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Resumen

Las emulsiones son sistemas dispersos heterogéneos, muy Utiles en el campo de
la Farmacia, sus caracteristicas permiten que puedan ser deglutidas facilmente o
poder ser aplicadas de manera tdpica. Su desventaja radica en que son sistemas
termodinamicamente inestables, por lo que con el tiempo tienden a una separaciéon
de fases. Por lo tanto, es necesario formular a las emulsiones de tal manera que
conserven sus propiedades iniciales, como distribucién de tamano de particula,
durante el mayor tiempo posible, es decir, que tengan estabilidad cinética; para este
cometido se han usado cristales liquidos liotrépicos; éstos son sistemas
nanoparticulados que al ser agregados como una fase dispersante, pueden proveer
de una mayor estabilidad a la emulsién, ya que actian como una barrera contra la
coalescencia, ademas tienen otras ventajas como el constituir en si mismos
sistemas para la liberacion modificada de farmacos. Por lo tanto, el objetivo de la
presente tesis fue evaluar la estabilidad cinética y el perfil de liberacién de una
emulsion tipo crema conteniendo cristales liquidos liotrépicos cargados con
ketoconazol.

Para lo anterior, se elabord una crema en emulsidén agua/aceite de uso topico, cuya
fase externa consisti®6 en un sistema nanoestructurado liquido-cristalino
conteniendo ketoconazol; habiendo previamente obtenido éste conforme a la
composicion y procedimiento definidos en la solicitud de patente del Laboratorio de
Farmacia Molecular y Liberacion Controlada de la UAM-X y éste fue caracterizado
mediante distintas técnicas analiticas. La crema resultante fue sometida a un
protocolo de estabilidad conforme la NOM-073-SSA1-2015, habiendo realizado
pruebas como resistencia a la centrifugacién y andlisis reolégicos de flujo tipo
oscilatorio de pequeria amplitud de deformacién; y siendo comparada con una

formulacién convencional.

Las cremas con el sistema liquido-cristalino tuvieron una menor variacién de
distribucién de tamano de particula con el tiempo; habiendo soportado hasta 19420
G x 2 horas y, en los barridos de flujo oscilatorio, exhibieron un comportamiento
viscoelastico donde el médulo elastico es predominante sobre el viscoso en el rango
de frecuencias estudiado 0.1 a 10 rad/s. Ademads, presentaron una liberacion
modificada del principio activo, con un mecanismo de difusion anémala, y una

liberaciéon del 13% del ketoconazol a las 8 h.
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INTRODUCCION

La estabilidad de las emulsiones es de vital importancia dentro de la industria
farmacéutica y cuando se trata de la estabilidad de éstas en Farmacia, no solamente
se refiere a la estabilidad quimica del farmaco, sino también a una estabilidad cinética
del sistema en dispersidn. Asi, cuando se habla de estabilidad cinética, hablamos
también de propiedades fisicas de la emulsion, en concreto se espera que no haya
separacion de fases de la emulsién o algun otro cambio fisico: color, tamafo de
glébulo, viscosidad, etcétera; todo lo cual puede cambiar la aceptacion del paciente.

Por lo tanto, al disefiar una emulsidn, se persigue que las propiedades fisicas no
cambien drasticamente con el tiempo o0 se mantengan tiempo suficiente: desde que
se encuentra en un anaquel para su venta, hasta que es utilizada para un tratamiento.
Lo anterior significa que, en el caso de las emulsiones, las pruebas de estabilidad a
las que son sometidas deben demostrar que con el tiempo no hay separacion de
fases, ni cambios importantes en la distribucion del tamafo de particula y que las
propiedades reoldgicas sean aceptables bajo accién de flujo.

Uno de los enfoques tecnoldgicos recientes que se ha tomado para mantener la
estabilidad cinética de las emulsiones, es el uso de los Cristales Liquidos Liotropicos
(CLL), ya que éstos no solamente dotan a la formulacion de una mayor estabilidad

fisica, si no que permiten también la liberacion controlada de farmacos.

Los resultados de este proyecto mostraron que la crema que contiene los Cristales
Liquidos Liotrépicos (crema/CLLK) y la crema convencional (crema/agua) son
similares, respecto a reologia de flujo oscilatoria, pero diferentes en cuanto a la
distribucién del tamano de particula con el tiempo y la temperatura; ademas de que
la crema con el sistema liquido cristalino no muestra separacion de fases después

de ser sometida a 19,420 G x 2 h en centrifugacion.

La crema con el sistema liquido cristalino tiene una liberacion del 12 % del
ketoconazol, con difusion del tipo andémalo; siendo el perfil de liberacidn
significativamente diferente de la férmula convencional. También se da primera
evidencia de la permeacién del ketoconazol en piel de cerdo a partir de la crema.



2. ANTECEDENTES

Los Cristales Liquidos Liotropicos tienen caracteristicas que los hacen utiles en
Farmacia; algunas de éstas es su capacidad para la liberacién controlada de
farmacos (Chavez et al., 2013) al mimetizarse con la estructura de los lipidos del
stratum corneum (SC) de la piel (Kim et al., 2009); por lo que de una emulsién que
contiene cristales liquidos se espera un comportamiento similar. Sin embargo,
ademas de las propiedades mencionadas, en el aspecto tecnoldgico resulta de
interés la capacidad que han mostrado las fases liquido-cristalinas para estabilizar

emulsiones.

Entre la evidencia obtenida para respaldar lo anterior, se ha encontrado que las
emulsiones O/W que contienen sistemas liquido cristalinos, muestran tixotropia,
estructuras birrefringentes y gotas secundarias que ayudan a estabilizar la emulsién
(Lavaselli et al., 2012). También se ha descubierto evidencia mediante microscopia
de luz polarizada, de estructuras liquido-cristalinas en emulsiones tipo W/O/W,
manteniéndose invariable el tamano de particula de la emulsién después de 60 dias
(Toshifumi et al., 2012).

Otros investigadores han utilizado la reologia oscilatoria para determinar la
estabilidad en una emulsion O/W; asi, mediante barridos de frecuencia, se demuestra
que la crema presenta una buena estabilidad, ya que el médulo elastico domina sobre

el viscoso en todo el intervalo de frecuencia (Zhang & Liu, 2013).

La mayor estabilidad de las emulsiones con fases liquido-cristalinas ha sido atribuida
al incremento de la fuerza mecanica de la interfase de la emulsion y a la fijacién de
las estructuras liquido-cristalinas a las gotas de la emulsién. La estructura que rodea
a la gota de la emulsién reduce las interacciones de van der Waals entre las gotas
de la emulsién, por lo que los cristales liquidos actian como barrera contra la
coalescencia (Lavaselli et al., 2012).



3. MARCO TEORICO

3.1 Sistemas dispersos heterogéneos

Cuando un compuesto “A” es soluble en otro “B”, es posible formar una disolucién
verdadera de “A” en “B”; mezcla en que las particulas del soluto se encuentran
dispersas a nivel molecular. Ademas, se asume que las moléculas de disolvente y de
soluto poseen un tamano similar y que éstas se han distribuido uniformemente en el
disolvente. En cambio, si la sustancia “A” es insoluble en “B”, lo que puede hacer es
dividir “A” en unidades muy pequefas y distribuirlas en el seno de la sustancia “B”.
Por lo cual se entiende que se ha obtenido un sistema disperso heterogéneo, debido
a que las unidades de “A” tienen tamafio mucho mayor que las del disolvente “B”. Los
sistemas dispersos heterogéneos, son aquellos en los que una sustancia “A” (la fase
dispersa o discontinua) se encuentra en el seno de otra segunda “B” (la fase
dispersante o continua); asi, por lo general el tamafo para distinguir un sistema
disperso heterogéneo de una disolucién verdadera (dispersibn molecular) es el
tamano (Tabla 1), ya que ésta dltima tiene un intervalo de tamafo menor a 1 nm
(Banker, 2002; Martin, Sinko, & Singh, 2011; Vila Jato & Lastres Garcia, 1997).

Tabla 1.-. Clasificacidon de sistemas dispersos con base en el tamafio de particula de la fase
dispersa. Modificado de Martin et al., 2011

<1 nm Particulas invisibles por microscopia | Moléculas de

de electrones; pasan a través de
membranas semipermeables;

generalmente difunde rapido

oxigeno, algin tipo
de ion disuelto en

agua

1 nm-1 um

Particulas que no se observan con
microscopia convencional, pero si por
microscopia de electrones; pasan por
un papel filtro, pero no por una
membrana semipermeable;

generalmente difunden lentamente

Plata coloidal,
micelas de
tensoactivos en una

fase acuosa

>1um

Particulas visibles por microscopia
ordinaria; no pasan un filtro ordinario o

membranas semipermeables

Suspensiones y

emulsiones




Un caso especial de sistemas dispersos heterogéneos son los sistemas coloidales.
En los estos sistemas coloidales se encuentran particulas en el que algunas de sus
dimensiones se encuentran en un tamano por lo menos de un nanémetro y un
microdmetro. Los sistemas coloidales se pueden clasificar en dos categorias, coloides
liofilicos y coloides liofébicos. Los coloides liofilicos contienen particulas que
interactuan extensamente con el medio de dispersion y debido a esta afinidad por el
medio, ciertos materiales forman coloides o soles al ser dispersados con relativa
facilidad en una fase dispersante. En cambio, los coloides liofébicos tienen poca
atraccién por cualquier fase dispersante, por lo que para formar estos sistemas se
necesita de un gran aporte de energia (Martin et al., 2011).

Adicionalmente los sistemas dispersos heterogéneos se pueden clasificar basandose

en el estado fisico que constituye a cada una de las fases (Tabla 2).

Tabla 2.- Clasificacidén de los sistemas dispersos con base en el estado fisico de la fase dispersa
y fase dispersante. Modificado de Martin et al., 2011

Fase dispersa Fase o medio dispersante
Sélido Liquido Gas
Solido Suspension solida (pasta | Suspension Aerosoles sélidos
de 6xido de zinc) (suspensiones orales) (aerosol de epinefrina

para inhalar, humo)

Liquido Emulsién solida Emulsiones (Emulsiones | Aerosoles liquidos (spray
(petrolato hidrofilico) orales, cremas topicas) nasal, nieblas)

Gas Espumas plasticas, Espuma, sales ninguno
espumas sélidas efervescentes en agua

Muchas veces los intervalos de tamafno en los sistemas dispersos son arbitrarios ya
que no hay limites especificos entre las categorias. Por ejemplo, una emulsién puede
exhibir propiedades coloidales, a pesar de un tamafo promedio que puede ser mayor
a 1 um. Esto ejemplifica el hecho de que la mayoria de los sistemas dispersos son
heterogéneos en relacién con su distribucién de tamano de particula (DTP).



Los sistemas dispersos heterogéneos han encontrado una variedad de aplicaciones
en Farmacia. Las dispersiones liquidas, como las suspensiones y las emulsiones,
han tenido la ventaja de ser facilmente deglutidas y de poder fraccionar las dosis
comparadas con las formas orales solidas. Esto es particularmente importante en el
caso de pacientes infantes y de adultos mayores. Adicionalmente, el tamafo pequefio
de particula de la fase dispersa tiene como resultado una gran area superficial; esto
permite una velocidad alta de disolucién del farmaco y una mayor biodisponibilidad
comparada con las formas orales solidas; dotando a este tipo de sistemas de mayor
importancia en el caso de farmacos poco solubles. En el caso de los sistemas
dispersos farmacéuticos de tamafo coloidal, la expansion de su uso ha aumentado
con el tiempo. Algunas aplicaciones son como germicidas (plata coloidal) y agentes
en medicina diagndstica (oro coloidal). Otros sistemas desarrollados son el cobre
coloidal (anticancerigeno), asi como diversos sistemas de liberacion de farmacos,
como los liposomas, cristales liquidos, microemulsiones, etcétera, presentando como
ventaja adicional, su capacidad para la liberacién controlada de farmacos, asi como
prolongar su estabilidad.

En esta tesis se revisard la importancia de dos tipos de sistema dispersos
heterogéneos clasificados en relaciébn con su tamano: la emulsiéon y un sistema
coloidal (Cristales Liquidos Liotropicos). Un aspecto critico en ambos es su
estabilidad fisica; la cual se ve influenciada por la elevada proporcion
superficie/volumen de la fase dispersa. Dicho de otro modo, el &rea de contacto entre
el medio y las particulas (area interfacial) es muy elevada y aumenta a medida que
disminuye el tamafno de la fase dispersa. En esta interfaz, las propiedades
superficiales cobran mayor relevancia, por lo que es de gran importancia el estudio
de la energia asociada con la creacion y mantenimiento de la interfaz, ya que de esto
dependera que las particulas se mantengan dispersas.

3.1.1 Emulsiones

Las emulsiones son sistemas dispersos heterogéneos, los cuales consisten en dos
liquidos inmiscibles. Las gotas de un liquido (fase dispersa) estan dispersas en otro
medio liquido (la fase continua); cabe mencionar, que la mayoria de las veces, la fase

continua estd en mayor proporcion que la fase dispersa. Para dispersar los dos



liguidos inmiscibles, se necesita de componentes adicionales llamados
emulsificantes, entre los que se encuentran los tensoactivos (Vila Jato & Lastres
Garcia, 1997).

Dada la naturaleza fisicoquimica de las emulsiones, que por definicion son
termodinamicamente inestables, inevitablemente sufriran la separacion de sus fases
con el tiempo. Aunque existen excepciones como es el caso de las microemulsiones
(Vila Jato & Lastres Garcia, 1997). Es asi como el fendmeno de inestabilidad de las
emulsiones es un problema que no puede desaparecer debido a su naturaleza, pero
se puede retardar conociendo el fendmeno fisicoquimico detras de ésta y con ello

optimizar la formulacion.

3.1.2 Formacion y termodinamica de las emulsiones
Considerando dos liquidos inmiscibles, en donde el primero es una gran gota con un
area A1 inmerso en un segundo liquido B, la gota A1 es ahora subdividida en un gran
nuamero de gotas, ahora con un area Az, por lo que ahora el area A2>>A1. El cambio
de energia libre (AG/°™) de ir de un estado A1 a un estado Az, viene dado en la
siguiente ecuacion (Tadros, 2016):

AGTo™ = AAy,, — TASOV [Ec. 1]
Donde:

AAy,,= Término de energia libre superficial o el trabajo necesario para cambiar el
area A de la interfase A - B; siendo v la tensién interfacial generada entre A y B.

—TAS™ = es el cambio de la entropia debida al aumento del nimero de gotas a un
valor definido de temperatura T.

La mayoria de las veces AAy;,>>—TAS°™ | por lo que se deduce que AG'°™ es
positivo, por lo cual la formacion de las emulsiones no es espontaneay el sistema es

termodinamicamente inestable (Tadros, 2016).

3.1.3 Estabilidad cinética de las emulsiones
En las emulsiones, la reduccién del area interfacial por coalescencia, reduce la
energia del sistema, este proceso es favorecido termodinamicamente, por lo que el

sistema tendera progresivamente a disminuir en el nimero de gotas y aumentara el



tamano de la gota, llevando finalmente al sistema a separarse en sus fases oleosa y
acuosa (Lachman & Liebermann, 2013).

Se ha definido una emulsién termodinamicamente estable como aquella que
“‘mantendria el mismo numero y tamafio de particulas en la fase dispersa por unidad
de volumen-peso de la fase continua. De acuerdo con esta definicion, el valor total
de la energia interfacial debe ser invariante con el tiempo (Lachman & Liebermann,
2013) y si bien esto ultimo no es posible, se suele recurrir a una propuesta de
formulacién de estabilidad farmacéutica aceptable, que es una forma de dosificacion
que no requiere estabilidad termodinamica, pero ello no conlleva necesariamente a
la aceptacion por parte del paciente. Asi, por ejemplo, si una emulsién sufre de
cremado, ésta puede seguir siendo farmacéuticamente aceptable siempre y cuando
pueda reconstituirse mediante una ligera agitacion, debiendo cumplir también otros
parametros que tienen que ver con su aceptacion por el paciente. Por lo que se debe
evaluar el periodo de vida util en que la formulacién conserva la mayoria de sus
propiedades y de ser posible, se buscara extenderlo.

El periodo de vida util de un producto puede estar directamente relacionado con su
estabilidad “cinética”. Esto significa que las propiedades fisicoquimicas de una
emulsion no cambiaran considerablemente durante un tiempo razonable. Por lo que
el formulador enfrenta dos problemas: ¢cual es el periodo de vida aceptable de la
emulsion? y ¢ cudles son los indicadores predictivos del periodo de vida util? Por lo
tanto, se han desarrollado métodos para evaluar la inestabilidad y periodo de vida util
de las emulsiones.

Existen dos caminos para evaluar la inestabilidad de las emulsiones: uno es esperar
por periodos largos a las condiciones normales del medio ambiente e ir evaluando
las propiedades de la emulsion y la otra manera es someter a la emulsion a
condiciones de estrés drastico y en tiempos cortos para acelerar su inestabilidad
(Lachman & Liebermann, 2013). Dado que esto ultimo es mas util, las formulaciones
se someten a protocolos de estabilidad acelerada, los cuales pueden ser ciclos de
frio-calor, temperatura elevada, estabilidad a la centrifugacién, los cuales son de gran
utilidad para evaluar la inestabilidad de una formulacién.



3.2 Tipos de inestabilidad en las emulsiones

La inestabilidad de las emulsiones se clasifica de acuerdo con el mecanismo que ésta
siga. La inestabilidad puede comenzar por alguno de todos los mecanismos o ser una
combinacion de ellos y finalmente terminar en la separacion de las fases de la
emulsion (McClements, 2007).

Los mecanismos de inestabilidad son los siguientes: separacion gravitacional
(cremado/sedimentacion), floculacion, coalescencia y maduracion de Ostwald.

3.2.1 Separacion gravitacional

La separacion gravitacional es un fenémeno dentro de los sistemas dispersos
heterogéneos, donde las gotas de la fase discontinua se mueven hacia arriba
(cremado) porque tienen una densidad mas baja que la fase que las rodea, o puede
ir también hacia abajo (sedimentacién) por efecto de una densidad mayor al de la
fase continua. La velocidad de cremado o sedimentacion de las particulas esféricas
puede ser estimada a partir de la ley de Stokes [Ec. 2] (Martin et al., 2011):

v = ZTZ(ST_:)")Q [Ec.2]
Donde:

r: Radio de la particula

p: Densidad de las particulas esféricas (fase discontinua)

p,- Densidad del medio (fase continua)

g: Aceleracion debida a la gravedad

1, Viscosidad del medio (fase continua)

De la ley de Stokes surgen ciertas aseveraciones utiles para formular, por ejemplo,
la separacion gravitacional puede ser inhibida por tamafnos pequefios de gota, una
viscosidad alta de la fase continua y una diferencia baja de densidades.

3.2.2 Floculacion
La floculacion es un proceso en donde las gotas se “pegan” formando un agregado
de gotas, pero todas mantienen su integridad. Este fendmeno se genera por la

atraccion de van der Waals, en especifico una de sus componentes, las interacciones



de dispersion de London. Las fuerzas de dispersion de London surgen de la
fluctuacién de las cargas eléctricas en la interfase. Ya que los atomos y moléculas
consisten en nucleos con sus electrones rotando constantemente a su alrededor, se
crea un dipolo temporal como resultado de la fluctuacion de las cargas. Este dipolo
temporal induce otro dipolo en la molécula u atomo adyacente.
La interaccion de energia entre dos atomos o moléculas (Ga) es de corto alcance y
es inversamente proporcional a la sexta potencia de la distancia de separacion (r)
entre atomos y moléculas [Ec. 3]:

Ga =-(B/r®) [Ec. 3]
Donde (B es la constante de dispersion de London que es determinada por la
polarizacion del atomo o molécula.
Se ha sugerido que las interacciones de dispersion de London entre atomos y
moléculas en cuerpos macroscépicos (como las gotas en una emulsion) pueden ser
aditivas, dando como resultados en grandes fuertes atracciones de van der Waals
(Tadros, 2016). A distancias pequenas, el solapamiento de los orbitales electrénicos
de las moléculas origina el predominio de las fuerzas repulsivas que, sin embargo,
decaen rapidamente con la duodécima potencia de la distancia (Vila Jato & Lastres
Garcia, 1997).

3.2.3 Maduramiento de Ostwald

El maduramiento de Ostwald es un proceso donde las gotas grandes crecen a
expensas de las gotas pequenas (McClements, 2007). Esto es asi, debido a que las
gotas de menor tamafno son mas solubles que las grandes, por lo que tienden a
disolverse en ellas, mientras que las grandes, mas insolubles y estables, tienden a
aumentar de tamafo a costa de las moléculas de las gotas mas pequenas (Vila Jato
& Lastres Garcia, 1997).

La fuerza conductora de este fendmeno como se dijo anteriormente es la solubilidad
de las gotas pequenas. Esto puede ser facilmente reconocido en la ecuacién de
Kelvin [Ec. 4], la cual relaciona la solubilidad de una particula o gota S(r) con aquella
particula o gota con radio infinito S («):

S(r) = S(e0) exp(22) [Ec. 4]



Donde v es la tensidn interfacial, Vmn es el volumen molar de la fase dispersa, Res la
constante de los gases y T es la temperatura absoluta. La solubilidad de las gotas
incrementa rapidamente con la disminucién del radio, particularmente cuando r < 100
nm.

Con el tiempo, la difusion molecular puede ocurrir entre gotas pequenas y grandes,
con la desaparicion al final de las primeras. Esto resulta en un cambio de distribucion
de los tamanos de gota durante el almacenamiento de las emulsiones. Para evitar
este proceso, se debe obtener una distribucion de tamafios homogénea
(McClements, 2007).

