMI es una molécula que se comporta como tensw@acationico cuando se
encuentra a pH acido o neutro. Presenta una pofudnofobica representada por
anillos arométicos y una porcion hidrofilica forraggor el grupo amina terciaria [6].
Tiene un pK de 8,73 £ 0,07 [6].

Se ha informado en la bibliografia [7] que la sdidad acuosa de la AMI se
encuentra entre 0,2 y 0,5 mg/ml y pertenece aakifdacion biofarmaceéutica tipo I, o
sea, una droga en la cual la absorcion en el tgagtrointestinal esté limitada por su
solubilidad.

Los efectos adversos de la AMI son frecuentes ysdibependientes [9]. Estos
efectos pueden clasificarse de la siguiente foefectos que son propios de la AMI y
los que dependen del tipo de formulacién, comoglas aparecen cuando se aplican
formulaciones inyectables. Dentro de los primermpsdemos citar a las fibrosis
pulmonares, pancreaticas y hepaticas, disfuncioidéa y fotosensibilidad. Los otros
efectos, como la hipotensién, estan relacionados.e@mplo, con los cosolventes y
surfactantes que se utilizan en las formulaciongsatables. Entre estos se encuentran:

como surfactante al Tween 80 y como cosolventécahal bencilico.
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Cl

Figura 5.1: a) Representacion de la molécula de AMI en 3Dizadh con el programidiperchem 8
professional. En Celeste: C, blanco: H, rojo: Qul:ald, violeta: I. b) Representacion de la molécdé
AMI en 2D.

Existen en el mercado, segun nuestra farmacopeA:(Fhrmacopea Nacional
Argentina) [10] y la inglesa (BP: British Pharmaeap [11], formulaciones de AMI

para uso por via oral, comprimidos y para uso itae intravenoso, ampollas.

Debido a la baja solubilidad acuosa de AMI, lasmiglaciones inyectables
requieren la adicion de surfactantes y co-solvemlist®s excipientes, que hacen posible
la solubilizacién de la AMI en soluciones acuosageden ademas contribuir a la
aparicion de otro tipo de efectos adversos talesocimotropia negativa e hipotension
[4,5], ademas de los problemas relacionados con la dasific en infusion parenteral
[9,12-13].

Las formulaciones comerciales de clorhidrato de AIgeneral presentan una
forma de solubilizacion de la droga en base ailaadion de cosolventes. Esta técnica
es muy utilizada en tecnologia farmaceéutica y psetdeonsultada de la bibliografia de
referencia de farmacia [14]. Esta formulacion esténpuestas por AMI (50 mg/ml),
polisorbato 80 (Tween 80, 100 mg/ml) y alcohol bkrw (20 mg/ml), para cada
ampolla de 3 ml. Otras estrategias de solubilizadidformadas en la literatura
proponen la formulacién de una sal tipo clorhidrdéoAMI en medio acuoso a traves
de la dispersién de 0,1 M (mol/L) en solucién regoka (buffer”) acetato de pH = 3,8
[5, 15-17].
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Otras estrategias para vehiculizar esta drogaemeni que ver con hacerla mas
soluble sino con que pueda formar parte de unapaatioula, no necesariamente
hidrofilica, y de esta manera pueda ser suspenshdéa solucion de uso. En este
sentido, se pueden encontrar ademas en bibliografia nuevas formas de vehiculizar
esta droga. Un ejemplo en este sentido, es la tddomae nanoparticulas lipidicas [18].
Aqui el desarrollo de la formulacion es mucho masmejo, con gran numero de
excipientes, por lo que no se estarian evitandonalg efectos adversos derivados del

uso de estos ultimos.

En las formulaciones comerciales, el uso de swafées no solo trae consigo
efectos no deseados para el paciente sino queéarsbipresencia disminuye el tamafio
de gota (tirop sizé).

Los materiales biomédicos que se utilizan en la imdtmacion parenteral
comunmente poseen un regulador que permite calleutkrsis de la droga administrada
en funcidn a la cantidad de gotas que pasan gmredegundo, y segun el fabricante se
especifican cuantas gotas van por cada mililitrealecion. Por esto una disminucion
del tamafio de la gota genera un flujo mas lentsty ge acentda con el aumento de la
concentraciéon de AMI. Esto puede llevar a un edmhasta el 30% de la concentracion
prefundida en 24 horas en las soluciones mas ctvadas. En consecuencia, no se
estaria llevando a cabo el tratamiento correxio,la necesidad de reajuste del goteo en
forma continud19,20]

Como se mencion0 anteriormente, las ampollas c@1i®0 mg/ml de principio
activo, sin embargo, esta no es la concentracidmsde Para su aplicacion, la AMI se
diluye en 500 ml de solucion de dextrosa al 5% [Blado que una solucién de uso
diario estandar para mantenimiento en infusionicoatva desde 300 hasta 1200 mg
AMI en 500 ml de solucién de dextrosa al 5% duraPde horas [9], esto daria
concentraciones entre 0,6 a 2,4 mg/hd. utilizacion de estas concentraciones de

trabajo es la razon por la cual se ve justificadol@studio a bajas concentraciones
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5.2 Objetivo

El objetivo de las investigaciones que se detalapste capitulo es determinar las
propiedades coloidales del Clorhidrato de Amiodar@m agua en concentraciones
cercanas a las de uso en forma parenteral. Elmsstqui estudiado no contiene

surfactantes ni cosolventes.
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5.3 Experimental

5.3.1. Materiales

Se empled clorhidrato de amiodarona de grado féut@mo marca Parafarm
(Argentina) sin posterior purificacion y el agualéstilada en todos los experimentos
fue marca Allchemistry (Argentina).

5.3.2 Métodos

5.3.2.1 Determinacion de cmc por Conductividad

Para la realizacion de las medidas de la conddetivespecifica se utiliz6 una
celda de inmersion y un conductimetro automatio®dkKON serie 510 (Singapur). El
conductimetro fue calibrado con las soluciones Ge1 M.

La conductividad especificdx) se representa como una funcion de la
concentracion. El cambio en la pendiente de laac@punto de quiebre) fue indicativo
de un cambio notable en la agregacion del sistema.

Para determinar las concentraciones criticas ercuates tienen lugar ciertas
transiciones estructurales, se estudid6 una mezelaamdiodarona soélida y agua
concentraciones entre 2,5 y 3 mg/ml. Para la si#abion del surfactante la mezcla fue
calentada por encima de 80 °C, dejando que la iéaluasi obtenida alcance las
temperaturas de experimentacion. La solucion cdrewgn se tituld con agua a cada una
de estas temperaturas, mientras se producia laidredie la conductividad especifica.
Las mediciones se repitieron 2 veces de forma enldipnte.

5.3.2.2 Determinacion de la Solubilidad por Condividad

Para la realizacion de las medidas de la conddetivespecifica se utiliz6 una
celda de inmersion y un conductimetro automatioc®dKTON serie 510 (Singapur). El
conductimetro fue calibrado con las soluciones @e1 M.

Para determinar la solubilidad de la AMI a difeemnttemperaturas, se
suspendieron en agua cantidades de la droga ea foeuniente (0,05; 0,1; 0,2; 1y 1,8
mg/ml). Dicha suspensién fue calentada lentamemteagitacion continua en un bafio
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de agua termostatizado. Cuando se alcanzé la tatnperseleccionada, se realizo la
medicion después de diez minutos de espera paaatgar que el sistema se encontrara
en equilibrio. La conductividad especifica fue ndedly graficada en funcion de la
temperatura y el punto de quiebre (cambio en laipete de la curva) se asumiéo como
la temperatura en la cual la amiodarona presemgafexima solubilidad. Corroborado
esta hipoétesis, se observd una solucién transgasehbmogénea en este punto. Las

mediciones se repitieron dos veces.

5.3.2.3 Microscopia de Transmision Electronica (TBM

Las fotografias TEM se realizaron segun la técdetincidn negativa con acetato
de uranilo utilizando un microscopio electronicollE00 CX 11 100 kV (Tokio, Japdn).

La microscopia de transmision electrénica se basanehaz de electrones que
manejado a través de lentes electromagnéticas seqgta sobre una muestra muy
delgada situada en una columna de alto vacio. Debigue los electrones tienen una
longitud de onda mucho menor que la de la luz puedestrar estructuras mucho mas
pequenas.

Generalmente las muestras organicas carecen deastensuficiente para poder
ser visualizadas, y son atravesadas por los etexgroon facilidad. Por este motivo es
necesario realizar una serie de tinciones con ievles de metales pesados. Las
muestras en suspension (microparticulas, nanoplaicvirus, etc.) pueden estudiarse
facilmente aumentando el contraste mediante tinc&gativa. Mediante esta tincion se
recubre el entorno de la muestra donde se impideasb de los electrones. Como
resultado se obtienen imagenes con un fondo osadecuado sobre el que queda
contrastada la estructura. Las soluciones de &tatmas utilizadas son acetato de
uranilo (1 %) o acido fosfotungstico al 1-2 % [23,2

Aqui a soluciones de concentraciones apropiadakssdratd con acetato de
uranilo segun la técnica de tincion negativa pgragados dada en literatura [24,25].

5.3.2.4 Determinacion del Numero de Agregacion

Los experimentos de Fluorescencia en estado estamdueron llevados a cabo
con un espectrofluorimetro Shimadsu RF-5301 PC tgiydapan), a 10 nm en una
celda rectangular de silice puesta en una cubgtaabédacion mantenida a 30 .9Gs
ranuras de las bandas excitacion y de emision fiudjadas en 5 y 1,5 nm,

respectivamente y el tipo seleccionado de explérafgiado a 240 nm /min.
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Se  utilizé pireno como sonda fluorescente. Fue idbegcloruro de
hexadecilpiridinio (GPyCl) como extinguidor o apagadom(ienchet) (Q) estatico.
La longitud de ondalj de excitacion se seleccion6 a 335 nm, mientras Iqs
espectros de emision se analizaron desde aiea350 a 450 nm. El primer y tercer pico
vibracional del pireno aparecen a 373 nm y 385 maspectivamente. El par pireno/
C16PYyCl asegura que el tiempo de residencia del @ emdela sea mucho mayor que la
vida media de fluorescencia de la sonda. Las swiesifueron preparadas siguiendo el
procedimiento de Infelta y Gratzel [26]. Se prepamados soluciones: una de pireno y
AMI y otra con Q y AMI. Agitando se fue titulandma con la otra y se registraron las
medidas. Asi, de la curva de intensidad de emigidfuncion de Ia. se obtienen los
maximos del pico 1. Luego se grafican el logaritmtural (In) de la intensidad maxima
de pico 1 en funcion de la concentracion de Q ([@]dle la pendiente se obtiene el
namero de agregacion)(

Soluciones de AMI fueron calentadas a 80 °C y atés. Luego, se mezclaron
con GgPyCl y con pireno. La concentracion de pireno sentowe constante en
alrededor de 1xI® M y la concentracién del extinguidor {2yCl) fue variada,
dependiendo de la fraccion molar del sistema midasde 0 a 20 x TOM. Estos
valores dan relaciones de [pireno] / [micelas nakia[Q] / [micelas mixtas] menores
de 0,01 y 0,9; respectivamente, asegurando asidistrdbucion de Poisson [23,27].

