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RESUMEN

En este trabajo doctoral se presentan la sintesis y el empleo de copolimeros
fumaricos en la elaboracion de membranas con el objetivo de ser utilizados como
material para el desarrollo de parches transdérmicos.

Los copolimeros fueron obtenidos por copolimerizacién radical empleando
energia de microondas a partir de acetato de vinilo y dos monémeros fumaricos: el
fumarato de diisopropilo y el fumarato de di-2-octilo, siendo este ultimo un
mondmero fumarico de cadena lateral larga sintetizado en el laboratorio. Los
copolimeros obtenidos fueron caracterizados utilizando diversas técnicas y
asimismo se analizé la presencia de reacciones de transferencia al polimero
durante la copolimerizacion.

Ademas, se estudi6 la copolimerizacion radical del fumarato de di-2-octilo
con acetato de vinilo en solucién empleando la técnica de polimerizacién radical
controlada denominada polimerizacién por adicién-fragmentacién y transferencia
de cadena reversible (RAFT), utilizando como agente de transferencia de cadena
un xantato obtenido en el laboratorio y lograndose buenos resultados en el control
del indice de polidispersidad y peso molecular de los copolimeros.

Se seleccionaron distintos copolimeros y con ellos se elaboraron membranas
a través del método de solvent-casting. A partir de las distintas peliculas se
seleccion6 el material mas adecuado para el fin deseado mediante el estudio de
apariencia, morfologia, propiedades adhesivas e hinchamiento.

También se elaboraron membranas conteniendo un bifosfonato, el
risedronato (una droga osteogénica, obtenida por sintesis en el laboratorio y
caracterizada previo a su uso) en dos relaciones de concentracion
bifosfonato/copolimero: 6% p/p y 12% p/p. La apariencia y distribuciéon de la
droga en las peliculas se analizé visualmente y mediante Microscopia Optica,
obteniéndose mayor heterogeneidad en la dispersion de risedronato en las
peliculas del copolimero obtenido mediante polimerizacién controlada, respecto al
obtenido por microondas. Se evalu6, ademas, la posible existencia de interacciones
droga-copolimero mediante Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de

Fourier y Calorimetria Diferencial de Barrido. Complementariamente se realiz6 la



determinacion del porcentaje de carga de la droga en la matriz y el estudio de
estabilidad del risedronato en solucién acuosa.

Paralelamente, se desarroll6 un método cromatografico para la deteccion del
mencionado bifosfonato empleando Cromatografia Liquida de Alta Eficacia,
estudiandose, a su vez, los parametros del método tales como repetibilidad,
linealidad, exactitud y sensibilidad. Los valores obtenidos arrojaron que el método
resultd efectivo destacandose, a su vez, por la sencillez de sus condiciones
experimentales en relacidn a los métodos existentes.

Por ultimo, los ensayos de liberacidon in vitro del bifosfonato se realizaron en
un equipo disolutor y los perfiles de liberaciéon de la droga fueron analizados
mediante distintos modelos teéricos a fin de obtener informacién acerca del
mecanismo de transporte involucrado en el proceso. El andlisis de los coeficientes
de correlacion mostré que los Modelos de Weibull y de Ritger-Peppas presentaron
las mejores correlaciones, demostrando este ultimo que el mecanismo
interviniente en el proceso de liberacién es un caso de transporte conocido como
Super Caso II.

Los resultados obtenidos para el copolimero AcV-co-FDO-MO-3 lo presentan
como un excelente candidato para ser reemplazo de los actuales copolimeros
comerciales derivados de ésteres acrilicos destinados a la elaboracion de parches

transdérmicos.
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1.1 Introduccion

La piel es el 6rgano mas extenso del cuerpo humano y representa alrededor
del 15% de la masa total del cuerpo adulto.! Es una membrana heterogénea y
sumamente compleja que cumple variadas funciones tales como: barrera
protectora a los agentes externos, mantenimiento homeostatico del cuerpo,
funciones excretoras y una importante funcién censora a las influencias externas
como calor, presion, dolor; entre otros. Esta compuesta por tres capas: epidermis
(a su vez integrada por estratos), dermis e hipodermis (o subcutis), en las cuales se
encuentran diversos tipos celulares ademas de anexos cutaneos, terminaciones
nerviosas y prolongaciones del sistema circulatorio.l2 Si bien la piel se caracteriza
por una alta impermeabilidad, no es absolutamente impermeable a las sustancias
directamente aplicadas sobre ella, lo cual ha dado origen a los tratamientos toépicos
de administracion. El proceso de absorcién esta controlado por la capa mas
externa de la epidermis denominada estrato cérneo cuyo espesor es de alrededor
de 15-20 um,3 y cuya composicidon bioquimica es sumamente compleja.*

Desde la antigliedad el hombre ha aplicado sobre la piel diversos productos
con fines médicos y cosméticos; pero no fue hasta fines de la década de 1970 que la
tecnologia de liberacién transdérmica bajo la forma de parches transdérmicos fue
introducida en el mercado.> Estos sistemas de liberaciéon de farmacos son una ruta
alternativa a la administracion oral debido a la reduccién de los problemas
gastrointestinales que conlleva el evitar el pasaje de las drogas por el tracto
digestivo. Ademas, tienen asociada una amplia variedad de ventajas dentro de las
cuales pueden mencionarse la posibilidad de auto-aplicacidn, el control del sitio y
area de aplicacion, cantidad de droga cargada y velocidad de absorcion; ademas de
no producir acostumbramiento y permitir la gradual liberacién del principio activo
desde el sistema, alcanzando niveles mas estables en plasma en funcion del tiempo
con menor variabilidad respecto a las rutas de administracién oral.6”

Debido a la alta complejidad de este érgano humano, en las preparaciones
destinadas al uso cutaneo el vehiculo presenta una mayor influencia respecto a

cualquier otra membrana.8 Los polimeros han sido ampliamente empleados como
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vehiculos en los sistemas destinados a la aplicaciéon dérmica y transdérmica
utilizandose tanto como matrices y adhesivos en parches transdérmicos, como
agentes gelificantes en geles y como excipientes en cremas y emulsiones, entre
otros.8 Actualmente se conocen una amplia variedad de polimeros con posibilidad
de ser empleados el desarrollo de sistemas de liberaciéon transdérmicos que abarca
desde polimeros naturales, hasta sintéticos y semisintéticos.?

En el caso particular de los parches transdérmicos, a partir del disefio

estructural de los mismos puede indicarse la siguiente clasificacion:10
Sistemas de reservorio o Sistema controlado de permeaciéon con membrana
eSistemas matriciales
Sistema de difusion controlada via matriz
Sistema de difusién controlada mediante micro reservorios

De los anteriormente expuestos, los sistemas matriciales son los Unicos que
estdn conformados principalmente por dos partes: una capa inferior de sostén y
una superior elaborada a partir de una dispersiéon de la droga en una matriz
polimérica la cual puede, a su vez, ser de dos tipos: adhesiva o no adhesiva. En el
caso de que la dispersion del principio activo se realice en un polimero no
adhesivo, es necesaria la inclusiéon de una capa de un adhesivo en la parte superior
a fin de lograr el correcto contacto entre el dispositivo y la piel.

Tanto las matrices adhesivas como los adhesivos incorporados como capa
externa en los parches transdérmicos corresponden al tipo denominado adhesivos
sensibles a la presion (PSAs por las siglas en inglés para Pressure Sensitive
Adhesives). Estos materiales son capaces de generar adhesion a la piel (u otra
superficie) al ser presionados suavemente sobre ella y permanecer en contacto
una vez que se dejo de ejercer la fuerza.ll Ademas de las propiedades adhesivas, un
material a ser empleado como PSA debe ser estable en relacién a las condiciones
ambientales (humedad y temperatura), sencillo de obtener, tener una apariencia
estética, buenas propiedades adhesivas y no dejar residuo en la piel una vez

retirado.12
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Actualmente se conocen numerosas clases de adhesivos pero entre los mas
utilizados en el desarrollo de sistemas de liberacion transdémicos se encuentran
los poliisobutilenos, los polisiloxanos (siliconas) y los copolimeros acrilicos.13 Estos
polimeros deben poseer otros requerimientos importantes en relacion al uso tales
como ser biolégicamente inertes, no irritantes ni sensibilizantes de la piel, sin
toxicidad sistémical? y presentar compatibilidad con la droga y tolerancia a los
excipientes10,

La pérdida de masa dsea asociada con la edad o la post-menopausia en las
mujeres es actualmente considerada como uno de los principales problemas de
salud. La pérdida del hueso en ausencia de fracturas, se denomina osteopenia y se
considera un prerrequisito para la aparicion de la osteosporosis, la cual es
responsable del creciente nimero de fracturas observadas en la edad adulta.” En
este contexto, los tratamientos preventivos tales como la terapia de reemplazo
hormonal con estrogenos o el uso de bifosfonatos,14-16 resultan beneficiosos dado
que la disminucién en la pérdida de hueso conlleva una disminucién en el riesgo de
las fracturas asociadas a ella.”

Los bisfosfonatos son compuestos sintéticos estructuralmente relacionados
al pirofosfato, contienen en su estructura el puente P-C-P y son inhibidores de la
resorcion del hueso mediada por osteoclastos.l” Ademas de su actividad
preventiva en el tratamiento de la osteoporosis, estos compuestos han sido
utilizados para el tratamiento de varias enfermedades del hueso tales como la
enfermedad de Paget y la metastasis del hueso.181° También se ha demostrado que
los bifosfonatos son inhibidores de la farnesil pirofosfato sintasa sobre
Trypanosoma cruzi, el agente responsable de la enfermedad de Chagas.20.21

Sin embargo, el empleo de bisfosfonatos via administraciéon oral presenta
algunos inconvenientes tales como problemas gastrointestinales y una pobre
biodisponibilidad,”22 lo cual motiva a la implementacion de sistemas de

administracion por la via transdérmica.
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1.2 Hipotesis de trabajo

Es grande la importancia que tienen los sistemas terapéuticos transdérmicos
(STT por sus siglas) del tipo parches transdérmicos para ser utilizados con fines
medicinales y cosméticos. Algunos ejemplos de los usos medicinales que tienen
estos sistemas son: en cardiopatias isquémicas,?? dolores crénicos en pacientes
terminales,24 terapias hormonales,25 tabaquismo,2¢ entre otros.

La mayoria de los farmacos que se utilizan en estos sistemas son altamente
hidrofébicos y liposolubles. El disefio de un sistema de liberacién transdérmico
para bifosfonatos resulta mas complejo como consecuencia de la alta polaridad e
hidrofilicidad de la droga, lo que limita su absorcién por piel como consecuencia de
la capa lipidica del estrato cérneo. A pesar de ello algunos investigadores27.28 han
desarrollado este tipo de sistemas para alendronato (uno de los bifosfonatos
conocidos) empleando copolimeros comerciales y una adecuada formulacién para
permitir la correcta permeacion transdérmica.

Asi, el presente plan propone desarrollar un sistema de liberacion tipo
parche transdérmico para un bifosfonato en particular denominado risedronato
(piridinil bifosfonato de uso terapéutico),?® empleando copolimeros fumaricos
sintetizados a partir de acetato de vinilo y monomeros fumaricos El primer
mondmero fue seleccionado a partir de su extenso empleo en reacciones de
copolimerizacion con ésteres acrilicos para producir materiales de aplicacion en
sistemas de liberacion transdérmicos;1?2 mientras que los monémeros fumaricos
fueron seleccionados en funcién del conocimiento de su reactividad en reacciones
de polimerizacién y de sus propiedades, extensamente estudiadas en el grupo
Macromoléculas de INIFTA 3031

Precisamente es por sus propiedades que los monémeros fumaricos pueden
ser considerados como potenciales candidatos para reemplazar a los ésteres
acrilicos, remarcando ademas la importancia a nivel local de éstos debido a su facil
obtencion a partir de anhidrido maleico (disponible en nuestro pais), lo cual
representa una disminucién en los costos finales si se considera una proyeccion

comercial a futuro.
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Objetivo General

El propoésito de la investigacién es desarrollar un sistema de liberacién
transdérmico basado en un copolimero fumarico para liberacién de una droga

osteogénica.
Objetivos Especificos

1. Sintesis de copolimeros basados en un éster fumarico y acetato de vinilo con
propiedades adecuadas para sistemas de liberacion transdérmicos.

2. Caracterizacion y evaluacion de las propiedades quimicas y fisicas de los
materiales poliméricos sintetizados.

3. Preparacidn y caracterizaciéon de las matrices conteniendo la droga.

4. Estudio cinético de liberacién de la droga y su interpretaciéon mediante

modelos tedricos adecuados.
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2.1 Monémeros y Agente de Transferencia de Cadena

2.1 MonOmeros y agente de transferencia de cadena

2.1.1 Monomeros

A continuacién se describen las sintesis y/o purificaciones y posterior
caracterizacién de los monémeros empleados en este trabajo. La caracterizacion se
llevé a cabo mediante diversas técnicas, siendo comun a todos ellos la Resonancia
Magnética Nuclear de Protones (1H-RMN) debido a que las sefales de los
hidrégenos pertenecientes a los monémeros (en particular la sefial de los
hidrogenos vinilicos) se consideraron como referencia para el control de pureza de

los copolimeros obtenidos.
2.1.1.1 Acetato de vinilo

2.1.1.1.1 Purificacion del monémero

El acetato de vinilo (AcV; 299,0%, Aldrich) utilizado en las reacciones de
polimerizacion empleando energia de microondas se purifico por destilacién a
presion reducida, recolectandose el destilado en un balén protegido de la luz y
sumergido en un bafio de hielo para evitar la homopolimerizacién del monémero.

Por otra parte, el AcV correspondiente a las reacciones de copolimerizacién
en solucién se purific6 mediante pasaje por una columna conteniendo alimina

basica (Fluka).
2.1.1.1.2 Control de pureza y caracterizacion del monémero

La pureza del monomero destilado se evidenci6é por Cromatografia en Capa
Fina (CCF o TLC por las siglas en inglés para Thin Layer Chromatography) en
placas Silica gel 60 F254 (Merck) sobre las cuales se sembraron AcV destilado, el
residuo de la destilaciéon y un patréon de hidroquinona (Mallinckrodt®) disuelta en
acetona (99,8%, Anedra). Se utilizo6 CHCl3 (99,98%, Dorwill) como fase mdévil y

como revelador una lampara UV-vis.
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El control del AcV purificado por columna de alimina basica se efectud
mediante 1H-RMN en un equipo Bruker 300 MHz con CDCI3 como solvente a 25 °C

con 100 scans de acumulacion.
2.1.1.2 Fumarato de diisopropilo

El Fumarato de diisopropilo fue sintetizado previamente mediante una
reaccion de esterificacion de Fischer3? a partir de acido fumarico (Maleic S.A.) e
isopropanol (99,9% RA (ACS), Anedra).

El control de pureza del monémero y su caracterizacién se realizaron
mediante la determinacidn de las sefiales en los espectros de 1H-RMN y13C-RMN
obtenidos en un equipo Bruker 300 MHz con CDCI3 como solvente, a 27 °C con 32y

1989 scans de acumulacidn respectivamente.
2.1.1.3 Fumarato de di-2-octilo

2.1.1.3.1 Sintesis

El fumarato de di-2-octilo (FDO) se sintetiz6 a través de una reaccion de
esterificacion de Fischer mediante la adaptaciéon de una técnica empleada en la
sintesis del fumarato de diisopropilo.33 La reaccion general de obtencion del

mondmero se indica en el siguiente esquema:

o cH
Hoow M oh, A R - SR IR R S
2 2
HO_ _Cs _Co i 2 _CH __C___C___CHs /C\C/C\C/C\C/ ~~-Cx C
& & oo HC™ T C”TN e e He Hp L0 H By Hp  Fy
yoH H, H, Hy 1,50, () L

Acido fumarico 2-octanol Fumarato de di-2-octilo

Esquema 2.1: Reaccion general de obtencion del fumarato de di-2-octilo
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Técnica experimental:

En 1 balén de 1 litro se colocaron 510,0 ml de benceno (Uso cromatografico,
Sintorgan), 476,5 ml de 2-octanol (2,99 moles; 97%, Sigma-Aldrich), 130,000 gr. de
acido fumarico (1,2 moles, Maleic S.A., previamente recristalizado desde HCl 1 M) y
31,9 ml de acido sulfurico concentrado (95-97%, Merck). Se ados6 a la boca del
baldn un refrigerante, y la mezcla se llevd a reflujo con agitacion mecanica durante
22,5 hs. (temperatura del bafio: 85 °C).

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se retiré el baléon del bafio
calefactor y, una vez alcanzada la temperatura ambiente, el acido sulfurico y el
acido fumarico sin reaccionar se extrajeron con lavados empleando una solucion
de bicarbonato de sodio saturada. Se realizaron extracciones hasta que no se
observo variacion de pH en la fase acuosa. Finalmente, se efectué un lavado con
agua destilada de la fase organica para eliminar los restos de sales.

La fase organica se traspas6 a un balén al cual se le ados6 un equipo de
destilacién simple para eliminar el azeétropo agua-benceno. El benceno y el
alcohol excedentes se eliminaron por destilacién a presion reducida: P= 50mm Hg;
fraccion Benceno: 18,5-19 °C; fraccién 2-octanol: 103-104 °C. El producto no fue
factible de purificar por destilaciéon a presiéon reducida; sin embargo, su posterior

caracterizacién arrojé que poseia pureza suficiente para su empleo.

2.1.1.3.2 Identificacion y caracterizaciéon del monémero

El mondémero sintetizado fue identificado y caracterizado mediante
Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier (FTIR) en un equipo
Nicolet 380 FTIR (Thermo Electron Corporation, Madison WI, USA) realizando la
medicion entre 4.000 y 400 cm! con 4 cm'l de resolucién y 32 scans de
acumulaciéon. Para el andlisis del espectro se utiliz6 el programa EZOMNIC
(EZOMNIC 7.4.127, Thermo Fisher Scientific Inc, Madison, WI, USA).