3.2.4 Coalescencia
La coalescencia envuelve algunos fenédmenos sucesivos: dos gotas se encuentran;
se forma una capa delgada entre ellas; la capa se vuelve mas delgada; y si la capa
se vuelve mas delgada se puede romper, el ultimo evento inicia la coalescencia de
las dos gotas.
Un concepto muy util para explicar lo anterior fue introducido por Deryaguin, quien
sugiere que “una presion de separacion” 1r(h) es producido en la capa delgada entre
las gotas para balancear el exceso de presién normal [Ec. 5]:
n(h) = P(h) — P, [Ec. 5]

Donde P(h) es la presién de una capa con grosor h, y Poes la presién de una pelicula
lo suficientemente gruesa para que la energia libre de interaccion neta sea cero. El
termino m(h), a su vez compuesto de tres contribuciones [Ec. 6], la repulsion
electrostética (7g), la repulsion estérica (17s) y las atracciones de van der Waals (174):

n(h) =g + g+ my [Ec. 6]
Para producir una pelicula estable, la suma de ey msdebe ser mayor a 14, y esto por
lo tanto es la fuerza conductora para la prevencién de la coalescencia, que puede ser
alcanzada por la mejora de dos mecanismos o una combinacién de ellos:1)
incrementar la repulsion estérica y electrostatica o 2) disminuir el tamafo de particula;
sobre esto ultimo, en general, las gotas mas pequefas son menos propensas a las

fluctuaciones de superficie.
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Una de las maneras en que se puede alcanzar lo anterior es mediante la formacién
de fases liquido-cristalinas laminares en la interfase de las emulsiones O/W, como se

tratara en las siguientes secciones.

3.3 Estabilizacion de las emulsiones

Con base a los mecanismos de inestabilidad antes expuestos, se puede afirmar que
para que una emulsion sea estable por tiempos apreciables, habra que impedir la
union de las gotas, por lo cual se podra recurrir a uno de los siguientes mecanismos
de estabilizacién (Vila Jato & Lastres Garcia, 1997):

1.- Estabilizacion electrostatica, que consiste en proporcionar una carga eléctrica a
las particulas, de forma que al tener la misma carga se repelan entre si. Para esto se
pueden modificar valores como la fuerza idnica, la adsorcidn de contraiones, etcétera.
Esto puede entenderse sobre las bases del conocimiento del potencial zeta ().

2.- Estabilizacién estérica que consiste en recubrir las particulas con una capa
adsorbida de material (como un polimero, un sélido anfipatico finamente dividido o
cristales liquidos) que evita que se acerquen mucho. Cuando las capas del polimero
se acerquen, se producira una repulsion entre las mismas; asi, las particulas no
podran acercarse a distancias menores de dos veces el grosor de la capa de polimero
adsorbido. También, debido a que se requiere energia para desplazar a estas
particulas de la interfaz, se dificulta la coalescencia de las gotas (Vila Jato & Lastres
Garcia, 1997).

Dentro de la estabilizacién estérica también se puede considerar a la estabilizacion
con cristales liquidos liotrépicos, ya que se ha mostrado un incremento en la
estabilidad de las emulsiones que presentan en la fase continua la formacion de
dichos cristales.

3.3.1 Estabilizacion estérica

Las particulas coloidales siempre muestran movimiento browniano y frecuentemente
colisionan unas con otras. La estabilidad de los coloides entonces es determinada
por la interaccion entre las particulas durante dicha colisién. Cuando la atraccién
domina, las particulas pueden adherirse con otra y finalmente la dispersion puede

11



separarse (coalescencia). Cuando la repulsion domina, el sistema puede mantenerse
estable y permanecer en un estado disperso.

Como se mencioné anteriormente en el apartado de floculacién, las fuerzas de van
der Waals son universales en todos los sistemas dispersos y son la principal fuerza
de atraccién entre particulas coloidales. Por lo tanto, se puede decir que una
dispersion coloidal es estable cuando una fuerza repulsiva suficientemente fuerte se
opone a las atracciones de van der Waals.

Dado que en los sistemas coloidales hay siempre fuerzas atractivas de largo alcance,
es necesario proveer una repulsidon de largo alcance entre las particulas para
impartirles estabilidad. La repulsion impartida debe ser tan fuerte como la fuerza
atractiva y comparable en alcance a las interacciones atractivas (Shin, 2002). En el
caso de la estabilizacion estérica, los polimeros naturales y sintéticos (colectivamente
llamados tensoactivos poliméricos) cobran gran importancia, ya sea para estabilizar
emulsiones o suspensiones (Tadros, 2014; Tadros 2016).

Los tensoactivos poliméricos usados para la estabilizacion estérica son
principalmente copolimeros. Los anteriores, a su vez son polimeros que tienen dos
diferentes mondmeros incorporados en la misma cadena polimérica; ademas
adquieren el nombre de tensoactivos poliméricos en el momento en que un
mondémero, denominado “A”, que lo conforma es hidrofilico y el otro monémero “B”
en hidrofébico. Los copolimeros se pueden dividir en tres tipos:

Copolimeros aleatorios: en los cuales las unidades de un mondémero y de otro no
tienen un orden definido.

Copolimeros en bloque: Los bloques de polimero tienen largos segmentos o bloques
de un mondémero seguido de un segundo bloque de mondémero.

Copolimeros de injerto: En este caso, las cadenas de un mondémero estan “injertadas”

sobre cadenas principales de otro monémero (Shin, 2002).

3.3.1.a Mecanismo de la estabilizacion estérica
Cuando dos particulas, una con radio R y con una capa de polimeros adsorbidos con
un grosor hidrodinamico éx, se aproximan a una distancia de separacién h que es

menor que 284, entonces las capas interactuan entre ellas, con dos principales
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consecuencias (Tadros, 2014; Tadros 2016): 1) las cadenas de polimeros se
traslapan entre ellas y 2) las capas de polimeros sufren algo de compresion (fig. 1).

a) b)
Figura 1.- Representacion esquematica de la interaccion entre particulas que cuentan con capas de

polimeros adsorbidos. a) Interpenetracion sin comprensién; b) Compresion sin
interpenetraciéon. Modificado de Tadros, 2016

La situacién real tal vez esté entre los dos casos mencionados, sin embargo, en
ambos casos habra un aumento en la densidad local de las cadenas de polimeros en

la region de interaccion.

Suponiendo que las cadenas del polimero (los monémeros A de los copolimeros) que
interactuan con la fase dispersante estan en un buen disolvente, esto permitiria un
incremento local de la densidad en la zona de interaccién resultando en una fuerte
repulsidn por los dos efectos principales:

1) Un incremento en la presion osmdética en la region traslapada como resultado
de la mezcla desfavorable de las cadenas A, cuando éstos estan en un buen
disolvente; esto se ha denominado repulsibn osmoética o interaccién de
mezclado, y es descrito como la energia libre de interaccion Gmix.

2) Una reduccién en la entropia configuracional de las cadenas en la zona de
interaccion; esto resulta de un descenso en el volumen disponible para las
cadenas A cuando éstas estan traslapadas o comprimidas. Esto es referido
como la interaccion del volumen de restriccion, interaccion entropica o

interaccion elastica, y es descrito por una energia libre de interaccion Ge..
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La combinacion de Gmixy Gel€s usualmente referida como energia libre de interaccién

estérica Gs [Ec. 7]:
Gs= Gmix + Gel [EC. 7]

El signo de Gmixdepende de la interaccién de las cadenas A del polimero con el
disolvente o fase dispersante (Tadros, 2014; Tadros 2016). La medida del grado de
interaccion entre un polimero y el disolvente se denomina parametro de interaccién
de Flory—Huggins, este parametro se representa mediante x, cuando x < 0.5 indica
que el disolvente tiene gran afinidad por las cadenas polimero, hinchandolo; mientras
que valores para x > 0.5 el disolvente no tiene afinidad por las cadenas del polimero,
haciendo que se encojan (Polymerdatabase, 2018). Los valores anteriores influyen
en Gmix, los valores para polimeros donde x < 0.5 hacen que GmixSea positivo y que
la interaccion de mezclado tienda a la repulsién. En contraste, si x < 0.5, Gmix sera
negativo y la interaccién de mezclado se volveria atractiva. En el caso de Ge, es
siempre positivo, por lo que algunas dispersiones estables pueden ser producidas
incluso en disolventes que no tienen afinidad por las cadenas del polimero (Tadros,
2014; Tadros 2016).

3.3.1.b Criterios para una estabilizacion estérica efectiva

1) Las particulas deben de estar completamente cubiertas por el polimero.
Cualquier parte en la particula que no esté cubierta puede causar floculacion
debido a las atracciones de van der Waals.

2) El polimero debe de estar fuertemente “anclado” a la superficie de la particula
para prevenir cualquier desplazamiento durante la aproximacion de las
particulas; esto es particularmente importante para dispersiones
concentradas. Para este propoésito, los copolimeros en bloque y los

copolimeros de injerto son los mas adecuados.

La eleccién del copolimero para brindar estabilizacién a la emulsién dependera de su
signo, O/W o W/O. Un ejemplo de uso amplio en Farmacia es el uso del poloxamero

407, el cual se utiliza para estabilizar dispersiones acuosas ya que esta compuesto
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por una cadena de anclaje hidrofébica conformado por polipropilenglicol y flanqueada
por dos cadenas de estabilizantes de polietilenglicol.

3.4 Estabilizacion de emulsiones por formacion de cristales liquidos

La formacioén de fases liquido-cristalinas, en las emulsiones suele ser comun cuando
la formulacién contiene ciertos sistemas de mezclas de tensoactivos (como son lauril
sulfato de sodio-alcohol cetilico; alcohol cetoestearilico con varios n-alquil sulfatos de
sodio, entre otros). La evidencia indirecta ha sido provista por estudios reoldgicos,
los cuales han demostrado la presencia de una red viscoelastica en la fase continua
de algunas emulsiones. Otros estudios han mostrado mas evidencia via microscopia
Optica con luz polarizada o técnicas de contraste diferencial de interferencia.
Recientemente la criomicroscopia electrénica de transmision ha hecho posible una
mayor resolucion de manera mas directa (Lieberman, 1996).

Dejando de lado la posible formacion espontanea de cristales liquidos en la emulsion,
éstos también pueden ser agregados en la emulsién para promover la estabilidad de
la emulsién y para proveer una matriz que los contenga; asi, se ha publicado que el
mecanismo de estabilizacién por los cristales liquidos depende del método de
emulsificacién. Con una emulsificacion suave, los cristales liquidos forman “una piel”
alrededor de las gotas. Este tipo de estabilizacién por cristales liquidos es la mas
reportada. Finalmente, una emulsificacion intensiva da lugar a vesiculas liquido-

cristalinas las cuales pueden estabilizar a la emulsién (Sjéblom, 2001).

3.5 Propiedades de los cristales liquidos

Los tensoactivos en sistemas agua/aceite forman gran variedad de estructuras de
asociacion entre las cuales se encuentran los cristales liquidos (Chavez et al., 2013).
Estos también son conocidos como mesofases, fases intermedias, o semisélidos ya
diferencia de los liquidos ordinarios, las moléculas o iones que los forman se
disponen de manera relativamente ordenada, dando origen a un estado mesomaorfico
que posee un orden de largo alcance con lo que respecta a la orientacién molecular

y un orden parcial, o bien desorden, en lo referente a posicién de las moléculas. De
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acuerdo con el origen de su formacion, las fases liquido-cristalinas se clasifican en 2
grandes grupos: termotrépicas y liotropicas.

Los cristales liquidos termotrépicos (del griego thérme, calor, y tropé, cambio) se
forman al calentar ciertos sélidos a una temperatura caracteristica para cada
sustancia. A otra temperatura, mayor y definida, desaparece el orden a nivel
molecular y el sistema presenta caracteristicas de un liquido ordinario (Pasquali et
al., 2018).

Los liquidos liotrépicos (del latin lyo, desleir), en cambio, se presentan en cierto
intervalo de temperatura cuando algunas sustancias se dispersan en un liquido. Para
una temperatura fija, este tipo de cristal liquido aparece en un intervalo de
concentracion. Los sistemas liotrépicos mas comunes estan constituidos por
dispersiones de tensoactivos en agua, aunque también pueden formar parte de estos

sistemas otras sustancias anfifilicas como acidos grasos y esteroles.

La principal fuerza conductora para la formacion de los cristales liquidos liotrépicos,
es el efecto hidrofdbico, que actua minimizando las interacciones entre las colas
hidrocarbonadas de las moléculas anfifilicas y el ambiente acuoso. Las variaciones
en las regiones hidrofilicas e hidrofébicas pueden favorecer la formacion de fases
termodinamicamente estables con una curvatura interfacial de magnitud
incrementada, reflejado en el incremento de la dimensionalidad de las fases formadas
(Mulet et al., 2013). Las caracteristicas fisicoquimicas de la cabeza y cola de las

moléculas anfifilicas contribuyen a la forma de la estructura formada en el agua.

En los sistemas liquido cristalinos liotropicos existen 3 fases bien caracterizadas (fig.
2), cada una con algunas variantes y las cuales tienes diferentes caracteristicas
estructurales y de fluidez, que son:

Fase laminar: ésta se caracteriza por las bicapas que forman los tensoactivos,

parecidas a las membranas celulares, alternadas y que tienen una anchura bien
definida, pero no una estructura dentro de las capas. Poseen una relativa fluidez y

son birrefringentes.
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Fase hexagonal: aqui las moléculas de los tensoactivos aparentemente forman

estructuras cilindricas, en las que las cabezas polares pueden estar orientadas hacia
fuera de la estructura hexagonal (fase hexagonal normal), o hacia dentro de la
estructura (fase hexagonal inversa). Estos cilindros se alinean en arreglos
hexagonales con el agua entre ellos. No fluyen por accién de la gravedad y son

birrefringentes.

Fase cubica: en esta fase las moléculas de los tensoactivos estan ensambladas
formando esferas, que a su vez son empaquetadas en estructuras mas grandes en

forma de esferas. No presenta birrefringencia y es muy viscosa.

Figura 2.- Fases liquido-cristalinas. a) fase laminar. b) fase hexagonal. c) fase cubica. Tomado de

Pasquali et al., 2018
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3.6 Aplicaciones de cristales liquidos en formulaciones farmacéuticas y
cosméticas
La posibilidad de disponer de formulaciones con cristales liquidos de transparencia
Optica y apariencia gelificada, es altamente apreciada en diferentes campos de
aplicacién tales como la farmacéutica y la cosmética, en la que se aprecia la
capacidad de produccidén de emulsiones con gotas muy pequefas, la formacion de
emulsiones con agrupaciones de gotas y la capacidad de limpieza de cremas usadas
en la eliminacion de maquillajes (Chavez et al., 2013). En este sentido, se valora las
propiedades de flujo, apariencia (asociada al tamafo de glébulo y densidad), asi
como los distintos posibles mecanismos de liberacidn modificada de principios

activos que pueden dar lugar.

Los cristales liquidos liotrépicos resultan adecuados como sistemas de liberacién
controlada de principios activos, debido a sus viscosidades altas y a su capacidad
para disolver tanto farmacos hidrosolubles como liposolubles. El sistema mas
estudiado con este fin es el formado por el monooleato de glicerilo y agua que a
temperatura ambiente presenta fase laminar. Otro ejemplo es la formacién in situ de
una fase cubica de viscosidad alta cuando se pone en contacto el monooleato de
glicerilo con el agua de las mucosas, lo que la hace adecuada para la administracion
de medicamentos bioadhesivos (Pascuali, 2006).

Debido a que las fases hexagonales y cubicas de cristales liquidos comunmente son
muy viscosas y que por ello se hacen dificiles de manejar, limitando su aplicacion y
en ciertos casos pueden causar irritacidn cuando se ponen en contacto con el epitelio
biolégico, se ha empleado como una estrategia innovadora dispersar la mesofase
original en agua en forma de particulas pequenas (Guo et al., 2010; Yaghmur &
Glatter, 2009); pero una caracteristica de gran relevancia es asegurar que el sistema
mesofasico inicial de interés (hexagonal o cubico, por ejemplo), mantenga su
estructura intacta al diluirse (dispersarse) en el medio acuoso (Amar-Yuli et al.,
2007).

Cuando los cristales liquidos liotropicos cubicos o hexagonales se dispersan en un
exceso de agua, pueden estabilizarse mediante la adicibn de agentes como
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copolimeros de polioxietileno/polioxipropileno: Poloxamero o Pluronic®, con lo cual
forman dispersiones coloidales que son conocidas como cubosomas y hexosomas,
respectivamente. En general, los métodos de preparacién de los cristales liquidos
liotropicos cubicos y hexagonales son mas sencillos que los de sus dispersiones. Asi,
por ejemplo, los primeros pueden ser preparados al mezclar fases lipidicas anfifilicas
y acuosas con un vortex; en contraste, la fabricacion de cubosomas o hexosomas es

mas complicada.

Para preparar cubosomas o hexosomas se emplean comunmente dos técnicas que
coinciden con lo aplicado en lo general en nanotecnologia: la primera se conoce como
aproximacion de arriba hacia abajo (fop-down) o miniaturizacién, en la cual una
mezcla de los lipidos que forman la estructura y los estabilizantes es hidratada para
permitir el auto-ensamblado en un material viscoso; posteriormente, el material es
dispersado en una disolucién acuosa por medio de la adicion de energia de nivel alto
(homogenizacion a presiéon alta y ultrasonicacién) para formar cubosomas o

hexosomas.

La segunda técnica de preparacion de cubosomas y hexosomas se conoce como
aproximacion de abajo hacia arriba (bottom-up) o amplificacion, en donde el factor
clave es la presencia de un hidrétropo, el cual puede disolver lipidos insolubles en
agua para crear un precursor liquido y prevenir la formacibn de CLL a
concentraciones elevadas. La adicién controlada de medio acuoso en la solucién
anterior reduce rapidamente la solubilidad del lipido, resultando entonces en la
formacién de cubosomas o hexosomas. El método requiere baja energia y tiene la
ventaja de producir nanoparticulas con menor tamafo de particula y mejor estabilidad
(Chen et al., 2014; Guo et al., 2010).

4. Funcioén y estructura de la piel

La piel humana se combina con las mucosas de los aparatos urogenital, digestivo y
respiratorio para proteger la estructura corporal interna de un ambiente externo hostil,
ya que estamos expuestos a contaminacion, temperatura, humedad y radiacion. La

piel salvaguarda los érganos internos, limita la entrada y salida de sustancias
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quimicas, estabiliza la presion arterial, la temperatura, ademas de medir las
sensaciones de calor, el frio y el dolor. Al ser el érgano mas externo, también hay
enfermedades que la pueden dafnar, por lo que se han descrito mas de 1000
enfermedades relacionadas con esta. La accesibilidad de la piel, aunada a su gran
area, la hacen un blanco atractivo para la administracion de farmacos (Aulton, 2004;
Lai-Cheong & McGrath, 2009; Mota et al., 2017).

La piel es el 6érgano mas grande del cuerpo humano, con una superficie que va de
los 1.5 a2 m?y es un 15% del peso en un adulto. La piel se puede dividir en tres
partes (fig. 3): la epidermis, la dermis y el tejido subcutaneo (Lai-Cheong & McGrath,
2009).
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Figura 3.- Capas de la piel y algunos anexos

L Dermis

La epidermis es la capa mas externa de la piel, esta a su vez se divide stratum
cornium, stratum lucidum (capa exclusiva de las palmas de las manos y plantas de
los pies), stratum granulosum, stratum spinosumyy stratum basale (Mota et al., 2017).
Las células que principalmente componen a la epidermis son los queratinocitos (95%
de las células), el resto de las células son los melanocitos, células de Langerhans y
las células de Merkel. El stratum basale consiste en una capa de queratinocitos,
melanocitos y células de Merkel, estas células con caracteristicas tales como ser
columnares, cuboidales y mitéticamente activas, se dividen continuamente para una
diferenciacién que termina en la formacién del stratum cornium, tomando de 2 a 3
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semanas la migracién y diferenciacion de los queratinocitos. Otra de las
caracteristicas importantes de los queratinocitos es su forma de ladrillo, que es
provista por un citoesqueleto de filamentos intermedios de queratina. Mientras la
epidermis se va diferenciando, los queratinocitos se vuelven mas delgados como
resultado de la accion de flagrina, un componente de proteina de granulos de
queratohialina, sobre los filamentos de queratina.

El stratum spinosum es la capa mas larga de la epidermis. Esta compuesta de varias
capas de queratinocitos poliédricos irregulares con citoplasmas grandes unidos por
desmosomas y cuerpos de Odland.

El stratum granulosum esta compuesto de 3 a 5 capas de queratinocitos y consisten
también en los precursores de los lipidos intracelulares del stratum cornium. Aqui los
cuerpos de Odlan son cuerpos aplanados y laminares ricos en lipidos, estos migran
del citoplasma a la membrana, fusiondndose con ella para después liberar su

contenido a la interfase del stratum corniumy stratum granulosum.

El stratum cornium, estd formado por corneocitos no viables, también llamadas
células queratinizadas, que en algun momento fueron queratinocitos, los cuales
perdieron su nucleo y organelos citoplasmaticos. Las células queratinizadas
contienen colesterol, ceramidas y acidos grasos que juegan un rol importante en la
funcion de barrera (Mota et al., 2017). A pesar de su grosor que va de 10 a 20 um,
es una barrera formidable para evitar el paso libre de solutos y agua. Pero a pesar
de ser la barrera fisica mas importante para el paso de agentes externos, el stratum
cornium también puede ser propenso a infecciones, muchas de ellas causadas por
hongos, las llamadas micosis superficiales, causadas por dermatofitos, hongos
parasitos de la queratina (Arenas Guzman, 2000).