Estas relaciones estan enmarcadas en la sigumrdeién:

In1= Inlg—[Q]/[micelas]= In lp — N[Q]/(Cy — CMC)

donde | es la intensidad de fluorescenciarylaCconcentracion total de AMI.
Entonces graficando In | vs [Q] se puede obtehenienero de agregacion de la
pendiente de la relacion lineal entre estas dashblas. Utilizamos el pico vibracional
del pireno (haxp, A = 373 nm). Los experimentos se realizaron a dasesvda

concentracion critica para todas las muestras®°@€ 30

5.3.2.5 Medidas de pH
Las determinaciones de pH se realizaron con urvaitiimetro y el pH-metro
CCT-CONICET-BB con un electrodo de vidrio Broadéaynes. Se utilizaron tampones

comerciales con pH = 7,0y 4,0 para la calibracion.
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5.3.2.6 Electrodo Selectivo de 16n Cloruro.

La actividad de los iones cloruro libres o no imbbs en los agregados fue
determinada a diferentes temperaturas (60, 7080’%, 85 °C) con un electrodo Orion
selectivo de CI contra uno de calomel saturado, usando un milmetro CCT-
CONICET-BB (Bahia Blanca, Argentina). Durante laulacion de una solucion
concentrada de AMI en agua se fue midiendo potef@amg de AMI en 25ml de
agua, previamente calentados por encima de 8CaP& gisolver el surfactante, para
luego ser mantenida esta solucién a la temperatararabajo mediante un bafio
termostatizado).

Para obtener la concentracion de ionedlilles (no agregados) se trataron los
datos por técnicas convencionales [28] por encim$&acdctoncentracion de agregacion.
El grado de ionizacion (0 mas estrictamente, l&citam de iones de cloruro no

agregados) se obtuvo mediante la formula:

a = 1—- [Cl]agd[surfactantelyg

donde [Cl]agg = Cr -[Cl libre, €S la concentracion de iones Glnidos a los
agregados y [surfactanig)= Cr—cmg la de los iones del surfactante agregados (en el
caso que T < J lacmces la concentracion de la transicion y no de ten&zion de

micelas).

5.3.2.7 Viscosidad

La AMI se disolvio en agua a 80 °C con el objetiecobtener una soluciéon madre
(6,22 mg/ml), la cual fue diluida para obtener smoes de diferentes concentraciones.
Estas diluciones fueron mantenidas a 40, 60 o 89 RCviscosidad se midié con un
viscosimetro de Ostwald capilar calibrado con adtra.este instrumento se puede
determinar la viscosidad de las soluciones midiexidmpo necesario para el cual un
volumen fijo de fluido atraviesa un tubo capilaoraflo [29]. Las mediciones se
repitieron dos veces en corridas independientes.

5.3.2.8 Microscopia Optica de Luz Polarizada cdatiha Calefaccionada (MOP)
La microscopia optica se realizé con un microscayikon Eclipse E-200 POL
polarizante (Tokio, Japon). A través de esta tégrie puede determinar la presencia de

las diferentes mesofases en funcidén de los canmd#oemperatura. Cada una de las
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muestras preparadas en los tubos fue puesta solieeypcubreobjetos dentro de una
cavidad que posee la platina calefaccionada.
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5.4 Resultados y Discusion

A continuacién se presentan, en primgaitulos datos obtenidos de bibliografia
y luego, a partir de la seccién 5.4.1, los obtesjolar el autor y colaboradores con el fin

de demostrar que tancdeberia ser menor que la reportada en literatura.

Las propiedades coloidales de la AMI se han infalongarcialmente en la
bibliografia. Sin embargo, algunas son contradi@$oly no se ajustan a los datos

presentados por el autor.

En principio, la solubilidad de la AMI a 25 °C iséormé que es de 0,7 mg/ml y
la concentracion micelar criticanig se informé de hasta 0,5 mg/ml a 25 °C, medida
por técnicas de conductimétricas [20,8]. En laregfeia [21] por dispersion de luz, se
detalla que a concentraciones cercanas a 0,5 nagéanece una dispersion opalescente.
A concentraciones menores esta opalescencia sarteaa® lo que esta indicando que
la solubilidad real seria posiblemente inferior, 286 mg/ml. Valores por debajo de este

ultimo se acercan a los encontrados en este trdbasis.

Por otro lado, si una suspension de alta conceatrag50 mg/ml o
concentraciones incluso mayores) de AMI en aguaasienta entre 60 y 80 °C, se
obtienen dispersiones liquidas transparentes qeelepupermanecer aparentemente
estables a 20 °C [8]. Esto en realidad no sucede.

Una suspension de AMI de 50 mg/ml se considerdtdeancentracion, debido a
qgue en su forma comercial en necesario adicionaehvB0 para su total solubilizacion.
La eleccién de esta concentracion (50 mg/ml) conulal se comenzd a estudiar el
comportamiento de agregacion se ve justificadaymeps la que posee cada ampolla

comercial.

Para Ravin y colaboradores las soluciones o pssoldaiones acuosas (sin
cosolventes), como son llamadas en [8], con alteaemtracion AMI muestran perfiles
complejos de sedimentacion durante ultracentrifidgado que les sugiere la presencia
de micelas. Las micelas no sedimentan facilmentdgoque esta interpretacion puede

ser incorrecta. Estudios previos de Warren y cokadares [30] por RMN indican que
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existe una ruptura reversible de las micelas &06(6Hh embargo, se ha demostrado, en
este trabajo de tesis, que lo que se esta rompiemdon las micelas sino agregados a

medida se va acercando a la temperatura de Krafft.

Entre 2 y 8 mg/ml la pseudo-solucion de AMI se maaatestable con un radio
hidrodindmico de las particulas de entre 100 yr#00y una baja polidispersidad (100 +
50 nm). Entre 0,125 y 2 mg/ml la solucién muestraamplio espectro de dimensiones
de particulas, desde menos deuth hasta mas 1Qum. En este intervalo de

concentraciones es donde se presenta la opales¢2hLi

La fase clara se ha definido como una pseudo-swlj2il]. Sin embargo, deja de
ser transparente y muestra una opalescencia tthoda a temperatura ambiente cuando
es diluida a concentraciones cercanas ama Este comportamiento no es tipico de
tensioactivos en los puntos cercanos ente Lo que indica que algunos de los datos
informados en literatura pueden estar mal inteaplieet. Esta opalescencia lechosa, por
dilucion de la muestra, aparece inicialmente smento marcado de pH. Sin embargo,
un fuerte incremento del pH aparece por debajo,8em@/ml [21], lo que concuerda
con los datos obtenidos en este trabajo de tesis.

Se informa en literatura [21] que a altas conceidrees aparece una mesofase
laminar birrefringente y una fase gel. Esto condaeron los resultados presentados en
la seccion 5.4.6 de este capitulo.

5.4.1 Determinacién de cmc y Solubilidad por Catisdidad

Por encima de 70 °C, la transicion detectada dildyes! sistema y midiendo la
conductividad se produjo sin modificaciones deleasp de la solucién y siempre se
mantuvo limpida. A temperaturas por debajo de 70l&&olucion tomé un aspecto
lechoso cuando fue diluida por debajo del punttratesicion. Este punto es encontrado
por conductividad. Llegamos a la conclusion de lgseransiciones por encima de 70
°C correspondieron al inicio del proceso de agiiégamicelar de AMI, es decir, la
concentracion micelar criticar(g. En otras palabras, el punto de Krafft @s-170 °C.

Por debajo de esta temperatura, la transicion tieme naturaleza diferente y fue
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llamada con cardcter provisorio, transicion 2. kesultados se muestran en la Tabla
5.1.

Tabla 5.1 transiciones encontradas por conductividad emcgmies acuosas de AMI.

T(CC) T (K) cmc (mg/ml) Xcmce
Concentracion Micelar Critica
89,8 363 2,22 +0,04 5,86 x10°°
84,8 358 1,96 + 0,03 5,17 x10°®
79,8 353 1,74 + 0,04 4,59 x10°°
74,8 348 1,69 + 0,03 4,46 x10°°
TCC) T (K) ¢ (mg/ml) X
Transicién 2
69,8 343 1,50 + 0,03 3,96 x10°°
59,8 333 1,43 + 0,03 3,78 x10°
49,8 323 1,2 +0,1 3,17 x10°
39,8 313 1,01 +0,03 2,67 x10°
29,8 303 0,74 + 0,03 1,95 x10°

Los datos de solubilidad se tabulan en la Tabla 5.2

Tabla 5.2: solubilidad de AMI en agua a diferentes tempeestur

T(CC) T (K) S (mg/mL) S (fraccién molar)
59,6 332,8 0,0436 1,37 x10°
62,4 335,5 0,102 3,19 x10°
63,1 336,3 0,204 6,37 x10°
70,2 343,4 1,00 3,14 x10°
70,6 343,7 1,80 5,64 x10°

La temperatura de Krafft (J se determiné como 70,6 °C = 343,7 K, mediante la
interseccion entre las curvas de temperatura &nitsc concentracion, determinada por
dilucion isotérmica, y la de solubilidad vs. conitacion. En este punto se observé un

incremento muy marcado de la solubilidad.
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Ravin y colaboradores encontraron un valor gedd 35 °CJ[8], aunque el
procedimiento no era del todo preciso y probableéejela pureza del tensioactivo
utilizado en ese caso no era tan alta como la Addtla aqui.

El punto de Krafft y la micelizacion suelen estatuenciados por la presencia de

impurezas, las cuales disminuyen este punto, irddoi la micelizacion.

A temperaturas inferiores a 70,6 °C, la transicilbservada no se corresponde con
simples agregaciones micelares. Estas transicfmoglsicen un cambio en el aspecto de
las soluciones, las cuales también se informarolia éteratura [31]. Por otra parte, las
soluciones que se encuentran a una concentraciéenpona de la de transicion, pero
por debajo de J no pueden ser soluciones micelares, a pesar desgueclaras
(isotropicas o traslucidas). Estas soluciones nastramn ninguna birrefringencia
cuando fueron analizadas por el microscopio deblarizada, tanto de forma estética

como en flujo.

5.4.2 Microfotografias TEM

Las imagenes TEM mostraron agregados relativangmatedes y casi esféricos
(diametro de 17,5 £ 0,3 nm) compuesto por otroggagios mas pequefios esféricos
(diametro 2,53 £ 0,05 nm). Los grandes agregadaeseapn rodeados por pequefias

esferas dispersas. Estos se observan claramelaid¢igura 5.2.
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Figura 5.2: microfotografias TEM del sistema Amiodarona — Ag®ara todas las fotos la
concentracion de AMI es de 2,5 mg/ml En las figusay c las barras representa 85 nm y en las
fotografias b y d 107 nm. Notese la aglomeraciéederas pequefas por otras esferas también pequefia

no organizadas.

5.4.3 Determinacién del Numero de Agregacion poioFéscencia.

Los experimentos de fluorescencia con pireno genera®ulatos representados
en figura 5.3, lo que nos permitié determinar ehetb de agregacion N = 3,89 + 0,09.
Por lo tanto, los agregados pequefios con un dian2eh3 + 0,05 nm pueden estar
formados por alrededor de cuatro moléculas de arod, agregadas en agrupaciones
esféricas polidispersas. Se debe tener en cueatagie no es el nimero de agregacion
micelar, ya que la temperatura del experimentovespor debajo del punto de Krafft.
La Unica importancia de la informacién anteriordes una idea sobre estructura del
coacervato y una posible explicacién del origenlalealta polidispersidad de los
agregados encontrados en literatura [8]. Daddapes los agregados eran esféricos, el
sistema no es birrefringente. El sistema podriendoun cristal liquido cubico, pero
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estas mesofases muestran con frecuencia birreficiegde flujo o birrefringencia frente
a las tensiones, mientras que el sistema estudiado hace. Ademas, el sistema no
tiene la alta viscosidad que con frecuencia, sel@nita asociada a las mesofases

cubicas.