Los espectros 1H-RMN y 13C-RMN utilizando un equipo Bruker 300 MHz en

CDCl3z a 27 °C con un numero de scans de 32 y 5000 respectivamente.
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La medicion del indice de refraccion del producto se realiz6 en un

Refractémetro de Abbe (Carl Zeiss 110798) a 20 °C.

2.1.2 Agente de transferencia de cadena’

2.1.2.1 Sintesis del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato

La sintesis del agente de transferencia de cadena (CTA por las siglas en inglés
para Chain Transfer Agent) se realiz6 tomando como base una técnica descripta en
literatura,3* la cual fue modificada y optimizada para conseguir un mayor
rendimiento de reaccién y pureza del producto.

El Esquema 2.2 muestra la reaccién general de obtencion del S-1-

metoxicarboniletil O-etil xantato:

s CH,
i |
" S| I CH,OH /gz\ PN

/CZ\ PG + H3C\E|/C\O M s He o S + Ker

HaC o s K | |

(o]

Br Scn,
0-etil xantato de potasio 2-bromopropionato de metilo S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato

Esquema 2.2: Reaccion de obtencion del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato

Técnica experimental:

En un balén se colocaron 16,5 ml de metanol sobre los cuales se agregaron
0,86 ml de 2-bromopropionato de metilo (7,7 mmoles; 98%, Sigma-Aldrich). La
mezcla se agitd magnéticamente y se adicionaron 1,362 gr. de O-etil-

ditiocarbonato de potasio (también denominado O-etil xantato de potasio, 8,49

" Esta parte del trabajo doctoral ha sido desarrollada durante una estancia de investigacién bajo la
direccion de la Dra. Marta Ferndndez-Garcia en el grupo de Ingenieria Macromolecular del Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Polimeros (ICTP) de Madrid, Espafia, dependiente del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC).
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mmoles; 96%, Sigma-Aldrich) en porciones pequefas durante media hora. La

mezcla se dejé agitando toda la noche a temperatura ambiente. (Imagen 2.1)

Imagen 2.1: Sintesis del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato

Posteriormente se eliminé el solvente de reaccidn, y al s6lido obtenido (KBr,
exceso del ditiocarbonato y un aceite que es el producto) fueron agregados 25 ml
de éter etilico. La mezcla se mantuvo en agitacién durante unas horas y a
continuacién se filtré utilizando una placa filtrante N2 3. El filtrado conteniendo el
producto se extrajo tres veces con agua destilada para eliminar las trazas de sales y
luego se sec6 con desecante, el cual a continuacion fue retirado por filtracién con
papel de filtro. El éter fue eliminado mediante evaporador rotatorio, obteniéndose
un liquido viscoso de color amarillo cuyo analisis por TLC -empleando una mezcla
hexano: CHCI3 1:1 como fase moévil y una lampara UV-Vis como método de
revelado- evidencié la presencia de restos de 2-bromopropionato de metilo.

Considerando que este reactivo tiene un punto de ebullicion de 51,5 °C a

12
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19 mmHg,35 se procedié a su eliminacion mediante evaporador rotatorio a una
presion de 20mBa a 40 °C durante 45 minutos.

El seguimiento de la purificaciéon se llevé a cabo mediante TLC y el control de
pureza final del CTA se realiz6 mediante TH-RMN registrandose los espectros en un
equipo Bruker 300MHz a 25 °C en CDClz y con 32 scans de acumulacion. Se
observo la ausencia de las sefales caracteristicas del 2-bromopropionato de metilo

y de los solventes utilizados en el proceso de sintesis.
2.1.2.2 Caracterizacion del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato

La caracterizacion del CTA sintetizado se realiz6 a través de 1H-RMN, en las

condiciones anteriormente mencionadas.
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2.2 Sintesis de copolimeros

Las reacciones de copolimerizacion radical de los fumaratos de diisopropilo y
di-2-octilo con acetato de vinilo se realizaron bajo dos técnicas: en masa
empleando energia de microondas y en solucidn; ésta ultima se llevd a cabo en
condiciones convencionales y empleando una técnica de polimerizacion radical

controlada.

2.2.1 Sintesis de copolimeros empleando energia de
microondas
2.2.1.1 Procedimiento experimental de la copolimerizacion por

microondas

La copolimerizacién empleando energia de microondas se efectué en masa de
manera similar a una metodologia utilizada por Oberti T y colaboradores3¢. Se
empled peroxido de benzoilo (PB) (Merck, PA) como iniciador, el cual fue

purificado por recristalizacién previo a su uso.3?

Técnica experimental:

Se colocaron en un erlenmeyer de 25 ml el PB (40 mM; 60 mM segin
corresponda) y los monémeros en relaciéon volumétrica 75:25 (AcV: Fumarato) en
un volumen total de 6,0 ml. Se adapté6 un septum al estandar del recipiente de
reaccion y se realizé un burbujeo con Nz durante 20 minutos en bafio de hielo
liberando la presion por medio de una aguja hipodérmica. Una vez obtenida la
atmoésfera inerte en el recipiente de reaccidn, se finaliz6 el burbujeo y la muestra
se retiro del bafio de hielo. Cuando ésta alcanz6 la temperatura ambiente, se llevo a
un horno microondas doméstico (Zenith - ZVP-2819), sometiéndola a una potencia
de 140 W a distintos tiempos. Transcurrido el tiempo de reaccidn, el recipiente se
retiré del horno y, una vez a temperatura ambiente, el polimero resultante fue
precipitado por agregado de 5 ml de metanol. El copolimero aislado se purifico,

segin el fumarato empleado en la reaccién, mediante disolucién con agitacién
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durante 24 hs en tolueno (99%, Anedra) o hexano (99,4%, Anedra), y posterior
precipitado desde ampolla de decantaciéon sobre metanol (99,9%, Anedra). Se
descartd el sobrenadante realizando posteriormente el secado hasta peso
constante del producto precipitado.

El porcentaje de conversion (%C) del copolimero se calculd

gravimétricamente a partir de la siguiente ecuacion:

%C = (masa copolimero / (masa AcV+ masa fumarato)) x 100 Ecuacién 2.1

2.2.1.2 Caracterizacion de los copolimeros

Los pesos moleculares promedio en peso y en numero (Mw y My
respectivamente) y el indice de polidispersidad (Mw/M.) de los copolimeros
obtenidos se evaluaron mediante Cromatografia de Exclusién Molecular (SEC por
las siglas en inglés para Size-Exclusion Chromatography) en un equipo LKB-2249 a
25 °C. Se utiliz6 un set de 4 columnas p-Styragel® en serie, con tamafio de poro 103,
104, 103, 100 A utilizando CHCl3 (99,99% (ASC), J.T. Baker) como fase mévil. La
concentracion del polimero analizado fue de aproximadamente 10 mg/ml y la
velocidad de flujo de 0,5 ml/min. Se emplearon dos detectores en serie:38 uno UV-
Vis Shimadzu SPD-10A a una longitud de onda de 254 nm y otro detector infrarrojo
Miram [A seleccionado a 5,75 pum, frecuencia caracteristica del grupo carbonilo
presente a lo largo de la cadena del polimero. La calibracién se realiz6 a partir de
estandares de polimetilmetacrilato (Polymer Laboratories y Polysciences, Inc).

La composicion de los copolimeros fue calculada a partir de los
desplazamientos de los distintos tipos de hidrogenos presentes en los
comonomeros utilizando espectroscopia 1H-RMN en un equipo Varian-200MHz
(Mercury 200) a 45 °C aproximadamente, en CDCl3 para el AcV-co-FDO-MO y AcV-
co-FIP-MO.

El andlisis de los grupos funcionales se realizé6 mediante Espectroscopia

Infrarroja con Transformadas de Fourier (FTIR) empleando un equipo Nicolet 380
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FTIR (Thermo Electron Corporation, Madison WI, USA) entre 4000 a 400 cm! con
una resoluciéon de 4 cm!l y 32 scans de acumulacién. El analisis del espectro se
efectué mediante el software EZOMNIC 7.4.127, Thermo Fisher Scientific Inc,
Madison, WI, USA).

La temperatura de transicion vitrea (Tg) se determiné mediante Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) en un equipo Shimadzu-TA60. Las muestras de
alrededor de 5 mg se midieron a 10 °C/min desde -30 hasta 150 °C realizdndose

tres ciclos: calentamiento-enfriamiento-calentamiento.

2.2.2 Sintesis de copolimeros en solucion. Polimerizacion por
adicion-fragmentacion y transferencia de cadena reversible

(RAFT)’

2.2.2.1 Procedimiento experimental de la copolimerizacion en

solucion

Las reacciones de copolimerizaciones en solucion se llevaron a cabo
empleando acetato de etilo como solvente a 80 °C y como iniciador se emple6 2,2’-
azobisisobutironitrilo (AIBN, Fluka) previamente purificado por recristalizacion
desde metanol.3?

Las relaciones molares empleadas entre los reactivos fueron mondmero:
CTA: iniciador = 100:1:0,5 y 100:0:0,5 correspondiendo la primera relacién a
reacciones de polimerizacion controlada tipo RAFT y la segunda a
copolimerizaciones convencionales en soluciéon. A su vez, los comondmeros se
colocaron en relaciones acetato de vinilo: fumarato de di-2-octilo 75:25 y 50:50;
con una masa total de monémeros de aproximadamente 5 gr. en 25 ml de solvente

con un tiempo de reaccién de 24hs.

" Esta parte del trabajo doctoral ha sido desarrollada durante una estancia de investigacién bajo la
direccion de la Dra. Marta Ferndndez-Garcia en el grupo de Ingenieria Macromolecular del Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Polimeros (ICTP) de Madrid, Espaiia, dependiente del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC).
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Técnica experimental:

Los mondémeros, el iniciador, el CTA y el solvente se colocaron en tubos de
vidrio, lo cuales fueron cerrados con septum, asegurados con un precinto y
burbujeados con Argén durante 10 minutos en bafio de hielo. Posteriormente, se
retiraron del bafio de hielo y, una vez alcanzada la temperatura ambiente, se
llevaron a un bafno de silicona a 80 °C con agitaciéon magnética durante el tiempo

de reaccidn correspondiente, como se aprecia en la Imagen 2.2.

Imagen 2.2: Reacciones de polimerizacién en solucion

Una vez alcanzado el tiempo de reaccidn, se elimin6 el solvente mediante
evaporador rotatorio y se realizé una purificacion por disolucion/precipitacion en
hexano/metanol. Esta forma resulté en el mejor procedimiento de purificaciéon en

relacioén a la precipitacion directa desde el solvente de reaccion.
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El control de pureza se realiz6 mediante 1H-RMN, observando la ausencia de
las sefiales pertenecientes a los hidrégenos vinilicos de los monémeros.
El porcentaje de conversion (%C) se calcul6 gravimétricamente a partir de la

Ecuacion 2.1.

2.2.2.2 Caracterizacion de los copolimeros

Los pesos moleculares promedio en peso (Mw) y la distribucién de pesos
moleculares se evaluaron por Cromatografia de Exclusién Molecular (SEC),
empleando un sistema cromatografico (Waters DivisionMillipore) equipado con un
detector de indice de refraccion Waters 410. Se utilizé un set de columnas
Styragel® (HR2, HR3, y HR4E HR5E, Waters Division Millipore), tetrahidrofurano
(THF, Scharlau) como eluyente a un caudal de 1 ml/min a 35 °C. La calibracion se
realiz6 mediante estandares de Polimetilmetacrilato (Polymer Laboratories,
Laboratories,Ltd.).

La composicién de los copolimeros se determiné por 1H-RMN empleando un
equipo Bruker 300 MHz con CDCI3 como solvente (en algunos copolimeros se
emple6 DMSO deuterado) a 25 °C y 64 scans de acumulaciéon y TMS como patrén
interno de referencia.

El control de pureza se efectué mediante la técnica descripta, controlando la

ausencia de las sefales de los H vinilicos de los monémeros de partida.
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2.3 Elaboracion de membranas

2.3.1 Peliculas de copolimero
Método de elaboraciéon

Las peliculas fueron elaboradas mediante el método de solvent-casting, el
cual se basa en la disolucion del copolimero en un solvente adecuado seguido del
volcado de la solucién obtenida en un molde y la posterior evaporacién del
disolvente, permitiendo asi la formacién del film.

Las membranas se realizaron a partir de la técnica descripta por Biswajit
Mukherjee y colaboradores*® empleando como sostén una membrana de alcohol

polivinilico (PVA) sobre la cual se deposita una soluciéon del copolimero solo o

conteniendo la droga.

‘#8. . | T Ambiente,24hs
*j

Tambor de vacio

1 - Solucién PVA en agua - etanol (90 :10)

2 - Solucion del copolimero en Acetato de Etilo

Esquema 2.3: Procedimiento de elaboracién de las peliculas

El Esquema 2.3 muestra los pasos de la elaboracién de las membranas: se
tomaron como molde secciones de tubos de vidrio (4,7 cm de didmetro interno y 5

cm. de altura, medidos con micrometro Mauser), cuyas bases fueron recubiertas
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previamente con papel aluminio. Sobre cada una de estas se form6 una pelicula de
PVA (PS, Merck, 72000, grado de hidrdlisis >98%) a partir de una solucién
aproximadamente 6% p/v en agua: etanol 90:10, con un tiempo de secado de 6 hs
a 60 °C (alternativamente puede realizarse el secado a 30 °C durante 24 hs). Se
obtuvieron membranas de soporte uniformes de PVA sobre cada una de las cuales
se deposito una solucion obtenida a partir de 0,5 gr. del copolimero en 4,0 ml de
acetato de etilo (99,9%, Anedra) (tiempo de solubilizacion: 24 hs con agitacion). La
masa de copolimero seleccionada corresponde al valor que en relacion al diametro
del molde, arroja peliculas de aproximadamente 200 um de espesor, dimension
esperada para parches transdérmicos.4!

Una vez volcada la solucién en el molde (con posterior lavado de los matraces
con 1,5 ml de acetato de etilo), el solvente se dejé evaporar a temperatura
ambiente durante 24 hs. Las trazas de solvente fueron eliminadas por secado en

tambor de vacio.
2.3.2 Caracterizacion

La caracterizaciéon de las membranas se realiz6 con la finalidad de
seleccionar un material cuyas propiedades resulten mas apropiadas para ser
potencialmente empleado en la elaboracién de sistemas de liberacion

transdérmicos.
2.3.2.1 Apariencia y morfologia

La apariencia y transparencia de las peliculas se evaluaron visualmente,
mientras que la morfologia superficial y el corte se estudiaron mediante
Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, por las siglas en inglés para Scanning
Electron Microscopy) en un equipo Phillips 505, The Netherlands; con una
aceleraciéon de voltaje de 20 kV, y las imagenes fueron analizadas mediante Soft
Imaging System ADDAII.

El espesor de las membranas fue determinado empleando un micrémetro

Mauser.
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2.3.2.2 Ensayos de adhesion

Con el objetivo de evaluar la capacidad adhesiva en la piel de las peliculas de
copolimero obtenidas y generar un criterio mas riguroso de selecciéon de los
materiales, se llevaron a cabo ensayos de adhesiéon a través de una prueba
cualitativa denominada “la prueba del pulgar” (thumb test en inglés) para
evidenciar la adhesion inicial (tack, cuya traduccion seria “pegajosidad”) y
determinar cuan eficaz es la union entre el adhesivo sensible a la presién y la

piel.42
Prueba del pulgar

El pulgar fue puesto en contacto con la muestra durante un breve tiempo y
luego retirado rapidamente. De esta forma, fue posible estimar la facilidad, rapidez
y fuerza con la cual el adhesivo es capaz de adherirse a la piel.43

Los resultados se expresaron segun las siguientes categorias: ADHESIVO,
POCO ADHESIVO y NO ADHESIVO. A su vez, se evalud la existencia de residuo una
vez retirado el pulgar de la membrana como: CON RESIDUO o SIN RESIDUO. Los

ensayos se realizaron a simple ciego y con un nimero de sujetos n=10.

2.3.2.3 Estudio de hinchamiento

La capacidad de absorcion de liquido (hinchamiento, swelling) del material se
determin6 mediante el siguiente procedimiento:3° inicialmente se realizo el pesaje
de porciones de membrana previamente secadas en tambor de vacio (wo) y
posteriormente se llevé a cabo su inmersién en buffer fosfato (pH=7,4) a 25 °C. A
tiempos definidos, las membranas fueron retiradas y pesadas nuevamente esta vez
en estado humedo (wq). El contenido de agua absorbida por la pelicula se calculé
como la diferencia entre wq y wo, mientras que el porcentaje de swelling se definié
como:

wd—-wo

%Sw = —— 100 Ecuacién 2.2
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El mecanismo mediante el cual ocurre el proceso de transporte de agua a
través de la matriz polimérica se estim6 mediante el empleo del modelo de Ritger-

Peppas utilizando la siguiente ecuacién:*+

— =kt" Ecuacion 2.3
We

donde cada uno de los parametros corresponden a:

W: y We. cantidades de agua absorbidas al tiempo t y en el equilibrio
respectivamente.

k: constante propia del sistema y que depende de las caracteristicas estructurales
del polimero y de las interacciones de éste con el solvente.

n: exponente cuyo valor es indicativo del tipo de mecanismo mediante el cual se

desarrolla el transporte del medio hacia la matriz polimérica.