La dermis es una capa de 3 a 5 mm de grosor, consta de una matriz de tejido
conjuntivo que contiene proteinas fibrosas entrelazadas (colageno, elastina y
reticulina) embebidas de una sustancia fundamental amorfa de mucopolisacaridos.
Los nervios, los vasos sanguineos y los vasos linfaticos atraviesan la matriz y los
anejos cutdneos (glandulas sudoriparas ecrinas, gldndulas aprocrinas y unidades
pilosebaceas) se engarzan en ella. La dermis necesita un aporte sanguineo eficiente
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para transportar nutrientes, eliminar los productos de desecho, regular la presidén y la
temperatura, movilizar defensas y contribuir al color de la piel (Aulton, 2004).

El tejido subcutaneo (hipodermis) contiene a la grasa subcutanea que proporciona
una almohadilla mecanica y una barrera térmica; esta capa también esta compuesta
por tejido conectivo, conectando a la dermis a los musculos o huesos circundantes.
Los adipocitos que componen principalmente a esta capa estan especializados en

almacenar energia en forma de grasa.

La piel no esta libre de enfermedades, como ya se ha mencionado, y como ejemplo
se describid el caso de las dermatofitosis que invaden a la epidermis. Por lo que es
necesario tener a nuestra disposicion de una variedad de farmacos para el
tratamiento de las dermatofitosis. Dentro de los farmacos utilizados se encuentran la
griseofulvina, la terbinafina y el grupo mas amplio para el tratamiento de las micosis,

los azoles, como el fluconazol, el itraconazol y el ketoconazol, por mencionar algunos.
5. Ketoconazol

El ketoconazol (fig. 4) es un antifungico de amplio espectro e incluye en su actividad
varias infecciones causadas por Candida. Posee actividad fungicida y fungistatica
con respecto a dermatofitos, levaduras, hongos dimorfos y eumicetos. Es usado
contra infecciones fangicas superficiales, candidiasis genital y candidiasis
mucocutanea crénica. Su actividad, al igual que todos los derivados del imidazol, es
explicada por su capacidad para inhibir selectivamente la membrana celular de los
hongos, interfiriendo con la biosintesis del ergosterol (Vardanyan & Hruby, 2006).

A pesar de su espectro amplio contra hongos, el uso de ketoconazol por via oral
presenta problemas. La FDA (Food and Drug Administration) ha emitido un
comunicado de seguridad para limitar su uso, ya que el uso de ketoconazol por via
oral (Nizoral®) puede causar varios problemas en el higado y glandulas adrenales,
ademas de las interacciones que tiene con otros medicamentos. Por lo tanto, el
ketoconazol por via oral no debe ser la primera via de tratamiento si hay alternativas
de mayor eficacia y seguridad. Por lo anterior el ketoconazol queda restringido a su
aplicacion por via tépica, en cremas, champu y geles (Research, 2018).
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El ketoconazol pertenece al grupo Il del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, de
baja solubilidad y alta permeabilidad (Tsume et al., 2014); por lo que tiene problemas
de solubilidad en medio acuoso, reflejandose principalmente en condiciones de pH
de neutros a basico, mientras que la solubilidad se ve aumentada a pH acidos (Skiba
et al., 2000). La masa molecular del ketoconazol es de 531.44 g/mol. Presenta dos
grupos basicos, una piperazida y un imidazol, con dos pKa: de 2.94 y 6.51
respectivamente (Viseras et al., 1995), ademas un log P de 4.3 (Tsume et al., 2014).
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Figura 4.- Estructura molecular del ketoconazol.
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6. Caracterizacion de los cristales liquidos liotrépicos (CLL)

6.1 Analisis del tamaio de la distribucion de tamafio de particula, DTP

La informacién de la DTP es muy importante para muchos procesos de investigacién
e industriales, de ahi surge la necesidad de diversas técnicas encargadas del analisis
de ese aspecto, por lo que también es necesario entender qué es una particula.

La definicibn de particula depende de la disciplina y perspectiva desde la que
estamos hablando. En el caso de la fisica de las particulas, se estudian los bloques
de materia, radiacién y sus interacciones; aunque generalmente se estudian las
particulas mas pequefias que son detectables y las interacciones necesarias para
explicar su comportamiento (Nature, 2018).
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Se ha definido a la particula como una cantidad discreta de materia que tiene una
interfase con el ambiente que la rodea. Muy a menudo se tiene la idea de que una
particula es un sélido que tiene una interfase con un gas o liquido que lo rodea. Sin
embargo, las particulas también pueden ser gotas de liquidos en el aire, burbujas en

el agua o emulsiones.

Ademas, hay que tener en cuenta que no hay una regla especifica de que tan
pequefa o grande puede ser una particula; algunas definiciones dicen que pueden ir
de unos cuantos nandémetros a un milimetro. No obstante, el tamafio de una particula
es de vital importancia, ya que existen fendmenos fisicoquimicos que lo relacionan
con la mencionada interfase. Mientras la particula se vuelve mas pequefia en tamafo
y grande en numero, estas muestran una mayor interfase en relaciéon con su masa.
La interfase entre las particulas y el medio que las rodea exhibe propiedades
marcadamente diferentes a las de la mayoria del material. De esto se puede tomar
mucha informacidn para explicar diversos fendmenos, como puede ser la estabilidad
de las emulsiones o las suspensiones. El otro reto es entender como es que se lleva

a cabo el andlisis del tamano de las particulas (PERC, 2018).

Para el andlisis de tamaro de la particula se deben hacer ciertos supuestos, debido
a que en general, se trata de describir el tamafo de la particula mediante una sola
cantidad, como el didmetro, el volumen o el area superficial. La DTP es una grafica
del numero de particulas que tienen un valor unico de la cantidad elegida o bien una
distribucién acumulada que representa la fraccion de particulas mas grandes o mas

pequenas que un tamano caracteristico.

Debido a que el tnico objeto tridimensional que se describe con una sola cantidad es
una esfera, a partir del diametro de ésta se puede calcular con exactitud su area
superficial y su volumen; en los métodos usuales para analizar el tamafio de particula,
se presupone que las particulas son esféricas, y se puede convertir la cantidad
medida a la de una esfera equivalente. Esto trae consigo un concepto muy
importante, el factor de forma, el cual es necesario entender el porqué de la
aplicabilidad del modelo de la esfera para la determinacién del tamaro de la particula.
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El factor de forma P(q) es la difraccién de la luz, que resulta de la forma de una
particula o particulas. La difraccion de la luz de una particula puede ser explicada
como un patrén de interferencia producido por todas las ondas de luz que son
mandadas al detector por cada electrbn o atomo que componen la particula.
Sumando todas las amplitudes de onda (E) en el detector y elevando al cuadrado el
resultado de la suma anterior, resulta en un patron de interferencia. Este patron oscila
de una manera que es caracteristica de la forma de la particula (fig. 5). Ademas, es
un “factor”, porque debe de ser escalado con un orden constante para coincidir con

las unidades de intensidad experimentales (Heimo & Singh, 2013).

2 :::: 0 Figura 5.- El factor de forma P(q) de una
B e N particula o de un sistema de particulas,
e > :\ es un patron de interferencia de las
"IN Es ondas de luz que inciden sobre ella o

i ‘\: ellas. Donde Eoes la luzincidente con una

amplitud y Es es la luz incidente
difractada a una longitud del vector de
difracciéon. Tomado de Heimo and Singh,
2013

Intensidad 0.1
0.01

0.001

En las aplicaciones practicas, varias particulas son iluminadas al mismo tiempo y el

patrén de difraccion observado corresponde al factor de forma de una particula, solo:

1. Si las particulas son todas idénticas en forma y tamafo (muestras
monodispersas)
2. Silas particulas estan muy alejadas una de otra (muestras diluidas).
Si el sistema tiene diferentes tamanos (muestras polidispersas), entonces los factores
de formas de todas las particulas son sumados para obtener un patron de difraccion

promedio de toda la muestra.
6.2 Difraccion de luz laser

La técnica de difraccion de luz laser, también llamada dispersion de luz laser de
angulo bajo (DLAB), es uno de los métodos mas comunes para medir el tamafo y
DTP comprendido en el intervalo de 0.1 um a los 2,000 um. Esta técnica es popular
debido a su amplio intervalo dinamico, su precisién, su facilidad de uso y su
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adaptabilidad a una variedad de muestras (suspensiones, emulsiones y polvos)
(Skoog et al., 2010). El fendmeno de la difraccion de la luz ocurre sobre la superficie
de las particulas y se puede pensar que sucede como la flexién de ondas de luz por
la superficie de la particula. La difraccion surge debido a las diferencias pequefas en
la longitud de la trayectoria de las ondas de luz creadas por la interaccion con la
superficie de la particula. Estas diferencias en la longitud de la trayectoria causan
interferencia constructiva y destructiva entre las ondas senoidales de la luz, las ondas
difractadas son entonces dispersadas en varias direcciones, dejando un patrén de
difraccion de luz caracteristico (Jillavenkatesa et al., 2001). Como se muestra en la
Figura 4, para particulas grandes, los rayos emitidos hacia atras observados en el
punto D pueden interferir de manera destructiva, debido a la gran diferencia de la
trayectoria de las rutas SXD y SYD. Los rayos emitidos en la direccién directa
observada en la posicién D’, que viajen en la ruta SXD" y SYD’, tienen mayor
posibilidad de interferir de manera constructiva como resultado de la diferencia de
trayectoria mas pequena (Figura 6). El angulo de dispersién 8 mostrado en la figura
7, es el que existe entre los rayos incidente y dispersado con potencias radiantes Po
y Psc respectivamente; por lo que 8 es 0° para la dispersién directa y 180° para la
dispersion que se dirige hacia atras (Skoog et al., 2010). En la relacion del tamafno
de las particulas con el angulo de dispersion, todo se reduce a que las particulas
pequenas difractan débilmente a angulos amplios y las particulas grandes difractan
intensamente a angulos estrechos (HORIBA, 2017).
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Radiaci6n dispersada
Figura 6.- Dispersion de la luz por particulas Figura 7- Angulo de dispersion. Modificado de
grandes. Modificado de Skoog, 2010 Skoog, 2010
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En sus comienzos el equipo consistia en una fuente de luz laser roja (ldampara de
Helio-Neo6n) de bajo poder (A=650 nm), elementos para colimar el haz de luz
incidente, una celda para la muestra. La luz difractada por la muestra es enfocada
sobre el sistema de deteccidn, el cual puede constar de varios detectores puestos en
diferentes lugares (fig. 8). En la actualidad se ha agregado una segunda fuente de
luz (azul A= 405 nm) ya que la exactitud para medir particulas pequefias es
dependiente de la longitud de onda. Algunos instrumentos integran sonicadores o
agitadores para poder homogeneizar la muestra y evitar la aglomeracién de las
particulas ya que los equipos no pueden distinguir aglomerados de las particulas
individuales (HORIBA, 2017; Jillavenkatesa et al., 2001; Skoog et al., 2010).

Figura 8.- Simplificacion del sistema dptico:
(1) Ldmpara de luz laser roja para particulas
mayores a los 500 nm, (2) ldampara de luz
laser azul para particulas menores a los 500
nm, (3) detectores para particulas grandes,
(4) detectores para angulos amplios
(adaptado de (HORIBA, 2017)

Los detectores convierten la intensidad de la luz incidente que fue difractada por la
muestra, en sefnales eléctricas que son procesadas para obtener informacién acerca
del tamafno de particula y DTP. La conversién del patrén de difraccion a una
distribuciéon de tamafos requiere el uso de modelos fisicomatematicos y su
procesamiento mediante software para su determinacion (Jillavenkatesa et al., 2001).

6.2.1 Modelos tedricos para determinacion del tamafio de particula

En la actualidad, la mayor parte de los equipos para difraccion laser usan modelos
Opticos en su software de analisis que se basan en la teoria de dispersion de Mie o
de difraccion de Fraunhofer. La teoria de Mie provee una solucién completa de
dispersion de luz mediante la analogia de la esfera, la cual incluye sensibilidad a
tamafnos pequefos (difraccion en angulos pequefios), un amplio intervalo de
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opacidad (absorcion de la luz) y el usuario solamente necesita proveer el indice de
refraccion de la particula y del medio dispersante (Jillavenkatesa et al., 2001).

En el caso del modelo de difraccién de Fraunhofer es mas facil de poner en practica,
ya que éste trata a las particulas como objetos opacos circulares que obstruyen la
luz, también asume que la difraccidon es equivalente a angulos pequenos y angulos
amplios. Por lo general el modelo de Fraunhofer esta limitado y la hacen una mala

eleccidn para medir con exactitud tamanos de particula menores de 20 um.

Uno de los motivos por los cuales la teoria de Mie es superior a la teoria de
Fraunhofer, es su uso del indice de refraccion. El fendbmeno de la refraccion se da
cuando la luz entra en una sustancia mas densa, las ondas de luz interactian con los
atomos de la sustancia en la interfase y a través del grueso de la sustancia. Estas
interacciones modifican ondas de luz por absorcion de energia, resultando en ondas
mas cercanas por reduccién de la velocidad y longitudes de onda mas cortas (Martin
etal., 2011).

Mientas que el modelo de Fraunhofer es independiente de las propiedades del
material, el modelo de Mie es mucho mas dependiente de las propiedades Opticas, y
entonces requiere el uso de los componentes reales e imaginarios del indice de
refraccién. El modelo de Fraunhofer es preferido cuando se analizan sistemas de
polvos que contienen mezclas de diferentes materiales, o cuando se analizan

particulas con densidad heterogénea inherente (Jillavenkatesa et al., 2001).
6.3 Rayos X

Los rayos X son ondas electromagnéticas con una longitud de onda menor a los 0.3
nm; estos estan compuestos por un campo eléctrico (E) y un campo magnético (H),
los cuales estan constantemente alternando. El campo eléctrico, el campo magnético
y la direccion de propagacién estan siempre en angulos rectos con respecto el uno
del otro.

Lo anterior es la perspectiva clasica de una linealidad polarizada, una onda plana
electromagnética. Desde una perspectiva de la mecanica cuantica, un haz
monocromatico puede ser cuantizado como particulas denominadas fotones. Por lo
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tanto, cada interaccidn entre la luz y la materia puede ser descrita por dos modelos,

el modelo oscilador (onda) y el modelo de impulso-transferencia (fotén) (Als-Nielsen
& McMorrow, 2017).

Hay dos tipos de interaccion de rayos X con la materia:

a) Absorcion: un atomo que es irradiado con rayos X puede perder un electron;

por lo que la energia del rayo X es usada y por lo tanto hay fotones absorbidos.

La pérdida del electrén deja al atomo inestable y, para restaurar su

configuracion original, los electrones restantes del atomo se arreglan para

llenar el espacio vacio. Como resultado de esto, los atomos emiten radiacion

para alcanzar su nivel de energia mas bajo, por ejemplo, con rayos X con otra

longitud de onda que la radiacion incidente.

Difraccion: este fendmeno ocurre cuando una onda electromagnética es

desviada de su trayectoria por el campo electromagnético emitido por la

materia. Este fendmeno puede ocurrir de dos maneras.

1)

Difraccion de Compton: en este fendmeno, la radiacién difractada tiene una
longitud de onda diferente a la radiacién incidente. Lo anterior es debido a
que hay una trasferencia de energia hacia los electrones de la materia con
que se interactua, por lo que este tipo de difraccién no tiene relacion de
fase (difraccion incoherente) con el incidente y no puede producir
fenémeno de interferencias, por lo tanto, no lleva informacién estructural.

Difraccién de Rayleigh y Thompson: este tipo de difraccién ocurre cuando
la radiacion que incide sobre la materia no transfiere energia. En este
fendmeno los electrones de materia comienzan a oscilar con la misma
frecuencia que la radiacién incidente, por lo que los electrones emiten
radiacion con la misma frecuencia. Como todos los atomos de la materia
oscilan sincronizados, producen difraccion coherente. La cual es capaz de
interferir en un detector, este patrén de interferencia lleva informacién de

la estructura de la particula (Heimo & Singh, 2013).
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6.3.1 Difraccion de Rayos X

Los efectos de difraccion se observan cuando la radiacion electromagnética incide
en estructuras periodicas con variaciones geométricas en la escala de la longitud
onda de la radiacion. Las distancias interatomicas en cristales y moléculas ascienden
a 0.15-0.4 nm, que corresponden en el espectro electromagnético, con la longitud de
onda de los rayos X que tienen energias de fotones entre 3y 8 keV. En consecuencia,
los fendmenos como la interferencia constructiva y destructiva deben ser observables

cuando las estructuras cristalinas y moleculares estan expuestas a los rayos X.

La difraccién de rayos X es una técnica analitica que se utiliza para determinar el
arreglo de los atomos en los compuestos, asi como para medir las longitudes y sus
angulos de enlace.

La técnica de difracciéon de rayos X hace uso del fendmeno de interferencia de la
radiacion, cuando dos o mas ondas pasan por la misma regién del espacio, se
observa dicho fenébmeno como un aumento o una disminucion de la amplitud total de
la onda (Atkins & Jones, 2013).

Cuando un haz de rayos X incide sobre un material cristalino, los electrones de los
atomos que constituyen un compuesto oscilan con la misma frecuencia que la
radiacién incidente. Cada uno de los electrones es considerado un oscilador
independiente; su amplitud es muy débil si se le compara con la onda incidente, pero
todas esas fuentes coherentes interfieren entre si para para dar una onda
correspondiente al atomo. Al final el haz difractado en una direccién dada es el
resultado de las ondas provenientes de cada uno de los &tomos del compuesto (Botch
& Corona, 2017).

Si las ondas difractadas en alguna direccién estan en fase, se da la denominada
“‘interferencia constructiva”, una suma de las amplitudes, por lo que hay una
intensidad resultante grande. Pero si hay una diferencia de fase entre las ondas
difractadas, las ondas elementales se anulan entre si, y hay una disminucién de
amplitud de onda resultante, por lo tanto, también hay una disminucién de intensidad
(Atkins & Jones, 2013).
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La intensidad de los rayos X difractados por algun compuesto tiene ciertas
direcciones en que la intensidad es muy alta. El modelo de Bragg es el utilizado para
predecir la posicidén de los maximos de intensidad. Para este modelo se considera
que un compuesto que tiene un grado de orden entre sus atomos (como un cristal),
tiene planos de atomos que actuan casi como espejos casi transparentes que reflejan
parte de la radiacion incidente con una direccion (Botch & Corona, 2017).

En términos geométricos, el espacio entre los planos reflejantes es d y el angulo
reflejante del haz de rayos x incidente es 6, la diferencia de trayectoria para las ondas
reflejadas por los planos sucesivos es 2d sen 6. Por lo tanto, la condicidén para la
difraccidén es nA=2d sen 6, donde n es un entero y A es la longitud de la onda (Bragg,
1968). Para que la diferencia sea constructiva, es decir, para que se observe un pico
de difraccion en el difractograma, la diferencia de recorrido debe ser igual a un
numero entero de veces la longitud de onda de la radiacion, es decir, igual a nA (fig.
9) (Botch & Corona, 2017).

Figura 9.- En términos formalmente
geométricos, si el espacio entre los
planos reflejantes de atomos es d y el
angulo de vista del rayo X incidente es &,
T — e ——— la diferencia de fases para las ondas
: reflejadas por planos sucesivos es 2d

> "'\*\ e N\ L sen® (figura tomada de Bragg, 1968).

En el difractdbmetro se obtiene al final una gréafica de intensidades en funcién del
angulo 26, el cual se denomina difractograma o patron de difraccién. Este
difractograma se debe no sélo a la identidad de los 4&tomos presentes en la muestra,
sino a los planos cristalinos que difractan los rayos X, es decir, el orden o desorden
parcial de dichos atomos en el espacio, por lo que un difractograma, para una
sustancia dada, es una huella digital (fig. 10) de dicha sustancia (Botch & Corona,
2017).
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Aunque la difraccion de rayos X es una herramienta muy util para ciertos aspectos
de interés en las propiedades de la materia, hay otros que se pueden dilucidar con
algunas de sus variantes como son la difraccién de rayos X de angulo bajo, en donde
se pueden calcular el tamano de las heterogeneidades de los materiales, asi como

caracteristicas de éstos, como lo es el tamaro y forma de las particulas.
6.3.2 Difraccion de rayos X de angulo bajo

La técnica de difraccién de rayos X de angulo bajo o SAXS, por sus siglas en inglés
(Small Angle X-ray Scattering), provee un andlisis detallado de la estructura e
informaciodn fisica para una variedad de sistemas de particulas mas alla de un tamarno
entre 1 y 100 nm, para caracterizar tamafos y formas promedio de las particulas
(Boldon et al., 2015). Los materiales pueden ser sélidos o liquidos, y a su vez, pueden
contener dominios sélidos, liquidos o gaseosos del mismo u otro material en cualquier

combinacién (Heimo & Singh, 2013).

En un experimento de SAXS, la muestra se coloca en un capilar de cuarzo (si esta
en disolucién), en ella se hace incidir un haz de rayos X monocromatico colimado, la
intensidad de los rayos X difractados es grabado por un detector de rayos X. El patrén
de difraccion del disolvente puro también es colectado y sustraido de la disoluciéon
muestra dejando solamente la sefal de las particulas de interés (fig. 11). El patrén
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de difraccion resultante esta relacionado con la forma y tamario total de las particulas

bajo analisis (Kikhney & Svergun, 2015).