Ravin y colaboradores [8] encontraron un niumeragtegacién micelar cercano
a 150 monomeros a 60° C por ultracentrifugacion. éhbargo, esta temperatura es
inferior a la & informada en este trabajo de tesis y ademas Issosi autores hallaron
gue estas soluciones eran heterogéneas; por Isejpeiede suponer que no fueron
micelas lo que encontraron, sino las agrupacioresydegados polidispersos que se han

descripto aqui.

2,0
1,8 1
1,6 4 ° °
* o ° .
[ )
1,4 4 ® o
- )
é 1,2 4 ® ConcQuvsln Imax(,) i
c Regresion
4
1,0 4 N =12
R =0,938
2 _
0.8 - R*=0,879
0,6 9
014 L] L] L] L] L]
0,00000 0,00002 0,00004 0,00006 0,00008 0,00010 0,00012
Conc Q (M)

Figura 5.3: Lnl maxq) del pireno en funcién de la concentracion de &xti(Q). La pendiente de la recta
de regresion es de 3595 + 93 con GrFR.879.

5.4.4 Medidas de pH y con Electrodo Selectivo desdCloruro.

La figura 5.4 muestra el grado de ionizacion dealgregados de la AMl a 75 °C y
60 °C determinados con la ecuacior 1- [Cl]agd[AMI] agg LOS valores a 75 °C (por
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encima de ) muestran una dependencia con la concentraci@ siguiendo la

relacion:
a=-(2,6+22)x10C (M) + (1,9 +1.5)x 16C (M)-2,7+2,4

Con R = 0,922 y un nivel de confianza de 0,90. Estosreal son tipicos de las

micelas.

1,0

0,8 - v

0.2 4 v

0,0 1

0,0026 0,0028 0,0030 0,0032 0,0034 0,0036 0,0038 0,0040
Conc AMI (M)
Figura 5.4: Grado de ionizacion de los agregadosepd 75° C y a ¥) 60° C en funcion de la

concentracion total de AMI determinado por eleabrsdlectivo.

A 60 °C (por debajo de la)la es muy baja (porque hay pocos ionesliBtes) y
casi constante por encima de C = 0,00320M= (0,079 £ 0,005). Por debajo de C =
0,0032 M (2 mg/ml) y hacia zonas de menor conceidina este valor se eleva
alrededor de 0,8. Esto indica que los agregadoempama de 0,0032 M capturan una
alta proporcién de los iones Cly por lo tanto, los agregados tienen una cargg mu
baja. Esto explicaria porque la AMI a pH entre@®4/se encuentra presente el 100% en
forma de la especie cargada positivamente. Engladi5.5 se observa el grafico de

microespecies de AMI en funcion del pH realizadogigrograma ChemAxon [32].
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Al capturar altas proporciones iones, G molécula se neutraliza, disminuyendo
asi la repulsién electrostatica y favoreciendogleegacion. Esto Ultimo se debe a que la
repulsion electrostatica no puede contrarrestatriccion de Van der. Waals entre los
agregados. Dado que la precipitacién que se prasues cristalina, se podrian suponer
algunas otras limitaciones como las fuerzas hidi@ta o simplemente razones
estructurales. El valor casi constantexd®r encima de C = 0,0032 M presentado en la
figura 5.4 para una temperatura menor acreg es indicativa de una especie de

separacion de micro-fases.

120

100 o = cecccccsccsccrccsccrtecccana, D e

80 9

60

40 1

% microespecies

—— pHvs AMI
204 [Tttt pH vs AMIH+

L L
0 2 4 6 gPka 1 12 14 16
pH

Figura 5.5: pH vs. % de micro especies de AMI cargada (AMI)ly no cargada (AMI). El pKa encontrado
aqui es de 8,47.

La figura 5.6 muestra la dependencia del pH conolacentracion a diferentes
temperaturas. Obsérvese que para todas las temmperate trabajo el pH siempre
estuvo en el intervalo 4,5 — 2; lo que demuesiglg molécula se encuentra cargada.

Esto demuestra que la hidrélisis de la AMI a T > T se comporta como la de
los tensioactivos comunes que son sales de acidimses débiles.
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Figura 5.6: pH en funcién de la concentracion total de AMI adiftes temperaturas. Las flechas indican la

concentracion critica.

Por extrapolacion del valokp (obtenido de las mediciones de pH) a 70 °C y a
\C = 0, obtenemosify = 7,95 + 0,13, es deciK, = (1,13 + 0,29) x 1. Un valor muy
cercano se predijo usando el programa ChemAxotgritaise un K, de 8,47 a 25° C.
Estos valores estan de acuerdo con los enconteadiit®eratura: 8,50 + 0,03 [33]; 8,73
+ 0,07 [6].

Por encima de lamcla hidrdlisis continlia debido a la alta solubitldde la forma

neutra en las micelas producida por la reaccion:

AmH* + H,0 & Am + H;O"

Sin embargo, cuando T <yThay una hidrdlisis casi independiente de la

concentracion, lo que es indicativo de una sepamaie fases.
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5.4.5 Medidas de Viscosidad

Las mediciones de viscosidad a 60 y 40 °C mostragdasla figura 5.7
determinaron que por encima de la concentracidticariesta es similar a la del
disolvente (agua) y aumenta ligeramente cuandmieentracion se reduce, lo que
demuestra un comportamiento opuesto al esperabsolaniones micelares. Por otra
parte, a 80 °C (por encima dg) Ta viscosidad debajo de tancse redujo de la misma
manera que sucede en soluciones de surfactantenesiero por debajo de {60 y
40 °C) hay un ligero aumento de la viscosidad. Esticaria la formacion de agregados
y no la destruccion de ellos. Esta determinacidéestra que por debajo de la ¥ por
debajo de la concentracién critica se ve un auméatia viscosidad lo cual indica la
formacion de agregados, los que han sido puest@videncia cuando se realizo la
determinacion del numero de agregacion en la seécR3 de este capitulo.

0,70

0,65 4 '/\’_‘\o—//"\.
0,60 T

—@— 40°C conc vs visc
~-O---- 60°C conc vs visc

0,55 —-¥— 80°C conc Vs visc
—
o
L 0,50 1 O l
= O".. OO O--...... 1o REITTITITRNRPII IO O
0,45 4 ©

0,40 4 l

0,35 4 -

0,30 T T T T T
0,000 0,002 0,004 0,006 0,008 0,010

Conc (M)

Figura 5.7: curvas de viscosidad (cp) a 40, 60 y 80 &€ funcién de la concentracion (M) de

suspensiones de AMI. Las flechas indican la comaeidin critica a cada temperatura.
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5.4.6 Microscopia Optica de Luz Polarizada (MOP)ncdlatina
Calefaccionada

Las figuras 5.8 a y b muestran una suspensionisiales de AMI en el agua,
antes de calentar el sistema. El sistema esta flrmpar pequeios cristales aciculares
con baja birrefringencia. Después de calentar & 8§ enfriar a 30 °C, el sistema
presenta la formacién de una emulsién lechosa & &sl observada entre polaroides
cruzados en las figuras 5.8 g y h mostrando textiipicas de las estructuras laminares
(mesofases laminares y gel). Este material se edewvton el tiempo en una mezcla de
cristales globulares y gel. Este tipo de estrustesalo que en el capitulo 1 se denomina
coagel y puede verse en las figuras 5.8 e y f. Aguie el coagel de AMI en una matriz
de gel en una solucién de liquido isotropico cogueéos cristales creciendo en su
interior.

Luego de un envejecimiento durante 6 meses (alaedg de la luz y aire), el
sistema mostré estar formado soélo por cristalebulgmes muy birrefringentes y
cristales aciculares de baja birrefringencia coosogue se aprecian en la figura 5.8 c y
d. Se observaron estructuras globulares muy himgefntes que coexisten con algunos
cristales aciculares de baja birrefringencia, loales se notan isotrépicos dado que se
ven perpendicularmente a su eje Optico, pudiéndbservar solo con aplicacion de la

placa de retardacion.
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Figura 5.8: microfotografias con luz polarizada. En a y b bseova una suspension acuosa de cristales
aciculares de AMI antes del calentamiento. La aya& sin luz polarizada y la b) entre polaroides
cruzados. En las c y d) se observan cristales ded&Md meses de almacenado, entre polaroides asizad
sin y con placa de retardaciéon de respectivamente. En e y f ) se muestra coagel e obdn y sin
polaroides cruzados respectivamente. En g y h) sEjue con y sin placa de retardacion un gel de AMI
por debajo de la I Estas microfotografias fueron sacadas con unaifigegion de 40x. En iy j) se
observan con y sin placa con una magnificacion @e una imagen igual a las anteriores con mayor

cantidad de estructuras periféricas, donde elldatale y f se observa en el centrode iy j.
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5.4.7 Diagrama de fases

A partir de los datos recogidos en todos los ersayderiores, se construyé el
diagrama de fases que se muestra en la figura 5.9

La temperatura de Krafft esyT= 70,6° C. Para lograr una soluciéon de
concentracion de mas de 2 mg/mL de AMI en aguanesesario aumentar la
temperatura por encima de este valor. Ademas,eedis concentracion critica que es
la que se nombra aqui cornmc

Cuando la solucion micelar es enfriada por deba&jolad T, se obtiene una
solucion de un liquido limpido (que fue llamadasépdo-solucion " por Ravin y

colaboradores [8]).

Este sistema es realmente un coacervato, es deaisuspension de un liquido en
equilibrio con otro liquido, ambos con los mismasnponentes [34]. La fase de alta
concentracion del coacervato estd formada por agkios de pequefias agregados
esféricos que tienen cerca de cuatro moléculashlle A pesar de que la ionizacién de
los agregados es baja, siguen estando en solu@iincpmpactars@robablemente por
el efecto de las restricciones que le impone leakadion.

Cuando el coacervato se diluye, se torna inestablesta concentracion se
produce una transicion de coacervato a gel. Estgpodamiento también se observé en
un coacervato formado por una mezcla acuosa ded€canoato de sodio y bromuro
de dodeciltrimetilammonio [35]. El gel es una estinwa laminar y observado en el
microscopio de polarizacion muestra texturas simedla la de las mesofases laminares;
esta textura puede ser la causa de la confusiGe émtestructura formada y una
mesofase laminar. Sin embargo, hay algunas peguaégasncias entre ambas. A modo
de ejemplo, las texturas en fase de gel son m&sagsujue la de los cristales liquidos
laminares. Por el envejecimiento del gel, esteoswierte en coagel (una mezcla de gel
y cristales) y luego en cristales. La transformadiéva varios meses porque se trata
cambios estructurales en sistemas muy viscos@uglaension de coagel en el agua no
es muy viscosa debido a la baja concentracioniskeinsa, pero la viscosidad dentro de

las particulas coagel es muy alta).
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Figura 5.9: Diagrama de fase del sistema AMI-Agua. La lineatpama de concavidad superior
representa l@mc ideal para un sistema de surfactantes con conmientéo tipico. La linea punteada
vertical indica en el minimo de la curva anteriortando al eje x en la temperatura de Krafft. leedi
punteada con circulos rojos representa las tramssi de fase por debajo deTiac La linea punteada
gris clara con rombos es la curva de solubilidagl @ulegar a l&emca la correspondiente temperatura de
Krafft corta la curva demcideal de un surfactante tipico en el minimo da.dsh curva roja representa

lacmcreal.
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5.4.8 Termodinamica de la micelizacion

Los datos de l@mcen la figura. 5.9 fueron ajustados con una cuneadiditica
encontrandose el minimo & = 72,6 °C (345,7 K) colX cuc = 5,32 x 10 (1,69
mg/mL; 0,00248 M)Los graficos decmcvs. Temperatura para soluciones acuosas
de surfactantes tienen en general forma de U con glinimo a una temperatura

caracteristicaT [36].