2.3.2.4 Evaluacion de la eficacia del método de solvent-casting

Con la finalidad de evaluar la cantidad real de copolimero en las peliculas, y
de esta forma estimar la eficacia del método de casting empleado, se prepararon
soluciones (n=5) de copolimero en ausencia de risedronato cada una con la masa
correspondiente a una pelicula en 4,0 ml de acetato de etilo (99,9%, Anedra). Las
masas de polimero empleadas en las soluciones fueron determinadas empleando
una balanza analitica Mettler H20T (precisiéon + 0,01 mg) a 25 °C. Luego de 24
horas, las soluciones fueron volcadas (con posterior lavado de los matraces con 1,5
ml de solvente) sobre moldes de papel aluminio previamente pesados. Se dejé
evaporar el solvente y las trazas se eliminaron en tambor de vacio hasta peso
constante. Las masas de copolimero final obtenidas se refirieron a las pesadas

inicialmente y se estimo la eficacia del método.
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2.3.3 Peliculas de copolimero conteniendo risedronato

2.3.3.1 Risedronato

En la primera etapa del proceso de desarrollo del material, se realizaron la
sintesis y caracterizacion del risedronato monosodico (RI) a partir de una técnica
descripta previamente*> empleando como reactivos el 3-piridinacetonitrilo (=
97%, Fluka), acido metansulfénico (85%, Sigma Aldrich) y tricloruro de fésforo (=
99%, Merck).

Previo a su uso, el bifosfonato se caracterizé mediante 1H-RMN y 13C-RMN en
un equipo Varian Mercury 200 MHz en agua deuterada (D:0) registrandose los
espectros a 35 °C, y también se llevé a cabo el control de pureza mediante la
medicion del punto de fusién.

El espectro infrarrojo del RI se obtuvo por Espectroscopia Infrarroja de
Reflectancia Difusa por Transformada de Fourier (DRIFT, por las siglas en inglés
para Diffuse Reflectance Infrared Fourier Transform), en un equipo Shimadzu IR
Affinity-1 con 40 scans de acumulacion entre 4000 y 500 cm-1.

También se determind el espectro UV-vis del RI en un espectrofotémetro UV-
vis Perkin Elmer Lambda 35, entre 200 y 500 nm con una resoluciéon de 1nm a

partir de una solucién del bifosfonato en agua destilada.
2.3.3.2 Método de incorporacion de risedronato

El RI es soluble en soluciones acuosas, pero mayormente insoluble en
disolventes organicos tales como el etanol (practicamente insoluble) y el
isopropanol (insoluble).#¢ Esta caracteristica plantea una dificultad a la hora de
incorporar la droga a la matriz polimérica utilizando el método de casting. Para
lograr esto, se procedi6o a la generacion de una dispersion homogénea del
bisfosfonato en la solucién del copolimero: el RI pesado en balanza analitica

Mettler H20T (precision + 0,01 mg) a 25 °C, fue incorporado a las soluciones del
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copolimero en acetato de etilo y dispersado mediante ultrasonido con un

Sonicador Bandelin Sonorex RK100 durante 15 min.

2.3.3.3 Apariencia

Se estudié la apariencia de las membranas conteniendo Rl a 6% p/p y 12%
p/p (relacion RI/copolimero) y se evalu6 el grado de homogeneidad de la
dispersion del bisfosfonato en las peliculas mediante apreciacion visual y a través
de Microscopia Optica, esta tltima empleando un microscopio éptico BX51 modelo
Olympus con procesador de imagen DP Controller.

El espesor de las membranas fue determinado empleando un micrémetro

Mauser.
2.3.3.4 Estudio de interacciones droga-copolimero

La posible existencia de interacciones entre el RI y la matriz polimérica se
estudi6 mediante Espectroscopia Infrarroja con Transformadas de Fourier de
manera similar a la realizada por otros autores.4” Los espectros de los copolimeros
conteniendo la droga se evaluaron por transmisiéon en un equipo Shimadzu
[RAffinity-1 con 40 scans de acumulacién entre 4000 y 500 cm-l empleando
soluciones de copolimero y droga en relacion 6% p/p y 12% p/p casteadas sobre
moldes de tefldn, retiradas en frio y aseguradas con papel en los extremos.

Las sefiales obtenidas fueron comparadas con las correspondientes al

copolimero en ausencia del bifosfonato.
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2.4 Ensayos de liberacion in vitro

2.4.1 Determinacion de risedronato por Cromatografia Liquida de

Alta Eficacia

2.4.1.1 Método cromatografico

El perfil cromatografico del RI se obtuvo mediante Cromatografia Liquida de
Alta Eficacia (HPLC, por las siglas en inglés de High Performance Liquid
Chromatography). Se utiliz6é un cromatégrafo HP 1100, equipado con una columna
ZOBAX Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm, 5 um), a 25 °C empleando un detector con
arreglo de diodo seleccionado en tres canales paralelos a dos longitudes de onda:
262 nm (longitud de onda de maxima absorcién del RI s6dico) sin referencia y con
referencia a 360 nm simultaneamente y 254 nm (longitud de onda de absorcién de
los anillos aromaticos) sin referencia como control de posibles impurezas
presentes en la muestra. El volumen de inyeccion fue de 100 pl con posterior
lavado de la aguja.

Como fase movil se emple6 una mezcla 75 : 25 de buffer fosfato : metanol a

una caudal de 1ml/min. El buffer fosfato utilizado presentaba la siguiente
composicion y caracteristicas:
Composiciéon: Na;HPO4 . 12 H20: 0,085 M (Schuchardt Miinchen); KH2PO4 : 0,0022
M (99% Anedra) y (CH3CH2CH2CH2)4N* Br- (Bromuro de Tetrabutil Amonio, 98%,
Sigma-Aldrich): 5 mM. Filtrado en filtro de Nitrocelulosa-Esteres de Celulosa 0,22
um, 47 mm, msi (Micron Separations Inc.) pH: 7.45; determinado con pH-metro
Consort P903.

El metanol (99,9% RA (ACS), Anedra) fue filtrado a través de filtros de
Politetrafluoroetileno (PTFE, teflon) 0,45 pm, 47 mm, OSMONICS INC. Las
filtraciones de solventes se realizaron a través de un portafiltros de vidrio con
embudo y abrazadera de 47 mm de didmetro en un kitasato conectado a trompa de

agua.
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Las soluciones de RI se realizaron en buffer fosfato sin (CH3CH2CH2CHz)4N*
Br-y previo a su inyeccion fueron filtradas empleando filtros de Nylon 0,45 um, 13
mm, OSMONICS INC.

Una vez desarrollado el método cromatografico se efectué el estudio de sus
parametros: Repetibilidad, Linealidad, Exactitud (o tendencia) y Sensibilidad. El
andlisis de la estadistica asociada a cada uno se realiz6 mediante el programa

Grapf Pad Prism 6.

2.4.1.2 Repetibilidad

La repetibilidad del método se evalio mediante la realizacion de 6
inyecciones consecutivas de una soluciéon estdndar de RI medidas bajo las
condiciones del método 2.4.1.1.

Se calcularon el promedio de area, desviacién estandar y RSD% (desviacion

estandar relativa), este dltimo a partir de la siguiente férmula:

Sd

RSDY% = X 100 Ecuacion 2.4

media

en la cual:
Xmedia: media de las mediciones.

Sd: desviacion estandar de las medidas.

2.4.1.3 Linealidad

Se prepararon soluciones estandares en buffer fosfato (pH=7,45) a partir de
dos soluciones madres preparadas con 0,01 gr. de RI. 2,5H20 en 100 ml de buffer
fosfato (87 ppm* de RI) y sus respectivas diluciones al 75, 50, 25 y 5% v/v. La
calibracién se realizé siguiendo el método descripto en 2.4.1.1, con dos inyecciones
de cada solucion patrén.

A partir de los resultados obtenidos se estimaron los pardmetros de la curva

(pendiente y ordenada al origen), los intervalos de confianza para los anteriores

+
ppm = ug/ml
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parametros con p=0,05 (95% confianza), el coeficiente de correlacion de Pearson
(r), el coeficiente de determinaciéon (R2=r2), se realiz6 el test de Student para el

coeficiente de correlacién de Pearson y se determiné el coeficiente de Olkin Pratt.

2.4.1.4 Exactitud

Se elaboraron soluciones conteniendo distintas concentraciones de RI en
relacion a la cantidad teérica de droga total liberada a partir de las membranas.
Las anteriores soluciones se realizaron con las siguientes relaciones: 3 soluciones
conteniendo 50% de la cantidad teérica de la droga liberada a partir de una
membrana conteniendo 6%p/p de RI, 3 conteniendo el 100% y 3 conteniendo el
150%, todas las masas anteriores referidas a un volumen de 1000 ml (volumen de
buffer fosfato empleado en los ensayos de liberacion). Cada inyeccion se realizo
por triplicado.

Se calculd la recuperacion porcentual a partir de la siguiente férmula:

R = —Zmedia 100 Ecuacién 2.5

Xverdadero

donde
R: recuperacion porcentual.
Xverdadero: €s €l valor calculado al preparar las concentraciones.
Xmedia: media de los tres estandares medidos por triplicado.
La desviacion estandar relativa (RSD%) de la recuperacion se calculd

mediante la férmula descripta en 2.4.1.2.

2.4.1.5 Sensibilidad. Limite de concentracion y deteccion

La sensibilidad del método se evalué mediante la estimacién de los limites de
cuantificacién (Lc) y deteccién (Ld), donde cada uno se define como:
Ld: minima concentracién de analito detectada por el método.
Lc: concentracién posible de ser cuantificada por el método.

Para el cdlculo de Lc y Ld se utilizaron 3 soluciones de RI en buffer fosfato

correspondientes a las diluciones al 10%, 5% y 2% v/v de una soluciéon madre de
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RI preparada con 0,01 gr. de RI . 2,5 H20 en 100 ml en una solucién de buffer
fosfato, las cuales se realizaron por triplicado con dos inyecciones por punto. A
partir de las areas obtenidas para cada solucién se construy6 una recta de

regresion y se calcularon los valores para el Lc y Ld de la siguiente forma:

Ld = &iTG Ecuacion 2.6
Lc = 1(;76 Ecuacion 2.7

donde:
B: pendiente de la recta de regresion.

o: desviacion estandar del y-intercepto de la recta.

2.4.2 Determinacion del porcentaje de carga de la droga en la

matriz

El porcentaje de droga cargada en la matriz se calcul6 empleando un método
indirecto mediante el cual se determind la droga residual para luego referirla a la
masa inicial y asi estimar la eficiencia de carga del activo en la membrana.#® La
evaluacion del RI incorporado se llevé a cabo a través de la medicién de la droga
remanente contenida en los recipientes de las soluciones de copolimero
conteniendo RI luego de la realizacién del casteado. Los matraces empleados
fueron secados en vacio para la eliminacién del solvente residual, y una vez secos,
se les colocaron 10,0 ml de buffer fosfato ((NazHPO4. 12 H20: 0,085 M (Schuchardt
Miinchen); KH2PO4 : 0,0022 M (99% Anedra); pH=7,5 medido con pH-metro
Consort C830)) a 34,0 °C en estufa de cultivo (SAN JOR, Modelo SL20CDB, precision
+ 0,1°C) durante 48 hs. Como blanco de la determinacidn se utilizaron los matraces

empleados en 2.3.1.2 (considerando que éstos contienen los restos de copolimero
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sin bisfosfonato, pudiendo dar asi las posibles sefiales base del sistema). Los
ensayos se realizaron a dos relaciones RI/polimero de 6% p/p y 12% p/p por
triplicado cada uno.

Transcurridas las 48hs. se tomaron alicuotas de cada matraz y se procedio a
la determinaciéon de RI residual por HPLC segln las condiciones descriptas en
2.4.1.1. La sefal del RI se convirti6 mediante curva de calibracién en masa
considerando el volumen de buffer colocado y se refirié a la masa inicialmente

cuantificada.

2.4.3 Estabilidad del risedronato en solucion acuosa

La estabilidad del RI en soluciéon acuosa a la temperatura en las cual se
realizaron los ensayos de liberacidn, se estudi6 mediante el control del titulo de 2
soluciones estandares de RI (baja y alta concentracién) en buffer fosfato, las cuales
fueron mantenidas a 34,0 °C en estufa de cultivo (SAN JOR, Modelo SL20CDB,
precision + 0,1 °C) durante 9 dias consecutivos. Como blanco se utilizé una
solucién de buffer fosfato ((NazHPO4 . 12 H20: 0,085 M (Schuchardt Miinchen);
KH2PO4 : 0,0022 M (99% Anedra); pH=7,5 medido con pH-metro Consort C830) y
se sometié en simultaneo a las mismas condiciones que las soluciones objeto de
control.

El titulo de los patrones se evalué diariamente por HPLC segun 2.3.3.1, al
igual que los espectros UV-vis, con el fin de observar la existencia de alguna
variacién en las bandas de absorcion. Las inyecciones de cada solucion se
realizaron por triplicado con el fin de contemplar posibles variaciones dadas por el

método.
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2.4.4 Perfiles de Liberacion

Los perfiles de liberacion del RI desde la matriz polimérica se realizaron a
partir de dos relaciones Rl/polimero: 6% p/p y 12% p/p, cada uno por triplicado.
Los ensayos se llevaron a cabo en un disolutor ELECTROLAB TDT 08L (Imagen 2.3)
conteniendo en cada vaso 1000 ml de buffer fosfato (NaHPO4 . 12 H20: 0,085 M
(Schuchardt Miinchen); KH2PO4 : 0,0022 M (99% Anedra); pH=7,5 medido con pH-
metro Consort C830) con una agitaciéon de 100 = 1 rpm a 34 + 0,1 °C cuya distancia
entre las paletas y el fondo del vaso fue de 2,5 cm.

La temperatura seleccionada fue levemente inferior a la fisiologica debido a
que al ser la piel una superficie en constante contacto con el exterior, su
temperatura no corresponde estrictamente con el valor de 37 °C sino que es menor
y varia segun distintos factores tales como la zona corporal en estudio, las

condiciones exteriores y el nivel de reposo/movimiento de los cuerpos a evaluar.*?

Tl l‘ 4
- _b ' " = M ‘-4 ¥

y

Imagen 2.3: Equipo disolutor

30



CAPITULO 2. MATERIALES Y METODOS

2.4 Ensayos de liberacion in vitro

En los ensayos se tomaron alicuotas de 2,0 ml con pipeta automatica
(Microlit, 0,5-5 ml.) a distintos tiempos con reposicién del volumen extraido por
buffer fosfato.

Los perfiles de liberacion se obtuvieron mediante el andlisis de las muestras
por HPLC segin 2.4.1.1, previa filtraciéon con filtros de Nylon 0,45 pm, 13 mm,
OSMONICS INC.

2.4.5 Modelos Teoricos

La liberacién de RI desde la matriz polimérica se estudié mediante distintos
modelos tedricos empleados en el andlisis de los mecanismos involucrados en el
transporte de principios activos en sistemas transdérmicos. A partir de estos
modelos matematicos, se calcularon el coeficiente de determinaciéon (R?%) y el
coeficiente de determinacion ajustado (RZjustado) de la recta correspondiente a
cada caso como criterio para la determinacion del mejor modelo que se adapte a
los resultados obtenidos. Los datos experimentales se procesaron mediante el

programa Origin® 9.1.
2.4.5.1 Modelo de Cinética de Orden Cero

El modelo de Cinética de Orden Cero describe un comportamiento de
liberacion del principio activo el cual es independiente a su concentracion siendo
solamente funcién del tiempo.>° La ecuacién matematica propia del modelo es la

siguiente:
Q: = Qo + Kot Ecuacion 2.8

donde:

Q: : cantidad de activo liberado en el tiempo t.

Qo : cantidad inicial de activo en la solucién (generalmente Qp=0).
Ko : constante de orden cero.

t: tiempo.
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Con los datos experimentales, se realizo el grafico Q: vs t y se obtuvo la

correspondiente recta de regresion.

2.4.5.2 Modelo de Cinética de Primer Orden

En este modelo, durante la liberaciéon del activo, la cantidad liberada a un

determinado tiempo es proporcional al remanente en el interior de la matriz:5152

2,303

log Q; = log Q, + Ecuacién 2.9

donde:

Q:: cantidad de activo liberado en el tiempo t.

Qo : concentracion inicial de activo en la solucidn (generalmente Cyp=0).
K; : constante de primer orden.

t: tiempo

Para evaluar el ajuste de los datos experimentales se realiz6 el grafico log Q:

en funcion del tiempo para obtener la recta correspondiente al modelo.
2.4.5.3 Modelo de Higuchi

El Modelo de Higuchi>? plantea matematicamente el estudio de la relacién
entre la cantidad de droga liberada por unidad de area con el tiempo para el caso
de drogas solidas dispersas en matrices so6lidas. Particularmente, para un sistema
planar basado en una matriz polimérica homogénea conteniendo un principio

activo, este modelo emplea la siguiente féormula:

Q = \/D t 24 — C,)C,q Ecuacion 2.10

donde:

Q: cantidad del principio activo liberado en el tiempo t por unidad de area
expuesta.

D: coeficiente de difusion de la droga en la matriz.

A: cantidad de droga presente en la matriz por unidad de volumen.
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Cs : solubilidad de la droga en la matriz polimérica.

t: tiempo.

La ecuacion anterior puede simplificarse reordenandola de manera de
agrupar todas las constantes y hacer notoria la dependencia con la raiz cuadrada

del tiempo:

Q =Kyt Ecuacion 2.11

A partir de la anterior expresion obtenida, se graficé la cantidad de droga
liberada por area expuesta en funcion de la raiz cuadrada del tiempo y se estimo el

coeficiente de correlacién correspondiente a la recta.
2.4.5.4 Modelo de Weibull

El modelo de Weibull tiene su base en la siguiente ecuaciéon empirica:>!

_(t_TL, )b:|

m=1- exp[ “ Ecuacién 2.12

en la cual:
m: fraccién acumulada de droga, puede reescribirse como M; /Mw: M:y M« los
cuales corresponden a la masa de droga al tiempo t y en el “plateau” de la
liberacion, respectivamente
t: tiempo.
Ti: tiempo de latencia del proceso de liberacion (generalmente es nulo).
a: parametro en relaciéon a Tq como a=(Tq )b. Tq corresponde al intervalo de tiempo
necesario para liberar el 63,2% de la droga presente en la matriz.>!
b: parametro que describe la forma de la curva.