Angulo de
difraccion

Fuente de Colimadar Muestra Detectar
rayos X

Figura 11.- Componentes de un instrumento para SAXS. Figura tomada de Heimo & Singh, 2013

Cabe destacar que en la técnica de SAXS, la intensidad (/) es expresada como
funcion del vector de difraccion (q, s, h), que resulta de un fotdn (a una longitud de

onda A) difractado fuera de la muestra a un angulo 26 (fig. 12).

Figura 12.- Representaciéon de |Ia
intensidad / en funcién del vector de
difraccion q. Figura tomada Heimo &
Singh, 2013
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Convencionalmente, la intensidad dispersada se suele analizar utilizando dos
aproximaciones. Por un lado, se ha propuesto una ecuacion exponencial y, por otro
lado, una férmula polinomial. La primera se conoce como ley de Guinier que coincide
bien con los datos experimentales en los angulos muy pequefios, por lo que sera muy

util si las heterogeneidades dispersoras son relativamente grandes, mientras que la
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ley de Porod es la mas adecuada para ajustar la parte mas alejada de la intensidad
(Botch & Corona, 2017).

La regién de Guinier: en esta regién, el radio de giro experimental (Ry) provee una
medida del tamaro total de la macromolécula. El Ry es la raiz cuadrada de la distancia
promedio al centro de densidad en la molécula, ponderada por la densidad de la
longitud de la dispersién (Kikhney & Svergun, 2015).

El Rg puede ser estimado usando la ley de Guinier, expresada como:
I(q) = exp(—Rgq®) [Ec. 8]

Donde g es el vector de difraccidn, Ry es el radio de giro y se determina facilmente a
partir de la pendiente de la curva de In 1(g) en funcién de @? (fig. 13):

3 |
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-ﬁ Infa,]
0.02 3
0.015 3 .\

In[Al(q)]

0.01 ! \

0.005

0 0.4 0.6v : 0.8 1.0 1.2
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Figura 13.- Grafica de Guinier para determinar el Rg de la particula. Figura tomada de Heimo & Singh, 2013

Este valor resulta especialmente util para determinar el tamafo promedio de una
particula, pero sin hacer hipétesis de la forma. Si las particulas fueran esféricas y de
radio a, entonces se puede estimar su radio mediante la siguiente férmula (Botch &
Corona, 2017):

Ry = a(): [Ec. 9]
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La regidon de Porod: provee informacion sobre la superficie de las particulas, como es
la relacion de la superficie con su volumen (Boldon et al., 2015).

Si la colimacién usada es puntual, la ley de Porod se expresa como (Botch & Corona,
2017):

1(q) = Aq* [Ec. 10]
Cuando la colimacion es lineal se utiliza la siguiente expresion:

(@) =%5+B [Ec. 11]

En cada uno de los casos representando I(g) contra g* o g4 respectivamente, se
obtiene A, que es la ordenada al origen y resulta de ser:

A=S(p—py)?/8m3 [Ec. 12]

Donde p y po son las densidades: una corresponde a las particulas y la otra al medio
en el que se encuentran. La constante A es proporcional a S, que es el area
especifica, entendida como el area de las particulas dispersoras por gramo de
muestra. Porod demostré que esta féormula es valida sin importar la forma de las
particulas dispersoras, siempre y cuando no tengan un didmetro nulo en ninguna
direccion, es decir que no sean discos o bastoncillos; ademas las particulas no deben
de estar ordenadas. Esta aproximacién no hace ninguna hipétesis de forma.

La ley de Porod, como se ha expresado anteriormente, se cumple cuando la frontera
entre el medio y la particula dispersora es nitida, si no se presentan fluctuaciones en
la densidad electrénica localmente, se dice que hay desviaciones de la ley de Porod,

por lo que la ley se vuelve:
1(q) = A/qP [Ec.13]

Esté ecuacién es valida para 1/q con valores en el intervalo del Ry. Por lo tanto, de la
pendiente de la grafica Log I(g) en funcién de q, se obtiene la dimensién fractal (D)
de las particulas dispersoras.
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La gréfica de Kratky es otra herramienta util para medir el orden que hay en las
particulas, en ella se representa g2l(q) en funcién de q. Si la curva obtenida es una
parabola, las heterogeneidades son esféricas, si se obtiene una recta, la forma es

fibrilar o cilindrica; si es media parabola se trata de laminas (fig. 14).

s7l{s)

Figura 14.- Grafica de Kratky, en este caso aplicado para determinar el orden de una proteina, la forma globular

tiene un mayor orden ya que presenta una parabola. Tomada de Heimo & Singh, 2013

Forma de la particula mediante SAXS: La informacién acerca de la forma esta

situada en la parte media de la seccion del factor de forma (Heimo & Singh, 2013).

Una clasificacion de la forma, tales como, gloébulos, cilindros y laminas (con radios
axiales mayores de 5) pueden llevarse a cabo rapidamente si se investiga la ley de

los exponentes del factor de forma a angulos bajos.

En una grafica de doble logaritmo, una pendiente inicial de 0,-1 y -2 indica forma
globular, cilindrica y laminar, respectivamente. Si la pendiente es mas pequena, por
ejemplo -3 0 -4, entonces las particulas son mas grandes que el limite de resolucion
y la regién de Porod es la unica parte del factor de forma que puede ser observado
(fig. 15).
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Figura 15.- Cada una de las regiones con la respectiva caracteristica que se puede determinar, asi
como el alcance de la ley de las potencias para dilucidar la forma de las particulas. Figura
tomada de Heimo & Singh, 2013.

A pesar de que /(qg) contra g esta relacionado con la forma de la particula, el perfil no
es intuitivamente informativo, como se mencioné anteriormente. Por lo que, para la
interpretacion del perfil de difraccion en términos de estructura, es necesario aplicar
la transformada de Fourier sobre el perfil de difraccion de las particulas para obtener
la funcién de distribucién de pares-distancia p(r) (Jacques & Trewhella, 2010). Este
es un histograma de las distancias entre todos los posibles pares de atomos dentro
de una particula. La funcion de distribucion es considerada lisa y no negativa,
aproximandose a cero en la maxima dimension de particula. El patron de difraccion
de una particula /(q) es una transformada de Fourier de la funcién p(r) y viceversa
(Rober, 2018). De tal manera que la forma de las particulas puede ser rapidamente
clasificada dentro de las simetrias esféricas, alargadas o cilindricas y laminar. Las
particulas globulares pueden ser identificadas por una forma de campana, casi un
pico simétrico. Las particulas cilindricas son identificadas por un pequefo
sobreexceso que representa el didmetro del cilindro y una cola lineal que representa
el largo del cilindro. En el caso de las particulas laminares, se asemejan a las
globulares, difiriendo en la caida prolongada a cero (fig. 16), debido a su gran

diametro.
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Figura 16.- Claves dentro de las graficas de distribucién de pares-distancia, que son indicativas de la

forma de la particula. Figura tomada de Heimo & Singh, 2013.
6.4 Reologia

La Reologia, es la ciencia que describe el flujo y la deformacion de los materiales,

cuando se les aplica una fuerza.

La importancia de la Reologia radica en su uso dentro de muchas etapas de los
procesos industriales; esta directamente relacionada con la elaboracién de productos
como pinturas, cosméticos, alimentos y productos farmacéuticos. En el caso de la
industria farmacéutica el entendimiento de la reologia es de vital importancia, en
procesos que van desde el llenado de tubos, la aplicacién sobre la piel de cremas,
pomadas, polvos entre otras. Asi mismo, es importante para el aseguramiento de la
calidad de los productos antes mencionados, ya que las propiedades de flujo estan
relacionadas con su estabilidad fisicoquimica, y por lo tanto con su vida util (Lachman
& Liebermann, 2013; Martin et al., 2011).

Para comprender el fendbmeno reoldgico, es importante comprender el fenémeno de
la aplicacién de una fuerza tangencial a un elemento de volumen y como
consecuencia, la deformacién del elemento de volumen. EI modelo de las dos placas
(fig. 15) es el mas utilizado, en éste, la placa superior con un area A es puesta en
movimiento por la fuerza Fy es medida la velocidad v resultante. La placa mas baja
se mantiene estacionada (v=0). Entre las placas hay una distancia h, por lo que se
establece un gradiente de velocidad entre los planos superior e inferior. El gradiente
de velocidad también es llamado velocidad de corte y- [Ec. 14] y la fuerza aplicada a
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un area A denominada esfuerzo de corte o [Ec. 15]. Una vez que la fuerza se deja de
aplicar, pueden darse varias situaciones: que el material retorne a su forma original
(componente sélida), que permanezcan en su nueva posicion (la energia aplicada se
sigue disipando) o que se recobren parcialmente (plasticos). Se podria pensar que
todos los materiales se ajustan a estas caracteristicas, pero la realidad indica que
pueden comportarse de una u otra manera dependiendo de la escala de tiempo
empleada en la aplicacion de la fuerza y en la medida de la deformacion (Vila Jato &
Lastres Garcia, 1997).

o=F/A [Ec.15]

v =v/h [Ec.14]

Figura 17.- Flujo laminar de un liquido contenido entre dos placas paralelas

Por lo anterior, cualquier sistema se comportara como un sélido (elastico) si el tiempo
de medida es lo suficientemente pequefio, mientras que a tiempos suficientemente
largos se comportara como un liquido y fluira. También existen los comportamientos
intermedios en los cuales los materiales poseen propiedades elasticas y viscosas a
la vez, los llamados viscoelasticos (Vila Jato & Lastres Garcia, 1997). Considerando
algun material al que se le aplica un esfuerzo (deformacion), nosotros podremos
almacenar energia en él, porque su estructura fue perturbada y las moléculas estan
en un estado de energia mas alto. Tan pronto dejemos de aplicar el esfuerzo para
mantenerlo en esta nueva forma, las moléculas difundiran energia al medio hasta
alcanzar un nivel de energia mas bajo equivalente a la inicial, ahora con el mismo
material, pero sin la forma original que este tenia. Nosotros podemos definir el tiempo
(t) caracteristico para este proceso, en el que ocurra un tiempo de relajacién (A), el
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cociente de estos términos nos da el denominado niumero de Deborah (De) [Ec. 16]
(Goodwin & Hughes, 2008):

De=A/t [Ec. 16]

El nimero de Deborah es muy util para clasificar a los materiales de acuerdo con tres
categorias, solido (De>>1), viscoelastico (Det1) y liquidos (De<<1).

Existe por lo tanto una clasificacion de los materiales de acuerdo con el
comportamiento fluido que exhiben:

1.- Fluidos newtonianos: se denomina asi a los fluidos en los que la velocidad de
corte (y.) es directamente proporcional al esfuerzo de corte (fig. 18), la constante de
proporcionalidad es el coeficiente de viscosidad (n). El agua, aceites minerales,
etcétera se encuentran dentro de esta clasificacién (Aulton, 2004; Schramm, 2004;
Thomas, 2014; Vila Jato & Lastres Garcia, 1997).

2.- Fluidos no newtonianos: son los fluidos que se desvian de la idealidad de la ley
de Newton, por lo que la velocidad de corte no incrementa proporcionalmente con el
esfuerzo de corte (fig. 18).

a) Pseudoplasticos: dentro de estos se encuentran aquellos liquidos en donde la
velocidad de corte disminuye cuando el esfuerzo de corte se incrementa. Muchos son

sistemas dispersos heterogéneos, como las emulsiones y suspensiones.

b) Plasticos: este tipo de materiales se comporta como un sélido (elastico), es decir,
no fluyen a esfuerzos de corte menores de cierto valor denominado “punto de

cedencia”. Entre estos se encuentran algunos productos como las pastas de dientes.

c) Dilatantes: en estos casos se da un aumento de la resistencia al flujo cuando
aumenta la velocidad de corte. Este comportamiento no es tan comun como el
comportamiento pseudoplastico, pero puede tener graves consecuencias en
tecnologia farmacéutica, ya que estos pueden causar danos en los diversos equipos
utilizados, como son mezcladoras y bombas (Aulton, 2004; Schramm, 2004; Thomas,
2014; Vila Jato & Lastres Garcia, 1997).
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Figura 16.- Reograma que representan cada uno de los comportamientos de los materiales.
Tomada de Vila Jato & Lastres Garcia, 1997.

Dentro del grupo de los materiales no newtonianos se encuentran muchas veces
aquellos que presentan un comportamiento tiempo dependiente, es decir aquellos
materiales que presentan una variacion mayor o menor en su estructura, no sélo
cuando se les aplique una velocidad de corte, sino el tiempo que dure la aplicacién
de la velocidad de corte (Aulton, 2004; Schramm, 2004; Thomas, 2014; Vila Jato &
Lastres Garcia, 1997).

Cuando un sistema en equilibrio se somete a un cambio repentino de las condiciones
externas, tarda cierto tiempo en adaptarse a ellas. Este tiempo necesario para la
adaptacion es lo que se llama “tiempo de relajacion”. Por lo general, se entiende que
hay comportamiento tiempo-independiente, si el tiempo de relajacion es pequeno, se
han reportado de 103 s. En otros casos puede ocurrir que la magnitud del tiempo de
relajacién del sistema sea del mismo orden que del tiempo de medida, como ocurre
muchas veces con los sistemas coloidales y dispersos (Vila Jato & Lastres Garcia,
1997).

Hay dos razones por la cuales un sistema puede exhibir este comportamiento tiempo-
dependiente, la primera tiene que ver con una orientacion de las particulas que
conforman cierto tipo de sistema, las cuales al estar en reposo tienen una orientacion
en la que necesitan un mayor esfuerzo de corte al inicio para alcanzar una velocidad
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de flujo, pero con el tiempo las particulas se orientan de manera que sea menor el
esfuerzo de corte para alcanzar la velocidad. La segunda razon es la estructura del
sistema, algunos sistemas particulados también pueden formar estructuras tipo gel,
en los que hay redes de particulas, cuando a la red se le aplica un esfuerzo de corte,
la red se destruye, por lo que se requiere un menor esfuerzo de corte para alcanzar
una velocidad. Por lo general, en cualquiera de los dos casos anteriores, el sistema
puede recuperar su estructura, aunque puede tardar cierto tiempo en hacerlo, a este
fendmeno se le conoce generalmente con el nombre de tixotropia. Para detectar si
existe tixotropia, se determina la velocidad de corte en ciclos en los que se aumenta
o disminuye el esfuerzo de corte, si las curvas de obtenidas en cada direccién son
diferentes, se obtiene un ciclo de histéresis, el area contenida entre las curvas se
denomina area de histéresis y da una idea de que tan rapido se reestructura el
sistema. Cuando el reograma descendente se sitlua debajo del ascendente, ello
indica que la estructura se recupera lentamente, el fenémeno tiene el nombre de
tixotropia positiva. Existe también el fendmeno de la tixotropia negativa, para
materiales dilatantes, en los cuales la curva descendente se situa por encima de la
curva ascendente (fig. 19).

Q

Esfuerzo de corte

Velocidad de corte 4 y

Figura 19.- a) Tixotropia positiva b) Tixotropia negativa.
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Para estudiar los materiales viscoelasticos se hace uso de los redmetros, estos tienen
la capacidad de medir la deformacion en forma tiempo-dependiente; permitiendo
proveer diferentes aproximaciones en comparaciéon con las pruebas de arrastre y

recuperacion que se hacen con los viscosimetros (Schramm, 2004).

En los reébmetros se expone la muestra a una oscilacién sinusoidal constante y se
mide la tensidén transmitida. También en este caso, si no se supera el limite
viscoelastico lineal, la tension fluctuara de forma sinusoidal. Sin embargo, dada la
naturaleza del material, se perdera energia, de modo que la onda de tensién tendra
menos amplitud que la onda de deformacién y habra una diferencia de fase entre
estas (fig. 20). Si se puede medir el cociente entre las amplitudes y el retraso entre
las fases, la elasticidad o0 modulo de almacenamiento (G”) se puede calcular, al igual
que el médulo de pérdida (G™), que es la parte liquida o que se deforma de un

material (Aulton, 2004).

Tarsion o deformacian

£l r Dedarmaogicn
,\./ Tansitn

Figura 20.-Ondas sinusoidales que muestran un retraso entre la onda de tensién y la de deformacién

Tiemnpa

durante una prueba de viscosidad dinamica. Modificado de Aulton, 2004

El factor de pérdida [Ec. 17], es un valor muy util que nos dice cuéal es el
comportamiento que predomina en el material, si el valor es menor a 1, el
comportamiento elastico predomina, igual a cero son materiales tipo sol/gel y
materiales con un valor mayor a 1, el material es predominantemente viscoso.

’

tan6 = GG_ [EC. 17]

Donde, tan o es el factor de pérdida

43



En los experimentos oscilatorios generalmente se evallan los parametros G', G™" y

n en funcién de la amplitud de deformacion (a una frecuencia fija). Hay dos pruebas

en los redbmetros oscilantes que llevan un orden, con la intencién de determinar

ciertos parametros importantes sobre los materiales analizar, estas pruebas son el

barrido de amplitud y el barrido de frecuencia (Aulton, 2004).

Barrido de amplitud: en esta primera prueba se comienza a incrementar la amplitud

de deformacién (a frecuencia fija) con el tiempo. Mediante esta prueba se busca

saber cual componente predomina si G" 0 G™". El siguiente objetivo de esta prueba

es determinar el Intervalo Viscoelastico Lineal (IVL), a bajas amplitudes ninguno de

los modulos predomina y hay una linealidad en los valores (fig. 21). Esto es

importante ya que nos habla de un momento del material en el que la estructura

interna no tiene cambios significativos y que s6lo cambiard en el momento en que la

frecuencia aumente, por lo que éste es el intervalo de trabajo para la siguiente prueba

(Thomas, 2014).

-----

c)

¥i

lg ¥

lgy

Figura 21.-a) Barrido de amplitud b) Barrido de amplitud de una muestra que tiene caracteristicas de gel c)

Barrido de amplitud de un fluido newtoniano. Tomado de Thomas, 2014

Barrido de frecuencia: la prueba se lleva a cabo a frecuencias variables,

manteniendo la amplitud a valor constante. Esta prueba es usada para investigar el

comportamiento de la deformacidén en forma tiempo-dependiente considerando que

la frecuencia es el valor inverso del tiempo. EI comportamiento a término corto es

simulado por el movimiento rapido, por ejemplo, a frecuencias altas, mientras que a

término largo es simulado por el movimiento lento, por ejemplo, a frecuencias bajas.

En el barrido de frecuencia se representa los médulos G', G™" y tan & en funcioén de

la frecuencia (fig. 20) que va en aumento (Thomas, 2014).
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El uso de los redbmetros oscilatorios puede demostrar dos tipos de comportamientos
en los materiales, los denominados liquidos viscoelasticos y los sélidos
viscoelasticos. Aquellos tipos de materiales que se mantienen parcialmente
deformadas cuando se les aplica un esfuerzo de corte, se denominan liquidos
viscoelasticos. La extension de la reformacion representa la porcidn elastica, y la
extension de lo que quedd permanentemente deformado, es la porcidon viscosa. Hay
una deformacion permanentemente irreversible desde que el material ocurre un
cambio de forma al final del proceso porque su reformacidén no es completa, inclusive
después de un periodo largo. Estos materiales se comportan esencialmente como
liquidos (Thomas, 2014).

Los solidos viscoelasticos muestran una recuperaciéon completa, pero lenta, después
de que se han sido deformados. Hay un proceso reversible de deformacién tomando
lugar ya que al final de la prueba no hay un cambio de forma. Este tipo de materiales

se comportan esencialmente como sélidos.
6.4.1 Comportamiento viscoelastico de sistemas dispersos y geles

En las dispersiones (incluidas cremas y suspensiones) y geles estables, las fuerzas
de interaccion intermoleculares estan constituyendo una red tridimensional de
fuerzas. Este tipo de materiales muestran G” > G"" en todo el intervalo de frecuencias.
Por lo tanto, el comportamiento elastico domina al viscoso. A menudo las curvas de
G" y G” son lineas rectas paralelas (fig. 22) con una ligera pendiente solamente
(idealmente ser paralela al eje de la frecuencia, Ig w).

Cuando se realizan pruebas reoldgicas, las fuerzas estructurales de la red pueden
ser analizadas. Mientras que el IVL no se exceda, la red estructural exhibira una

relativa fuerza estructural constante.

Ig G’

fo | —
Figura 22.- Reograma de un barrido de frecuencia de dos dispersiones ________,_._.:7-:7:'""': G"
(tan & no representada). La dispersion 1 muestra que G'>G"* (son 2 P ..-:..."'
paralelas) y por lo tanto estructura es una estructura es un semisdlido G ___2 -
y tiene estabilidad fisica a todas las frecuencias. La dispersién 2 (linea i "'G'T
punteada) muestra que G"'>G’ y por lo tanto se comporta mas como - <
liguido que tiende a la separacién. Figura de Thomas, 2014
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7. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Uno de los principales problemas que enfrenta el formulador cuando elabora una
emulsion, es la inestabilidad a la que esta sujeta este sistema, ya que
termodinamicamente la formacién de una emulsion esta desfavorecida. Por lo que
invariablemente la emulsién se separara con el tiempo.

La opcion que se tiene entonces es conferirle a la emulsién nuevas propiedades
fisicoquimicas, que le den una estabilidad cinética, es decir que prolonguen el periodo
de vida util de la emulsion.