El grado de ionizacion de los agregados a la cdraman de transicion fue
obtenida dex = (Ok/OC)wm/(ck/OC)m. donde §k/oC)w y /(0k/oC)m son las pendientes de
las curvas de conductividad especifica por encirdabajo de l&mg respectivamente
y se muestra en la figura. 5.10. Hay una difereantee los valores dede esta figura y
el de la figura. 5.4 debido a que en las deternonas se emplearon diferentes

técnicas.

Grado de ionizacién de AMI () vs T

0,7

0,6 1

0,5 1

c 0’4. _V_TVSG

0,3 1

0,2 4

V——W

0,1

300 310 320 330 340 350 360 370
T (K)
Figura 5.10: grado de ionizacion de los agregados de AMI erifumde la temperatura determinados

por conductividad. La linea vertical indica la teargtura de Krafft.

A 60 °C y a la concentracion critica, el valor olde deo partir de la figura 5.4
es 0,11 y el obtenido de la figura 5.10 es 0,18026. A 75 °Ca = 0,60 en la figura.
5.4y 0,53 +0,01 de la figura 5.10. Teniendo eenta que los datos de la figura. 5.10
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fueron obtenidos a partir de los valores de comdded y los de la figura 5.4 del
electrodo selectivo de iones cloruro, la difereramavalores entre los dos graficos es
esperable. Sin embargo, ambos graficos muestmaistaa tendencia. Se puede ver que
en la zona micelar se elewacon el aumento de la temperatura como es de esfana
embargo, por debajo de & es muy baja y se convierte en casi independienfg, db
cual es indicativo de un fuerte cambio en la etiiracde los agregados, pasando de

micelas a una pseudomicrofase.

La termodinamica de la micelizacion fue calculadia las siguientes ecuaciones:

AGYy = (1+ (X) RT Ln Xeme

AHOy = T?6 (AGOW/T) /6T

AS(M = (AHOM -AGOM) IT

Los resultados se graficaron en funcion de la teatpe en la figura 5.11. Los
errores promedio d&G9, fue de alrededor el 18% y los AEl%; y ASY del 26%.

Se ve que la micelizacion de la AMI esta claramelirigida entropicamente. Un
gran incremento de la entropia compensa la entpisidiva de forma que el proceso es
espontaneo. Otros surfactantes no convencionalssepoeste tipo de micelizacién
dirigida de la misma forma [37,38]. En tales casmsefecto principal que afecta el
proceso de micelizacidon es la liberacion de modculle agua causada por la
deshidratacion de moléculas del surfactante enidalizacion. Esto significa que el
esqueleto de la AMI, que tiene tres anillos arocodtiy tres atomos de oxigeno (ver
figura 5.1 a y b), tiene muchas moléculas de aguhidtatacion que se liberan cuando
esta estructura pasa de un medio acuoso en mor@eeroentorno mas hidrofobico en
las micelas. La interaccion fuerte entre los presodel agua y los electronegsta bien

establecida [39-42] y puede explicar esta hidrataci
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Figura 5.11: Propiedades termodinamicas de la micelizacioneda &Ml en funcién de la temperatura.

Para comprobada posibilidad de que las moléculas de AMI puedeshdiratarse
durante la agregacion, se realizé una simulaciémpcbacional de la hidratacion de esta
molécula [43] observandose moléculas de agua Badty 5 A de la superficie de la
molécula. Mediante esta metodologia se verificalguapa primaria de hidratacion de
la molécula esta formada por alrededor de 19 a @@aulas de agua, 14 de las cuales
pertenecen al esqueleto de hidratacion hidrocadmogason probablemente liberadas
durante la micelizacion. Para mas datos sobre sastalacion se pueden dirigir a la
referencia [43].

Puesto que la hidrataciéon de la porcién polar ebable que se conserve en la
agregacion, la magnitud de la hidratacion del dstméhidrocarbonado es un dato
importante.

Dado queAH%, es funcion lineal de T, se deduce que el cambicagacidad
calorifica a presion constante durante la miceli@maaC%wu es constante. Su valor fue
AC%m = (OAH°/0T), [36] = 2,13 J/K mol. Este valor positivo tambiés @mpatible
con un aumento de grados de libertad cuando saigedd micelizacion, por lo que

puede ser causada por la liberacion de las mogdeladisolvente.
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5.5 Conclusiones del Capitulo

A partir del estudio realizado y los datos recogidke pudo establecer un
panorama completo sobre las propiedades coloidideta amiodarona, el cual en

bibliografia, era notablemente escaso y confuso.

Se encontré que la temperatura de Krafft de cloabddde amiodarona ek F
70,6 °C. Por encimaglse encontré que kamc se produce por un proceso impulsado
entropicamente, probablemente causado por unafdeghidratacion del esqueleto de

la molécula de AMI durante la micelizacion.

Cuando las suspensiones de AMI de una concentratiparior a lacmc se
calientan por encima de ¥ luego se enfria por debajo del punto de Kraffarece un
coacervato, que esta formado por aglomeracionggedeeras particulas esféricas que
tienen 2,53 + 0,05 nm de diametro, que a su veagsemeran en grandes grupos.
Diluyendo el coacervato, éste se vuelve inestalsie fiprma una suspension de gel, que
poco a poco se convierte en un coagel (es decar,mezcla de gel y cristales) y

finalmente termina cristalizando.
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Capitulo 6

Liposomas de DMPC con Agcy AMI

6.1 Introduccion

En el capitulo anterior, se indic6 que la amiodar¢AMI) es una droga de

escasa solubilidad acuosa y que por esto es necebsolverla en agua utilizando
surfactantes y cosolventes. También se ha menmomael estos cosolventes producen
numerosos efectos adversos como hipotension eopiatnegativa (disminucion de la
fuerza de latido del corazon) [1,2].
Esto lleva a pensar en nuevos sistemas de adragi®ir menos dafiinos para el
organismo. Un sistema que se ajusta a este pnsgn los liposomas, los que estan
formados por fosfolipidos y otros componentes bgeatibles que, habitualmente, no
producen efectos adversos. Las caracteristicasralesede estos surfactantes se
encuentran detalladas en el capitulo 2 seccian 2.4

Por otro lado, los efectos adversos producidodgpropia AMI se relacionan a

nivel cardiovascular con bradicardia y problemascdaducciéon cardiaca. Produce
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ademas, fibrosis pulmonar, cirrosis hepatica yatekicidad. También, puede afectar la
funcion tiroidea e inducir hipo o hipertiroidismontribuyendo a la tirotoxicosis debido
a la presencia de | (yodo) en la molécula (commsestra en la figura 5.1 del capitulo
anterior). Otro efecto adverso muy comun es laskrsibilidad. [5]. Se ha sugerido que
parte de los efectos no deseados de la AMI se deljee produce fosfolipidosis (FLD)
[5]. La FLD es una inflamacién de un tejido prodizcpor la acumulacion en el mismo
de algun tipo de lipido o colesterol.

Para Sarma y colaboradores en la referencia [6rimdn que los potenciales
mecanismos de toxicidad de la AMI incluyen: i) tatdcidad directa por el desarrollo
de fosfolipidosis lisosomal (FLD) vy i) citotoxicd indirecta mediada
inmunologicamente. El mecanismo de la FLD no egatkd claro. Sin embargo, existen
algunas hipotesis: una es que las drogas que Seocam como surfactantes cationicos
(como AMI) pueden formar complejos con los lipidios cuales se tornan imposibles
de romper por las fosfolipasas lisosomales y quettamimulados. La otra hipotesis
posible es que directamente estos tensioactivisanha accion de estas enzimas [7].
Sin embargo, para otros autores [8] el estrés bxaas el que participa en la
patogénesis que produce la AMI. Esto se debe aagueemostrado, tanto vivocomo

in vitro, que esta droga genera radicales libres.

Si bien estos procesos se pueden desarrollar sinflizencia de factores
externos, como la luz, la presencia de ésta pup@dear mas aun la patologia. La AMI
produce fotosensibilidad, que es un dafio en la gretlucido por acumulacion esta
droga y la accion de la luz, que termina generaspecies de oxigeno reactivas y como
consecuencia, se desarrolla la peroxidacion deddsnas lipidicas de las membranas
celulares y otras estructuras intracelulares [8}la& reacciones pueden, ademas, ser
producidas por otras drogas como las tetraciciriaslorpromazina [10, 11].

Ha sido informado en bibliografia [9] que los agsnfotoprotectores como Igs
carotenos y la vitamina E pueden disminuir las @spgede oxigeno reactivo y de esta
manera disminuir la fototoxicidad de la AMI.

Tanto estas reacciones de fotosensibilidad comdddssfolipidosis producidas por la
AMI presentan formas tedricas de ser reparadasnyifimizadas por el uso de
antioxidantes. Kachel y colaboradores [12] encootraqgue mediante el uso de

Vitamina E se reduce la citotoxicidad pulmonar pmi@da por AMI. En la misma
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direccién Agoston y colaboradores [13] encontrai@mbién que la vitamina E y un
tipo de flavonoide, la silimarina, disminuye la Fiptbbducida por AMI.

Por otro lado, Ray y colaboradores han encontragolgs proantocianidinas
provenientes de las semillas de las uvas son adgiobes con potencial uso para esta y

otras patologias provocadas por la AMI. [14].

La vehiculizaciéon de AMI en liposomas ha sido ylimada en literatura [3,4].
Se evidencia por difraccion de rayos X de bajo ingue la molécula se encuentra

formando parte de la bicapa lipidica [3].

En la referencia [15] se presenta un estudio destimas con DMPC vy
colesterol a los cuales se les adiciona;Agcon esto conferirle poder antioxidante a la

membrana del liposoma.

No se ha encontrado en bibliografia referencias sodla combinacion de la
AMI con el Ascig para minimizar sus efectos adversos. El Ag; como ya hemos
visto, presenta una fuerte actividad antioxidante @mparable con la de la Vitamina
E y los carotenogd5,16].

En este trabajo se desarrollé un sistema con fidsidbes de ser un transportador
coloidal, basado en liposomas, con potencialidacsatecargado con AMI libre de
cosolventes y con esto evitar los efectos advegses estos producen. Ademas, se
observé que la bicapa formada por los fosfolipig@gvil podia transportar ademas, el
poder antioxidante del Agcpara contrarrestar los efectos adversos propida Ad/l

sea cual fuere el mecanismo real por el cual stupgen las alteraciones de los tejidos.