Despreciando T;, reescribiendo m y aplicando logaritmo a la anterior

ecuacion, se obtiene la siguiente forma lineal:52

log[—In (1 — (M;/Ms))] = blog(t) — log a

Ecuacion 2.13
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Graficando log [-In(1-(M¢/Mw))] versus log (t) se obtiene la correspondiente

recta y su correlacion.

2.4.5.5 Modelo de Ritger-Peppas

Ritger y Peppas presentaron en 1987 una ecuaciéon empirica** cuya finalidad
era describir el comportamiento general de la liberacién de principios activos a
partir de matrices poliméricas. La ecuacion simplificada se presenta a

continuacioén:

— =kt" Ecuacién 2.14

donde:

M; /Mw: fraccion de soluto liberado, M y M« corresponden a la masa de droga al
tiempo ty en el “plateau” de la liberacion, respectivamente.

k : constante.

t : tiempo de liberacion.

n: exponente difusivo caracteristico del mecanismo de la liberacién.

Esta ecuacion se aplica para el primer 60% de la fraccion de activo liberada
desde la matriz y permite estimar el mecanismo de transporte involucrado
(Fickiano o no Fickiano) a partir del valor obtenido para el exponente n en una
geometria definida. Para el caso particular de las membranas disefiadas en esta
tesis, la geometria del sistema es plana (pelicula delgada). Para estos sistemas los
valores posibles que puede adoptar n segin el mecanismo de transporte existente

se describen a continuacion:s!
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Mecanismo de Transporte n
Transporte tipo Fickiano 0.50
Transporte anémalo 0.50<n<1.00
Caso Il de transporte 1.00
Super caso Il de transporte n>1.00

Tabla 2.1: Valores del exponente n en el modelo de Ritger-Peppas seguin el
mecanismo de transporte involucrado para la geometria plana.

Nota Fuente: Tabla adaptada de Costa,P.; Sousa, ]. M. Modeling and comparison of
dissolution profiles. Eur. J. Pharm. Sci. 2001,13(2):123-33.

En el primer caso de la Tabla 2.1 el valor n = 0.50 corresponde a un
mecanismo de Tipo Fickiano (Caso I) en el cual el transporte esta gobernado por
un proceso puramente difusivo. La situacién en que 0.50 < n < 1.00 corresponde a
un mecanismo no-Fickiano de tipo anémalo, donde el transporte de la droga esta
regido por contribuciones dadas por los fendmenos de difusion y de relajacion del
polimero.>*

El Caso II de transporte se define para n = 1.00 y corresponde al Modelo de
Cinética de Orden Cero donde el mecanismo predominante es el de hinchamiento o
relajacion de las cadenas poliméricas. Un valor de n = 1.00 indica que la liberacién
de la droga corresponde a una cinética de Orden Cero independientemente de la
geometria, solamente para el caso de peliculas éste valor es coincidente con el Caso
II de transporte. Para las formas cilindricas y esféricas de dispositivos, los valor de
n referentes al Caso Il de transporte son 0.89 y 0.85 respectivamente.>*

Por ultimo, cuando n > 1.00 se observa una forma extrema de transporte
denominada Super Caso Il que puede explicarse como la consecuencia de un

proceso de plastificacion en la capa gel del sistema producto del aumento de la
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movilidad de las cadenas poliméricas resultado de una reduccion en las fuerzas
atractivas entre ellas.>>
Matematicamente, para realizar el andlisis con los datos experimentales, se

aplica logaritmo a ambos lados de la ecuacién del modelo y se obtiene:
log (%) =logk +n logt Ecuacién 2.15

de donde es posible obtener n como la pendiente de la recta log(M;/M«) vs log t.
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3.1 MonOmeros y agente de transferencia de cadena

3.1.1 Monémeros
3.1.1.1 Acetato de vinilo

El control de pureza del AcV purificado por destilacion fraccionada, realizado
mediante TLC, evidencio la presencia de hidroquinona unicamente en el residuo de
destilacion. Por su parte, el AcV purificado por columna se analiz6 mediante 1H-
RMN, observandose solamente de las sefiales correspondientes a los hidrogenos
monoméricos. Las sefiales del mondmero con sus correspondientes asignaciones
en la estructura del compuesto se detallan en la Tabla 3.1 las cuales se

correlacionan con el espectro obtenido que se muestra en la Figura 3.1.

HsC \4
Estructura del /C—O\ H1
acetato de vinilo O/ c—¢C
H3 H2
1H-RMN (CDCl5)  (ppm) | 4,88 (doble d, 1H) (1); 4,57 (doble d, 1H) (2);

(multiplicidad, integracién)

. o, 7,27 (doble d, 1H) (3); 2,14 (s, 3H) (4)
(asignacion)

Tabla 3.1: Asignacion de sefiales del espectro 1H-RMN del AcV
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Figura 3.1: Espectro H-RMN del AcV

3.1.1.2 Fumarato de diisopropilo

Las sefales observadas en la caracterizacion y control de pureza del FIP,
realizados empleando 1H-RMN y 13C-RMN, se detallan en la Tabla 3.2 y los

espectros y sus correspondientes asignaciones se muestran en la Figura 3.2.

i 0 CHj4
4 3 H ” |
Estructura del Fumarato de Hsc\H/O\z/clz\ /C\ /CH
diisopropilo : c ﬁ ﬁ o CHs

1H-RMN(CDCl3) 6 (ppm) (multiplicidad,
integracion) (asignacion)

13C-RMN(CDCl3)6 (ppm)(asignacién) 134,3 (1); 164,9 (2); 69,3 (3); 22,1 (4)

Tabla 3.2: Asignacion de sefiales de los espectros tH-RMN y 13C-RMN del FIP

39



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Monémeros y Agente de Transferencia de Cadena

3000
Lzt
Losca
Loz
Loxa
Laca
L

+1600

1200

1000

110 105 100 95 90 25

AT m 6.5

10 Qs oo

200 190

1o 150 10

Figura 3.2: Espectros H-RMN (A) y 13C-RMN (B) del FIP

140

110

40



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Monémeros y Agente de Transferencia de Cadena

3.1.1.3. Fumarato de di-2-octilo
3.1.1.3.1 Sintesis

La reaccién de sintesis del monémero fue llevada a cabo segun la descripcién
detallada en la seccién 2.2.1.3.1 y arroj6 un rendimiento del 76%, valor similar al
obtenido en otras reacciones de sintesis de dialquil fumaratos mediante

esterificacion de Fischer.31.56
3.1.1.3.2 Identificacidon y caracterizacion del monémero

El producto obtenido en la sintesis fue un liquido viscoso incoloro cuya
medicion de indice de refraccion arrojé un valor de np20: 1,4506. El monomero fue
identificado y caracterizado mediante las técnicas de 1H-RMN, 13C-RMN y FTIR;
obteniéndose las sefiales que se indican a continuacion en la Tabla 3.3. Las
asignaciones correspondientes pueden observarse en los espectros 1H-RMN y 13C-
RMN presentados en la Figura 3.3 (espectros A y B, respectivamente) y el espectro

FTIR de la Figura 3.4.

! 10 H2 8 H2 6 H2 2 H I} | H2 H2
Estructura del i O G .CH_O( /C\\ CL  CH _C( _C{ _CH;
. . t HiC"9g C"7 C°5 C3 C 1 C (0] C
Fumarato de di-2-octilo : H, ° H, 1 11 H H, H, H,
' EHs O

__________________________________________________________________________________________________________________

1H-RMN(CDCl3) 6 (ppm)
(multiplicidad, integracién)
(asignacion)

6,85 (s, 2H) (1); 5,04 (m, 2H) (3); 1,30 (m, 22H) (4,6,7,8,9);
1,60 (m, 4H) (5); 0,90 (t, 6H) (10)

'
______________________________________ g

13C-RMN(CDCl3) | 134,2 (1); 165,1 (2); 72,7 (3); 20,3 (4); 36,2 (5);

5 (ppm) (asignacion) 25,7 (6);29,5 (7); 32,1 (8); 22,9 (9); 14,4 (10)

'
______________________________________ D
v

FTIR v cm! 1720(C=0); 1647 y 981 (RHC = CHR, trans); 1258 y 1120 (acil-
(asignacién) 0-R).

Tabla 3.3: Asignacion de sefiales de los espectros tH-RMN, 13C-RMN y FTIR del FDO
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Figura 3.3: Espectros H-RMN (A) y 13C-RMN (B) del FDO
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Figura 3.4: Espectro FTIR del FDO

3.1.2 Agente de transferencia de cadena’

Las polimerizaciones por adiciéon fragmentaciéon y transferencia de cadena
reversible (RAFT por las siglas en inglés para reversible addition-fragmentation
chain transfer) emplean como agente de transferencia de cadena (CTA) moléculas
con estructura similar a los ditiocompuestos. Diversos tipos de CTA han sido
disefiados, sintetizados y evaluados considerando distintas arquitecturas y los
efectos de éstas en el producto de polimerizacion. En literaturas’>8 se presentan

variados ejemplos del empleo de xantatos como CTA en polimerizaciones de

" Esta parte del trabajo doctoral ha sido desarrollada durante una estancia de investigacion bajo la
direccion de la Dra. Marta Ferndndez-Garcia en el grupo de Ingenieria Macromolecular del Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Polimeros (ICTP) de Madrid, Esparfia, dependiente del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC).
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mondmeros vinilicos y acrilicos, particularmente en la homopolimerizacion del
AcV.59,60

Los fumaratos son monomeros etilénicos 1,2 disustiuidos y si bien se
caracterizan por presentar una baja capacidad de homopolimerizacion,®! pueden
copolimerizar mediante mecanismo radicalario.t263 A partir de esta consideracion,
se procedi6 a la seleccion y posterior sintesis de un xantato para ser empleado

como CTA en reacciones de copolimerizaciéon RAFT.

3.1.2.1 Sintesis del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato

La sintesis del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato (estructura en Esquema
3.1.) fue realizada bajo las condiciones descriptas en la seccion 2.1.2.1. Finalizado
el tiempo de reaccion, el crudo obtenido se estudié por TLC sembrando por
duplicado una muestra de éste (Figura 3.5, A), en la cual puede apreciarse la
existencia de otro compuesto ademas del producto esperado. La elaboracién de
una TLC sembrando los reactivos de partida y el crudo de reaccién (Figura 3.5, B)
evidencié que el compuesto presente correspondia a un exceso de halogenuro sin
reaccionar. Este tltimo fue eliminado mediante evaporador rotatorio a 20 mBa a

40 °C durante 45 min.

Esquema 3.1: Estructura del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato
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El rendimiento alcanzado en la sintesis fue del 85% y el producto obtenido
fue un liquido amarillento de aspecto aceitoso. En la Figura 3.6 (espectro en rojo)
se aprecian las sefiales del producto advirtiéndose la ausencia de las
correspondientes al halogenuro, obteniéndose por lo tanto, al agente de
transferencia de cadena con pureza suficiente para su empleo en reacciones de

polimerizacidn.

Figura 3.5: TLC del crudo de reaccion en la sintesis del S-1-metoxicarboniletil O-etil
xantato: A- siembra por duplicado del crudo de reaccién. B- siembra de izquierda a

derecha: 2-bromopropionato de metilo, O-etil xantato de potasio y crudo de reaccion.

Una sintesis en condiciones alternativas a la anterior, empleando etanol
como solvente, llevo a la obtencidon una mezcla de xantatos como puede apreciarse
en la Figura 3.6. Las seflales marcadas concuerdan tanto en los valores de
desplazamiento quimico como en la integracién con la porcidn etoxi incorporada
del S-1-etoxicarboniletil O-etil xantato (indicada en negrita en el Esquema 3.2).
Esto plantea una posible reaccion de transesterificacion a lo largo del proceso de

sintesis entre el producto y el solvente de reaccion.
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Esquema 3.2: Estructura del S-1-etoxicarboniletil O-etil xantato

La Figura 3.6 presenta los espectros 1H-RMN correspondientes a los
productos de sintesis del CTA empleando como solvente etanol (celeste) y metanol
(rojo), indicando en el primero las sefales correspondientes a la porcion etoxi del

S-1-etoxicarboniletil O-etil xantato.

Sihtesis en etanol

Sintesis en metanol

e e e e e e e e e L SR sl B e G Bt it e S o) Sy Do S ) s, ] et M S
11.0 10,5 100 9.5 a0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 a5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 20 1.5 1.0 05 oo
ppm

Figura 3.6: Espectros 'H-RMN de los productos de la sintesis del S-1-metoxicarboniletil O-

etil xantato en etanol como solvente (celeste) y metanol (rojo)
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El estudio de la integracion de las sefiales propias de cada compuesto
permitié determinar la proporcion relativa de ambos productos. Se obtuvo un
valor de 1,00 y 1,51 para los H del CHz (6 = 4,22 ppm) y CH3 (6 = 1,30 ppm) de la
porcion etoxi respectivamente, y un valor de 0,27 para los H del CH3 del metoxi (&
= 3,7 ppm) perteneciente a la otra especie. El andlisis de la composiciéon de la

mezcla fue realizado empleando la siguiente formula:

IcHs metoxi Ecuacién 3.1

Ferametoxi = I 1 -
CH3 etoxi CH3 metoxi

donde Fcra metoxi €S la fracciébn molar del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato
presente en la mezcla, Icu3 metoxi COrresponde a la integracion del grupo metilo de la
porcion metoxi del éster en el xantato anterior, Icu3 etoxi @ 1a integracién del metilo
de la porcion etoxi del éster en el S-1-etoxicarboniletil O-etil xantato y la suma de
ambos refiere al total de moléculas de xantatos. El resultado obtenido arrojé una
relacién entre las especies presentes en la mezcla S-1-etoxicarboniletil O-etil

xantato: S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato de 85:15.

Figura 3.7: Espectro 1H-RMN de la mezcla de CTAs
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3.1.2.2 Caracterizacion del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato

Las senales obtenidas por tH-RMN en la identificacion y control de pureza del

CTA se detallan en la Tabla 3.4, mientras que el espectro del compuesto con sus

respectivas asignaciones se presenta en la Figura 3.8.

S 5 CH,
Estructura del : 1 & l*! (|:H 0
structura de .

5 H3C/2\O/3\S/4 \C/
S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato 5 6

| oL 7

\CH3

1H-RMN(CDCI3) 6 (ppm) (multiplicidad, 1,45 (t,3H) (1), 4,67 (c,2H) (2), 4,44 (c, 1H) (4),

integracion) (asignacion) 1,61 (d,3H)(5), 3,79 (s,3H) (7)

Tabla 3.4: Asignacion de sefiales del espectro 1H-RMN del S-1-metoxicarboniletil O-etil

Xantato

Figura 3.8: Espectro 'H-RMN del S-1-metoxicarboniletil O-etil xantato
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3.2 Sintesis de copolimeros

En esta seccion se presentan los resultados obtenidos para las reacciones de
copolimerizacién radical en masa de FIP y FDO con AcV empleando energia de
microondas, y las copolimerizaciones en solucién para el caso del FDO con AcV de
manera convencional y también controlada por polimerizacién por adiciéon-

fragmentacion y transferencia de cadena reversible (RAFT).

3.2.1 Sintesis de copolimeros empleando energia de

microondas

En los ultimos afios se han descripto en literatura diversas reacciones de
homopolimerizacion y copolimerizacién radicalaria de monémeros fumaricos
empleando energia de microondas como una fuente alternativa de energia para
favorecer las reacciones de polimerizacion de estos mondémeros, obteniéndose
resultados satisfactorios.56.63

Las reacciones de copolimerizacion empleando energia de microondas
presentadas en este trabajo se llevaron a cabo bajo las condiciones descriptas en la
seccion 2.2.1.1. La técnica de polimerizacién en masa, es decir, en ausencia de
solvente; fue seleccionada teniendo en cuenta que el aumento de temperatura
producido en la reacciéon puede llevar al solvente a alcanzar su punto de ebullicién
y por lo tanto, producir explosiones y/o proyecciones del sistema.

La eleccion del peréxido de benzoilo como iniciador radical de las
copolimerizaciones se realiz6 en base a los resultados obtenidos por Cortizo3! a
partir del estudio de la homopolimerizacién radical del FIP empleando energia de
microondas y utilizando como iniciadores PB y AIBN. En ese estudio, se report6é un
aumento significativo en el porcentaje de conversion cuando se utiliza PB, lo cual
fue atribuido a la mayor eficiencia de este iniciador hacia el monémero fumarico
en comparacion al otro iniciador estudiado: AIBN.

En el Esquema 3.3 se presenta la reaccion general de obtencion y la

estructura general de los copolimeros fumaricos.
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RO—_ P
o) C
i . 2ol e b
-0:%¢ R
RO c : co
|| H N /C\ N ©/ o /% \HC \L /
/C\ /C\ + c ﬁ OR > / n CH m
HyC 07 Ncp, I HCL o \
0 MO c— /C%O
d RO
Acetato de vinilo Ester fumaérico Estructura general de los copolimeros
CHjy
R= vwCH para el fumarato de diisopropilo
CHs
CHjy
vu\.nc|: gz ('_:lz H para el fumarato de di-2-octilo
H\C/ \C/ \C/C 3
H, Hy H,

Esquema 3.3: Reaccion general de copolimerizacion empleando energia de microondas

Los resultados de las sintesis se informan en las Tablas 3.5 y 3.6. Es menester
mencionar que los porcentajes de conversion (%C) presentados en ellas, refieren
al valor calculado gravimétricamente en base a las fracciones solubles (no gel) de
los copolimeros. El motivo de la exclusién de las fracciones gel en los datos se bas6
en que al ser la finalidad del material la preparacién de membranas mediante el
método de solvent-casting, es necesario que ocurra la solubilizacién del copolimero
en el solvente seleccionado para formar asi una solucién. Las fracciones insolubles
no resultan por lo tanto, de utilidad para la aplicacién deseada.