Una de las formas de prolongar el periodo de vida de anaquel de una emulsién es
mediante la “estabilizacién estérica”, la cual impide el acercamiento entre las gotas
de la fase dispersa. La estabilizacidn por cristales liquidos liotropicos, se basa en el
mismo principio, aunque ha sido de las menos exploradas. La estabilizacion de
emulsiones, con base en cristales liquidos liotrépicos afadidos a la formulacién, tiene
la posibilidad de extender el periodo de vida util de la emulsién, ademas de modificar
la liberacidén de farmacos a partir de las emulsiones. Es importante mencionar que ya
se tiene un antecedente en el desarrollo de una formulacién de crema que contiene
cristales liquidos liotropicos cargados con ketoconazol (Romero-Ochoa, 2015), ésta
ha sido caracterizada en aspectos como tamano de gota, pH, extensibilidad, signo
de la emulsién; pero esta formulacién no ha sido caracterizada en aspectos como
estabilidad cinética, caracteristicas de flujo y el perfil de liberacién del principio activo
en un periodo mas extenso; por lo que es importante completar la caracterizacién,
para contar con mayores elementos que puedan conducir a comprender y predecir
fendmenos de inestabilidad presentes en este tipo de preparados; siendo esto ultimo
el propdsito de la presente investigacion.

8. HIPOTESIS

La formulacion de una crema tépica que contenga cristales liquidos cargados con
ketoconazol tendra una mayor estabilidad cinética y presentara una liberacién
modificada del principio activo en comparacion con la misma formulacién de crema,

pero sin la inclusion de los cristales liquidos.
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9. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la estabilidad cinética y perfil de liberacién del activo a partir de una emulsién
tipo crema que contenga cristales liquidos liotrépicos cargados con ketoconazol, para

conocer si es diferente a una emulsion tipo crema convencional.

9.1 Objetivos particulares

e Elaborar lotes de cristales liquidos liotropicos cargados con ketoconazol a
partir de una formulacion y procedimiento establecido en el Laboratorio de
Farmacia Molecular y Liberacién Controlada de la UAM-X.

e Caracterizar el sistema liquido cristalino obtenido, determinando propiedades
como tamano de particula y tipo de fase liquido-cristalina.

e Evaluar la estabilidad del sistema liquido cristalino.

e Elaborar lotes de una crema tépica que contenga cristales liquidos, a partir de
la formula y procedimiento establecido en el Laboratorio de Farmacia
Molecular y Liberacion Controlada.

e Caracterizar los cristales liquidos contenidos en la crema tépica.

e Evaluar la estabilidad mecanica al flujo de la crema tdpica con cristales
liquidos.

e Desarrollar y validar un método analitico para la cuantificacién del ketoconazol
contenido en la crema con el sistema liquido cristalino.

e Determinar el perfil de liberacién del ketoconazol en el sistema liquido

cristalino y el contenido en la crema con los cristales liquidos.

10. MATERIALES Y METODOS

10.1 Obtencidn de los Cristales Liquidos Liotrépicos (CLL)

Las dispersiones de Cristales Liquidos Liotrépicos consistieron en lotes placebo
(CLLP) y dispersiones con ketoconazol (CLLK) al 0.3% m/m.
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Para la obtencion de las dispersiones de cristales liquidos liotropicos se empled la
formula y el método desarrollado en el Laboratorio de Farmacia Molecular y
Liberacion Controlada de la UAM-X bajo la solicitud de patente en tramite
“Composicion topica con base en cristales liquidos liotropicos. IMPI. No. Expediente:
MX/a/2015/009845; Folio: MX/E/2015/054803. De fecha 30 de julio, 2015. Autores:
Quirino-Barreda, C.T., Noguez-Méndez, N.A., Rivera-Becerril, E., Gazga-Urioste, C.,
Pérez-Hernandez, G., Maldonado-Campos, J.F.J., Palma-Ramos, A., Castrillén-
Rivera, L.E., Juarez-Sandoval, J.J., Santiago-Téllez, A., Faustino-Vega, A., Gutiérrez-
Zamora, A.C., Macin-Cabrera, S.A., Rubio-Martinez, A., Ramirez-Palma, J.A. y

Campos-Teran, J.”

10.2 Caracterizacion de los Cristales Liquidos Liotropicos

10.2.1 Tamano de particula

El tamafo de los CLL se determind mediante un analizador de tamafno de particula
de difraccion laser marca HORIBA, modelo LA-950. Para esto se depositan
aproximadamente 20 mL del sistema disperso de cristales liquidos liotropicos en la
celda de fraccién del analizador; se utilizé agua destilada como blanco para la lectura
y un indice de refraccion de 1.6.

10.2.2 Caracterizacion de los CLL mediante difraccién de los rayos X de angulo
amplio

La integraciéon de los componentes para la formacién de los CLLP y CLLK se

determin6 mediante difraccion de rayos X, el equipo utilizado fue Bruker Mod. D8, la

radiacion usada fue de Cu-Ka.

La muestra fue colocada sobre una placa de Rodio-Platino. Las condiciones del

experimento fueron 25 kV de potencia, 35 mA de energia y temperatura ambiente. El

analisis de la muestra fue de los 0° a 70° 26.
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10.2.3 Caracterizacion de los CLL mediante difraccién de los rayos X de angulo
bajo

Mediante esta técnica se determinaron la forma, dimensién fractal y distribucion de

particulas en los CLLP y CLLK.

El equipo utilizado Generador SIEMENS 5000, equipado con cdmara de Kratky, filtros

de aluminio, el capilar donde colocé la muestra fue de cuarzo. La fuente de radiacion

fue de Cu-Kuy las condiciones de operacion fueron 30 kV de potencia, 25 mA de

energia, y temperatura ambiente.

10.3 Validacion del método analitico para la cuantificacion del ketoconazol

Para la cuantificacidén del ketoconazol en las pruebas de liberacion en membranas de
didlisis, permeacién en las celdas de Franz y valoracién durante las pruebas de
estabilidad, se hizo uso de Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR). El
medio de disoluciéon o medio receptor en las diferentes pruebas fue buffer de acetatos
pH 5/metanol 1:1 v/v.

Equipo y condiciones utilizadas en CLAR para la validacion del método.

El cromatografo utilizado es de la marca Agilent®, modelo 1260 Infinity Quaternry LC,
el detector UV-Vis con arreglo de diodos operdé a una A= 220 nm. El equipo incluye
una bomba cuaternaria, automuestreador, y compartimento termoregulado para la
columna. La columna utilizada fue una C18, 2.7 um, 4.6 mm x 50 mm (Marca Agilent).
La fase movil consta de una mezcla de trietilamina:metanol 1:500 v/v y acetato de
amonio:agua 1:200 m/v, en una proporcién 70:30 a flujo isocratico. El flujo fue de 1
mL/min. El volumen de la inyeccion fue de 5 pL. La validacién del método fue de
acuerdo con Guia de Validacién del Colegio de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos
A.C.

10.4 Generacion de productos de la degradacion del ketoconazol

Se prepararon diversas disoluciones que contuvieran a la crema con CLLK y al
ketoconazol en estado puro. Los volimenes de las disoluciones, asi como las
condiciones para la degradacion de las muestras se observan en la Tabla 3.
Posteriormente se evaludé mediante CLAR, picos extras al del ketoconazol.
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Tabla 3.- Condiciones para generacion de productos de degradacion en KTZ puro y crema con CLLK

KTZ puro (300 mg)

determinadas
(121°Cy151b
de presion) y
se procedid a
disolverlas

Condicion de Tratamiento Tiempo de
estrés e de la muestra Vel Sl estrr,és
Acida Crema CLLP HCI 10%/metanol 4 dias

Alcalina (39) Muestras 11
Crema CLLK expuestas 100 mL NaOH
. (39 directamente a 10%/metanol 1:1 ]
SRR KTZ puro la solucion H202 3%/metanol 3 dias
(300 mg) 1:1
EL ketoconazol
puro se disolvié ,
directamente, efpglsailgigr? a
Crema CLLP (3g) | mientras que e
s Crema CLLK (3¢g) |las cremas se transiciones luz-
Fotdlisis KTZ disolvi 50 mL Metanol oscuridad.
puro isolvieron .
(300 mg) después de los D_espues, 2
tiempos de periodos de luz
ey UV a A=239 nm
exposicién a la
luz
Las muestras
se colocaron
en matraces,
Crema CLLP (3g) | 3¢ &xpusieron
Esterilizacion | Crema CLLK 53 9) a  condiciones 50 mL metanol 20 minutos

10.5 Obtencion de las cremas que contienen Cristales Liquidos cargados con

Ketoconazol (CLLK) o agua

La formulacion implementada para la crema vaginal contiene los componentes y

proporciones que se enlistan en la tabla 4; todo para 50 gramos de crema.
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Tabla 4.- Componentes de la formulacién para 50 gramos de crema

No. de componente  Cantidad (g) Excipiente
1 10 Propilenglicol
2 4 Alcohol estearilico
3 1 Alcohol cetilico
4 1 Span 60°
5 0.75 Tween 60®
6 0.5 Miristato de isopropilo
7 0.1 Sulfito de sodio anhidro
8 32.6 Agua o fase liquida

(equivalente a cristalina (CLLK)
97.8 mg de

ketoconazol)

Preparacion de las cremas (crema/CLLK y crema/agua):

1.- Seincorporan los componentes 1 a 6 en un recipiente; se calientan a bafio Maria
a 70 °C y se asegura que todos los componentes se fundan por completo.
Mantener a la temperatura de 70 °C.

2.- El componente 8 (95%) se calienta en otro recipiente al mismo tiempo a 70 °C.
Una vez alcanzada la temperatura se agregan en el paso 1 y se realiza un
mezclado-homogenizacion utilizando un Ultraturrax® a 3000 RPM durante 10
minutos y manteniendo la temperatura constante.

3.- Los componentes 7 y 8 (5%) se mezclan por separado y se agregan a la mezcla
obtenida en el paso 2 después de 10 minutos de mezclado, la agitacion debe
mantenerse por 10 minutos mas. Después de que pasan 20 minutos de mezclado
total, se detiene el mezclado y se deja enfriar a temperatura ambiente.

Al final se puede obtener una crema que tiene como fase continua el sistema liquido-

cristalino cargado con ketoconazol (crema/CLLK) o una crema que contiene como

fase continua agua (crema/agua).
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10.6 Protocolo de estabilidad acelerada e intermedia para los CLLK y la
crema/CLLK

El protocolo de estabilidad se llevé a cabo siguiendo varios de los lineamientos de la
NOM-073-SSA1-2015. Se tomaron las condiciones de estabilidad acelerada y
estabilidad intermedia para empaques semipermeables, ademas de tres materiales
de empaque: Vidrio (VD); Polietileno de baja densidad (PEBD) y polipropileno (PP)
La Figura 23 muestra el esquema general de las condiciones que se utilizaron para
las pruebas de estabilidad, asi como los materiales de empaque probados. Los
tiempos de prueba fueron 0, 3 y 5 meses. El protocolo de estabilidad se aplicé sobre:

- Los CLLK; un lote para cada una de las condiciones de estabilidad

- Crema con CLLK como fase dispersante; tres lotes en cada una de las condiciones
de estabilidad

- Crema con agua como fase dispersante y ketoconazol agregado en la fase oleosa;
un lote por cada una de las condiciones de estabilidad

Las pruebas que se realizaron sobre las muestras de CLLK fueron: inspeccion visual
(color, olor), pH, tamafo de particula y valoracién del principio activo.

Las pruebas para las cremas fueron: inspeccion visual (color, olor), pH, tamaro de
particula, valoracion del principio activo (solamente a tiempo 0 y 3 meses) y analisis
reolégico a tiempo 0 en un lote de crema/CLLK y un lote de crema/agua.

Lote 30 °C +2 °C/

30% i 5 HR ( Tres muestras por \
(estabilidad cada lote en cada uno
intermedia) materiales de

) empaque:

CLLK -Polietileno de Baja

Densidad (PBDE)
Lote 40 °C +2 °C/ no -Polipropileno (PP)
mas 25% HR .
-Vidrio (VD)
(estabilidad acelerada) K )

Figura 23.- Protocolo de estabilidad para los CLLK, la crema/CLLK y la crema/agua 52




10.6.1 Determinacion del pH en los CLLK y en las formulaciones de crema

La determinacion del pH en los CLLK se realizé con un potenciémetro CORNING®
Mod. M540. La determinacién se realizé directamente sobre los CLLK por triplicado,

para cada una de las muestras en los tiempos antes mencionados.

Para la determinacion del pH en la crema/CLLK se tomaron 5 g de cada una de las
formulaciones de crema y se dispersaron en 45 mL de agua destilada, después se
procedio a realizar la medicion por triplicado.

10.6.2 Determinacion del signo de la emulsion

Para esta prueba se coloca una gota de la crema en un portaobjetos y se adiciona
una gota de azul de metileno al 0.1%. Se observa en un microscopio 6ptico con el
objetivo de 40X. Si se observan las gotas tefiidas de azul se considera como una
emulsion W/O, por el contrario, si lo que se tifie es la fase externa entonces lo que se
tiene es una emulsién tipo O/W. Adicionalmente se tomé una pequena cantidad de
crema y se colocd en 50 mL de agua desionizada, con una agitacién no vigorosa se
intento dispersar la crema. Las cremas con signo O/W se dispersan inmediatamente,
mientras las de signo W/O no se dispersan.

10.6.3 Determinacion del tamafo de particula de la emulsion

El tamario de particula o gota se determind mediante la metodologia de difraccién de
luz laser mencionada anteriormente para los CLLK. La determinacién se realizd en

una dispersién de 20 mL de la crema con una concentracién de 0.032 g/mL.

10.7 Estabilidad a la centrifugacion de las cremas

Las cremas que contienen los CLLK fueron evaluadas por medio de centrifugacion.
Las muestras se sometieron a tres Campos Centrifugos Relativos (CCR) y fueron
comparadas con las cremas en donde la fase continua fue agua (Crema/agua). Las
muestras que fueron estables a las condiciones utilizadas se guardaron por 7 dias
mas para verificar alguna separacion de fases con el tiempo. Ademas, se llevo a cabo
una prueba confirmatoria en la crema con CLLK en el CCR propuesto mas elevado
donde todavia no habia separacién de fases.
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El equipo fue una centrifuga marca Beckman Coulter® modelo Avanti J30I. Las
condiciones fueron 2158 G, 8631 G y 19400 G; el tiempo y temperatura de exposicion
al CCR fue de 2 h 'y 25 °C, respectivamente.

10.8 Analisis reolégico de las cremas que contienen CLLK

Las propiedades viscoelasticas de las cremas fueron determinadas mediante un
equipo de reologia oscilante Marca Anton Paar® Mod. MCR102 (esfuerzos
controlados), la geometria utilizada fue de platos paralelos (25 mm de diametro). El
redmetro estaba equipado con una unidad de control de temperatura Peltier®. La
cantidad de muestra fue aproximadamente 1 g.

Primero se determiné el Intervalo Viscoelastico Lineal (IVL) mediante un barrido de
amplitud que fue de 0.02% a 1%. Dentro del ILV se realizé un barrido de frecuencia
de los 0.1 a 5 rad/s. De manera adicional, se realizé un barrido de temperatura de los
20 °C hasta 60 °C y en sentido inverso. Los datos obtenidos en cada prueba son G’,
G’’, asi como tan (8). Los datos se graficaron con el programa OriginPro® 8.6, y a
partir de las curvas obtenidas se determinaron las pendientes de G” con el mismo

programa.
10.9 Liberacion del ketoconazol y permeacion in vitro a partir de la crema

El analisis de liberacion y permeacion del ketoconazol a partir de la crema se llevo a
cabo siguiendo algunas de las indicaciones de la guia (OECD, 2004) de la
Organizacion para la Cooperacion y Desarrollo Econémico (OECD, por sus siglas en
inglés) y de una tesis de Maestria en Ciencias Farmacéuticas (Gazga, 2015).

10.9.1 Cinética de liberacion de ketoconazol desde la crema que contiene a los
CLLK

El estudio de liberacion del ketoconazol a partir de la crema que contiene los CLLK,
se llevd a cabo en membranas de dialisis (Spectra/Por® Dialisys) con un tamano de
poro de 12-14 kDa. La formulacion de crema que contiene los CLLK se compar6

contra:
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- Crema con agua como fase dispersante, con ketoconazol afadido en la fase
oleosa durante su elaboracion.
- Crema con CLLP como fase dispersante, con ketoconazol afiadido en la fase

oleosa durante su elaboracion.

Las diferentes formulaciones se pesaron exactamente en la membrana de dialisis y
sujetas a los vastagos para canastilla con un hilo. El medio receptor fueron 150 mL
de amortiguador de acetatos pH 5/metanol 1:1 v/v a 32 £ 1 °C. El disolutor utilizado
fue VanKel modelo VK7000, con una agitacion de 50 RPM, con toma de muestra a
las 0.5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8 h con reposicion de medio. Todas las muestras se filtraron
por membranas de 0.45 um de nylon y colocadas en viales para su posterior
valoracion mediante CLAR

Los modelos a los que se ajustan las cinéticas de liberacién del ketoconazol, se
determinaron mediante el complemento DDsolver para Office. Mediante
Statgraphics® Centurion XV.Il se compararon los perfiles de liberacion ajustados,

para encontrar diferencias.
10.9.2 Permeacion del ketoconazol a partir de la crema/CLLK

Se determiné la permeacién del ketoconazol a partir de la crema/CLLK, para esto se
us6 el modelo de las celdas de difusion de Franz.

La membrana receptora fue piel de oreja de cerdo de aproximadamente 2 mm de
ancho. La piel se obtuvo quirargicamente, el pelo de la oreja tiene que ser removido
con cuidado, de la piel solamente se obtiene la epidermis y la dermis, ademas de
quitar excesos de tejido subcutaneo; la piel congelada se dejaba atemperar y se
hidrataba con el medio receptor por 10 minutos antes de ser utilizada. La membrana
fue pesada junto con el aditamento que limita el volumen de la muestra,
posteriormente se coloco6 la muestra de crema con una espatula y se procedié a pesar
todo, por diferencia de pesos se determind la cantidad de muestra colocada.

El equipo utilizado fue un Diffusion Cell 58-001-802 (Hanson Research Corporation,
USA) y como medio receptor una solucion amortiguadora de acetatos pH 5/metanol
1:1 v/v a 32 °C. La agitacion fue de 400 RPM, con toma de muestraalas 0, 0.5, 1, 2,
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3, 4,5, 6,8 h con reposicion de medio. Una vez pasadas las horas, cada una de las
membranas era cortada en pequenos trozos y se procedia a colocar los trozos en 25
mL de buffer acetatos/metanol, posteriormente se ponia en agitacién por 24 h, al
término del tiempo se filtraban las muestras por gravedad con papel Whatman #5, a
partir del filtrado se tom6 una muestra que se pasé por filtros de 0.45 um para
guardarlas en viales para su valoracién por CLAR.

11. RESULTADOS

11.1 Obtencion de los Cristales Liquidos Placebo (CLLP) y los cargados con
Ketoconazol (CLLK)

Las formulaciones obtenidas de los cristales liquidos liotrépicos, tanto el placebo
(CLLP), como las cargadas con ketoconazol (CLLK), en ambos casos las
dispersiones obtenidas muestran un caracteristico color blanco y opaco, ademas de
una ligera tonalidad azul (fig. 24a) que pasa a un color ligeramente rojo cuando se
observan a contraluz (fig. 24b). Ambas formulaciones no pueden ser diferenciadas a

simple vista.

Ademas del color caracteristico de las dispersiones, también presentan una fluidez
alta.

Figura 24.- a) CLL con una ligera tonalidad azul b) CLL con una ligera tonalidad rojiza al ser
observados a contraluz
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Lin (Counts)

11.2 Tamano de particula de los CLLK

Mediante el analizador de tamafo de particula se obtuvieron los resultados

presentados en la Tabla 5. Como se puede observar el tamafno promedio de 86.08

+6.55 nm.
Tabla 5.- Tamafio de particula de Lotes de CLLK para lotes de 1 kg
LOTES con | Diametro promedio (nm) Desviacion estandar (nm) CV (%)
ketoconazol

1 86.28 6.60 7.64
2 85.96 6.50 7.56
3 86.30 6.60 7.68
4 85.88 6.50 7.56
5 86.11 6.60 7.66
6 85.98 6.50 7.57

Promedio 86.08 6.55 7.61

11.3 Caracterizacion de los CLL mediante difraccion de los rayos X de angulo

amplio

En la Figura 25 se muestran los patrones de difraccion de una dispersion de CLLP y

CLLK, en ambos casos

microcristalinas.

UA M-IZTAPALAPA C.B.I

las muestras se muestran amorfas con regiones

CLLP

CLLKTZ

Platino

Ketoconazol

BN

o

[ ‘f‘l rﬁ‘l. i1
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Figura 23.- Patrones de difraccion caracteristicos de los CLLP, CLLK, ketoconazol y la placa de

platino
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Los picos que aparecen entre 39-40°, 46° y 67-68° corresponden a la placa de platino.
En la muestra de CLLP se muestra un pequerio pico caracteristico a 52-53° y en la
muestra de CLLK se muestra un pico muy definido a los 38°. En la figura también se
muestra el patréon de difraccion del ketoconazol, como se puede observar, no hay
picos que coincidan con las reflexiones del ketoconazol.

11.4 Caracterizacion de los CLL mediante difraccion de los rayos X de angulo
bajo (SAXS)

Uno de los principales propdsitos en el uso de esta técnica fue caracterizar la forma

de las particulas dispersadas, para ello se uso la grafica de Kratky (fig. 24), como se

observa, la muestra de CLLP comienza como una curva que rapidamente entra a una

meseta; mientras que para la muestra CLLK se observa una media parabola.