Para la seleccion del fosfolipido a utilizar sdizéa en primer lugar, un estudio
de adsorcién en monocapas coniAscdos lipidos diferentes (DMPC y DMPG). Se
demostré que se alcanzan presiones superficialeda@s en la adsorcion del
surfactante con uno u otro fosfolipido, se emplddMPC para formar liposomas junto
con el Asgs, dado que es uno de los componentes principalelsdenembranas
celulares. Por tal motivo se piensa que se poedar a una buena compatibilidad entre
las membranas del liposoma y las células. Adensds, Ipido, al no tener una carga

predominante, en funcién al pH y la fuerza i6nigaiede “acomodarse” mas
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favorablemente con moléculas que puedan preseatga dajo alguna condicién

experimental.
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6.2 Objetivo

El objetivo de las investigaciones que se detadlareste capitulo es obtener y
caracterizar liposomas formados con DMPC, 1A§cAMI pensando en una posible

aplicacion farmacéutica del sistema.
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6.3 Experimental

6.3.1 Materiales

El palmitato de ascorbilo (As, clorhidrato de Amiodarona (AMI) y la
dimiristoil-fosfatidilcolina (DMPC) fueron los misos que en las experiencias
anteriores. La sonda laurdan fue de Molecular Brqkigene, OR). Los solventes
usados (cloroformo, etanol y metanol) fueron denidxima pureza comercial
disponible. El agua fue purificada por un sistemidi&Q (Millipore, Billerica, MA),

para obtener un producto con una resistividad & 5-VQ.

6.3.2 Métodos

6.3.2.1 Preparacion de Liposomas

En tubos de vidrio se colocan las cantidades iddisade DMPC, Asg y
Laurdan (todos disueltos en cloroformo-metanol).1SE parte de soluciones madre de
DMPC de 1,47 mg/ml y de Agcde 0,74 mg/ml. Las cantidades usadas de estas
soluciones se detallan en la tabla 2 de la sectibule este capitulo. Al trabajar con la
sonda fluorescente Laurdan (el uso de este compeesdescribe en la seccion 6.3.2.2
de este capitulo) se protegen los tubos con papaluminio para que la luz no dafie
esta molécula. Se lleva a sequedad bajalblmanera adecuada para lograr una pelicula
uniforme. Luego de una hora bajg Nara asegurarse la correcta eliminacién de los
restos de solvente organico, se agrega a cada 300oul de solucion reguladora
(buffer) (10 mM Hepes, NaCl y Mgg&h pH 7,4) para obtener una relacion 1:2 (lipido:
buffer en pg:ul). Se calienta durante 5 minutodafio a una temperatura superior a la
de transicion del lipido (més de 23 °C) y se textaun vortex 1 minuto cada tubo,
obteniéndose una preparacion de liposomas multitaese (MLV). Para lograr una
poblacion de MLV de tamafio uniforme, los tubos ska@n en un bafio sonicador
durante 30 minutos. A cada tubo luego se le agré@@nul de buffer para llevar a las
concentraciones deseadas (volumen final de 1 rmplRente, para transformar los
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MLV en liposomas unilamelares, se los filtra utiiwlo una jeringa de extrusion (15

pasadas).

6.3.2.2 Polarizacién Generalizada

Para elcélculo de polarizacion generalizada (GP), se zétib-lauroil 1-2
dimetilamino naftaleno“Laurdan”. (Ver Figura 6.). Esta molécula es una sonda
fluorescente anfifilica sintetizada en 1979 partudiar los procesos de relajacion
dipolar [17]. En solventes de alta polaridad como al agua, sstaa muestra alta
sensibilidad espectral a los cambios de fase deds®lipidos, es decir, produce
cambios considerables de su espectro de emisida haayores longitudes de onda
debido a los procesos de relajacion dipolar [185 tambios de fase de los fosfolipidos
corresponden a diferentésrmas de empaquetamientie@ sus cadenas lipidicas. [19].
Los espectros de excitacion y emision en estadati@stdel Laurdan pueden ser
resueltos en dos componentes espectrales quepmrde a dos diferentes fases de los
lipidos, [18] una antes y otra después de su tatyarde transicion. Como muestra la
figura 6.2, esta molécula se dispone en la interfagrofilica-hidrofobica de la bicapa
lipidica con la cola de acido lauri¢dodecanoico) anclada a la capa hidrocarbonada de

los fosfolipidos (ver Figura 6.2).
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Figura 6.1: Representacion de la molécula de Laurdan en 3lxada con el programa Hiperchem 8

professional. En Celeste: C, blanco: H, rojo: @j:a¥. El inserto muestra otra forma de represeatac
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Figura 6.2 a) Representacion esquematica de la disposi@dasimoléculas de laurdan en una bicapa
lipidica; b) bicapa ordenada, cristalina liquidd;bicapa desordenada, gel [20]. Las flechas dobles

representan a las moléculas de Laurdan y los pueg®s las de agua.

El pardmetro de fluorescencia de estado estatinocodo como GP relaciona
cuantitativamente estos cambios espectrales temienccuerta las intensidades de
fluorescencia relativas de regiones del azul y rdgolos espectros de emision y
excitacion, respectivamente [18]. En fase liquidstalina el espectro de emision del
Laurdan esta desplazado hacia el rojo con un maeimd90 nm y en la fase gel su
espectro de emisidon se encuentra desplazado hazal@n un maximo cercano a 440
nm.

Los valores de GP obtenidos para fosfolipidos agfieis cambios de fase estan
relacionados con el niumero y libertad de movimietgdas moléculas de agua en el
entorno del grupo fluorescente de la sonda [18josEsalores se calcularon con la

ecuacion 6.1.

En resumen, la sonda Laurdan es sensible a lageauday la dinAmica molecular
del ambiente lipidico, debido a un proceso de aelép molecular que experimenta en
presencia de dipold48]. Dado que los principales dipolos que detecta la@®on las
moléculas de agua de su entorno, los cambios eesjosctros de emision de Laurdan
dependen principalmente del grado de penetracidmaslenoléculas de agua a su
interior, hecho directamente relacionado con el amptamiento lipidico. Figura 6.2.
Esta caracteristica que posee la sonda la cong@ertma herramienta util para estudiar

cambios en el orden de los fosfolipidos.
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Las mediciones de espectroscopia de fluorescentisestado estatico se
realizaron utilizando un espectrofluorimetro SLMD@§SLM Instruments, Urbana, IL)
y cubetas de cuarzo de 5 x 5 mm. La temperatucargeolé con un bafio circulante de
agua termostatizada (Haake, Darmstadt, Germang).nigestras se excitaron a una
de 360 nm, recogiendo espectros en el interval@afra 500 nm. A partir de los
espectros de excitacion se calculdé el valor dergalion generalizada (GP), de

acuerdo a la siguiente férmula:

GP = (ksa— lago) / (laza + lago) (ec.6.1)

donde i34y lago cOrresponden a los valores de intensidad de #gereia de la sonda
Laurdan a las longitudes de onda de emision, 434 480 nm, respectivamente. Estas
longitudes de onda son las caracteristicas de fgsle y liquido-cristalina,
respectivamentg18].

Las temperaturas de transicion se obtuvieron doulcade la segunda derivada
de los valores experimentales (curvas de GP endninie la temperatura). Se consideré
qgue la temperatura de transicion) (@orresponde al valor cero de la segunda derivada

(punto de inflexion) de la curva.

6.3.2.3 Medicion del Tamafio de Particula y Potendata

Una particula coloidal aislada inmersa en un liguedtara rodeada por una
doble capa eléctrica. La primera capa correspontie aarga en la superficie de la
particula. La segunda capa es la formada por edsexde iones de igual signo y de
signo contrario que la particula en la solucioniogsones son llamados iones comunes
0 coiones y contraiones respectivamente. El esplesesta capa puede ser del orden del
tamafio de las particulas coloidales, dependiendi® aiEncentracion de electrolito.

La electroforesis consiste en la medida del movimigle particulas coloidales
bajo un campo eléctrico. Esta medida puede serausach determinar el signo de la
carga de las particulas o su movilidad electroitague esta relacionada con la carga
superficial de las particulas y el potencial zé}fa (

Las técnicas electroforéticas son de gran utiligada caracterizar sistemas

micro y nanoparticulados. Dentro de estos se imelupor supuesto, los liposomas. En
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1965 Bangham [21] ya habia usado el potericigra determinar la difusion de iones
en membranas bioldgicas.

Dado que la carga de una particula no puede serdaelirectamente se
realizaron modelos para determinarla. Para la apo de estos modelos habia que
definir primero cual era la superficie de deslizamd de la particula respecto al medio.
Toda la superficie de una sustancia forma una dnmaética, de manera que la
particula se mueve con una cierta cantidad dedéqyisu carga correspondiente. La
superficie de deslizamientse puede considerar como un plano paralelo aplarscie
de la particula, situado a una distantide ella. A través de la movilidad electroforética
(velocidad por unidad de campo eléctrico) se obtlarcarga neta sobre la particula.

El analisis de las fuerzas también puede llevarsba en términos de carga o potencial
electrostatico, el cual se calcula en la supertiei@eslizamiento y es llamado potencial

electrocinético o potencial zetd.(

Helmholtz fue el primero en proponer un modelo geguetura de doble capa
eléctrica. Este modelo consiste en una doble dgmtarque esta formada por las cargas
originales de la superficie (capa 1) y la de coot@s (de carga opuesta a los de la
superficie) adsorbidos, (capa 2), situados a ustamtiadr, la cual que depende del

radio del ion.

El siguiente modelo fue el propuesto por Gouy y fdh@n. Estos autores
supusieron una doble capa difusa, postulando gueidazas eléctricas tienden a acercar
los iones a la superficie de la particula y laamin térmica a desordenarlos. Estos
iones estan situados a una distargidJn esquema de este modelo se presenta en la
figura 6.3.
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Figura 6.3: Representacion esquemética de la doble capa e#ckila izquierda (a) el modelo de
Helmholtz, capa rigida y a la derecha (b) el modatmy-Chapman, capa difuséy es el potencial de
doble capad, y d4 son la distancia en nm de la capa de contraioneka dmpa rigida y difusa

respectivamente [22].

En base a la teoria de la capa difusa de Gouy-CimapB8tern desarrollé un
modelo de doble capa eléctrica dividiéndola enzioss:

l. Una zona compacta o interna, formada por una chgpiones adsorbidos sobre la
pared. Se representa en teoria por una carga wiglezbncentrada en un plano a una
distanciaA de la superficie (Capa de Stern).

2. Una zona difusa o de Gouy- Chapman que se egtieiesde la superficie de
deslizamiento hasta el infinito. Estd formada percarga difusa en el medio y el
potencial se representa bien por la ecuacién ds@wiBoltzmann.

Estas 2 capas se encuentran separadas por eldgl&tern. En la figura 6.4 se presenta

un esquema de este modelo.
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Capa de Stern

Superficie de la particula Capa difusa

‘—— (PIH)
Superficie de deslizamiento (PEH)

Figura 6.4: Esquema de la doble capa difusa del modelo de.S¥eéafico modificado a partir de figura
de referencia [23].