El proceso de sintesis comenzd con la obtencién y caracterizacién de un
copolimero a partir de los comonémeros AcV y FIP. Los resultados obtenidos se

presentan en la Tabla 3.5:
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Copolimero

AcV (%V) | FDR(%V) | PB (mM) t(min) | % Conv M., My /Mp

AcV-co-FIP-MO

75 25 40 15 58 287000 19

Tabla 3.5: Resultados de la copolimerizacién del AcV con FIP a 140 watts de potencia

En la Figura 3.9 se muestra el espectro FTIR del AcV-co-FIP, observandose las

bandas correspondientes al enlace C-H alifatico en 2977, 2934 y 2870 cm-1, la sefial
del grupo carbonilo (C=0) en 1732 cm y, en 1238 y 1106 cml, las bandas del
grupo acilo (RO-C=0).

% Transmitancia

1108

1730

1236

Figura 3.9: Espectro FTIR del AcV-co-FIP-MO
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La composicion de dicho copolimero se calculé empleando H-RMN a partir

de la formula explicitada a continuacion:

Ie
Fep = 757 Ecuacién 3.2

12 5

Donde Frip es la fraccién molar del FIP en el copolimero, 11,2 es la integracién

de las sefiales de los hidrégenos metilénicos y metilicos de la unidad repetitiva del

AcV (1,4 ppm < 6 < 2,1 ppm), mientras que l¢ corresponde a la integracion de los H

metilicos de la unidad repetitiva FIP (& = 1,27 ppm). En este caso la fraccién molar

de FIP fue de 0,40.

Estructura del
AcV-co-FIP-MO

1H-RMN(CDCl3) 6 (ppm)
(asignacion)

6
5 CcH
ot/ ’
o~ §
2 ==c \
L1 by
/{HZC\ 34/00 4‘/CH 3
HC R CH n
H3C\ / \
(0]
// 0
3 \
CH
H3C/ Chs

2,00 (1); 1,77 (2); 2,78 (3) y (4); 4,97 (5); 1,27 (6)
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Figura 3.10: Espectro tH-RMN y asignaciones para el AcV-co-FIP-MO

Sin embargo, se advirtié que las peliculas preparadas a partir de este material
presentaban una alta fragilidad (resultados en la seccidon 3.3.2 de este trabajo).
Este hecho motiv6 la realizacion de un cambio en la estrategia sintética del
copolimero a través del agregado de otro comonémero y/o reemplazo del FIP con
el objetivo de generar un material con propiedades adecuadas en relacién al
objetivo del trabajo. Para ello, se considerd la temperatura de transiciéon vitrea
(Tg) del copolimero como un indicador para el disefio de una alternativa, teniendo
en cuenta que este parametro afecta directamente las propiedades finales del
material. En el caso del AcV-co-FIP-MO, la Tg observada fue de 39,3 °C, valor que es
superior al observado para la mayoria de los copolimeros empleados como
adhesivos sensibles a la presion en sistemas trandérmicos cuyas Tg se caracterizan
por ser valores bajos e incluso, en ciertos casos, negativos.®* Los intentos de
copolimerizacion del FIP y AcV con acido acrilico y acido fumarico (mondémeros

con grupos carboxilicos) también arrojaron materiales de alta fragilidad al aportar
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estos monomeros rigidez como consecuencia de las interacciones entre los grupos
carboxilicos de las cadenas de polimero, las cuales limitan la movilidad de éstas
produciendo un aumento en el valor de la Tg.

Es sabido que el valor de la Tg en la estructura polimérica depende de las
caracteristicas del polimero: simetria estructural, flexibilidad de la cadena
principal, ramificaciones, interacciones entre cadenas de polimero y tamano de los
grupos pendientes.t5 Esta tltima caracteristica fue la seleccionada para proponer
la sintesis de un nuevo monémero considerando que el aumento en el tamafio de
los grupos pendientes de un polimero conlleva a un aumento en el volumen libre,
efecto que provoca una disminucion en la Tg.

Otsu y colaboradores®® en su trabajo sobre homopolimerizacion de
fumaratos con distintas estructuras, encontraron que para el caso del fumarato de
2-etilhexilo su homopolimero presentaba una Tg de -6 °C. Las cadenas con un total
de 8 atomos de carbono a cada lado de la estructura del monémero son las
responsables de la notable reduccién de la temperatura de transicidon vitrea en
relacion a otros fumaratos previamente sintetizados, los cuales presentaron - a
excepcion de los fumaratos de dipropilo y de dibutilo cuyas Tg son 19 °C y 8 °C
respectivamente- valores de Tg superiores a la ambiente. Considerando esto, se
decidié realizar la sintesis del fumarato de di-2-octilo cuyos resultados fueron
descriptos previamente en la seccion 3.1.1.3.

A partir de dicho monémero y AcV se procedi6 a la realizacion de distintas
reacciones de copolimerizaciéon con el objetivo de lograr la optimizacién de las
condiciones de sintesis y obtener el material mas adecuado para el uso proyectado.

Los resultados de las copolimerizaciones se presentan a continuacién en la

Tabla 3.6:
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Copolimero AcV (%V) | FDR(%V) | PB(mM) | t(min) | % Conv My Muw/Mn
AcV-co-FDO-MO-1 75 25 40 10 17 2,1.106 11
AcV-co-FDO-MO-2 75 25 40 5 21 1,4.106 6,4
AcV-co-FDO-MO-3 75 25 60 4 26 629000 7,0

Tabla 3.6: Resultados de las copolimerizaciones del AcV con FDO a 140 watts de potencia

La lectura de las Tablas 3.5 y 3.6 arroja diferencias significativas en relacién a
los copolimeros obtenidos de acuerdo a la estructura del fumarato empleado. En
todas las copolimerizaciones empleando FDO se observd la formacién de dos
fracciones: una soluble y otra insoluble en hexano (solvente termodinamicamente
bueno para el copolimero). El porcentaje de conversion indicado en la Tabla 3.6
corresponde a la fraccidn soluble; la fraccion insoluble fue separada y descartada
por los motivos anteriormente expuestos. El copolimero AcV-co-FDO-MO-1, si bien
fue obtenido bajo similares condiciones de reaccién que AcV-co-FIP-MO, presento
una menor conversion, un My, significativamente superior (un orden de magnitud),
un mayor indice de polidispersidad (Mw/M,) y la formacién de una importante
cantidad de fraccion gel (porcentaje no informado). La disminucién del tiempo de
reaccion a la mitad condujo a la obtenciéon de AcVcoFDO-MO-2 con una conversiéon
levemente superior (en fraccién soluble), un My menor y una notable reduccién
del Mw/M,, si bien también produjo cierta cantidad de fracciéon insoluble (menor
que la anterior).

Estas caracteristicas particulares de los copolimeros de la familia AcV-co-
FDO-MO en comparacién al AcV-co-FIP-MO -altos pesos moleculares y
polidispersidades, producciéon de fraccién gel y por ende baja formaciéon de
fraccidon soluble- sugieren que el mecanismo predominante de terminacion del

crecimiento de cadena para los copolimeros AcV-co-FDO-MO, es el de transferencia
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de cadena al polimero. La formacién de fraccion insoluble puede ser explicada
como consecuencia de reacciones de transferencia de cadena desde un
macroradical en crecimiento hacia una cadena de copolimero mediante la
abstraccion de hidrogenos de carbonos terciarios de la cadena principal e
hidrégenos de carbonos pertenecientes a las cadenas alquilicas. F. Heatley y
colaboradores®’” demostraron mediante empleo de RMN que en la polimerizacién
del 2-etilhexilacrilato las ramificaciones producidas en el polimero resultante
correspondian a abstracciones de hidréogenos de carbonos terciarios de la cadena
principal. Por su parte Britton y colaboradores®® estudiaron la polimerizacion del
acetato de vinilo y encontraron evidencia mediante 13C-RMN de reacciones de
transferencia de cadena al polimero via abstraccion de hidrégenos de carbonos
terciarios y de grupos metilos laterales (del polimero y monémero), siendo en este
caso mayor la contribucion de éstos ultimos.

Por lo tanto, en base a los resultados previamente mencionados, puede
considerarse que la produccién de fraccion insoluble en los copolimeros AcV-co-
FDO-MO podria explicarse a través de la formacién de ramificaciones como
consecuencia de reacciones de transferencia de cadena que darian lugar a
estructuras entrecruzadas (fraccién gel), generando paralelamente a una fraccién
soluble con un alto peso molecular. En el Esquema 3.4 se muestran las reacciones
de transferencias de cadena propuestas para el copolimero AcV-co-FDO, las cuales
corresponden al ataque del macroradical en crecimiento sobre un atomo de
hidrégeno de un carbono terciario de la cadena principal (i) o del grupo metilico
del mondmero AcV (ii). Como resultado, en ambos casos se obtiene una nueva
especie radical que por posterior adicion de mondmero originara una estructura
ramificada, la cual podria dar lugar a una especie entrecruzada segun las
condiciones de reaccion. Por ultimo, el aumento de la cantidad de iniciador
provoca en el AcV-co-FDO-MO-3 un descenso en el My, un pequeiio aumento de la
polidispersidad y un incremento de la conversion en un 5%, todas consecuencias

coherentes en relacién al cambio realizado.

56



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2 Sintesis de Copolimeros

CHy
CH,
7
CH,
CH
72 o)
CH, 1l
; .Co
CHy HCH; ~O
|l H
cHs CHy vt
O H ct=0 / SC— CH,
o=d  Y_d H, Ho I 1
= - c. CH, ,0_ CH . CH CH, CH, CH
ch-C. CHy CHy CH, “CH™ YC”  CH™ N0” Gy CHy CHy
9“-?\H | 1l 1 H
CH. —
ANNACH 3 7 Sdonn
c=0 Ho
Oi O\C_CH3
I
CH CH,@ o
CH,
CH,
7
CH,
CH,
7
CH,
CHy
() (ii)
CH, CH,
CH2 CH,
7 7
CH, CH,
CH, CH,
7
CH, CH,
CH2 ‘-}Hz
7
CHj CH CHs CHs CH CHs
o H c=0 0 H c=0
/ \ / / \ /
o=¢ CH-0 0=C_ CH-0
\ /7
CH-C'_ CH-C_
7 ITH s 1 H
ANSCH | AVCH
c=0 c=0
/ /
o o
\ \
CH CH; CH CH,
;
CH, CH,
CH2 CH,
7 7
CH, CH,
CH2 (sz
7
CH, CH,
CH3 CHy
+ +
o o
1 (I:I
c
*cHy \c|> CHy \?
VNG ,H ANCH
y C-HO cH ? H(I)I CHy
I 1l i . '
CH, CH, CH, ,O_ CH .C_ CH CH, CH, CH CH, CH, CH, O C. .C_ CH CH, CH; CHj
CHy CHy CHy CH™ >C”  CH™ N0” CHy CH, CHy ° CHy CH; CH; CH \ﬁ’ cH ~0”7 CH, CH; CHj
| I | H
ch; O H—C_ N CHy O -
/" NConn / “Cwvvn
H o H o
O\C‘CHg O\C_CHa
1l I
o] o]
Monoémeros Monoémeros
o o
‘1‘1‘ 1l I
CHy, YO cHy Yo
|l H [
C_/ ANNCH
W ?—Hﬁ CHy SC—H O CH,
! | 1 |
CH, CH, CH, O CH . CH CH, CH, CHy CH, CH, CH, .O C. .C_ CH CH, CH, CH
CHy CH; CH;  CH \” CH N , CH; GH, CH; 'CH CHs ZCIH \ﬁ/ o ~o T eH, eHy CHy
H H
CHj —C. 7 CHj O H—C_ s
/" SCovn /" SCovn
H | H ]
O\C,CHa O\C‘CHa
1l 1
o o

Esquema 3.4: Esquema de las transferencias de cadena al polimero via abstraccion de

hidrégenos de carbonos terciarios (i) y de grupos metilicos del AcV (ii)
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Como el objetivo del presente trabajo es la obtencidn de un copolimero para
ser empleado como matriz en un sistema de liberacion transdérmico, fue necesario
lograr la optimizacion de la ruta sintética orientada a la produccién de un material
cuya fraccion soluble sea relativamente alta, ademas de tener un peso molecular
adecuado a fin de minimizar efectos de viscosidad en la soluciéon que se desea
“castear”. Esto ultimo lleva a la seleccién, en la familia de los copolimeros
derivados de FDO, del AcV-co-FDO-MO-3 como material de partida en el desarrollo
de las peliculas. El porcentaje de conversion alcanzado en la sintesis del AcV-co-
FIP-MO (%C=58) permitio la obtencién de cantidad suficiente de copolimero para
la elaboracion de membranas y la evaluacién de sus propiedades. Sin embargo, la
conversion correspondiente a la fraccion soluble del AcV-co-FDO-MO-3 necesaria
para la elaboracion de las peliculas resultd notablemente baja (menos del 30%).
Este hecho motivé la busqueda de una forma de obtenciéon de mayor masa de
copolimero manteniendo las condiciones de reaccion. A priori, el escalado de la
reaccién pareceria ser la forma mas natural para la sintesis de una mayor cantidad
de producto, pero el inconveniente se halla en que el escalado en las reacciones
que emplean energia de microondas resulta bastante complejo si se pretenden
mantener las mismas condiciones de reaccion.®®

Como alternativa -y con el fin de mantener una rigurosidad en las
condiciones experimentales- se procedio6 a la realizacién de distintas sintesis en las
mismas condiciones del AcV-co-FDO-MO-3, el aislamiento de cada una de ellas y
una posterior purificacién conjunta, caracterizdndose el material final obtenido
por SEC (pesos moleculares y distribucion de pesos), tH-RMN (composicién) y DSC
(determinacion de Tg). Un inconveniente surgido de esta eleccion de trabajo radicd
en el hecho de que los equipos de microondas domésticos se caracterizan por no
presentar un control estricto en las condiciones de reaccion lo cual implica una
reproducibilidad incierta.®’0 Con la finalidad de evaluar el grado de
reproducibilidad del método, y por ende valorar si es aceptable proceder a la
reunion de los productos de distintas sintesis, se llevaron a cabo repeticiones de la
copolimerizacién para la obtenciéon de AcV-co-FDO-MO-3 y se analizaron las

caracteristicas de cada polimero, ademas de realizar una evaluacién estadistica de
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la dispersion de pesos moleculares e indices de polidispersidad entre las

fracciones. A continuacion en la Tabla 3.7 se muestran los resultados obtenidos:

Copolimero AcV (%V) | Fum(%V) | % Conv Mw Mw/Mn
AcV-co-FDO-MO-3.1 75 25 26 629000 7,0
AcV-co-FD0O-MO0-3.2 75 25 20 565900 8,7
AcV-co-FDO-MO-3.3 75 25 24 427670 6,3
AcV-c-0-FDO-MO-3.4 75 25 19 528000 6,7

Tabla 3.7: Resultados para las distintas sintesis del AcV-co-FDO-MO-3

Un analisis estadistico de las fracciones arroja los siguientes valores

expresados como promedio + desviacién estandar:
Mw= 537642 + 84324 Mw/Mu=7,2 £1,1

Estos valores corresponden a una variacion, en las repeticiones de la
copolimerizacidn, del 15,7% en el peso molecular promedio en numero (Mw) y de
15,3% en el indice de polidispersidad (Mw/Mn). Considerando que las sintesis
anteriores se efectuaron en un microondas domeéstico, una variaciéon de alrededor
del 16% en el peso molecular y de 15% en su distribucién podria considerarse que
el método consta de reproducibilidad suficiente para la obtencion de fracciones
con similares caracteristicas.Una vez que las fracciones fueron colectadas, se
purificaron por disolucién/ precipitacion.

El Mwy Mw/Mn determinados por SEC resultaron numéricamente diferentes a

los estadisticos presentados anteriormente; esto sucede como consecuencia de la
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purificacion realizada en la cual siempre ocurre la pérdida de determinadas
fracciones de pesos moleculares bajos.

La pureza de los copolimeros obtenidos se controlé mediante la ausencia de
sefiales de mondémeros en la deteccion UV-vis e IR durante la medida de los pesos
moleculares por SEC, teniendo en cuenta que los monémeros fumaricos presentan
absorcion en las longitudes de onda de los detectores mencionados, debido a su
estructura conjugada (detector UV-vis) y su grupo carbonilo (detector IR).
Adicionalmente, la ausencia de mondmeros se confirmé por FTIR verificando la
ausencia de las bandas en 1647 cm correspondientes al estiramiento C=C
presente en los mondémeros empleados. En la Figura 3.11 se muestra el espectro
FTIR perteneciente al copolimero AcV-co-FDO-MO, en el cual se observan las
sefiales a 2954, 2930 y 2858 cm! para la unién C-H alifatico, 1737 cm! para la
sefial caracteristica del C=0,ya 1228 y 1116 cm'! para el grupo RO-C=0.

% Transmitancia
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Figura 3.11: Espectro FTIR AcV-co-FDO-MO
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La fraccién molar de comondmeros en el copolimero se calculé6 mediante 1H-

RMN a partir de ecuacién expuesta a continuacion.

Fepo = 37— Ecuacion 3.3

donde, Frpo representa la fraccion molar de FDO en el copolimero, I1 e Ig
corresponden a las integraciones de los desplazamientos de los hidrogenos
identificados con la misma numeracidon que se observa en la Figura 3.12, la cual

presenta el espectro 1H-RMN del AcV-co-FDO con sus respectivas asignaciones.

2 |
HC_ 3 4 cH
/{ 2 \HCJFCO\LCH/
H3C / n m
AN

Estructura del //
AcV-co-FDO i CH

1H-RMN(CDCl3) 6 (ppm) 1,99 (1); 1,45-1,74 (2) y (7);
(asignacion) 2,66-2,92 (3) y (4); 4,84 (5); 1,28 (6); 0,88 (8)
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Figura 3.12: Espectro general de 1H-RMN y asignaciones para el AcV-co-FDO-MO
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3.2.2 Sintesis de copolimeros en solucion. Polimerizacion por
adicion-fragmentacion y transferencia de cadena reversible

(RAFT)’

Las reacciones de polimerizacién por adicién-fragmentacién y transferencia
de cadena reversible (RAFT) han sido empleadas cada vez mas en los ultimos
tiempos en la sintesis de homopolimeros y copolimeros de arquitecturas definidas,
en particular la de copolimeros en bloque. Sin embargo, la utilidad de la técnica no
solo se limita a los casos anteriormente mencionados sino que puede emplearse
ademas en la sintesis de copolimeros estadisticos con el objetivo de obtener
materiales con un bajo indice de polidispersidad.’!