,IM CLLK

q%1(q) ua.

flql\ mf h W“ f |'|P|l

l_’ﬂ?

f CLLP

+ ! + ! + ! + | + | + |
00 0.1 0.2 03 04 05 06

q (nm”)
Figura 26.- Gréfica de Kratky para las muestras CLLP Y CLLK
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En el caso de la dimensidn fractal, se obtuvo un exponente de -2.09 y -1.63, para la
muestra de CLLP y CLLK respectivamente (fig. 27).

L\ Linear (01/04/2018 12:04:23)
Equation: y = Intercept + Slope*x
Weighting: No Weighting

Value Error
Intercept 3,64289 0,01127
Slope -1,62789 0,01227

Reduced Chi-Sqr 0,07268
CLLK R-Square 0,91694
Pearson'sr  -0,95757

Linear (01/04/2018 12:04:32)
Equation: y = Intercept + Slope*x
Weighting: No Weighting

Value Error
Intercept 3,42684 0,0169
Slope -2,08892 0,01874

Reduced Chi-Sqr 0,16284
R-Square 0,88965
Pearson'sr  -0,94321

log | (ua)

0,0 05 1,0 15

logq (nm™)
Figura 27.- Gréfica de Porod para la determinacion de la dimension fractal

La informacién obtenida mediante la gréfica de distribucién de pares-distancia (fig.
28) para los CLLP muestra una distribucién bimodal con radios de 10 nmy 22.5 nm
para cada una de las modas, ademds de un radio maximo aproximadamente a los 30
nm; las formas de las curvas también son representativas de la forma de las
particulas, para los CLLP, la forma de la curva presenta las caracteristicas de
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estructuras laminares, con un descenso hacia su radio maximo, para cada una de las
modas.

Los CLLK presentan una distribucion bimodal con radios de aproximadamente
2.5 nmy 32.5 nm, el radio maximo se encuentra a los 42.5 nm; para la primera moda
encontrada, la forma de la curva se asemeja a lo descrito en las particulas cilindricas
debido a la cola lineal de la curva, mientras que, para la segunda moda, la forma de

la curva nos muestra caracteristicas de laminas debido a la ultima parte de la curva
hacia su radio mas grande.

P(R)

\ / \
\ / \

r (nm)

Figura 28.- Distribucion de pares-distancia de las muestras
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11.5 Validacion del método analitico para la determinacion del ketoconazol

Los pardmetros para validar del método analitico se refieren a aquellos relacionados

con valoracion o potencia. El resumen de los criterios establecidos por la Guia de

Validacion y los resultados obtenidos para la valoracion del ketoconazol se muestran

en la Tabla 6.

Tabla 6.- Criterios establecidos para valoracion mediante CLAR y resultados obtenidos

Linealidad del sistema

Criterios de aceptacion Resultados obtenidos
r?>0.98 0.99993
IC(f,) al 97.5%, no debe incluir el cero 22985.0429, 25058.6829

Precision del sistema y adecuabilidad

CV% 1.5

0.3139%

Linealidad del método, exactitud y repetibilidad

IC(f3,) debe incluir la unidad 0.98024 a 1.087968
IC(f,)debe incluir el cero -239.4816 a 105.7222
CV,,x no mayor del 2% No es mayor de 2 para ninguno de
los casos
r2 20.98 0.9977
CV no mayor del 2% 1.0115335
IC(p) 98-102% 99.4 3 102

Ademas, se incluyen la curva de calibracion para la linealidad del sistema (Figura

29a), asi como la curva de la cantidad adicionada contra la cantidad recuperada

(Figura 29b), necesaria para la validacién del parametro linealidad del método.
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Figura 29.- a) Curva de calibracion/linealidad del sistema b) Curva utilizada para linealidad del método

11.6 Generacion de productos de degradacion del ketoconazol

Entre las condiciones establecidas para la generacidn de los productos de
degradacién, las condiciones acidas fueron las Unicas que resultaron en picos extras

en los cromatogramas.
11.7 Protocolo de estabilidad de los CLLK
11.7.1 Apariencia de los lotes de CLLK

Los lotes a tiempo cero de estabilidad muestran las mismas caracteristicas de color
y olor que las reportadas cuando se elaboraron (11.1 Obtencién de los CLLP y CLLK).
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Después de 3 meses, las muestras de CLLK, en sus respectivos materiales de
empaque y en cada una de las condiciones de estabilidad, presentaron una
coloracion rosa, la coloracién fue mas intensa en las muestras en las condiciones de
estabilidad acelerada (fig. 29). En relacidon con los materiales, se observo que en las
muestras contenidas en VD, la coloracion se observd menos intensa. En cuanto a
una percepcion en olor, no se percibié algun cambio en el aroma para ninguna de las

muestras.

Muestra 40 °C 3 meses

Figura 30.- Muestras de CLLK en PP en condiciones intermedias (lzquierda) y
condiciones aceleradas de estabilidad, después de 3 meses

Después de 5 meses, las muestras presentaron la misma coloracién rosa, aunque
ahora se perciben todas las muestras con la misma intensidad de color en todos los
materiales. En cuanto al olor no se percibi6é ningun cambio al cabo de los 5 meses de
estabilidad.

11.7.2 Tamano de particula de los CLLK

En la Tabla 7 se muestran los tamafos de particula para los CLLK, en cada uno de
los materiales de empaque empleados, todo a tiempo cero. Como se puede observar,
lo tamanos de particula son muy homogéneos y tienen coeficientes de variacion muy

pequenos.
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Tabla 7.- Tamafio de particula para las muestras de CLLK a tiempo cero de estabilidad

Muestra TO MEDIANA (hnm) MEDIA MODA D.STA CV (%)

PBDE 40 °C 83.68 84.72 83.6 6.2 7.32
PP 40 °C 83.12 84.03 83.1 5.9 7.06
VD 40 °C 83.71 84.67 83.7 6.2 7.32
PBDE 30 °C 84.27 85.4 84.1 6.9 8.08
PP 30 °C 83.67 84.67 83.6 7 8.22
VD 30 °C 82.08 82.51 82.1 7.1 8.58

Después de 3 y 5 meses, el tamafno de particula ya no se puede determinar por

difraccién laser.
11.7.3 Valor de pH de los CLLK

Los resultados del pH se muestran en la Figura 31, se puede ver como los lotes a
tiempo cero (To), en las dos condiciones de estabilidad, tienen un pH de £ 5.5. A los
3 meses, el pH para las dos condiciones de estabilidad disminuye a valores
ligeramente mas acidos, el comportamiento es mas marcado en los materiales PBDE
y PP; respecto a la temperatura, los valores de pH son ligeramente acidos a los

40 °C con valores de + 4.6.

Después de los 5 meses de estabilidad se puede observar que, para las dos
condiciones de estabilidad, el pH en todos los materiales aumenta hasta valores muy
cercanos a los originales; de nueva cuenta los CLLK almacenados a 40 °C en PBDE
y PP, son los que tienen valores mas acidos, mientras que aquellos a 30 °C en VD

son los que tienen valores mas basicos de pH.
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Figura 31.- Valor de pH de los CLLK en las diferentes condiciones de estabilidad

11.7.4 Valoracion del ketoconazol en los CLLK

La valoracion del ketoconazol en los CLLK se muestra en la Figuras 32 y 33, para los
3 meses y 5 meses de estabilidad respectivamente. Como se puede observar a los 3
meses solamente dos de las muestras, CLLK PBDE a 40 °C y la muestra de CLLK

VD a 30 °C, se encuentran dentro del intervalo del + 5% de potencia o valoracion.

Las muestras en PBDE y PP a 30 °C muestran valores menores al 80% de potencia.

aproximadamente.

Figura. 32- Valoracion
de las muestras de
CLLK a los 3 meses (T3)
de estabilidad acelera
(40 °C) e intermedia
(30 °C). Se incluyen los
datos en porcentaje
de los limites superior
e inferior de confianza
(Lsc y LIC,
respectivamente).

% farmaco

110
105
100
95
90
85
80
75

Valoracién CLLK T3

Mientras las muestras a 40 °C en PP y VD muestran valores del 85 y 93 % de potencia

CLLK PBDE 40°

CLLK PP 40°

CLLK VD 40°

CLLK PBDE 30°

CLLK PP 30°

CLLK VD 30°
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A los 5 meses, en las dos condiciones de estabilidad, casi todas las muestras en sus
respectivos materiales estuvieron fuera del intervalo del 5% de potencia, solamente
la muestra en VD 30 °C se encontr6 dentro del intervalo de la valoracion. Respecto a
las muestras a 30 °C en PBDE y PP, solamente tuvieron un ligero descenso
comparadas con los 3 meses de estabilidad. A 40 °C las muestras en PBDE y VD
bajaron su potencia aproximadamente al 85%, solamente la muestra en PP se
encontro en el mismo valor que a los 3 meses.

Valoracion CLLK T5

115
110 LSC = 105.00

CTR = 100.00

19 LIC =95.00

100
95
90
85 m - o
80
75
70

% farmaco

CLLK PBDE 40
CLLK PP 40
CLLK VD 40°

CLLK PBDE 30
CLLK PP 30
CLLK VD 30

Figura 33.- Valoracion de las muestras de CLLK a los 5 meses (T5) de estabilidad acelerada (40°C) e
intermedia (30°C). Se incluyen los datos en porcentaje de los limites superior e inferior de
confianza (LSCy LIC, respectivamente).

11.8 Protocolo de estabilidad de la crema/CLLK
11.8.1 Signo de la emulsién

Como se muestra en las Figuras 34 y 35, se observa que la crema/CLLK y la
crema/agua presentan una fase continua de tonalidad azul, mientras que las

goticulas no absorbieron el colorante azul, por lo que para ambos casos las cremas
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fueron O/W. Ademds, para ambas formulaciones en crema, también se dispersaron

cuando se colocaron en un exceso de agua, lo que confirmé el signo de las mismas.

Figura 34.- Crema/agua, aumento 40x Figura 35.- Crema/CLLK, aumento 40x

11.8.2 Tamano de la particula de las cremas

En la Figura 36 se muestran los datos de tamano de la particula promedio para las
muestras de crema a 40 °C. La crema/agua comienza con tamanos de particula que
no van mas alla de los 80 um a tiempo cero, a los 3 meses hay un decremento del
tamano, para tener un importante aumento a los 5 meses de estabilidad. En el caso
de la crema/CLLK, inicialmente no hay tamafos que vayan mas all4 de los 60 um,
mientras que, a los 3 meses en algunos casos, hay un incremento del tamafo de
particula, y para algunas muestras hay una disminucién del tamafo, aunque sin algun
orden especifico para los materiales de empaque; después de los 5 meses, se nota
un incremento en el tamario de la particula para la mayoria de las muestras, aunque

no de una manera tan evidente como en la crema/agua.
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Figura 36.- Seguimiento del tamafio de particula para las cremas contenidas en distintos
materiales de envase (VD, PDBD y PP), en condiciones aceleradas 40°C de estabilidad,
desde el inicio (TO) y a 3 (T3) y 5 (T5) meses.

En la estabilidad intermedia (fig. 37), se observa que la crema/agua, a los 3y 5

meses, en casi todos los casos presenta tendencia hacia el aumento de tamarno

Tamaifo de particula 30°C

R AR AR L EEL LN

Tamarfio promedio (um)

=

o

o
AR

Yy, i
2 AN
AR

e

2
08

# MediaTO #~ MediaT3 ® MediaTs

Figura 37.- Seguimiento del tamafio de particula para las cremas contenidas en distintos
materiales de envase (VD, PDBD y PP), en condiciones intermedias 30°C de
estabilidad, desde el inicio (TO) y a 3 (T3) y 5 (T5) meses.
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de particula, aunque en menor caso que a los 40 °C. Mientras que para los lotes de
crema/CLLK, en la mayoria de los casos hay una tendencia hacia el aumento de
tamano de particula, pero también casos en los que hay un aumento muy evidente a
los 3 meses, pero al final, todas las muestras presentan un tamano de particula en el
intervalo de 80-60 pum.

11.8.3 Apariencia de las cremas

A tiempo cero de estabilidad, la crema/agua y la crema/CLLK, presentaron una
coloracion blanca y fueron inodoras. Después de los 3 meses, la cremas/CLLK a
40 °C en PBDE tuvieron una tonalidad rosa palida (fig. 38), mientras que las demas
muestras, en las dos condiciones de estabilidad e incluyendo las formulaciones de
crema/agua en los diferentes materiales, seguian siendo blancas. En cuanto a la
percepcion de la “viscosidad” de las cremas, las cremas/agua presentaron en general
una mayor viscosidad, mientras que las cremas/CLLK fueron mas fluidas. En cuanto

al olor, ninguna muestra tuvo un cambio evidente de olor.

e e\

Figura 38.- Dos muestras de crema/CLLK (lado izquierdo) y dos muestras de crema/agua
(lado derecho) en PBDE, después de 3 meses a 40 °C

Transcurridos los 5 meses, las muestras de crema/CLLK en el envase de PPy VD, a
los 40 °C comenzaron a mostrar una tonalidad rosa palida que no se presenté a los
3 meses, mientras que la muestra en PBDE mostré un color rosa mas intenso a la
temperatura antes mencionada; en cuanto a su viscosidad, estas muestras se
deformaban facilmente. Las muestras de crema/agua a 40 °C en los diferentes
materiales no mostraron un cambio evidente de color u olor; en cuanto a su
viscosidad, presentaron mayor resistencia a la deformacion.
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Las muestras de crema/CLLK colocadas a 30 °C por 5 meses, no mostraron cambios
evidentes en el color u olor, con excepcion de la muestra en PBDE que comenzé a

mostrar el color rosa palido.

11.8.4 Valor de pH de las cremas

Las muestras de crema en las condiciones aceleradas e intermedias inicialmente
tenian un pH de +7. Después de los 3 meses a 40 °C, los valores de pH disminuyeron
a valores cercanos de entre 5y 6, principalmente en las dos muestras de crema/CLLK
en VD; a los 5 meses, algunas muestras comenzaron a incrementar sus valores de
pH, como es el caso de algunas muestras en PBDE y PP. En el caso opuesto, las

muestras en VD continuaron disminuyendo sus valores (fig. 39).

pH 40°C
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Figura 39.- Seguimiento del pH para las condiciones de estabilidad acelerada. (1C, 2C, 3C:
Numero de lote de Crema)

Después de los 3 y 5 meses a 30 °C, las muestras de crema/agua disminuyen
ligeramente en sus valores de pH, manteniéndose en valores ligeramente acidos. En
el caso de las muestras de crema/CLLK, los valores de pH también disminuyeron,
pero no tanto como en las condiciones aceleradas de estabilidad, ya que la mayoria
de las muestras se mantuvieron en un pH de 6, solamente las muestras en VD
fueron inferiores al valor antes mencionado. Es de llamar la atenciéon que, en las
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condiciones intermedias de estabilidad, después de los 5 meses, también algunas
muestras almacenadas en PBDE y PP aumentaron su pH (fig. 40).
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Figura 40.- Seguimiento del pH para las condiciones de estabilidad intermedia. (1C, 2C, 3C: NUmero
de lote de Crema)

11.8.5 Valoracion de los lotes de crema

Las valoraciones de las cremas a los 3 meses de la estabilidad intermedia se
muestran en la Figura 41. Comenzando con las muestras de crema/agua, se observa
coémo se mantienen en el intervalo de potencia del 5%. Mientras que las muestras de
los diferentes lotes de crema/CLLK, se salen de la especificacidn, principalmente las
muestras contenidas en VD son las que muestran valores muy inferiores al LIC;

mientras que solamente una muestra en PP se encuentra dentro de la especificacion.
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Figura 41.- Valoracién de las muestras de crema/agua y crema/CLLK a condiciones de estabilidad
intermedia 30°C, a los 3 meses T3). Se incluyen los datos en porcentaje de los limites superior
e inferior de confianza (LSC y LIC, respectivamente).
La estabilidad acelerada de las cremas en la Figura 42 muestra como, para el caso
de la crema/agua, la muestra contenida en PBDE se encuentra dentro de la
especificacion. En el caso de las cremas/CLLK, ninguna de las muestras esta dentro
de la especificacidon, e incluso algunas muestras a estabilidad intermedia ya se

encuentran lejos de los limites de la especificacidén, aqui se encuentran aun mas
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Figura 42.- Valoracién de las muestras de crema/agua y crema/CLLK a condiciones de estabilidad
acelerada 40°C, a los 3 meses T3. Se incluyen los datos en porcentaje de los limites superior e
inferior de confianza (LSC v LIC, respectivamente).
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alejadas, como ejemplo, una de las muestras en VD que llega a valores de 45 % de
potencia.

11.9 Estabilidad de las cremas frente a la centrifugacion

En el caso de la caracterizacion de la estabilidad a la centrifugacion, se presentan los
resultados en la Tabla 8. Como se puede observar, para la crema/CLLK y la
crema/agua, en ambos casos soportan las dos condiciones iniciales de centrifugaciéon
propuestas e inclusive después de 7 dias las muestras no muestran alguna
separacién de fases evidente. La separacion de fases se muestra en la ultima
condicién de centrifugacién (CCR 19420 G), donde la muestra de crema/agua sufre
una separacion de fases, en el que la fase lipidica se encuentra en la parte superior
de los tubos, mientras que en la parte inferior se encuentra la fase acuosa
completamente clara; por el contrario, la crema/CLLK no sufrié separacién de fases
al término del periodo de centrifugacién en las ultimas condiciones descritas o

después de ser guardada por siete dias.

Tabla 8.- Resultados para estabilidad a la centrifugacidn de las muestras de crema

Muestray CFR
Muestra (2158 G) Inicial Después de 7 dias
Muestra placebo Estable Estable

Muestra con CLL
(con KTZ) Estable Estable

Muestras (8631 G)

Muestra placebo Estable Estable

Muestra con CLL

(con KTZ) Estable Estable
Muestras (19420 G)

Inestable
Muestra placebo (cremado)

Muestra con CLL
(con KTZ) Estable Estable
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11.10 Analisis reoldgico de las cremas

De acuerdo con el orden en que se realizan las pruebas reoldgicas de flujo oscilatorio,
en la Figura 43 se presenta el barrido de amplitud, prueba necesaria para
determinar el Intervalo Viscoelastico Lineal (IVL), como se puede observar, el mdédulo
G’ (de almacenamiento) predomina sobre el G (de pérdida). Asi mismo, también
hay una disminucién de los valores de los médulos Gy G™" a 0.3 de amplitud para
todas las muestras, por lo que se eligio el valor 0.08% de amplitud para llevar a cabo
los barridos de temperatura y barridos de flujo bajo frecuencia. Ademas, se puede

observar como los valores de las diferentes muestras son paralelas entre si.
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Figura 43.- Barrido de amplitud para las muestras de crema/CLLK y la crema/agua
Barrido de temperatura: en la Figura 44 se muestra el comportamiento de la

crema/CLLK y la crema/agua cuando es sometida a una elevacion gradual de la
temperatura dentro del ILV.
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G Medulo de almacenamiento

Como se puede observar para la crema/agua, el médulo G” predomina sobre la G™
hasta alcanzar una temperatura de aproximadamente 47.5 °C, valor donde
comienzan a disminuir ambos mddulos de manera constante, también es importante
observar la tan (8), que también se mantiene constante de los 25° hasta los 60 °C

donde se da un incremento importante en su valor.
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Figura 44.- Barrido de temperatura para las muestras de crema/CLLK (lineas de color rojo) y la crema/agua
(lineas de color negro)

En el caso de la crema/CLLK, también se observa el predominio de G” sobre G™" y
se mantiene de los 25 °C hasta aproximadamente 37.5 °C, a partir de ese valor hay
una caida discontinua en los valores de los médulos, en el caso de la tan () no se
mantiene constante como en la de la crema/agua, ya que se comienza a observar

subidas escalonadas en sus valores, hasta alcanzar un valor maximo.

Barrido de frecuencia: Se llev6 a cabo el barrido de frecuencia en las muestras de
crema/CLLK y crema/agua en los materiales de envasado PBDE (fig. 45), PP (fig. 46)
y VD (fig. 47). Se puede observar para todos los casos que el médulo elastico
predomina sobre el viscoso, ademas, hay un incremento de los valores de los
moédulos dependiente de la frecuencia; los valores de las pendientes de G” de los
moédulos elasticos para cada muestra en su respectivo material se presentan en la

Tabla 9, como se puede observar, en todos los materiales, la crema/agua tiene una
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mayor pendiente que la crema/CLLK. Para la tan (8), dentro del intervalo de
frecuencias utilizado, en todos los casos se mostré un comportamiento tipo gel, pero
a frecuencias bajas, la tan (&) tiende a aumentar y a frecuencias altas tiende a
disminuir.
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Figura 45.- Barrido de frecuencia para la crema/CLLK y la crema/agua en PBDE
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Figura 46.- Barrido de frecuencia para la crema/CLLK y la crema/agua en PP
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G” (Pa)

Tabla 9.- Pendientes de G" de cada una de las muestras de crema, en el barrido de frecuencia
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Figura 47.- Barrido de frecuencia para la crema/CLLK y la crema/agua en VD

Lote Pendiente
Crema/agua PBDE 0.3813
Crema/CLLK PBDE 0.2775

Crema/agua PP 0.2983
Crema/CLLK PP 0.2825
Crema/agua VD 0.3599
Crema/CLLK VD 0.3569
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11.11 Cinética de la liberacion de ketoconazol desde la crema que contiene a
los CLLK

La cinética de liberacion para la crema/CLLK y de la crema/agua se puede observar
en la Figura 47, también se adicion6 una formulacién de crema/CLLP con la intencién

de observar si la liberacién solamente esta en funcién del sistema liquido cristalino.