A su vez la capa de Stern estad subdividida en twsog el primer plano,
denominado plano interior de Helmholtz (PIH) esdel los centros de los iones
adsorbidos. Estos iones estan parcialmente o natadbs, e interaccionan con la
superficie mediante enlaces covalentes o por psetgehidrogeno. Las distribuciones
de carga y potencial estan determinadas basicamentes tamafos de iones y por las
interacciones de corto alcance entre iones y dipabm la pared.

Se denomina plano exterior de Helmholtz (PEH) ahplde los centros de los aniones

hidratados en contacto con la superficie.

Diversos estudios postulan que el potentiah la superficie de desplazamiento
coincide con el potencial de la capa difus@) (en el denominado plano exterior de
Helmholtz (PEH). Esto es de gran utilidad ya queatencialyy esta implicado en la
determinacion del potencial electroestético utilizan la teoria DLVO [24].

El tamafio de particula, el indice de polidispeiRDI) y el potencial zetd&)
de los liposomas fueron determinados con un egdgia sizer Nano ZS90 (Malvern
Instruments, Malvern, United Kingdom) [25]. EI PB$ un pardmetro que define la

distribucion de tamafio de particula, méas estrictdees la medida adimensional en la
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amplitud en el tamafio de la particula [26]. Estrvaa de 0 a 1 y es calculado de
acuerdo a normas ISO 13321 (International Orgapizapf Standardization) [27].

Valores de PDI entre 0,1 y 0,2 indican que las tnagson monodispersas [28]. En la
referencia [29] se afirma que valores de PDI h@s2gpara un sistema nanoparticulado

de Ketoconazol son aceptables.

6.3.2.4 Prediccion de la Estabilidad por DLVO

Practicamente ningun sistema disperso heterogéme@orapletamente estable.
Las particulas de un sistema coloidal siguen unimmento browniano continuo y por
lo tanto, colisionan continuamente entre si. Emsesblisiones las particulas pueden
repelerse. Sin embargo, tras el choque, se puastaray asociaciones permanentes por
fuerzas de atraccidn que inestabilizan al coldetphdo a la separacion de las fases.

La carga superficial de las particulas, ademas detenerlas en suspension,
modifica la distribucién de los iones de una sdncacuosa. Los iones del medio de
igual carga son repelidos por la superficie dedetigula y los de carga opuesta son
atraidos, formando una doble capa.

Las dispersiones de liposomas tienen una elevaslgiansuperficial asociada a
la gran superficie especifica que presentan. Deksdanto de vista termodinamico son
inestables y tienden de forma natural a agregafgsianarse, para asi disminuir su area

y su energia libre superficial.

En la mayoria de los sistemas coloidales, liposoerraseste caso, las fuerzas de

interaccion son modelizadas a partir de la teotid@.

Esta teoria fue desarrollada en los afios 40 pgadpen y Landau, y Verwey y
Overbeek [30,31] y supone que el potencial totaintleraccion entre dos particulas es
la suma del potencial repulsivo electrostatico pakncial atractivo de London - Van
der Waals.

Los potenciales DLVO pueden representarse en fard@dla distancia entre las
particulas, en este caso liposomas, a partir dedlmses experimentales detamario
inicial de los liposomas y las caracteristicasndetlio, usando la ecuacion 6.2.

Esta teoria se basa principalmente en el hechoudela) estabilidad coloidal esta
dominada esencialmente por la suma del potencedtato de Van der Waal¥y{) y el

182



potencial repulsivo electrostati€ur) producido por la doble capa eléctrica que rodea a
cada particula. La combinacién de ambos potenciatiggna un potencial total de

interaccion YpLvo) en funcion de la distancia entre dos particulessg aproximan:

Vblvo= VR + Vau (ec. 62)
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6.4 Resultados y Discusion

6.4.1 Liposomas de DMPC con Asg de DMPC con Asg y AMI.

Se desarrollaron liposomas: de DMPC y el/Agpor un lado y luego con DMPC
el Asge + AMI por otro. Las concentraciones y proporciords las sustancias
utilizadas se presentan en la tabla 6.1. A la eagiai y en forma descendente, se
presentan todos los liposomas preparados. Toddgp@msomas fueron preparados con
DMPC, por lo que el sistema “blanco o control” il DMPC puro. En el resto de las
tablas, 6.2, 6.3 y 6.4 se nombra como “controltaRa determinacion GP se prepararon
los liposomas con laurdan en las proporciones & en la tabla y para potencial
zeta y tamafo de particula se prepararon sin lalasoRabe destacar que la
concentracion de AMI en el liposoma esta por delajta terapéutica (3 mg/100 ml) y
fue establecida de esta manera para que las maeicg@an mas exactas y precisas. Sin
embargo, bajo estas condiciones los liposomas pugagararse a una concentracion
de 40 mg/100 ml, mas cercana a la terapéuticausarnelacion 1:1 de lipido: solucion

reguladora (buffer).

Tabla 6.1: para cada sistema ensayado se muestran las caui@mis y proporciones de los diferentes

componentes.
Liposomas DMPC | DMPC| AsGgg | Ascs | AMI | Laurdan
(umol) | (ug) | (umoD| (ug) | (umoly (umol)
DMPC (control) 0,22 150
DMPC + Asc;s 10% 0,22 150 0,022 9,12
DMPC + Ascyg 20% 0,22 150 0,044] 18,24
DMPC + Asc;s 30% 0,22 150 0,066 27,36
DMPC + Laurdan (0,6 uM) 0,22 150 --- | 0,6x10°
DMPC + Ascig 10% + Laurdan (0,6 uM) 0,22 150 0,022 9,12 ----1 0,6x10°
DMPC + Asc5 20% + Laurdan (0,6 pM) 0,22 150 0,044] 18,24 ----| 0,6x10°
DMPC + Asc;s 30% + Laurdan (0,6 pM) 0,22 150 | 0,066] 27,36 -1 0.6x10°
DMPC + Asc;5 10% + AMI 10% 0,22 150 | 0,022] 9,12] 0,02F 0,6x10
DMPC + Asc5 10% + AMI 10% + Laurdan (0,6 uM) 0,22 150 0,022 9,12 0,02 O,GX'i(t)
DMPC + Ascig 10% + AMI 20% 0,22 150 | 0,022 9,12| 0,044 o,ex'ici)
DMPC + Asci5 10% + AMI 20% + Laurdan (0,6 uM) 0,22 150 0,022 9,12 0,044 O,GX'i(t)
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6.4.2 Estado Biofisico de las Membranas de los doptas de DMPC con

AsGge por Polarizacién Generalizada

Para estudiar la perturbacién del estado biofidecta bicapa pura de DMPC por
la presencia del Agsg se calcularon los valores de GP a partir de &pe@ros de
fluorescencia de la sonda Laurdan obtenidos anthstitemperaturas y se representaron
en las Figuras 6.5. Dicho valor es dependientadmahtidad de agua en la membrana,
lo cual esta relacionado directamente con la mddrde la membrana e indirectamente

con el orden de la misma.

0,8

0,6 1 A
0,4 1
0,2 1

0,0 1

Polarizacion generalizada (GP)

-0,2 -

-0,4 T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (°C)

Figura 6.5: Gréafico de polarizacion generalizada de la sondardiscente de Laurdan en funcién de la
temperatura para una muestra de liposomas unileesetie DMPC puro®), DMPC + 10% de Asg
(O), DMPC + 20% de Asg (Y) y DMPC + 30% de Asg (A).Grafico representativo de tres corridas

independientes.
Analizando la transicion de fase de la Figura 8ebevidencia que la presencia

de Asgg no perturba significativamente las fases gel oidigr-cristalina del DMPC ya

que no se produce una disminucion en los valore§Rlea bajas temperaturas o un
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aumento de dichos valores a altas temperaturasocDeir estas variaciones, como
consecuencia se observaria un ensanchamientdrdadeion, indicativo de un sistema
con componentes que presentan comportamientossibasi diferentes (por ejemplo,

esto ocurre cuando a un sistema puro de DMPCisedgoora colesterol).

A partir de las curvas de GP en funcién de la teatipea, se obtuvieron lag T
para el sistema de DMPC puro y con concentracioregsentes de Ase Estos valores

se informan en la siguiente tabla.

Tabla 6.2: Temperaturas de transicion de los diferentes lipasopreparados.; Torresponde a los

valores de temperaturas de transicion que se desmale la figura 6.5.

Liposomas de DMPC {(°C)

Control 25,1+0,8
Con 10% Asgs 26,1 +1,7
Con 20% Asg 27,4+19
Con 30% Asg 259+1,3

Como era de esperar, laschlculadas para los liposomas formados por DMPC
y tres proporciones diferentes de A4d0, 20 y 30 %), no difieren de la de la bicapa
lipidica pura de DMPC que fue usada como contrsldécir, que en las proporciones
de Asgg estudiadas, no se observan perturbaciones sigivéisade la bicapa lipidica

usada como modelo.

6.4.3 Estado Biofisico de las Membranas de los Liposotiea®MPC con

AsGe Y AMI por Polarizacién Generalizada

En primer lugar, se observa en la figura 6.6 qua [ms sistemas de DMPC con
Ascis Y AMI en las dos proporciones ensayadas, no hagoumiento significativo en
la temperatura de transicion de fase respectayadgresenta el DMPC puro (~ 23 °C).

Los valores de (Tse informan en la tabla 6.3. Sin embargo, se puguaeciar un
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ensanchamiento, o separacion de las curvas, agaitt zona de transicion de fase, que
se va haciendo mas evidente hacia la fase desa@¢malicado con la flecha). Como
se indic6 anteriormente, luego de la temperaturtaashsicion existe la fase gel o fluida.
Por lo tanto, una separacion de las curvas hacy@mes GP indica que hay un sistema
no homogéneo, no cooperativo y que la presencid&addM| causa una pequefia
“estructuracion” de la fase desordenada. Algo minlar sucede en la referencia [32],
donde se evalta por polarizacion por fluoresceekifecto de la AMI en membranas
biologicas. Tanto en la referencia [32] como ee &stbajo de tesis, se puede ver que el
incremento del contenido de AMI en el liposoma tHesmlamente a la fase fluida de la
bicapa y no a la fase cristalina.

Es probable que la fase liquida sea mas sensiblasaperturbaciones
estructurales creadas por la AMI que la solida.riRRoder que en la fase de baja
temperatura la AMI se segregue en islotes y afpom la estructura general del
liposoma, mientras que en la de alta temperateraissielva en la bicapa y altere su

estructura en general.

En la referencia [32] los liposomas fueron prepasacon DMPC y AMI y en
este trabajo de tesis ademas se les agreg@. Aasultados similares refuerzan el hecho
que el antioxidante utilizado no genera una peatidn biofisica significativa de la

membrana del liposoma.
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Figure 6.6: Polarizacion generalizada de la sonda fluoresdemutiedan en funcion de la temperatura de
liposomas unilamelares de DMPC sol)( con 10% Asg mas 10% AMI y 20% de AMI<) y A,
respectivamente). En lineas llenas se represepdaajustes de las curvas con los colores respsciieo
flecha indica el aumento de estructuracion de lebmana por adicion de cantidades crecientes de AMI.
Gréfico representativo de tres corridas indepenegen

Tabla 6.3: T, representa a las temperaturas de transicion dsidtesmas DMPC puro, DMPC + 10%
Ascig + 10% AMI y DMPC + 10% Asg + 20% AMI correspondientes a la figura 6.6.