En esta seccion se desarrolla el estudio de la copolimerizacion previamente
realizada con energia de microondas entre AcV y FDO mediante la técnica de RAFT
en solucion, empleando un CTA del tipo xantato; resultando novedosa la aplicacion
de ésta técnica de copolimerizacién controlada para mondémeros fumaricos. Vale
remarcar que se han llevado a cabo diversos intentos de homopolimerizacién
RAFT de FIP y de FDO empleando las condiciones mencionadas en la seccién
2.2.2.1 sin éxito hasta el momento.

La eleccion de las condiciones de reacciones fue determinada por las
caracteristicas tanto de las especies quimicas intervinientes como de la técnica de
copolimerizacién empleada. La técnica de copolimerizacién en solucién fue
seleccionada en base a los resultados obtenidos en las anteriores
copolimerizaciones en masa (secciéon 3.3.1) del FDO. En ellas, los productos
presentaban una alta polidispersidad debida a reacciones de transferencia de
cadena (Tabla 3.5 y Esquema 3.4), las cuales pueden reducirse disminuyendo la

viscosidad del medio de reaccién realizando las copolimerizaciones en solucion.

" Esta parte del trabajo doctoral ha sido desarrollada durante una estancia de investigacién bajo la
direccion de la Dra. Marta Ferndndez-Garcia en el grupo de Ingenieria Macromolecular del Instituto
de Ciencia y Tecnologia de Polimeros (ICTP) de Madrid, Espaiia, dependiente del Consejo Superior de
Investigaciones Cientificas (CSIC).
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Queda como trabajo a futuro evaluar la eficacia del CTA en reacciones en masa
empleando energia de microondas.
A continuacién se presenta la reacciéon general de las reacciones de

copolimerizacién RAFT:

RO—_ /°
o) C
(0] N
|| RO 8 ﬂ Mol Ny C CHa HzC
H NN h oy oM HC
c + C C OR CH m
N Py x g
CHy | w3 o
o HBC,C,O,C\S,CHC._O ”C / O
o. o
CHy
Acetato de vinilo Ester fumarico Acetato de Etilo, 80° Estructura general de los copolimeros
CHj
R= wVwWC (H;Z E‘Z CH para el fumarato de di-2-octilo
H\C/ \C/ \C/ 3
Hy Hy Hy

Esquema 3.5: Reaccion general de copolimerizacion RAFT

Las reacciones de polimerizacién en solucion presentan, sin embargo, un
inconveniente que es la posibilidad de reacciones de transferencia de cadena al
solvente. Para controlar este factor se analizaron los datos disponibles en
literatura de las constantes de transferencia de cadena (Cs) para la polimerizacion
de AcV (no hay datos para el FDO) en distintos solventes, con el fin de seleccionar
el mas adecuado (Tabla 3.8). El analisis de dichos valores advierte que el acetato
de etilo y el benceno presentan los menores valores de Cs. Se seleccion6 el primero
como solvente de reacciéon por ser un “buen” solvente tanto para el monémero

como para el polimero y presentar, a su vez, baja toxicidad.

64



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.2 Sintesis de Copolimeros

Csx 104
Solvente
AcV
benceno 1,07-20
tolueno 17,8-69,0
acetona 1,5-12,0

cloroformo 125,18-170

acetato de etilo 1,07-3,4

metanol 2,26-6,0

Tabla 3.8: Constantes de transferencia (60 °C) para el AcV en distintos solventes
Nota Fuente: Valores extraidos de Young, L. Y. Capitulo II: Polymerization and depolymerization. En
Polymer Handbook, 242 ed., Brandrup, J.; Immergut, E. H., Eds.; John Wiley : New York, N.Y., 1975, pp

67-92.

Por otro lado, en relacién al iniciador radical, en el esquema de la reaccién
general de polimerizacion controlada (Esquema 3.5) puede observarse que se
emple6 AIBN mientras que en las copolimerizaciones empleando energia de
microondas se utilizé PB. Este cambio en el iniciador se bas6 en el hecho de que
existen trabajos cientificos los cuales demostraron que el empleo de ciertos
perdxidos puede derivar en una oxidacién del xantato empleado como CTA:
Marriére y colaboradores’? indicaron para una variedad de xantatos la formacién
de sulfinas como productos de oxidacion utilizando el acido m-cloroperbenzoico
como agente oxidante en diclorometano como solvente de reaccién a 0 °C en un
periodo de tiempo comprendido entre 5-15 min. A temperatura ambiente (4
semanas), las sulfinas anteriormente producidas dieron origen a dos tipos de
compuestos: tiocarbonatos y ditioperoxicarbonatos. Esto conllevé a que en este
trabajo la seleccion del iniciador para las copolimerizaciones RAFT haya resultado
un azocompuesto, si bien existen ejemplos en literatura’374 de polimerizaciones

RAFT utilizando peroéxidos en iniciaciones redox y empleando xantatos como CTA.
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Las reacciones de polimerizacién por adicién-fragmentacién y transferencia
de cadena reversible se caracterizan por producir el crecimiento simultaneo de las
cadenas de polimero, generando asi una baja polidispersidad. El mecanismo de
estas reacciones estd mediado por un agente de transferencia de cadena (CTA), el
cual corresponde a un compuesto ditiocarbonilico, ya que es esta estructura la
capaz de generar los intermediarios radicales responsables del crecimiento
controlado de las cadenas.”> El mecanismo propuesto,’® consta de cuatro etapas y
se muestra en el Esquema 3.6:

a) Iniciacion: corresponde a la descomposicion térmica del iniciador (AIBN
en este caso), la cual provoca la generacion de radicales que adicionan moléculas
de mondmero dando origen a especies radicales que a continuacién reaccionaran
con el CTA.

b) Transferencia de cadena: Las especies activas generadas en la primera
etapa se adicionan al CTA para dar origen a un intermediario radical (IRi) que
sufrird una fragmentaciéon generando un radical y manteniendo en su estructura
una cadena latente de polimero.

c) Re-iniciacién: El radical anteriormente generado, adiciona moléculas de
monoémeros dando origen a una nueva cadena de polimero.

d) Equilibrio entre cadenas de polimero activas y latentes: Las cadenas
activas de polimero se adicionan nuevamente al ahora macroCTA para producir un
nuevo intermediario radical (IRp), el cual sufre nuevamente una fragmentacion
para liberar las cadenas de polimero adicionadas a su estructura.

De esta forma, las cadenas poliméricas oscilan en un equilibrio constante
entre un estado latente y uno activo en el cual pueden continuar adicionando

mondémero.”>
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Iniciacién
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Pm * Pn L Cadenas muertas de copolimero
Esquema 3.6: Mecanismo propuesto para la reaccion de polimerizacién RAFT
Nota Fuente: Grafico adaptado de Moad, G.; Chiefari, ].; Chong, (Bill) Y.K; Krstina, J.; Mayadunne, R.;
Postma, A.; Rizzardo, E.; Thang, S. Living free radical polymerization with reversible addition-

fragmentation chain transfer (the life of RAFT). Polym. Int. 2000, 49(9), 993-1001.
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En el caso particular de una copolimerizaciéon RAFT estadistica, se pueden
generar tres tipos de intermediario radical II (IRn) considerando si la dltima
unidad del polimero a la cual esta unida el macroCTA corresponde a uno de los

comondmeros o al otro (Esquema 3.7):7>

o5 o &

] 7 i

wara” \C/S vvv‘A/S\ClJ/S V\/\I‘F/S\?/S
cHY ?HZO cHY
CHy CH CHy
IRjja IRy IRy

Esquema 3.7: Tipos de intermediario radical II de la copolimerizacién RAFT de dos
monoémeros Nota Fuente: Grafico adaptado de Favier, A.; Charreyre, M.-T. Experimental
Requirements for an Efficient Control of Free-Radical Polymerizations via the Reversible Addition-
Fragmentation Chain Transfer (RAFT) Process. Macromol. Rapid Commun. 2006, 27(9), 653-692.

e) Terminacion: Las cadenas de polimero activas, reaccionan entre ellas para
dar lugar a cadenas de polimero muertas. En este tipo de copolimerizacién las
reacciones de terminacién estan disminuidas en favor de la propagacién, al ser
baja la cantidad de iniciador empleado.”>

En la Tabla 3.9 se muestran los resultados de las copolimerizaciones RAFT

del AcV con FDO:

Copolimero facv | fror | M:CTA:Inic | Tiempo | %Conv My Ip Frpr
AcV-co-FDO-Ra | 75 25 100:0:0.5 24 hs 93 20539 1,75 0,30
AcV-co-FDO-Rb | 75 25 100:1:0.5 24 hs 55 11083 1,42 0,38
AcV-co-FDO-Rc | 50 50 100:0:0.5 24hs 41 11998 | 1,78 0,39
AcV-co-FDO-Rd | 50 50 100:1:0.5 24hs 47 9609 1,49 0,34

Tabla 3.9: Resultados de las copolimerizaciones RAFT del AcV con FDO
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Los porcentajes de conversion fueron calculados gravimétricamente y la
fraccion molar del fumarato presente en el copolimero se evalué a partir de la
Ecuacién 3.2.2. En la anterior tabla puede observarse que la técnica empleada fue
satisfactoria para el control de la polidispersidad en los copolimeros sintetizados,
advirtiéndose una disminucién de aproximadamente 0,3 en los indices de
polidispersidad de AcV-co-FDO-Rb y AcV-co-FDO-Rd respecto de sus
copolimerizaciones convencionales en idénticas condiciones (AcV-co-FDO-Ra y
AcV-co-FDO-Rc respectivamente).

Por su parte, las copolimerizaciones convencionales arrojaron menores
valores de polidispersidad que las realizadas empleando energia de microondas, lo
cual es esperable en relacidon a la técnica de polimerizacion en solucién empleada:
al ser un medio diluido (aprox. 5 gr. de mondémero en 25 ml. de solvente), las
reacciones de transferencia al polimero que predominaban en las polimerizacion
en masa pueden suponerse disminuidas por efecto de la dilucion.

Respecto de los pesos moleculares, es remarcable que para ambas
composiciones los pesos moleculares obtenidos en las polimerizaciones en
ausencia del CTA son superiores a los obtenidos utilizando el agente de
transferencia de cadena. Esta caracteristica es propia de esta técnica de
polimerizacion controlada y ha sido reportada por otros autores??. 78, La obtencion
de bajos pesos moleculares, si bien puede afectar las propiedades del material en
vistas de la aplicacion esperada, prueban la utilidad del xantato sintetizado (S-1-
metoxicarboniletil 0O-etil xantato) como agente CTA eficiente para la

copolimerizacion controlada del FDO con AcV.
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3.3 Elaboracion de membranas

3.3.1 Peliculas de copolimero

El objetivo de esta parte del trabajo radicé en la elaboracién de una
membrana para el desarrollo de un parche transdérmico con un disefio basado en
un sistema matricial en el cual la droga se encuentra dispersa en una matriz
adhesiva.

En la seccién anterior se obtuvieron copolimeros fumaricos empleando
energia de microondas y mediante polimerizacién controlada RAFT. Se
seleccionaron distintos polimero y se procedié a la caracterizacion y evaluacion de
sus peliculas como posibles materiales para el empleo en sistemas de liberaciéon
transdérmicos. En ciertas partes de esta seccion, se referira ademas a peliculas
elaboradas a partir de copolimeros obtenidos mediante la técnica RAFT (familia
AcV-co-FDO-R) con el fin de evidenciar, en el caso de existir, diferencias entre las
caracteristicas de los materiales como consecuencia de la variaciéon en los pesos
moleculares resultantes, considerando que en el caso de los copolimeros obtenidos
mediante la técnica RAFT es esperable que la disminucion del peso molecular -en
alrededor de un orden de magnitud en relacion al obtenido a través de
polimerizaciéon por microondas- conlleve consecuencias en las propiedades del
material.

El copolimero que presenté las mejores propiedades fue seleccionado para la
posterior elaboracion de peliculas conteniendo RI y se llevd a cabo la
caracterizacién de la dispersion del bifosfonato en la membrana, el andlisis de la
existencia de interacciones entre el copolimero y el activo y la evaluacion del perfil

de liberacioén del bifosfonato desde la matriz polimérica.
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Método de elaboracion

Las peliculas del copolimero se realizaron mediante el método de solvent-
casting descripto en la seccidon 2.3.1.1: las soluciones de los copolimeros fueron
volcadas sobre peliculas de PVA previamente formadas, las cuales presentan
resistencia frente a los solventes organicos.”? Los copolimeros fumaricos

empleados en la elaboracion de las peliculas presentaron las siguientes

caracteristicas:
My (Da) Mw/Mn Frumarato?
AcV-co-FIP-MO 287000 1,9 0,40
AcV-co-FDO-MO-3 419000 5,5 0,37
AcV-co-FDO-R2b 15700 1,4 0,36

Tabla 3.10: Datos de los copolimeros empleados en la elaboracién de membranas
aDeterminado por 1H-RMN segin la ecuacién correspondiente descripta en la secciéon 3.2
bSintetizado bajo las condiciones de AcV-co-FDO-Rb, con un tiempo de reaccién de 48hs.%C= 56
Mn=11569.

3.3.2 Caracterizacion

A continuaciéon se presenta el proceso de seleccion del material mas
adecuado para ser empleado como matriz en sistemas de liberacién orientados a la
fabricacion de parches transdérmicos. El proceso se realizd6 mediante la
caracterizacidon de los materiales y la evaluacion de sus propiedades en relacion
con la finalidad esperada. Para ello, se caracterizaron las peliculas elaboradas
mediante el estudio de su apariencia y morfologia, ensayos de adhesion y estudio

de hinchamiento.
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3.3.2.1 Apariencia y morfologia

Las peliculas obtenidas a partir de los copolimeros arrojaron un espesor
promedio de 220 + 20 pum, fueron homogéneas y considerablemente transparentes
como puede apreciarse en la Imagen 3.1. La transparencia es una caracteristica de
suma importancia para las membranas a emplearse en los sistemas de liberacién
transdérmicos, no solo por una cuestion estética, sino porque la transparencia del
material permite identificar la existencia de ntcleos de cristalizacién de la droga
cargada en la matriz. Para disminuir éstos dltimos es necesario proceder a un
cambio en la formulacién, como bien puede ser el agregado de inhibidores de
cristalizacion en la matriz, tal como puede encontrarse en literatura.8081

Por otro lado, continuando con el andlisis visual de las peliculas fumaricas, en
el caso particular del copolimero AcV-co-FIP-MO (Imagen 3.1, A) se advirtieron
fracturas y grietas en los bordes de las membranas como consecuencia del proceso
de desmolde y posterior manejo de las membranas, las cuales dan idea de la
fragilidad propia del material. Por su parte, los copolimeros AcV-co-FDO-MO-3

exhibieron igualmente una superficie homogénea y sin fracturas visibles.

Imagen 3.1: Membranas basadas en copolimeros fumaricos: AcV-co-FIP-MO (A),

AcV-co-FDO-MO-3 (B) y AcV-co-FDO-R2 (C)
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El estudio de la superficie de las membranas por Microscopia Electrénica de
Barrido (SEM) demostr6é también la existencia de fracturas en las peliculas del
AcV-co-FIP-MO (Imagen 3.2, Al) en concordancia con el anadlisis visual
primeramente realizado. Por otro lado, a partir las micrografias superficiales de las
peliculas, se observé para el AcV-co-FIP-MO que su superficie es plana en
comparacion con la del AcV-co-FDO-MO-3, en la que se advirtié un suave relieve
ondulado probablemente correspondiente al relieve de soporte de papel aluminio
del molde de casteo, el cual debié ser adoptado por la capa inferior de PVA y
reproducido por el copolimero. Esta caracteristica superficial de las peliculas
elaboradas con el copolimero AcV-co-FDO-MO-3 es coincidente con la observada
en la superficie de una pelicula elaborada, a modo de comparacion en las mismas
condiciones que las fumaricas, a partir de un copolimero acrilico comercial
empleado en la fabricacion de parches (Imagen 3.2, C1).

El corte transversal de las peliculas demuestra una notoria separaciéon de
fases para las membranas preparadas a partir del AcV-co-FIP-MO (Imagen 3.2, A2)
mientras que para el caso del AcV-co-FDO-MO-3 (Imagen 3.2, B2) y la pelicula del
copolimero comercial (Imagen 3.2, C2) esto no ocurre. La unién entre ambas fases
(PVA 'y copolimero) puede comprenderse en término de interacciones entre ambos
polimeros mediante la formacién de uniones puente de hidrégeno entre los grupos
hidroxilos del PVA y los grupos carbonilo de los copolimeros fumaricos (acrilico en
el caso del comercial). En base a lo anteriormente expuesto, es esperable que
ambas peliculas fumaricas presentaran el mismo grado de interaccién con el PVA,
y por ende, una interfase similar. El motivo de estas disimiles caracteristicas
podria explicarse a partir de la estructura quimica de los copolimeros que las
conforman: los grandes grupos pendientes del AcV-co-FDO-MO-3 provocan un
aumento en la flexibilidad del polimero, lo cual a su vez posibilita un mejor
reordenamiento de las cadenas y asi maximizar las interacciones entre ambos
componentes. Este incremento de la flexibilidad del AcV-co-FDO-MO-3 en relacién
al AcV-co-FIP-MO esta confirmado por la diferencia entre las temperaturas de
transicion vitrea que ambos presentaron las cuales fueron de 16,2 °C y 36,3 °C

respectivamente.
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Imagen 3.2: Micrografias obtenidas por SEM de las membranas elaboradas a partir de (A)

AcV-co-FIP-MO, (B) AcV-co-FDO-MO-3 y (C) copolimero acrilico comercial
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Para el caso del copolimero comercial, la unién entre fases se produce
correctamente debido a que su naturaleza acrilica provoca que su Tg resulte baja
ademas de presentar, en este caso particular, una funcionalizacién con grupos
hidroxilos que refuerzan la unién con el PVA (Figura 3.13)-posiblemente en su
composicion se haya empleado el hidroxietilacrilato debido a que es un monémero

ampliamente utilizado en este tipo de copolimeros-7°.