Como se puede observar para la crema/CLLK y la crema/CLLP se alcanza una
liberacidon del ketoconazol de aproximadamente 12% y 13% respectivamente a las 8
horas; en cambio la crema/agua libera aproximadamente el 20% del farmaco en ese
mismo tiempo. Para determinar si no hay diferencias significativas entre los diferentes
perfiles de liberacién a partir de las formulaciones se realiz6 una comparacion de

lineas de regresion.

Los resultados a partir de las lineas de regresion ajustadas del perfil de liberacidén
(fig. 48) entre la crema/CLLK y la crema/CLLP no muestran diferencias significativas
en la pendiente, ya que se obtuvo una p=0.9287 con un nivel de confianza del 99%;
para el intercepto no hubo diferencias, dado que p=0.1696 con un nivel de confianza
del 99%. La comparacion de la formulacion de crema/CLLK y crema/agua muestra
diferencia significativa, ya que para la pendiente se obtuvo una p=0.0387 con un nivel
de confianza del 95%, mientras que para el intercepto se tiene una p=0.00 con una
confianza del 99%.

La cinética de la liberacion que siguieron las diferentes formulaciones de crema se
ajustd a los diferentes modelos como se muestra en la Tabla 10, se tomaron los
modelos que cumplieran con los criterios: 1) coeficientes de correlacion ajustados (R?
ajustada) con los valores altos y 2) Criterio de Informacidén de Akaike (AIC) bajo. Los
tres modelos que se ajustaron mejor para las tres formulaciones de crema son el de

Weibull, Korsmeyer-Peppas y Higuchi.
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Figura 49.- a) Comparacion de lineas de regresion entre crema/CLLK y la crema/CLLP, b) Comparacion de

lineas de regresién entre crema/CLLK y Crema/agua

Tabla 10.- Modelos de liberacién. *Modelos mejor ajustados

Primer Hixson- | Korsmeyer-
Modelo | Orden Zero orden Weibull* Crowell Peppas* Higuchi*

crema/CLLK

R? ajustada 0.81 0.84 0.99 0.83 0.97 n=0.62 0.95

AIC 26.18 24.66 4.88 25.17 12.63 15.62
crema/CLLP

R?ajustada 0.72 0.76 1.00 0.75 0.98 n=0.56 0.97

AIC 29.51 28.02 -6.01 28.52 10.46 11.00
crema/agua

R?ajustada 0.67 0.75 1.00 0.73 0.98 n=0.54 0.98

AIC 36.59 34.39 3.70 35.14 14.08 13.62
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11.12 Permeacion del ketoconazol a partir de la crema/CLLK.

Mediante las areas obtenidas por CLAR, para cada una de las siete membranas de
piel de cerdo, se determind si las membranas habian retenido y permeado al
ketoconazol.

Para algunas de las membranas se comienzan a obtener picos a partir de las 3, 4 o
5 horas, y en algunos casos no se observaban ningun pico o respuesta. En cambio,
para la cuantificacion del farmaco retenido por las membranas, se obtuvieron en
todas las membranas picos debidos al ketoconazol. Todas las areas resultaron en
concentraciones negativas una vez interpoladas a la curva de calibracion validada, al
obtener concentraciones negativas, no se siguidé con el procesamiento de los datos

para su analisis.

12. DISCUSION DE RESULTADOS

12.1 Obtencion de las cremas que contienen Cristales Liquidos cargados con
Ketoconazol (CLLK) o agua

Una de las primeras consideraciones que se evalluan cuando se quiere obtener una
dispersion liquido-cristalina es su apariencia, ya que los fenbmenos Opticos que
manifiestan pueden estar asociados con este tipo de sistema dispersos

heterogéneos.

Las caracteristicas visuales de las muestras obtenidas coinciden con la opacidad y
el aspecto “lechoso” de los hexosomas y cubosomas obtenidos con el estabilizante
poloxamero 407 (Amar-Yuli et al., 2007; Nakano et al., 2002); Las caracteristicas de
las dispersiones liquido-cristalinas obtenidas y las reportadas, son explicadas por los
efectos épticos de las dispersiones de tamafo coloidal. La opacidad o transparencia
de las muestras esta relacionada con su tamano de particula, en el caso de las
particulas con un radio menor que la longitud de onda de la luz (< 400 nm), tienden
a ser sistemas Opticamente transparentes (McClements, 2011), como es el caso de
las microemulsiones y de las nanoemulsiones, recordando que la diferencia entre los
dos tipos sistemas es que la primera se forma espontaneamente y es por lo tanto

termodinamicamente estable, mientras que la segunda requiere de un aporte de

81



energia para su formacion y por lo tanto solo son cinéticamente estables. Las
caracteristicas de color de las dispersiones liquido-cristalinas obtenidas, son
explicadas por los efectos Opticos de las dispersiones de tamarno coloidal (ley de
Rayleigh), la tonalidad azul corresponde con una longitud de onda corta (A= £470 nm)
que es difractada intensamente, mientras que la luz roja (A= 700 nm) observada
solamente a contraluz es de menor intensidad (Martin et al., 2011). La fluidez alta de
las dispersiones liquido-cristalinas, es debida a que una gran proporciéon de la

formulacién es agua.

Por lo tanto, las caracteristicas visuales de las dispersiones liquido-cristalina
obtenidas, estan relacionadas con un tamano de particula nanométrico y presenta

los efectos Opticos relacionados con ese tamario.

12.1.1 Tamano de la particula de los CLLP y CLLK

La DTP es una de las caracteristicas mas importantes de una dispersion liquido-
cristalina, ya que muchas de sus propiedades, como son los efectos dpticos antes
mencionados, asi como de su estabilidad mecanica al flujo, son de gran importancia;
por ejemplo, la estabilidad de una dispersién coloidal frente a la fuerza gravitacional,
regularmente incrementa cuando el radio de la particula es menor de 90 nm y por lo

tanto, el movimiento browniano domina a la fuerza gravitacional (McClements, 2011).

El tamano de particula de las dispersiones liquido-cristalinas obtenidas, fue de un
promedio de =80 nm para los CLLK y los CLLP, se encuentra dentro de lo reportado
para este tipo de sistemas lipidicos (Muller et al., 2013). Se han reportado tamarnos
de los 75 a 320 nm, cualquier tamafio menor de < 20 nm es resultado de un periodo
de sonicacién largo; tamafnos de 1500-2600 nm, son resultado de inestabilidad
debida a la poca cantidad de polimero para estabilizar la particula (Amar-Yuli et al.,
2007); un aspecto importante a sefalar, es que los investigadores que realizaron los
trabajos reportados, utilizaron técnicas como Dispersion de la Luz Dinamica (DDL),
técnica que difiere en el principio utilizado para determinar el tamario, por lo que se
debe ser cuidadoso en la interpretacidn de los resultados entre una y otra técnica.
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Se determiné el tamafo promedio de particulas de las dispersiones liquido-cristalinas
de 80 nm, las cuales se encuentran en rango de tamano reportado para este tipo de

sistemas.

12.1.2 Caracterizacién de los CLL mediante difraccion de los rayos X de angulo
amplio

La dispersién de rayos X de angulo amplio (WAXS) permite distinguir los arreglos
periddicos de los atomos en un material, por lo que proporciona informacion valiosa
a cerca de los cambios estructurales que puede sufrir en un determinado proceso.
Las muestras obtenidas son dispersiones acuosas, cuya proporcién de agua es de
aproximadamente 95%, por lo que las curvas caracteristicas de estos sistemas
liquido-cristalinos, indican que las muestras son mayoritariamente amorfas y con
regiones microcristalinas, ademas, los picos no estdn bien definidos en el
difractograma y por lo tanto no presentan un orden periédico alto (Apiwongngam et
al., 2018; Martinez et al., 2017). El patrdn de difraccién del ketoconazol no presenta
picos que coincidan con las con los patrones de los CLLP y CLLK, por lo tanto, se
puede inferir que el ketoconazol ha sido integrado en la estructura liquido-cristalina.
Los picos pequefios y la curva caracteristica descritos, al ser particulares de este
material, constituyen la huella dactilar de las muestras (Botch & Corona, 2017).

12.1.3 Caracterizacion de los CLL mediante difraccion de los rayos X de angulo
bajo

Esta técnica es util para obtener informacidn estructural en escalas del orden de 1 a
1000 nm; a pesar de que no provee informacion acerca de los arreglos periédicos de
los atomos en una muestra, es mejor describirla como una técnica que provee
informacién de precision alta para el tamano y la forma. El perfil de difraccidén
obtenido, por si solo, no es intuitivamente informativo, por lo que a partir del
procesamiento de la informacion del perfil de difraccion se debe obtener la
informacioén sobre el tamano y la forma de las particulas dispersadas.
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En la grafica de Kratky obtenida, la curva descrita para los CLLP, es caracteristica de
las particulas laminares; mientras que para la muestra de CLLK, la curva es
caracteristica de una forma cilindrica. La transicion de forma con la introduccién de
algun componente en una formulacion de CLL ya se ha reportado (Bitan-
Cherbakovsky et al., 2013), en donde se ha demostrado que con la introduccién de
un nuevo componente a una fase laminar se da una transicion a una fase hexagonal;
es importante recordar que la forma de los sistemas liquido-cristalinos depende de
los cambios de la curvatura que se dan en una interfase, estos cambios dependen
de las caracteristicas fisicoquimicas del tensoactivo en primera instancia (Mulet et al.,
2013), pero hay que tener en cuenta que la curvatura puede cambiar si se introducen
moléculas nuevas como los lipidos o algun farmaco, en este caso el ketoconazol,
cuya naturaleza lipolifilica puede hacer que interactie con las cadenas alifatica del
tensoactivo. Una vez que se determind la forma de las particulas, es necesario
entender como interactian entre ellas, en caso de que formen agregados, para eso

se determina la dimensién fractal del sistema.

La dimensién fractal esta relacionada con un incremento en las dimensiones de
agregados de particulas, en el caso de la muestra de CLLP presenta un valor de
-2.09, en cambio los CLLK presentaron un valor de -1.63. En el caso de objetos de
baja dimensionalidad como laminas y cilindros dispuestos aleatoriamente, se han
reportado dimensiones fractales de -2 y -1 respectivamente (Beaucage, 1996). En el
caso de los CLLP, coinciden con laminas; en cambio, los CLLK se pueden asumir
cilindros, y el aumento del valor de la dimensién fractal puede estar relacionado con
una mayor cantidad de particulas agregadas, permitiendo a su vez que el agregado
de particulas comience a incrementar en sus dimensiones (Lazzari, et. al. 2016).
Hay que recordar que en realidad la distribucion de pares-distancia estd conectada
con la intensidad difractada (qg) por una transformada de Fourier, los datos obtenidos
son una representacion geométrica en espacio real de las especies difractantes
(Heimo & Singh, 2013).

En el caso de la grafica de distribucién de pares-distancia para la muestra de CLLP,
los datos obtenidos apoyan a los resultados obtenidos con la grafica de Kratky, ya
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que son indicativos de una forma laminar con una distribucién bimodal. Para la
muestra de CLLK, la curva indica que, en la primera moda presentada, hay particulas
dispersoras de forma cilindrica, lo cual también es apoyado por la gréfica de Kratky,
aunque en este caso también parece que en la muestra de CLLK conviven particulas
cilindricas con particulas laminares, esto es debido a la segunda moda que aparece

con un mayor radio.

Los datos obtenidos para los CLLP y los CLLK, muestran que son agregados de
particulas coloidales con cierta dimensionalidad, pero que difieren en su forma, ya
que los CLLP son laminas, mientras que los CLLK tienen una estructura cilindrica.

12.2 Validacion del método analitico para la determinacion del ketoconazol

La finalidad de utilizar la CLAR fue para separar y cuantificar el ketoconazol de los
demas componentes de la matriz, la cual es una crema constituida por varios
excipientes, ademas de los componentes de las membranas de piel de cerdo
utilizadas en las pruebas de permeabilidad.

Existen reportes sobre la deteccion de ketoconazol en medicamentos mediante
CLAR; Abdel-Moety et al., (2003) lograron la determinacién del ketoconazol en
formulaciones comerciales de crema y tabletas, lo lograron usando estandar internos
como fluconazol y clorotrimazol. A pesar de que es dificil la comparacién de los
métodos analiticos, se pueden marcar las ventajas de uno u otro método. La ventaja
del método desarrollado en este trabajo, es la utilizacion de un disolvente permitido
para las pruebas de permeacion en las membranas de la piel de cerdo

El método analitico distingue al ketoconazol de los componentes de la crema/CLL y
la piel de cerdo, por lo que el método es selectivo y lineal en los tres niveles de
cuantificacion. Ademas, cumplié con los criterios establecidos en la guia de validacion
para la valoracion o potencia.
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12.3 Generacion de productos de degradacion del ketoconazol

La identificacion de los productos de la degradacion del ketoconazol es necesaria, ya
que, al estar relacionados estructuralmente con el activo, pueden interferir con la

cuantificacién del analito de interés.

En las condiciones de degradacién acida al cual fue sometido el farmaco, en el
cromatograma se observo un pico diferente al de ketoconazol, las condiciones acidas
ya habian sido reportadas como un factor para la degradaciéon del ketoconazol
(Mhaske & Sahasrabudhe, 2011; Skiba et al., 2000). El producto de degradacion del
ketoconazol en las condiciones acidas ha sido identificado como la impureza D del
ketoconazol, indicada en la monografia correspondiente, en la farmacopea britanica
(Mhaske & Sahasrabudhe, 2011); ademas, otro producto de la degradacién
identificado por estos investigadores fue el producto de la oxidacién del ketoconazol,
un N-6xido, en este caso se usé H202 al 30% para lograr la degradaciéon del
ketonazol, mientras que en el trabajo presente, se uso una disolucion de H202
3%/metanol 1:1, una disolucién con una menor concentracién, por lo que no fue
posible generar ese producto. En el caso de la fotodegradacion, los investigadores
encontraron que la radiaciéon de A=254 nm durante 24 horas logra degradar al
ketoconazol en disolucién hasta aproximadamente 80% de su concentracion original
(Staub et al., 2010); las condiciones de la exposicién a la luz UV no fue constante,
ademas de que las condiciones en la CLAR fueron muy diferentes a las usadas por

los autores antes mencionados.

Por lo anterior, en las condiciones acidas que fueron utilizadas durante el presente
trabajo, se logré generar un producto de degradacion del ketoconazol, que
posiblemente pudiera interferir con la cuantificacién del ketoconazol en pruebas

posteriores.
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12.4 Protocolo de estabilidad de los CLLK
12.4.1 Apariencia de los CLLK y de las cremas que los contienen

Uno de los aspectos mas importantes que se marcan en la NOM-073 son las
caracteristicas organolépticas de las formulaciones probadas, ya que esto puede
influir en la aceptacién por parte del paciente.

El cambio mas evidente en los CLLK es el cambio de color rosa que se presento con
el tiempo. ElI cambio de color en el champu y en la disolucibn que contienen
ketoconazol, se ha reportado que es debido a la exposicién a la luz del dia (Staub et
al., 2010); a pesar de que, durante el presente trabajo, las muestras no fueron
expuestas directamente a la luz, las condiciones de pH y exposicion al oxigeno,
probablemente ocasionaron como resultado algun subproducto del ketoconazol que
esté dando como resultado ese cambio de coloracion. Dentro de las condiciones
quimicas, el ketoconazol es sensible al pH, sufre degradacion en condiciones acidas;
asi mismo, es sensible a la oxidacidbn como se mencioné en la seccion sobre
productos de degradacién del ketoconazol. El cambio de coloracion, similar al de los
CLLK, se observa en las formulaciones de crema con los CLLK y también puede ser
atribuida a las causas antes mencionadas, como es la fotosensibilidad y la oxidacion;
aunque seria necesario investigar si el producto de degradacién causante de la

formulacién es comun en ambos casos.

Una de las inestabilidades caracterizadas en las dispersiones liquido-cristalinas con
ketoconazol y las cremas que los contienen, es un cambio de color, por lo que habria
que trabajar en identificar la causa del cambio de color para solucionarlo con algun

conservador.

12.4.2 Tamano de particula de los CLLK

Recalcando la importancia del tamafno de particula en los sistemas dispersos
heterogéneos, estos pueden ser sometidos también a diferentes condiciones de
estabilidad, en los que se puede variar principalmente la temperatura, para saber no
solamente si el principio activo se descompone con el tiempo, si no tener un
acercamiento a los posibles cambios referentes a una posible separaciéon de fases,
cambios en el tamafo de particula, etcétera; aunque es importante tener en cuenta
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que estas pruebas pueden desencadenar procesos que no se ven a condiciones
estandar (25 °C), como lo por lo que hay tener cuidado en su interpretacion.

Como se habia observado anteriormente en la seccidn de la obtencion de los CLLK,
los tamarnos se encuentran en el mismo intervalo en los 8 lotes de 1 Kg, ademas, el
tamafno de particula de las CLLK se encuentra dentro de lo esperado para una

dispersion liquido-cristalina.

Después de 3 y 5 meses ya no se pudo determinar el tamario mediante la técnica de
difraccion de luz laser utilizada. El no poder determinar el tamafio de particula es uno
de los criterios para sefnalar inestabilidad dentro del sistema de CLLK. Una de las
razones por la que se puede dar esto, es que se superen los limites de deteccion del
equipo utilizado, debido a un cambio en el tamano de particula. Otra de las razones
puede ser debida a que la coloracion rosa antes mencionada, pudo provocar que no

se alcanzara la suficiente transmitancia para poder determinar el tamafno.

Entonces para los lotes de las dispersiones liquido-cristalinas obtenidas se encontré
que no son estables con el tiempo, a ninguna de las temperaturas probadas y en

ninguno de los materiales utilizados.

12.4.3 Valor de pH de los CLLK

El pH de una formulacion es una de caracteristicas que hay que tener en cuenta, por
lo que el formulador tendra que buscar la compatibilidad de la formula, el ketoconazol
tiene una estabilidad maxima en un pH de 5-9 (Skiba et al., 2000), y la via de
aplicacion al que es destinada, todo para no causar irritacibn o cualquier otro

perjuicio.

La disminucién de los valores de pH en las muestras de CLLK es uno de los cambios
mas evidentes, y cuya tendencia se observa principalmente en los materiales de
PBDE y PP. La disminucién en el pH de las muestras que contienen ketoconazol, ya
ha sido reportado; Skiba et al., (2000) determinaron la estabilidad del ketoconazol en
disoluciones acuosas, observaron que hay una disminucion del pH para las
disoluciones alcalinas y un aumento del pH para las disoluciones acidas, tendiendo

hacia valores de =5, para después aumentar sus valores nuevamente, aunque ellos
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no discuten sobre el porqué de esta tendencia; no es de extraiar que en el caso de
los CLLK se dé esta tendencia, ya que aproximadamente el 95% de la formulacién
es agua. A pesar del cambio de pH, este tipo de dispersiones liquido-cristalinas son
muchas veces destinadas a la aplicacion tépica, y en el caso de la piel, ésta puede
soportar mejor el pH acido (pH 3-9, en sus limites) que el alcalino (Aulton, 2004). En
el caso de los valores mayores de pH en las formulaciones de VD, pueden deberse,
a que durante la fabricacion del VD, se utilizan sustancias alcalinas, las cuales dejan
trazas que pueden ser cedidas a medios acuosos subiendo el pH; el vidrio Tipo Ill es
el que puede causar lo antes mencionado, pero normalmente solamente constituye
un factor importante cuando se trata de disoluciones inyectables, en ese caso se
utiliza el vidrio tipo | y Il (Vila Jato & Lastres Garcia, 2009). A diferencia del VD, los
materiales plasticos utilizados no contienen sustancias alcalinas que contrarresten la

disminucién del pH en las cremas.

El pH de la dispersién liquido-cristalina en estudio (CLLK y CLLP) se ve alterada con

el tiempo, hacia valores acidos de =5 para los materiales de PBDE y PP.

12.4.4 Valoracion del ketoconazol en los CLLK

Uno de los principales factores para la degradacién del ketoconazol, al igual que para
la mayoria de las moléculas, es la temperatura. La temperatura es un factor muy
importante en el caso de las formulaciones que son acuosas, como es el caso de los
CLLK.

En los resultados obtenidos, no se observa el efecto esperado de la temperatura
sobre la potencia, ya que a los 3 y 5 meses se esperaria una mayor caida de la
potencia en las muestras que se observan a estabilidad acelerada, sin embargo, en
las muestras en estabilidad intermedia se observa en general una menor potencia a
medida que transcurres el tiempo. De acuerdo con la NOM 073, un cambio del £5%
de potencia es indicativo de inestabilidad, pero faltaria revisar si las concentraciones
del ketoconazol mas bajas que se obtuvieron (70%) son aun activas contra algun tipo

de hongo, lo cual justificaria su uso.
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La potencia del ketocononazol en las dispersiones liquido-cristalinas disminuyen
hasta un 70%, principalmente en las condiciones intermedias de estabilidad.

12.5 Protocolo de estabilidad de la crema/CLLK

12.5.1 Signo de la emulsién

Algunas de las caracteristicas de las emulsiones son dadas por el tipo de signo que
tienen, por ejemplo, las emulsiones W/O son mas emolientes, pero dificilmente
lavables, mientras que las emulsiones O/W son mas agradables al tacto y mas
lavables (Vila Jato & Lastres Garcia, 2009).