Liposomas de DMPC: (°C)
Control 25,1+0,8
Con 10% Asg + 10% AMI 27,1+11
Con 10% Asg + 20% AMI 24,72
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6.4.4 Medidas de Potencial Zeta y Tamafio de Particulaafdaposomas
de DMPC con Asgy de DMPC con Asgy AMI

Se han utilizado medidas de potencial zeta y tamdéioparticula para
caracterizar el sistema DMPC-Ascon y sin AMI. En la siguiente tabla a se presenta
los potenciales zeta y los tamafios (diametro)adiéquila promedio con sus respectivas
desviaciones. La determinacion de los valores ohaita y potencial zeta de liposomas
de DMPC puro se realizé por triplicado.

Tabla 6.4: Se muestran el potencial zeta y el tamafio de phatibe los 4 sistemas ensayados. PDI:
indice de polidispersidad. Los experimentos seizaan por duplicado en corridas independientes

excepto los de DMPC puro que fueron por triplicado.

Liposomas de DMPC | & (mV) Tamafio de particulg PDI
promedio (nm

Contro -6,3+0,: 156,4 +! 0,08 + 0,00

Con Asgg 10% -9,4+0,3 156,3 + 12 0,1+£0,04

Con Asgg 20% -14,8 £ 0,3 159,1+15 0,1+0,02

Con Asgg 30% -16,5 + 0,5 182,5 + 39 0,13+0,03

La presencia de un solo pico en la distribuciortadeario de particula indica

una distribucién monomodal.

Puede observarse que cantidades crecientes dg @&sclos liposomas no
ocasiona una significativa modificacion del tamdidos mismos. Ademas, es de hacer
notar que a medida que se aumentan las proporcigleantioxidante, aumenta el
potencial zeta negativamente. Esto era esperadde, gue en las condiciones de pH (~
7,4) ensayadas, el Agcse encuentra cargado negativamente, por lo qaenaéntar su

proporcion en el sistema este se cargaria de mMatéoagativas.

En la mayoria de las soluciones electroliticasatemcial zeta de fosfocolina

(PC) tiende a ser negativo debido a la presencimdecapa de aniones adsorbida a los
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dipolos situados en las cabezas polares zwiteaénj83] Esto concuerda con los
resultados aqui obtenidos.

El potencial zeta en soluciones de liposomas de ON82] puro se encuentra
entre -5 y -25 mV, dependiendo de la fuerza i6uieamedio. Los valores obtenidos

por el autor se encuentran dentro de este intervalo

Asci presenta un parametro critico de empaquetamiemtamo a 1 [35]. Este
concepto se tratd en el capitulo 2. Como se hab \est el capitulo 3, a bajas
concentraciones, el Agcforma estructuras laminares, ya sean gel o cilispaido. En
consecuencia, su parametro de empaquetamientoéarabicercano a la unidad, y era
de esperar que su inclusion en los liposomas revagdt la estructura basica de los
mismos, a diferencia, por ejemplo, de la adiciorcdesterol a membranas lipidicas,
gue perturba su estructura [16]. Como se observia ¢abla 6.4 los tamafos de los

liposomas se mantienen casi invariables al afastiizA

En la siguiente tabla (ver tabla 6.5) se preseitanpotenciales zeta y los
tamafios de los liposomas con el agregado de cdatidaiecientes de AMI. Es de hacer
notar que a medida que aumenta la proporcion de é&Ndbtencial zeta se hace cada
vez mas positivo. Esto es debido a que en las ciomgis experimentales de pH (~ 7,4),
la AMI se encuentra ionizada positivamente (verurdg 6.5 del capitulo 5,
microespecies de AMI en funcién del pH). Por lotdags esperable que si aumenta la
proporcion de AMI cargada positivamente el potdnoida se haga menos negativo y

COmo consecuencia se pueda inestabilizar el sistema

Tabla 6.5: Se muestran el potencial zeta y el tamafio de phatite los tres sistemas ensayados. Los
experimentos se realizaron por duplicado en casriddependientes excepto los de DMPC puro que

fueron por triplicado.

Liposomas de DMPC & (mv) Tamafio de particula PDI
promedio (nir

Purc -6,23 £ 0,: 156,4 +! 0,08 £ 0,00

con AsGg 10% + AMIO 10% -8,88+0,3 160,2 + 15 0,12 £ 0,04

con Asgg 10% + AMIO 20% -6,21 £ 0,3 163,120 0,16 £ 0,04
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Como puede observarse los tamafnos promedio dgpés®ias se mantuvieron

relativamente estables con PDI menores a 0,2.iadiica que son monodispersos [28].

6.4.5 Estudio de la Estabilidad de Liposomas powDL

Como se menciond en el apartado 6.3.2.4, estaatemribasa en que la
estabilidad coloidal estd dominada esencialmentdapsuma del potencial atractivo de
Van der Waals\{(») y el potencial repulsivo electrostati¢dz) producido por la doble
capa eléctrica que rodea a cada particula. La ¢c@midin de ambos potenciales origina
un potencial total de interaccioOW vo) en funcidén de la distancia entre dos particulas

gue se aproximan:

VbLvo = VR + Va (eC. 62)

Para la aplicacion de la teoria DLVO se considerbos liposomas como esferas

huecas de igual tamafo, por lo que el potenciakcto de Van der Waald/f) se

puede expresar de la siguiente manera:

vAz[—@j 1 _ 2 1 p5dex+d (ec. 6.3)
12)(d+2x) (d+x) d d+%)

dondea es el radio del liposom#& es la constante de Hamakeres la distancia de
separacion entre la superficie de dos particulak es el espesor de la bicapa del
liposoma. En la siguiente figura se presenta umiessq de cOmo se determinan estos

parametros:
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Figura 6.7: representacion de parametros usados para aplitsoria DLVO.

Para calcular el potencial de repulsion electrizstad/r) se uso la siguiente

ecuacion:

2
V, = —27a£0£,(4l;BeT yj el (ec. 6.4)

dondea es el radio del liposomay es la permitividad en el vacig,la permitividad
relativa del medio (aguakz es la constante de Botzmarh,la temperaturax la

distancia entre las particulases la valencia de los ione®s la carga del electron.

y= tanh% (ec. 6.5)
KB

El Unico parametro que falta definir @gue representa el potencial zeta.

Para los céalculos der y posteriormente d¥p vo se utilizd en primer lugar la
ecuacion 6.4 (sin correccion por hidratacion deltion) obteniéndose los resultados
presentados en la figura 6.8. Aqui se represerdansistemas DMPC puro y con
concentraciones crecientes de #sdO, 20 y 30%. Puede verse que el potencial
electrostatico de repulsién es menor kgle dondekg es la constante de Boltzmapar

lo que los liposomas deberian estar sufriendo apaa agregacion. Sin embargo, esto
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no sucede, por lo que la aplicacion de la teodaich DLVO no estaria prediciendo el

comportamiento coloidal de estos liposomas y ess@&@ una correccion.

Voo (KgT)

Distancia (nm)

Figura 6.8: Liposomas de DMPC con Agc Potenciales DLVO (M.vo) en ksT en funcion de la
distancia en nm sin considerar la hidratacién deolatraiones.A) DMPC + Asgg 30%, (V) DMPC +
Asc620%, () DMPC + Asgg10%, () DMPC puro.

Si los liposomas se mantienen estables inclusopctenciales electrostaticos
tan bajos, deberia haber otras fuerzas involucraglassu estabilizacion que
probablemente sean las de hidratacion. Debido @ est incluye un término en la
ecuacion 6.4 que representa a estas fuerzas rggaulde hidratacion obteniéndose la
ecuacion 6.6. Para este modelo, se ha consideradoexiste una capa de agua
alrededor de la superficie de los liposomas, |d caaesponde aproximadamente al
radio de hidratacion del i6n adsorbido. Por lo dadéa correccion del potencial de

repulsion electrostaticdg toma la forma de [36]:

B
e

V, :—277(a+A)£Ogr(4K T yjze"’( boan] (ec. 6.6)

aquiA corresponde al radio hidratado del i6n adsorbido.
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Entonces, para el caso de liposomas de fosfatisi&cdPC), que poseen en
general baja carga superficial (< 50 mV), el poi@ndLVO (VpLvo) segun [37]toma

la forma de:

KT Y L. Aa) 1 2 1 d(@2x+d)
Vowo=—2Ma+0)EE, | —2 e[KB(X*ZA)H(—— - -—-2AI —
oo™ "2 )‘”( ze y) 12)[d+2) ([d+x d (d+%)

(ec. 6.7)

Usando esta ecuacion se obtuvieron los graficdasdigguras 6.9 y 6.10

Minimo secundario

-30 <+ T T T
0 2 4 6 8 10

Distancia (nm)
Figura 6.9: Liposomas de DMPC con Asgc Potenciales DLVO (M.vo) en ksT en funcion de la
distancia en nm. La flecha indica el minimo secunddo) DMPC + Asge 30%, (V) DMPC + Asgg

20%, ) DMPC + Asgs10%, @) DMPC puro.
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VDLVO/kE"-r
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Figura 6.10: Liposomas de DMPC con Agc Potenciales DLVO (M.vo) enksT en funcién de la
distancia en nm.o) DMPC + Asgg 30%, (V) DMPC + Asgg 20%, ) DMPC + Asge 10%, (@)
DMPC puro.

En estos graficos se puede apreciar que a mayor (re¢gativo) de potencial
Zeta, 0 sea, cuanto mayor porcentaje dggAgcie se encuentra cargado negativamente)

esté presente en el liposoma, mas estable seidrabm

Ademas de las modificaciones que se han adoptad teeria DLVO clasica,
se han realizado algunas consideraciones con tespeta constante de Hamaker
utilizada para llevar a cabo los calculos del paw®nDLVO. Esta constante se
encuentra en el intervalo rango de IX%:x10°%). Ohshima y colaboradores, en su
estudio del sistema dipalmitoilfosfatidilcolina (P€) en agua, estimaron la constante
de Hamaker en (3,6 + 0,8) x11 [38].

Se pueden adoptar los valores de la constante mst® hidrocarburos lineales
superiores, 0 sea, de 16 o mas carbonos. Estdeeadpie se esta trabajando comAsc
(16C) y DMPC (14C). Ademas, se tiene en cuenta am& la componente de
frecuencia nula de la constante de Hamakerol es pantalleada por la presencia de
electrolitos, mientras que la componente a fredasnw nulasA,-o) No es afectada por

la presencia de electrdlitos y sin embargo, sifestada por la retardacion al alejar los
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cuerpos interactuantes. Por ello, estas compongoti$an ser tomadas comg- = -
0,8 x 10?1 J yA,50= 6 x 10°* J como se muestra en la referencia [39].

Cuando hay ausencia de electrélifo~ 5,2 x 107 J. Este valor es similar al del
hexadecano interactuando con hexadecano a travésgu el cual fue hallado

experimentalmentel»; = (3-6) x 10°* J e informaden la bibliografia [40].

Por lo expuesto, el efecto de pantalleo electeolise pudo calcular con la siguiente

ecuacion:

A=A-0(2cx) e + A 501 (ec. 6.5)

No se considerd correccion por retardacion @gkg, puesto que ésta se hace
significativa a distancias del orden de 5 nm, poditereducirse hasta la mitad a 10 nm
[41], como se muestra en la figura 6.11 donde aécgrA en funcion de la distancia
entre las particulas. Como puede verse en lasaigé9 y 6.10 los resultados
significativos de Mvo caen a distancias menores de 4 nm. Por lo tan&s mecesaria
una correccion por retardacion.