% Transmitancia

e,

00

Figura 3.13: Espectro FTIR de un copolimero acrilico comercial

La presencia de fracturas en el copolimero AcV-co-FIP-MO sugiere que no es
apto para su aplicacién en sistemas de liberacién transdérmicos: las fracturas
aumentan la probabilidad de pérdida de la matriz y afectan la estructura de la
membrana produciendo una alteracién en la liberaciéon de un principio activo
desde la matriz debido a que una fraccién de analito sera liberado a partir de las
fisuras del copolimero.

Por otro lado, el analisis de las peliculas obtenidas a partir del AcV-co-FDO-
MO-3, demostré una superficie y corte homogéneos sin defectos como huecos o
poros, lo cual es de suma importancia a la hora de proceder a obtener un perfil de

liberacion correcto y reproducible.
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3.3.2.2. Ensayos de adhesion
Prueba del pulgar

Las propiedades adhesivas son factores fundamentales en el desarrollo de un
sistema de liberacién del tipo parche transdérmico.82

Con el objetivo de evaluar la apreciaciéon de distintos usuarios frente a las
peliculas elaboradas, se llev6 a cabo una prueba cualitativa de adhesiéon para
determinar cuan efectiva es la adhesion entre la membrana y la piel (n=10). Los

resultados se presentan a continuacion en las siguientes tablas:

MUESTRA ADHESIVO poco NO ADHESIVO TOTAL
ADHESIVO
AcV-co-FIP-MO - 3 (30%) 7 (70%) 10 (100%)
AcV-co-FDO-MO-3 9 (90%) 1 (10%) - 10 (100%)
AcV-co-FDO-R2 10 (100%) - - 10 (100%)

Tabla 3.11: Resultados de la prueba de adhesién en distintas peliculas de copolimeros

MUESTRA DEJA RESIDUO NO DEJA RESIDUO TOTAL
AcV-co-FIP-MO - 10 (100%) 10 (100%)
AcV-co-FDO-MO-3 - 10 (100%) 10 (100%)
AcV-co-FDO-R2 9 (90%) 1 (10%) 10 (100%)

Tabla 3.12: Evaluacién de la existencia de residuo luego de realizar la prueba de adhesion

en distintas peliculas de copolimeros

Los resultados demostraron que el copolimero AcV-co-FIP-MO presenté una
pobre adhesién a la piel mientras que los copolimeros de la familia AcV-co-FDO

mostraron ambos buenas propiedades adhesivas. Sin embargo, para el caso de las
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peliculas con AcV-co-FDO-R2, los usuarios evidenciaron residuo una vez retiradas,
lo cual puede explicarse considerando el bajo peso molecular que posee el
copolimero. La existencia o ausencia de residuo al retirar la membrana es un
indicador de la fuerza cohesiva y elasticidad del polimero.83 El residuo advertido
en el caso del copolimero AcV-co-FDO-R2 puede comprenderse como una
consecuencia de su bajo peso molecular, el cual provoca una débil interaccién
entre las cadenas poliméricas, originando una baja fuerza cohesiva que frente a la
fuerza realizada para retirar la membrana de la zona de adhesién, provoca una
ruptura en la matriz y el depoésito de una porcién de ésta en la superficie a la cual
se encontraba previamente adherida.

Por su parte, las membranas elaboradas con el AcV-co-FDO-MO-3 no dejaron
residuo una vez que fueron despegadas de la piel, convirtiéndose en el material de

trabajo seleccionado para la continuacién de este trabajo.

Imagen 3.3: Fotografias de una membrana elaborada a partir del AcV-co-FDO-3 y su

adhesion a la piel del dorso de la mano
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En la Imagen 3.3 se muestran fotografias de la membrana preparada con el
copolimero AcV-co-FDO-MO-3 adherida al dorso de la mano (fotografias frontal y
de perfil) y su posterior desprendimiento. En las fotografias puede apreciarse que
la membrana presenta una correcta adhesion a la piel, y tiene un desprendimiento

suave sin provocar su estiramiento.

3.3.2.3. Estudio de hinchamiento

El proceso de hinchamiento involucra en su desarrollo el pasaje de la matriz
polimérica a una forma gomosa relajada,8* en la cual las moléculas de agua
difunden hacia el interior de la matriz actuando como plastificantes y promoviendo
la relajacion de las cadenas poliméricas.

El estudio de hinchamiento de las membranas elaboradas a partir del AcV-co-
FDO-MO-3 mostr6o un rapido incremento durante los primeros 7 minutos, para
luego alcanzar el equilibrio con un porcentaje de hinchamiento de 48,7% segun se
presenta en la Figura 3.14. De la grafica puede advertirse ademas, que el plateau se
mantuvo alrededor del mencionado valor, sin mostrar decrecimiento u otro tipo de
comportamiento hasta el tiempo final analizado. En relacién al AcV-co-FDO-R2 no
se realizaron ensayos de hinchamiento debido a que el valor del peso molecular
del copolimero afecta directamente al proceso de swelling, favoreciendo la
penetracion del solvente a la matriz. Esto puede comprenderse considerando que
el proceso de difusion de las moléculas de solvente en matrices no porosas esta
determinado por el volumen libre en éstas,> el cual corresponde a zonas no
ocupadas por polimero que en este caso corresponderia a los extremos de las
cadenas poliméricas. A menor peso molecular, existen mas cantidad de extremos
terminales para una misma masa de copolimero, por lo cual es esperable que las
peliculas elaboradas a partir del AcV-co-FDO-R2 sufran hinchamiento con mayor
rapidez. Trasladando este razonamiento al estudio del transporte de un soluto
desde la matriz, el aumento de los extremos terminales favoreceria una liberacion
brusca y no sostenida, lo cual no es lo buscado en el disefio de sistemas de

liberacion de principios activos.
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Figura 3.14: Hinchamiento de peliculas elaboradas a partir de AcV-co-FD0O-MO-3

Como se menciond en la seccion 2.3.2.3, el ensayo de hinchamiento se realizé
con el objetivo de estimar el comportamiento del copolimero frente a las moléculas
de solvente como una forma de predecir el mecanismo interviniente en los
posteriores ensayos de liberaciéon de RI desde la matriz. Para ello, se empleé la
Ecuacién 2.3, en su forma logaritmica y de su correspondiente grafica se calcul6 el
exponente n, el cual informa acerca del mecanismo involucrado en el transporte
del liquido (Figura 3.15). El valor obtenido fue n = 1,03, lo cual indica que el
transporte procede mediante un mecanismo anémalo no-Fickiano en el cual estan
involucrados tanto aportes propiamente difusivos como aportes correspondientes
al proceso de relajacion de las cadenas del polimero.>* En la literatura>> se
menciona que valores del exponente superiores a 1 refieren a un caso de

transporte denominado Super Caso II de transporte el cual es producto de un
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proceso de plastificacion como consecuencia de la reduccion de las fuerzas de

atraccion entre las cadenas del polimero como se describi6 en 2.4.5.5.

r=10,9932

00

0,1

0,01 . ————y . ———
0,1 1 10
t (min)

Figura 3.15: Grafica log-log correspondiente a la Ecuacién 2.3 para el hinchamiento de

membranas elaboradas a partir de AcV-co-FDO-MO-3.

3.3.2.4 Evaluacion de la eficacia del método de solvent-casting

El método de solvent-casting es una técnica ampliamente utilizada en la
elaboracion de membranas y matrices a partir de polimeros, debido a la
practicidad de su uso. Con la finalidad de evaluar la eficacia del mismo, se procedi6
a la determinacion de la posible pérdida de masa durante el proceso y, de ser asi,
establecer si ésta fue significativa o no respecto a la cantidad tedrica que se
pretendio incorporar. Se realizaron pruebas segun se describe en la seccién 2.3.1.2
y los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 3.13. A partir de estos
resultados se procedié a la evaluacion mediante el Test de Student para una
muestra comparando las masas individuales casteadas con la media observada

(X=0,498 gr ) y desviacion estandar (sd=0,004) con la media esperada (=0,5). Los
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resultados arrojaron que para un rango de 95% de confianza no existe diferencia

significativa entre la media experimental y la tedrica.

Masa pesada pre-

Masa depositada

% Masa
depositada en la

casteo (gr.) (gr.) pelicula respecto a
la pesada

Pelicula 1 0,50677 0,50337 99,3 %
Pelicula 2 0,50328 0,49965 99,3 %
Pelicula 3 0,50222 0,49681 98,9 %
Pelicula 4 0,50072 0,49706 99,3 %
Pelicula 5 0,50056 0,49220 98,3 %

Media *+ sd 0,498 + 0,004 99,0 + 0,4 %

Tabla 3.13: Resultados de los ensayos de eficacia en el casteo del copolimero
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3.3.3. Peliculas de copolimero conteniendo risedronato

A partir de la seleccion del copolimero AcV-co-FDO-MO-3 como material para
la elaboracién del sistema de liberacion transdérmico, se procedi6 a la elaboracion
de peliculas conteniendo RI.

La masa de bifosfonato a incorporar a la membrana (30 mg.) se decidi6 a
partir de la cantidad de la droga presente en comprimidos comerciales, la cual
corresponde a 35 mg para una dosis semanal. Para evaluar si el sistema de
liberacion transdérmico elaborado a partir del AcV-co-FDO-MO-3 cuenta con la
capacidad de poder dispersar altas cantidades de carga de droga, se realizé la
incorporacion de 60 mg de RI con la finalidad de evaluar el efecto de la
concentracion en la dispersién de la droga en la matriz del copolimero, en los

ensayos de liberacion y en los mecanismos de transporte involucrados.
3.3.3.1 Risedronato

El RI fue sintetizado en el laboratorio de acuerdo al siguiente esquema, a

partir de los reactivos descriptos en la seccién 2.3.3.1:

_ _ OH OH
o)
CN | o_F|>—0H
He” S | o |
| H,C OH PN 4 PR
/C\ aq. CH;S0,0H | PCl, H2(|3 | P sol. NaOH 30% H2(|3 |
CH . C . OH | OH . OH
| He NNcn _Cs__ oH S
~ N 98-100 °C/ 8hs. || | 65-70 °C HC AN CH HC AN CH
c B I I
H NP
c HC\C N HC\C N
- - H H

Esquema 3.8: Sintesis del RI en el laboratorio
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El rendimiento obtenido en la sintesis fue del 83%, valor concordante con el
presentado en literatura (81%)*° y el producto obtenido fue un sélido blanco. La
medida del punto de fusién como determinacién de la pureza del producto arrojé
que éste funde con descomposicién a 220 °C, sin presentar coloracién hasta 230 °C,
temperatura en la cual se aprecia una coloracién amarronada.

Previo a su uso, el RI sintetizado se analiz6 mediante 1H-RMN, 13C-RMN y
FTIR; las sefiales y asignaciones segun la técnica empleada se presentan en la Tabla
3.14 y los espectros correspondientes se muestran en las Figuras 3.16 y 3.17. Los
valores obtenidos son concordantes con los presentados en literatura.*

También se realizé la medida del espectro UV-vis, resultado que se presenta
en 3.4.1.1 como justificacion en la seleccion de la longitud de onda de trabajo en el

desarrollo del método cromatografico para determinacion de RI por HPLC.

7 2 O
H H, OH |
c. 3 _c 1| _p
N ONAT I A Nt
N c c” | TONa
Estructura del . | | Ho | on
risedronato monosodico : HC CH \p\
: 6 ¢ 4 Ho” o
H
5

1H-RMN (H:0) & (ppm) 3,43 (t, 2H) (2); 7,89 (m, 1H) (5); 8,50 (d ,2H) (6) ¥
: (4); 8,70 (s,1H) (7)
(multiplicidad, integracién) !

(asignaci6n) | Las sefiales de los H pertenecientes a los grupos OH
' se encuentran superpuestas con la sefial del solvente.
13C-RMN (CDCls) 73,87 (1); 36,36 (2); 126,25 (5); 138,34 (3); 138,82
§ (ppm)(asignacién) | (4); 142,60 (6); 149,35 (7)

Tabla 3.14: Asignacién de sefiales de los espectros 1H-RMN y 13C-RMN del RI
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Figura 3.16: Espectros H-RMN (A) y 13C-RMN (B) del RI

B

M

65

55
50
45

40

13000
: 17000
: 15000
: 15000
.— 14000
-— 13000
.* 12000
.- 11000
: 10000
: o]
: B
; 000
: G000
: S000
:-10{.]

30

1000

2000

84



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3 Elaboracion de membranas

Los anteriores andlisis del RI mediante 1H-RMN y 13C-RMN permitieron
identificar correctamente la estructura del compuesto y evidenciar la ausencia de
impurezas en la muestra. A pesar de ello, el RI es una droga que puede existir en
distintas formas de hidratacién por lo que posterior al analisis estructural del
bifosfonato se procedi6 al estudio del estado de hidrataciéon del bifosfonato
sintetizado. Redman-Furey y colaboradores8® realizaron la caracterizacion de tres
hidratos de RI (monohidratado, hemipentahidratado e hidratacidn variable) y de la
forma no hidratada, encontrando que las dos primeras formas presentan la banda
correspondiente al grupo OH libre alrededor de 3560 cml y 3620 cml.
Particularmente la forma monohidratada, segiin los autores, exhibe una banda
aguda alrededor de 3570 cml, mientras que el hemipentahidrato muestra un
doblete en 3561 y 3617 cm'! y una banda ancha (al igual que la forma de
hidrataciéon variable) centrada en alrededor de 3332 cm-L.

Los espectros del RI analizados mediante las técnicas de DRIFT y FTIR se
compararon con el espectro FTIR de RI aislado a partir de una muestra
farmacéutica comercial con la finalidad de advertir mas facilmente el estado de
hidrataciéon (Figura 3.17). El analisis de los anteriores, considerando las
caracteristicas descriptas por Redman-Furey y colaboradores8, advirtieron que el
RI sintetizado pertenece a la forma hemipentahidratada, mientras que el RI aislado
corresponde al monohidrato. Las bandas pertenecientes a los OH obtenidas para

cada uno se presentan a continuacion en las siguientes tablas:

RI 2,5.H,0 (FTIR) segiin Redman-Furey y Rl sintetizado RI sintetizado
colaboradoresss (FTIR) (DRIFT)
3617 cm'! 3618 cm'! 3615 cm'!
3561 cm'! 3568 cm'! 3565 cm!
3332 cm! 3360 cm! 3331 cm!

Tabla 3.15: Comparacion de bandas caracteristicas del RI hemipentahidrato
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RI monohidrato (FTIR)
Rl aislado de muestra comercial
segin Redman-Furey y colaboradores8é

3570 cm1 3568 cm1

Tabla 3.16: Comparacién de banda caracteristica del Rl monohidrato

A partir de los resultados obtenidos, puede considerarse que el RI sintetizado
se obtuvo en la forma de hemipentahidrato. Ademas, se observa que ambas
técnicas (FTIR y DRIFT) mostraron similar capacidad en la identificacién de la
especie hidratada del RI en funcién de las bandas pertenecientes a los OH,
encontrandose solo una diferencia en la banda del RI sintetizado determinada por
FTIR en 3360 cm1. Este resultado sobre la andloga capacidad del FTIR y DRIFT en
identificacion de grupos funcionales es coincidente con trabajos presentes en
literatura donde se comparan ambas técnicas en la caracterizacion quimica
cualitativa de muestras basada en las ubicaciones de bandas.8”

En adelante, sera el RI . 2,5 H20 el que se empleara en el desarrollo de las
membranas y los ensayos de liberaciéon ya que el Rl aislado del producto comercial
presentd impurezas (determinadas por HPLC) a pesar de su purificacién por
recristalizacion. Estas trazas, probablemente corresponden a residuos de otros

ingredientes propios de la formulacién de origen.
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Figura 3.17: Izquierda: Espectros FTIR del RI sintetizado (rojo obtenido por DRIFT y azul

por transmisidn en pastilla de KBr) y Rl aislado de una muestra comercial (negro).

Derecha: Detalle de la zona correspondiente a los OH libres.
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3.3.3.2 Método de incorporacion de risedronato

Como se mencion6 previamente, el RI es insoluble en solventes organicos,
incluso en el solvente con el cual se efectda el casting de las peliculas (acetato de
etilo). La incorporacién del RI a la matriz polimérica se realizé mediante la
dispersion del sélido en una solucion del copolimero (0,5 gr.) en el solvente elegido
(4,0 ml) con ayuda de ultrasonido hasta la obtencién de una dispersiéon homogénea
a simple vista.

En este trabajo se llevo a cabo la forma mas sencilla de dispersién de un
droga so6lida en un polimero (una mezcla binaria) debido a que como paso primero
en la evaluacion del AcV-co-FDO-MO-3 como matriz de liberacién transdérmica es
necesario estudiar, en ausencia de otro ingrediente de formulacién, el
comportamiento de la liberacion de un principio activo desde la matriz y los
fenbmenos de transporte involucrados. Al momento de elaborar la formulacién
final debera considerarse la adiciéon de determinados componentes a la membrana
con el objetivo de favorecer la solubilizacién de la droga en la matriz y la
permeacion a través de la piel.8889

A partir del conocimiento del comportamiento del copolimero, podra en un
paso futuro procederse al ajuste de las condiciones de formulaciéon para su

posterior optimizacién.