Dada la cantidad y el tipo de excipientes (alcohol cetilico, alcohol estearilico,
propilenglicol, etcétera) usados para la formulacion de las cremas, es normal que su
naturaleza sea O/W. Los excipientes de este tipo de formulaciones hacen que no
sean oclusivas, pero la inclusion de hidrotropos que retardan la evaporaciéon del agua
y que a la vez permitan una mejora en la permeacion en la piel, les da grandes
beneficios (Vila Jato & Lastres Garcia, 2009). En este caso el propilenglicol permite
las dos caracteristicas, ser un hidrétropo y ademas mejora la permeacion pasiva de
los farmacos, que se explica con base en el parametro de solubilidad en el estrato
cérneo, por ejemplo, se ha reportado que el propilenglicol incrementa la permeacién
del metromidazol, ya que el parametro de solubilidad del estrato corneo (9.8
cal/cm?®)'2 gs desplazado en direccion del parametro de solubilidad del farmaco (13.8
cal/cm?®)2 por el propilenglicol (parametro de solubilidad 14 (cal/cm?3)'2) (Moser et
al., 2001).

Los excipientes que dan a las cremas su signo caracteristico la hacen mas aceptable
para su aplicacion, ademas de la posibilidad de mejorar la permeacién del
ketoconazol en la piel.

12.5.2 Tamano de la particula de las cremas

El tamano de particula de una emulsion aporta informacion sobre su estabilidad
cinética y consecuentemente sobre si hay alguna separacién de las fases, por lo que
éste es una de las principales caracterizaciones en los sistemas dispersos

heterogéneos.
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Los resultados obtenidos mostraron en general para ambas formulaciones y en las
dos condiciones de estabilidad, fluctuaciones en el tamafo de la particula, a pesar
de esto se pueden hacer observaciones interesantes. Una de ellas, es que el tamano
de la gota de la crema/agua tiende a incrementar al final del periodo de estabilidad,
esta tendencia se observa principalmente en las condiciones de estabilidad acelerada
y en menor grado en las condiciones intermedias. Una de las principales causas por
las que se da este comportamiento, puede deberse a la temperatura; ya que ésta
afecta directamente a la viscosidad, y ésta a su vez afecta a la velocidad de
sedimentacion o cremado de las particulas (McClements, 2007), generalmente, la
viscosidad disminuye si la muestra es calentada (Thomas, 2014), y esto puede
promover un cambio en la velocidad de sedimentacion o cremado de las gotas de la
emulsion, permitiendo que haya una mayor interaccion entre ellas y que algunas
crezcan a expensas de otras. Para la crema/CLLK, como se mencioné anteriormente,
la mayor estabilidad de la gota de emulsion puede ser atribuida al incremento de la
fuerza mecanica de la interfase aceite/agua vy la fijacion de las gotas de la emulsién
a la fase liquido cristalina (Lavaselli et al., 2012).

En todo caso, al final del periodo de estabilidad, las muestras de crema/CLLK
contienen particulas con un tamano en un intervalo que todavia es aceptable para su

uso.

12.5.3 Valor de pH de las cremas

Al igual que las dispersiones liquido-cristalinas, las cremas también son destinadas

a su uso por via topica, por lo que es un factor a analizar.

En el caso de las muestras de crema/agua y crema/CLLK, al igual que para las
muestras de CLLK, también disminuyeron en el pH con el paso del tiempo. Una de
las principales observaciones es que a diferencia de las muestras de crema/CLLK a
condiciones intermedias, las muestras de crema/agua tienen una menor variacion del
pH con el tiempo. En todo caso la variacién del pH de las formulaciones para la
aplicacion tépica resulta en un problema cuando estas formulaciones son alcalinas y
pueden causar irritacion.
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La NOM-073 indica que, para las formulaciones semisélidas, el pH solamente debe
cumplir con el criterio para su aplicacién, en este caso para la aplicacién topica, el pH
al final del periodo de estabilidad estuvo de acuerdo con lo reportado en la literatura.

12.5.4 Valoracion de los lotes de crema

Uno de los aspectos mas importantes para la estabilidad de los farmacos es el pH,

por lo que a veces la degradacion del principio activo va de la mano de este factor.

Se sabe que el ketoconazol es sensible a la degradaciéon a pH acidos. Durante el
seguimiento del pH de las muestras de crema/agua, éste vario ligeramente en las
condiciones intermedias de estabilidad, y eso también se ve reflejado en la valoracion
del ketoconazol, la cual se encuentra dentro del intervalo de potencia; por el contrario,
a las muestras de crema/agua en condiciones aceleradas, donde solamente una
muestra se encuentra dentro del intervalo, dado que también la degradacion del
ketoconazol depende de la temperatura (Skiba et al., 2000). En los ensayos de
estabilidad intermedia, las muestras de crema/CLLK no resisten estas condiciones,
ya que casi todas las muestras salen del intervalo de potencia, con un 60% para la
muestra mas baja y 110 % para la mas baja; lo mismo sucede en las condiciones
aceleradas, donde se alejan aun mas del intervalo de potencia, 45% en el valor mas
bajo y 145% en el méas alto. Ademas de que ketoconazol es sensible al pH, también
hay otros factores que afectan a la degradacion de éste, como es la oxidacion y que
se pueden estar sumando a la degradacién del ketoconazol.

Las muestras de crema sometidas a las condiciones de estabilidad acelerada e
intermedia, pierden mas del 5% de potencia que es marcada como limite por la NOM
073.

12.6 Estabilidad de las cremas frente a la centrifugacion

El uso de una centrifuga permite acelerar la velocidad de formacion del cremado o
sedimentos, por lo que esta prueba sirve para predecir la estabilidad preliminar de
una emulsién. Generalmente se proponen condiciones estandar para este ensayo,
como son las revoluciones por minuto, el tiempo y la temperatura, al final se considera
que la emulsién es estable si no hay separacién de las fases.
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Los CCR utilizados no son lo suficientemente fuertes para desestabilizar la
crema/CLLK mientras que la crema/agua se desestabilizé a 19420 G. La estabilidad
de la crema/CLLK se puede explicar por la presencia de los CLL en la emulsién, el
incremento de la estabilidad es atribuida al incremento de la fuerza mecanica de la
interface y la fijacién de las gotas de la emulsion a la fase liquido-cristalina (Lavaselli
etal., 2012).

La inestabilidad de la crema/agua entonces puede ser debida a la falta de la fase
liquido-cristalina. Mientras que toda la estabilidad que muestra en las dos primeras
condiciones de centrifugacion puede ser resultado de un tamafno de gota
monodisperso. Las emulsiones consistentes en gotas “monodispersas” con radios
mayores a 1 um se separan en dos capas distintas con las gotas formando una crema
o sedimento dejando un supernadante liquido o capa de “suero” usualmente
transparente por que no contiene gotas que dispersen la luz, situacién que es
observada raramente en la practica, (McClements, 2007; Tadros, 2016) aunque fue

el caso de la crema/agua.

La crema que contiene a los CLLK como fase dispersante muestra una mayor
estabilidad en las pruebas de centrifugacion, en comparaciéon con la crema que

contiene agua como fase dispersante.
12.7 Analisis reoldgico de las cremas que contienen CLLK

Los analisis reoldgicos brindan informacién mas alla de las propiedades bajo flujo y
deformacién de los materiales, ya que mediante la reologia de flujo oscilatorio de
pequena amplitud de deformaciéon también es posible obtener informaciéon sobre la
estabilidad cinética de los diferentes sistemas dispersos heterogéneos, entre ellos las

emulsiones.

En los resultados del barrido de amplitud se obtuvo el IVL, necesario para llevar a
cabo las siguientes pruebas, ademas muestra los primeros indicios de la estabilidad;
todas las muestras de crema muestran un predominio de G” sobre G™, un
comportamiento normal de las dispersiones con una consistencia tipo gel, en este
tipo de materiales se espera cierta firmeza y estabilidad, incluso si tienen una
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estructura de un gel débil (Thomas, 2014). Para tener mayor certeza en cuanto a la
estabilidad, se realizan los barridos de temperatura y de flujo oscilatorio (frecuencia).

El barrido de temperatura se enfoca principalmente en obtener informacion adicional
sobre el ablandamiento y fusion de las muestras, para relacionarlo con el tipo de

estructura.

En el caso de las formulaciones de crema, debido a que basicamente las gotas que
forman la emulsién forman una red molecular (debido a las fuerzas de Van der Waals)
que no esta quimicamente unida, se espera que el aumento de la temperatura haga
que las cremas se comporten como un polimero amorfo. En los polimeros amorfos,
las cadenas de moléculas no estan quimicamente unidas y muestran una
superestructura no homogénea, comparado con las fibras, las moléculas del polimero
sufren una desestructuracion debida a la temperatura, hasta alcanzar un caracter de
un liquido viscoelastico (Thomas, 2014). Algunos autores han demostrado mediante
analisis termogravimétrico que hay una pérdida del agua existente entre las capas de
CLL laminares que rodean a las gotas de las emulsiones, por lo que en las cremas
que contienen CLL se dan cambios estructurales adicionales con el aumento de la
temperatura (Kénya et al., 2003). Un aspecto a destacar, es que la crema/CLLK tiene
una tan (&) escalonada, posiblemente debido a existe mas de un proceso que
destruye las estructuras de la crema, por una parte, la estructura de CLLK que rodea
a las gotas de la emulsion, por otro lado, las gotas de la emulsion.

El barrido de frecuencia nos brinda informacion sobre la estabilidad cinética de un
sistema disperso, ya que la frecuencia es el inverso del tiempo, el barrido de
frecuencia nos permite conocer que pasa en la estructura de una emulsién con el

paso del tiempo, es decir nos informa de la estabilidad preliminar del sistema.

Los valores de los modulos bajo flujo oscilatorio concuerdan con lo reportado por
otros autores para las formulaciones de crema en las que se observé la presencia de
CLL laminares mediante microscopia de luz polarizada (Isaac et al., 2013). Se sabe
que valores de G™ < 1 Pa dificilmente tienen suficientemente estabilidad bajo flujo
para cualquier aplicacion practica, mientras que en el presente trabajo para todas las
muestras en los tres materiales se obtuvieron valores de G superiores a 500 Pa, que
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se encuentran en el intervalo descrito por Thomas (2014) para los geles
viscoelasticos (cremas, unglentos, pastas, cosméticos, etc.). Las formulaciones de
crema en los tres materiales muestran cierta estabilidad, aunque no se puede decir
que sean sistemas completamente estables, ya que las curvas tienen cierta
pendiente, por lo que hay cierta dependencia de los valores de G' y G" con la
frecuencia. En el caso del andlisis de calidad de los sistemas dispersos, los valores
de frecuencia a partirde 0.1 0 0.5 (rad/s) sirven para darnos una idea de la estabilidad
en reposo, se puede decir ciertamente que hay estabilidad suficiente, porque G’
predomina sobre G™ en todo el intervalo de frecuencias (hay un comportamiento

pseudosélido).

Debido a un comportamiento muy similar de las cremas/CLLK y la crema/agua
durante el barrido de frecuencia, se optd por la determinacion de la pendiente de la
curva para determinar que formulacién es mas estable, ademas si el material de
empaque tiene algun efecto sobre la estabilidad. Las pendientes mas pequefias son
indicadoras de mayor estabilidad, debido a la menor dependencia con la frecuencia
y por lo tanto del tiempo; como se puede observar, en los tres materiales la
crema/agua es la que tiene pendientes ligeramente mas elevadas, por lo que éstas
muestran mayor inestabilidad, lo cual también se demuestra con las pruebas de
estabilidad frente a la centrifugacion. En cuanto a los materiales de empaque, la
muestra de crema/agua en PBDE es la que muestra una pendiente mas grande, junto
con las muestras de crema en el envase de vidrio; el PBDE siempre se ha
considerado un buen material de empaque en relacién con su precio, pero es un
material muy permeable a la humedad, oxigeno, y otros gases. En el caso del VD
existe la creencia de que es un mejor envase, ya que practicamente no sufre
problemas de permeabilidad que sufren los plasticos, pero si se han reportado
problemas de alcalinidad, ademas de su precio elevado y fragilidad. Mientras que el
PP tiene menores problemas de permeabilidad en comparacion con el PBDE y tiene
un costo menos elevado que el vidrio (Vila Jato & Lastres Garcia, 2009).
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Con los reogramas obtenidos, la crema/CLLK muestra mayor estabilidad cinética, la
crema contenida en el material de PP es la que muestra una mejor estabilidad bajo
las condiciones de flujo de estudio.

12.8 Cinética de liberacion de ketoconazol desde la crema que contiene a los
CLLK

Las Pruebas de Liberacién In Vitro (PLIV) son usadas para monitorear la liberacion y
difusién de los farmacos a partir de las formas farmacéuticas semisélidas. La
aplicacion tiene varios beneficios durante el desarrollo de un producto, como la
identificacion de variables de manufactura criticos, predecir el rendimiento in vivo,
medir el rendimiento y uniformidad de un producto lote a lote (Kanfer et al., 2017).
Hasta ahora no hay un consenso sobre el método o aparato que hay que usar para
medir la liberacion del farmaco a partir de los semisélidos o sistemas
nanoparticulados (Shen & Burgess, 2013), aunque la FDA recomienda el uso de las
celdas de Franz (Center for Drug Evaluation and, 1997), por ejemplo, para determinar

la liberacion de las pomadas genéricas de Aciclovir (Kanfer et al., 2017).

A pesar del no consenso sobre el aparato o el método para las pruebas de liberacién
In vitro para aplicacion tdpica, los métodos de didlisis son ampliamente utilizados en
este tipo de investigaciones para determinar los perfiles de liberacién de los
liposomas, emulsiones, nanoparticulas poliméricas y también los nanoacarreadores

lipidicos.

Para entender los perfiles de liberacidén del ketoconazol a partir de las cremas, es
necesario primero entender el fenédmeno detras de estos, por lo que hay que analizar
primero los modelos a los que mejor ajustan, mediante su R? ajustado y AIC. EI AIC
es una medida de la calidad con la que el modelo se ajusta a los datos experimentales
(Dominguez-Viveros et al., 2009). En el caso de las tres formulaciones de crema, los
modelos que mejor se ajustan a los perfiles de liberacién son el de Weibull,
Korsmeyer-Peppas y el de Higuchi. EI modelo de Weibull es un modelo matematico
sin base fisicoquimica que se puede aplicar a los procesos de disolucion de los
farmacos, por lo que a pesar de ser el modelo que mejor se ajusta a las tres
formulaciones de crema, no explica el fenémeno detras de la liberacion de farmaco,
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por lo que puede ser descartado (Aguilar Ros, 2014). El siguiente modelo que mejor
se ajusta a las formulaciones es el de Korsmeyer-Peppas, este modelo tiene la
ventaja de dar una aproximacion a los mecanismos de liberacidén del farmaco a partir
de una matriz a partir de un exponente n. Este modelo propone: que si n=1, la
velocidad de liberacidn es constante con el tiempo, por lo tanto, la cinética de
liberacidn es de orden cero y el paso limitante seria la relajacion de la matriz. Si n=5,
la velocidad de liberacién sigue una cinética de tipo fickiano, donde la liberacidon
estaria controlada por la difusién. Si n=0.5<n<1, habria un aporte simultaneo de la
velocidad de liberacion, de los procesos de difusion y relajacion, conociéndose como
liberacion andomala (Andreetta, 2003). En el caso de las cremas, todas las
formulaciones tienen un exponente n superior a 5, caracteristico de una liberacion
anomala. Una parte importante que apoya a estos resultados, se deben a que el
modelo de Higuchi también se ajusta con los perfiles de liberacidén de las cremas, lo
cual apoya en parte la liberacion del ketoconazol por un mecanismo de relajacién de
la crema, caracteristica de varias formulaciones semisdlidas (Brown et al., 2011). Por
otro lado, considerando que los CLL en forma laminar se situan alrededor de las gotas
de la emulsion, una propuesta es que las moléculas del ketoconazol estén atrapadas
entre las moléculas de tensoactivo que conforman a los CLL, y que estas laminas
sean las que controlen la liberacion del ketoconazol gradualmente, ademas una cierta

cantidad del fdrmaco en las capas exteriores se liberan por difusion.

En cuanto al porcentaje de liberacion de la crema/CLLK (12%), la crema/CLLP (13%)
y la crema/agua (25%), se puede atribuir a los mecanismos antes mencionados.
Aunque estadisticamente se observo que si hay una diferencia entre las lineas de
regresion ajustadas de los perfiles de liberacidén de la crema/CLLK y la crema/agua,
que no es necesariamente debida al modelo de liberacion al que se ajusta, en cambio,
como se habia observado anteriormente, el modelo de los CLL alrededor de las gotas
de la emulsién proveen una barrera adicional que deben librar las moléculas del
farmaco para su liberacion, en cambio la crema/agua al no contar con esta barrera
puede permitir el paso de una mayor cantidad de moléculas del farmaco en el mismo
tiempo. La necesidad de una liberacién sostenida para los farmacos para aplicacion
topica puede ser ventajosa, cuando se trata de moléculas que tienen un tiempo de
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vida corto (Joshny et al., 2018) o que deben extender su efecto local, como son los
analgésicos.

A partir de la informacidn obtenida, se entiende que las cremas que contienen a las
dispersiones liquido-cristalinas tienen una liberacion sostenida del ketoconazol, la

cual es explicada por el mecanismo de liberacién anémala.
12.9 Permeacion del ketoconazol a partir de la crema/CLLK

Obtener una liberacion modificada de un farmaco a partir de una formulacién
destinada a la aplicacion tépica, no garantiza que el farmaco permee en la piel, por
lo que es necesario demostrar que éste puede atravesar o ser retenido en la piel.

Un aspecto a destacar, a pesar de haber podido hacer la cuantificacion del
ketoconazol apropiadamente, es la obtencion de una respuesta debida al ketoconazol
a partir de su extraccion de las membranas de piel. El objetivo de los antibibticos
topicos, son los organismos de la superficie; por lo tanto, una biodisponibilidad
superficial eficaz exige que el preparado libere el antibiético en ese sitio, para que
pueda atravesar las fisuras de la piel y alcance al microorganismo, por lo que los
ensayos pertinentes deben al menos confirmar que la matriz libera al farmaco (Aulton,
2004). El problema de las concentraciones negativas que se obtuvieron durante la
valoracion del ketoconazol se debe en principio a que las concentraciones se salen
del intervalo de las concentraciones de la curva de calibracién utilizada que se utilizé,
en este caso las concentraciones probablemente estan por debajo del ultimo punto
de la curva, que corresponde a la concentracion de 25 pg/ml.

A pesar de que con el método analitico utilizado no fue posible cuantificar la
concentracion del analito, con los resultados anteriores fue posible evidenciar la

retencion del ketoconazol en la piel de oreja de cerdo.
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13. CONCLUSIONES

El sistema liquido cristalino liotropico obtenido (CLL) presentd las
caracteristicas de un sistema disperso de tamafo coloidal, con un tamafno de
particula promedio en el intervalo de nanométros; habiendo mostrado
transicion de fase con la incorporacion del ketoconazol (CLLK).

El sistema liquido cristalino obtenido cargado con ketoconazol (CLLK), no fue

estable quimicamente, ya que después de tres meses en condiciones de

estudio de estabilidad acelerada e intermedia, las muestras no cumplieron con

los criterios de estabilidad de color y de contenido; lo cual se puede atribuir a

la oxidacién del activo y a que el material polimérico del envase primario no

fue impermeable.

La crema que contiene a los cristales liquidos liotropicos (crema/CLLK) es

estable cinéticamente, de acuerdo a:

1) Las pruebas de estabilidad a la centrifugacion, ya que no hubo separacion
de fases en las condiciones mas drasticas de centrifugaciéon probadas.

2) Las pruebas de reologia de flujo oscilatorio de pequefia amplitud de
deformacién, en particular las de barrido de flujo de frecuencia; habiendo
mostrado una menor dependencia de los valores de los médulos con la
frecuencia.

3) La ausencia de separacidn de fases en la crema durante las pruebas de
estabilidad acelerada e intermedia; manteniendo un tamarno de particula
aceptable, que solo varié en un rango aceptable de los 50 a 90 um los 5
meses de estabilidad acelerada.

Dichas propiedades no fueron cumplidas por la crema elaborada con agua

como unica fase dispersante.

El perfil de liberaciébn de ketoconazol en la crema con cristales liquidos

liotrépicos (crema/CLLK) mostré ser de liberacion modificada, del tipo difusion

andémala; ademas el perfil de liberacion tuvo diferencias significativas con el
perfil de liberacion de la crema preparada sélo con agua como fase

dispersante.
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e A partir de las pruebas de permeabilidad, hay una primera evidencia sobre la
permeacion y retencion del ketoconazol en la piel de cerdo.

e La inclusion de un sistema liquido cristalino cargado con ketoconazol en una
crema para uso tdpico, otorga estabilidad cinética al producto y le confiere
propiedades de liberacion modificada del activo, lo que lo hace un sistema
potencialmente util para la administracidn topica de ketoconazol, sin embargo,
habra que incorporar un agente antioxidante a la férmula para determinar si
ello le proporciona la estabilidad quimica al activo, requerida para uso

medicinal. o

14. PERSPECTIVAS FUTURAS

v Evaluar el efecto de la incorporacion de un antioxidante en la formulacién de
la crema/CLLK; con lo cual se espera proporcionar estabilidad quimica al
principio activo.

v' Mejorar el método analitico para la crema, para poder valorar la cantidad de
ketoconazol permeado en la piel de cerdo; procurando obtener las condiciones
en que no se requiera tanta inversion de tiempo en la preparacion de las
muestras.

v Analizar si la potencia expresada como Concentracion Minima Inhibitoria de la
crema/CLLK (con cristales liquidos liotrépicos) es equiparable o superior al
valor de Concentracion Minima Inhibitoria del sistema (CLLK) liquido cristalino
cargado con Ketoconazol (Santiago Téllez, A. 2014.Tesis MCF. UAMX.

México)
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