Para comparacion en la dependenci®d®n la distancia (x), se supuso que entre 5y
10 nm,A decae linealmente hasta la mitad, de 6%1Da 5 nm hasta 3xTba 10 nm.
Sin embargo, la influencia de este decaimientofact@ los resultados generales. Esto
puede verse en las figuras 6.9 y 6.10 del efectogleambios de concentracion de los

aditivos sobre las curvas deg\Vo.

6,5

6,0 4

T

Comienzo Retardacié
5,0 4

Ax10% (J)

4,5 9

4,0

3,519

3,0

v v v v
0 2 4 6 8 10
Distancia (nm)

Figura 6.11: Dependencia de la constante de Hamaker con landiata
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Debe tenerse en cuenta que en realidad la retardene una dependencia con
la distancia mas compleja que la supuesta aqui Wy foamas de -calcularla
numeéricamente por resolucion de la ecuacion déitzf$41], pero como la ocurrencia
de la barrera de potencial es a valores de x dad@$iajos ()< 4 nm) como para que
se hagan importantes los efectos de retardaciosenmonsiderd necesario un mayor

refinamiento.

Minimo secundario

VDLVO (k BT)

KN
o
d
J

4 6 8 10

o
N

Distancia (nm)

Figura 6.12: Potenciales DLVO (¥.v0) enxgT en funcién de la distancia (nm) entre las paidkuSe
representa ermj al sistema DMPC + Asg10 %, en ¥) al sistema DMPC + Agg10 % + AMI 10% y

en (o) al sistema DMPC + Asg10 % + AMI 20%. La flecha indica el minimo securida

Puede verse que el agregado de;fdaomenta el potencial y la estabilidad de las
vesiculas, debido a la carga negativa del;AsEsta carga es neutralizada por el
agregado de AMI. En la figura 6.12 se represeni@idminucion del ¥.vo a medida
que aumenta la proporcion de AMI en los liposones esta manera cuando mayor es
la concentracion de AMI, mas tiende a cero el po&d y por mas que se consideran
las fuerzas repulsivas de hidratacién en el caldelovp vo, €ste para concentraciones
mayores de 10 % de AMI es menor gkd por lo que los liposomas con alta

proporcion de AMI se deberian agregar.

Se ha determinado el valor den el cual un liposoma de los ensayados llega a un

valor del maximo de la barrera de potencial dgTl, y por lo tanto por debajo de este
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valor el sistema se inestabilizaria. El resultaglpresenta en la figura 6.13. El potencial
es{=-8,29 mV.

Limite de estabilidad

VDLVO/kBT

-4 v v v
0 2 4 6 8 10

Distancia (nm)

Figura 6.13: Potencial de inestabilidaéotenciales DLVO (M.vo) en kT en funcién de la distancia en
nm. La linea azul indica el potencial egTkque debe ser sobrepasado para que los liposozaas s

estables por la teoria DLVO.

Para ver cuanta AMI hace falta para que la altuagima de la curva Mvo sea
igual aksT y por lo tanto, el sistema comience a floculartraz6 la figura 6.16. La
agregacion ocurre con 12,7 % de AMI, si se mantémentenido de Asgen 10 %. El
valor de ksT cercano a SksT se obtiene cuando no hay AMI en el liposoma y

corresponde al sistema DMPC + 10% Asc
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Figura 6.16: Potenciales DLVO (M.vo) en kT en funcién del % de AMI en el liposoma. La flecha
indica la concentracion de AMI que deberia tenefipmsoma de DMPC + 10 % de Agpara que se

inestabilice.

Los sistemas vesiculares estudiados fueron estanletdos los casos. En
consecuencia, ademas de las fuerzas DLVO, debdirexis proceso adicional de
estabilizacion, el cual esta dado por el caractdrofilico de la superficie de las
vesiculas. Estas fuerzas repulsivas de hidratddibhpueden ser mucho mas fuertes
que la barrera de potencial DLVO, especialmente uy orta distancia entre las
superficies que se aproximan (distancias por det@j6-10 diametros moleculares del
solvente, unos 1-2 nm en agua). Estas fuerzasrsdeyéa necesidad de deshidratar las
superficies si se las quiere acercar lo suficiem®o para que caigan en el minimo

primario. Como esto es energéticamente muy costbsistema permanece estable.
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6.5 Conclusiones

Las determinaciones por GP muestran que la adid®msgs en las tres
proporciones ensayadas, a una bicapa formada p& @i genera perturbacion de la
misma. Ademas, se ha demostrado su estabilidadlasandificaciones de la teoria

DLVO vy la correccion de la constante de Hamaker.

El agregado de AMI a los liposomas formados por @MPAsGs no modifico
el tamafo de los liposomas. No se ha informadlitenatura este tipo de sistemas, el
cual es atractivo para ser usado como base emasstiransportadores de farmacos que

necesiten la actividad de un antioxidante.

Para todos los sistemas ensayados (DMPC cogs Aso y sin AMI) los valores
de GP a temperaturas por debajo de l&i€ron muy similares en todas las condiciones
estudiadas. Sin embargo, por encima deldoE liposomas con AMI mostraron un
incremento en los valores de GP, dependiente deoscentracionEsto indica una

estructuracion del sistema en la fase liquida.

Los tamafios para los liposomas con AMI fueron cesaa 160 nm. Se
demostré que hasta un 12,7 % de AMI se puede mtindn la membrana del liposoma
cuando hay un 10 % de Agcantes de que la barrera de potencial caiga puajaele
1kgT.

Se obtuvieron liposomas monodispersos de DMPC corsé&s y de DMPC

con Asgey AMIL.
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Capitulo 7

Conclusiones Generales

Las conclusiones generales de este trabajo de gespueden resumir en los

siguientes puntos:

a) El Palmitato de Ascorbilo (Asg en solucion acuosa y con cosolvente
(PEGo) presenta diferentes mesofases que dependen deorleentracion de
surfactante, la temperatura y la proporcién debls@site en la solucién. El agregado de
este ultimo no solo disminuye las temperaturasatesicion sino que también genera la
aparicion o corrimiento de mesofases cubicas hemi@as de menor concentracion de
surfactante. Estas mesofases aparecen a mayoresntragiones cuando se usa solo
agua como solvente y no habian sido informadashdiodrafia hasta ahora.

Para el reconocimiento del tipo de fases e intesvah las cuales se encuentran se
realizd un estudio global del comportamiento de ;A®m solucion mediante la
realizacion de cuatro diagramas de fases comptzingspondientes a los sistemas:
AscCis- agua puralscis- (75% agua y 25% PEG), AsGs- (50% agua y 50% PEw),
Ascis- (25% agua y 75% PEG) los cuales no habian sido descriptos previamemte

la bibliografia.
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b) El Asge se auto-organiza en monocapas de Langmuir coniegolages
electrostaticas altamente dependientes del pH kagleondiciones de salinidad de la
subfase. A través del BAM fue observada la formacioe dominios de alta
uniformidad, mas cristalinos y otros en forma aeef$ los cuales se producen por una
repulsion mayor entre los grupos polares del staffie. Esta diferencia se debe a las
distintas condiciones de la subfase. Se realizéstmdio de interaccion entre Asen
interfases con fosfolipidos. Las monocapas deolipéflos proveen una matriz
favorable de adsorcidon-insercion de las moléculasAdgs. Un estudio de estas

caracteristicas no habia sido descripto en bilditghasta el momento.

c) El estudio del clorhidrato de amiodarona (AMI) pegd informacion
confiable sobre el comportamiento de esta moléenlsoluciones y sus propiedades de
agregacion. Con esta informacion se desarrollGiagraima fases, el cual no habia sido
informado en bibliografia hasta ahora.

d) Luego de conocer el comportamiento del Asg la AMI se desarrollaron
liposomas utilizando DMPC y estos dos compuestdsteniéndose resultados
alentadores. El tamafo de particula, potengiat los estudios de estabilidad de
membrana por polarizacion generalizada (GP) obdsnkermiten suponer que estos
compuestos pueden compartir la formacion de la misrambrana. Ademas, esto sirve
como plataforma para la incorporacion de diferedtegas con caracteristicas similares

y el uso de otros lipidos.
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Capitulo 8

Perspectivas

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos cormdaashién una serie de
ensayos en curso, que no han sido incluidos eresépte trabajo, se pueden platear las

siguientes perspectivas de trabajo:

a) Se ha estudiado el comportamiento del;Asmn agua y con el agregado de
cosolventes, los cuales disminuyen la temperateraassicion de algunas de las fases
formadas. Estas fases siguen apareciendo a temmaeraguperiores a las de uso y
almacenamiento, por lo que seria importante pddgaid a reducirlas ain mas con el
agregado de otros cosolventes o cosurfactantestdam los cosurfactantes, es posible
utilizar derivados de vitamina C de cadenas masmsocomo los que tienen 10 y 12
atomos de carbono. Estos compuestos tienen terapesate transicion menores que el
Ascig. Trabajando a concentraciones fijas, se podriareds como son afectadas las
fases formadas en presencia de estos, para lo saréd necesario determinar
previamente un diagrama de fases completo con relade seleccionado que va a
actuar como cosurfactante. De esta manera se perelela certeza de cuales son las
mesofases formadas entre este compuesto y el agiiferantes temperaturas y

concentraciones y no generar problemas de intapéet
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b) El analisis topolégico por la metodologia de mopasay BAM ha
demostrado que puede brindar informacion muy @rapel derivado de vitamina C
estudiado, que lleva a la comprension del compaetatm superficial del Ase. Estas
técnicas podrian ser utilizadas con alguno de tias @erivados, como el decanoato de
Ascorbilo (Asgg), para establecer las propiedades superficialedosndimensiones y
las caracteristicas de los dominios que se vandiodam Luego se podrian realizar
monocapas mixtas para observar diferencias ergredminios de la mezcla respecto

los de las monocapas puras. Hasiendo liposomas

c) Utilizando monocapas formadas con fosfolipidos A&ti¢ y mediante BAM
se podria observar como varia la formacién de maronios con el agregado de
colesterol y esto se podria extrapolar a la fororade liposomas con el agregado de

diferentes proporciones del esteroide.

d) Dado que no se han realizado estudios mediante Badsl las monocapas con
Ascyey fosfolipidos, ni utilizando estos dos compuestdgvil, seria muy util encarar el
estudio de estos sistemas mediante esta técniestBenanera se podria visualizar que
tipo de interacciones se producen entre estasnoésculas por encima y debajo de la

temperatura de transicion del lipido.

e) Los liposomas obtenidos utilizando AgcAMI y DMPC podrian servir como
modelo para el desarrollo de otros liposomas geed lipidos insaturados y cuenten

con un antioxidante que los proteja de los ageagessores.

f) Se pueden ensayar liposomas con mayores concengacie Asg, para el
sistema Asg, AMI y DMPC; con el fin de aumentar su estabilidadmo lo predice la
teoria DLVO.

g) Se podrian realizar las pruebas de estabilidadigdidgicas de los liposomas

gue contienen AMI como principio activo, de mandeagarantizar un sistema confiable
como transportador de drogas que pueda lleganaafarn medicamento.
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Capitulo 9
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