3.3.3.3 Apariencia

Los espesores de las peliculas conteniendo RI fueron evaluados para las
concentraciones de 6% p/p y 12% p/p, obteniéndose los siguientes valores
(expresados como media *+ desvio estandar):

6% p/p: 280 = 62 pm (n=5)
12% p/p: 277 £ 65 um (n=5)

Los anteriores resultados arrojaron que la variacion del espesor entre las
peliculas con las dos relaciones de RI/copolimero no es significativa debido a que
la diferencia esta dentro de las desviaciones estandar de las muestras las cuales

son, a su vez, similares.
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La transparencia de las peliculas de AcV-co-FDO-MO-3 advertida en 3.3.2.1 se
empled con el objetivo de estudiar la dispersion del RI cargado en el copolimero,
aprovechando la opacidad que el bifosfonato produce en la matriz como criterio
para la determinacion de homogeneidad. Siguiendo esta premisa, puede
observarse en las fotografias de la Imagen 3.4, y en concordancia con la forma de
integracion del RI a la pelicula, que el copolimero AcV-co-FDO-MO-3 produce
peliculas con una distribucién homogénea de RI para 30 mg (6% p/p) (Imagen 3.4
(A)) y para 60 mg (12% p/p) (Imagen 3.4 (B)).

También se obtuvieron peliculas con AcV-co-FDO-R2, en las que fue
apreciada una significativa heterogeneidad en la matriz, la cual posiblemente esté
directamente ligada a la diferencia en los pesos moleculares de la muestra (la
composicion es similar segiin la Tabla 3.10) los cuales tienen una directa influencia
sobre la viscosidad de la solucion.?? Si bien los copolimeros obtenidos mediante la
técnica de polimerizacion controlada efectivamente presentaron menores
polidispersidades, sus pesos moleculares son un orden de magnitud menor, por lo
que la mala dispersiéon de la droga en las matrices ensayadas con estos
copolimeros podria ser consecuencia de la baja viscosidad resultante de las
soluciones. La disminucién del volumen de disolucién en el método de elaboracién
de membranas de los 4,0 ml originales a 2,0 ml y 1,0 ml con lavados de 1,0 ml no
mejora la dispersion del bisfosfonato, sino que ademas agrega otro inconveniente

que es el aumento en la pérdida de material durante el proceso de casteo.
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Imagen 3.4: Peliculas de AcV-co-FDO-MO-3 conteniendo 30 mgy 60 mg de RI (A) y (B)

respectivamente, y pelicula de AcV-co-FDO-R2 conteniendo 30 mg de RI (C)
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Las membranas fueron ademas observadas mediante Microscopia Optica
(iluminadas por debajo) advirtiéndose en todas la dispersién del RI en la matriz
(Imagen 3.5) como zonas oscuras (RI) en una matriz transparente que se presenta
como zonas claras (ausencia y/o baja concentraciéon de RI). Para el caso de las
peliculas elaboradas con el AcV-co-FDO-MO-3 conteniendo 30 mg y 60 mg de RI
(Imagen 3.5 (A) y (B) respectivamente) ambas presentaron homogeneidad
notablemente superior a la que presentd la pelicula obtenida con el AcV-co-FDO-
R2, en la que se encontraron zonas con marcadas diferencias de concentracidn,

hecho concordante con la apreciacién visual previamente realizada

Imagen 3.5: Micrografias de membranas de AcV-co-FDO-MO-3 conteniendo 30mg (A) y

60 mg (B) de RI -se aprecia un defecto de la matriz-, y pelicula de AcV-co-FDO-R2
conteniendo 30 mg de RI (C). Aumento: 10X.
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3.3.3.4 Estudio de interacciones droga-copolimero

El analisis de la existencia de interacciones entre el copolimero y la droga se
llevo a cabo mediante FTIR, bajo la consideracion de que la frecuencia vibracional
de los grupos atomicos depende de cémo éstos se encuentran arreglados en la
estructura molecular y cémo interactian con grupos funcionales vecinos.?! La
existencia de interacciones entre compuestos genera un cambio en el entorno
atémico -modificando la vibracion original en ausencia de éstas- evidenciandose lo
anterior en el desplazamiento de los numeros de ondas de las bandas
pertenecientes a esos grupos atémicos. Lijuan Lei y colaboradores*’ evidenciaron
la presencia de interacciones de tipo puente de hidrégeno entre hidroxiapatita y
grupos carbonilos presentes en el copolimero a través de la modificacion en la
frecuencia del carbonilo de 1730 cm! a 1734 cm'1, ademas de la modificaciéon de la
frecuencia de flexion del grupo hidroxilo (-OH) de 1632 cm'1a 1629 cm-1.

El estudio de la existencia de interacciones entre la matriz y el RI se llevé a
cabo inicialmente mediante la comparacion de los espectros del copolimero AcV-
co-FDO-MO y el espectro del copolimero anterior con RI en proporcién 6% p/p (el
espectro con una carga de 12% p/p arrojd resultados similares al anterior) se
muestran en la Figura 3.18.

Del analisis de dichos espectros no se advirti6 la existencia de
desplazamientos significativos de las bandas del copolimero en comparacion con la
mezcla del copolimero y RI, lo que permite concluir que a las concentraciones
analizadas no se han evidenciado interacciones entre ambos componentes

mediante esta técnica espectroscépica.
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% Transmitancia

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Nimero de Ondas (cm-1)

Figura 3.18: Espectros FTIR de: AcV-co-FDO-MO (rojo) y Acv-co-FDO-MO + RI1 6% p/p
(azul)

El andlisis del termograma obtenido mediante DSC (Figura 3.19) de la mezcla
bifosfonato-copolimero muestra una disminucién de la Tg de la matriz de 16,2 °C
(polimero sin droga incorporada) a -2,6 °C (mezcla con RI). Si se supone que el
copolimero y la droga forman una mezcla ideal, la Tg de una mezcla binaria puede

ser estimada mediante la Ecuacion de Gordon-Taylor:92-94

w1 Tg1+ Kwy TGz

Tg mez = Ecuacion 3.4

w1+ K(UZ
donde,
Tg mez: temperatura de transicion vitrea de la mezcla
w1, w2 : fracciones en peso de los componentes en la mezcla

Tgi, Tgz.temperaturas de transicion vitreas de los componentes
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K: constante que puede aproximarse al cambio en las capacidades calorificas de la

AC
forma K= ==£2
ACpy

El establecimiento de interacciones especificas droga-polimero conlleva un
aumento de la Tg por encima de la tedrica, mientras que si la interacciéon droga-
polimero es menor que las interacciones droga-droga y polimero-polimero, la Tg
obtenida sera menor a la esperada.’* Esta disminuciéon en la temperatura de
transicion vitrea del material puede comprenderse si se tiene en cuenta que el
agregado de la droga provoca un efecto plastificante en el polimero al generar una
separacion de las cadenas poliméricas, generando un aumento del volumen libre y
favoreciendo su movimiento.?> Los resultados obtenidos para el sistema RI/AcV-
co-FDO-MO-3 indican que de existir algiin tipo de interaccidn, ésta seria menor que
las interacciones de los componentes entre si mismos.

Por ultimo, el cambio en la Tg del polimero indicé ademas que el método de
elaboracion de las membranas logr6 satisfactoriamente la incorporacion del RI
entre las cadenas de la estructura polimérica, y no la simple formacién de una fase

separada al polimero.

Tg=16.2°C

Flujo de calor (W/g)

-5 y T y T y T g T E
-50 0 50 100 150 200

Temperatura (°C)

Figura 3.19: Termogramas de AcV-co-FDO-MO-3 (a) y Acv-co-FDO-MO-3 + RI (b)
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3.4 Ensayos de liberacion in vitro

En esta seccion se describen los ensayos de liberacién in vitro de RI desde la
matriz seleccionada a dos concentraciones, los cuales fueron analizados mediante
distintos modelos tedricos. Para establecer los perfiles de liberacién, se procedié
previamente a la determinaciéon del RI por HPLC y el posterior andlisis de los
parametros cromatograficos del método desarrollado. Asimismo se realizd el
estudio de la estabilidad de soluciones de RI en condiciones analogas a las de los
ensayos de liberacion, y la estimacién de los porcentajes reales de copolimero

depositado y de droga cargada en las peliculas.

3.4.1 Determinacion de risedronato por Cromatografia Liquida de

Alta Eficacia

3.4.1.1 Método cromatografico

La medicion de la absorcion UV-vis realizada entre las longitudes de onda de
200 y 500 nm en agua destilada del RI llevo a la obtencién del espectro que se
presenta en la Figura 3.19, el cual fue coincidente con lo observado en literatura®®.
A partir de la evaluacién de la grafica anterior, se seleccion6 como longitud de
onda de trabajo en el cromatégrafo para la deteccion del RI, la longitud de onda
correspondiente al maximo de absorcién en 262 nm tal como H.-]. Jia, W. Li y K.
Zhao%” y P.T. Vallano y colaboradores®® realizaron en sus trabajos de

determinacion cromatografica de RI.

95



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4 Ensayos de liberacion in vitro

Si bien en la literatura pueden encontrarse referencias en las cuales se han
realizado determinaciones espectrofotométricas de Rl y no empleando la técnica
cromatograficas,?699 en este trabajo se procedié al desarrollo de ésta dltima por
considerarla mas segura y rigurosa en el control de la pureza de la muestra: la
medida en UV-vis de una muestra dada a una longitud de onda no discrimina
compuestos en el caso de existir impurezas o productos de degradacion ya que la
absorcion seria una resultante de la absorcion de la mezcla general. En cambio, el
método cromatografico permite determinar si existen en una muestra mas de un
compuesto mediante la observacién del/los distinto/s tiempo/s de retencidon
obtenido/s al pasar por la columna de separacidn, mientras en simultaneo el
detector de arreglo de diodo permite obtener el espectro UV-vis comprendido
entre 190 y 400 cm-! de cada poblaciéon de manera que su naturaleza pueda ser

evaluada y controlada.

4,0
3,5
3,0
2,5
2,0

1,5

Absorbancia (mUA)

1,0

0,5

0,0
200 250 300 350 400 450 500
Longitud de Onda A (nm)

Figura 3.20: Espectro UV-vis del RI
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En literatura son diversos los métodos cromatograficos descriptos que
resultaron efectivos en la determinaciéon de RI los cuales, sin embargo, presentan
cierta complejidad en sus condiciones experimentales al emplear mezclas de
varios solventes como fase movil, 190 eluciones en gradiente,101 agregados de varias
y diversas sales en el buffer fosfato (ademads de las necesarias para la elaboracion
del buffer fosfato en si mismo)°7.102 y ajustes de pH.103

En este trabajo, y bajo las condiciones descriptas en la seccion 2.4.1.1 se
desarrollé un método simple y efectivo para la determinacién y cuantificaciéon de
RI, empleando como fase movil una mezcla 75:25 de buffer fosfato: metanol, la cual
a su vez presenta en su composicién un reactivo de par idénico (bromuro de
tetrabutil amonio) en una concentracién de 5 mM en el buffer fosfato. De esta
manera, las condiciones de trabajo resultan sencillas y el método es asequible a la
gran mayoria de laboratorios al emplear reactivos relativamente comunes.

A partir del método descripto, se obtuvo para las soluciones de Rl el siguiente

perfil cromatografico:

300 -
250 3
200{

150 3

Absorbancia (mUA)

100 3

50 3

Tiempo (min)

Figura 3.21: Perfil cromatografico del RI
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El estudio de los tiempos de retencion (t:) obtenidos para soluciones
estandares evaluados (Tabla 3.17) arrojé un t- = 7,78 + 0,03 min (expresado como

media * desviacion estandar).

Tiempo de retencion

7,7920

7,8020

7,8360

7,7500

7,7855

7,7960

7,8125

7,7305

7,7710 Media + Sd =7,78 + 0,03

7,7835 %RSD =0,4,n=10

Tabla 3.17: Analisis de los tiempos de retencién de RI

El andlisis del espectro UV-vis en el maximo del pico cromatografico (Figura
3.22) arroj6 un espectro cuya forma fue coincidente con la del espectro de RI

determinado en el espectrofotometro UV-vis (Figura 3.20). Un estudio mas
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minucioso advirtié que el maximo se encontraba levemente desplazado hacia
mayores valores de longitudes de onda: el maximo situado en 262 nm en agua
destilada se encuentra en 264 nm en el espectro determinado en la fase movil del
método HPLC. Similar situaciéon determinaron M. I. Walash y colaboradores®? en su
trabajo basado en la complejacion de RI con iones Cu*2. Estos autores encontraron
que si bien el maximo de absorbancia del RI en buffer acético se encontraba en
aproximadamente 262 nm, al complejarse con el cobre se modificaba a 264 nm,
valor que escogieron como longitud de onda de trabajo.

En el caso particular de este trabajo, y en analogia con lo descripto
anteriormente, el corrimiento en la absorcion podria adjudicarse a la utilizacion
del reactivo de par ionico: el bromuro de tetrabutilamonio. La finalidad de este
reactivo es producir una asociacion con el analito para disminuir su retencion en la
columna -fendmeno que provocaria en el cromatograma un efecto de tailing o
coleo del pico- y es ampliamente empleado en los diversos métodos
cromatograficos para la determinacién de RI que se encuentran en literatura tales
como los desarrollados por H.-]. Jia, W. Li y K. Zhao®7 y Dissette y colaboradores192,
entre otros.

Esta posible asociacion entre el reactivo de par i6nico y el RI podria ser la
responsable de la modificacién advertida, mientras que las variaciones en las
angulaciones observadas de los picos respecto del espectro de la Figura 3.22
pueden ser debidas a que el espectrofotémetro UV-vis empleado en esta ultima
presentaba una resolucion de 1 nm, mientras que la resolucién del detector de

arreglo de diodos fue de 2 nm.
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Figura 3.22: Espectro UV-vis del RI en el maximo del pico cromatografico obtenido

mediante el detector de arreglo de diodos de un equipo HP 1100

3.4.1.2 Parametros cromatograficos

El estudio de los parametros cromatograficos del método se llevé a cabo con
el objetivo de determinar la existencia de error en el método y advertir si éste
puede afectar los resultados obtenidos. A continuacidén se presenta la tabla de
meérito del método en la cual se resumen los resultados obtenidos para los
siguientes parametros: desviacion estandar relativa (%RSD), rango lineal de
concentracion (RLC), ordenada al origen de la recta de calibraciéon + desviacién
estandar (a * Sd), intervalo de confianza para la ordenada al origen (% confianza)(
ICa (95%)), pendiente de la recta de calibracién * desviacion estandar (b = Sd),
intervalo de confianza para la pendiente (% confianza)(ICb (95%)), coeficiente de
determinacion de la recta de calibracion (r2), Limite de deteccion (Ld), Limite de

cuantificacion (Lc) y porcentaje de recuperacion (%R).
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PARAMETRO RESULTADO
%RSD 0,4
RLC (ug.ml1) 436 - 87,14
atxSd -78,70 + 25,82
ICa (95%) -138,202-19,16
b+ Sd 55,16 £ 0,48
ICb (95%) 54,05 a 56,28
r2 0,9994
Ld (ug.ml1) 0,38
Lc (ug.ml1) 1,17
%R(n) 98,0

Tabla 3.18: Tabla de Mérito del método cromatografico
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3.4.1.2.1 Repetibilidad

A continuacién se presenta en la Tabla 3.19 los resultados obtenidos para

seis inyecciones consecutivas de una solucion estandar de RI de 17 ppm.

INYECCION | AREA BAJO LA CURVA

1 853,6

2 856,2

3 852,1

4 857,4

5 857,7

6 850,1

Media 854,5
Sd* 3,1
%RSD 0,4

Tabla 3.19: Resultados de los ensayos de repetibilidad
*Sd: desviacion estandar

A partir de la lectura de la tabla anterior puede advertirse que el valor
obtenido para el parametro fue %RSD = 0,4, lo cual que permite afirmar que el
método consta de suficiente precision (criterio de aceptacion: valor de RSD < 2%).
Asi, el valor obtenido es concordante con los obtenidos por otros investigadores en
la validacién de métodos cromatograficos empleando el equipo HP 1100 tal como

A. P. P. Cione, M. |. Liberale y P. M. da Silval%4 obtuvieron en la validacién de un
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método de determinacién de nistatina y C. Roy y ]. Chakrabarty10> estimaron en la

determinacion de metilparabeno, ketoconazol y furoato de mometasona.
3.4.1.2.2 Linealidad

Se evalué la linealidad del método en el rango comprendido entre 4,3 y 87,1
pg/ml. La correlacion de la curva de calibracion se determindé mediante la
estimacién del coeficiente de correlaciéon de Pearson (r) y el coeficiente de

determinacion (R?=r?). Los valores obtenidos para estos fueron los siguientes:
r=0,9997
R2=0,9994

Tras el calculo de r, fue necesario determinar si éste result6 estadisticamente
distinto de cero. Pita Fernandez S. y Pértega Diaz S.106 en su trabajo plantearon que
si el valor del coeficiente de correlacion de Pearson es mayor que su error
multiplicado por el estadistico de tabla correspondiente, entonces el coeficiente es
significativo para el valor de confianza seleccionado. Con el objetivo de lograr esa
determinacion se realiz6 el test de Student comparando el r obtenido junto con su
error estdndar en relacién al estadistico de tabla para n-2 grados de libertad (ts-2),
donde n corresponde al nimero de puntos de la recta. Simplificando lo

anteriormente mencionado, el r resultara significativo cuando:

r> |— .th_» Ecuacion 3.5

donde:

Ecuacion 3.6

Error estindarder =

reordenando la Ecuacion 3.4:

103



CAPITULO 3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.4 Ensayos de liberacion in vitro

n-—2
1-72

r >tho Ecuacion 3.7

y llamando tr al término de la izquierda, el coeficiente de correlaciéon sera
significativo cuando tr > t n-2. En este caso particular, siendo tr = 115,44 y tn-2=
2,306 se obtuvo que el coeficiente de correlacion fue significativamente distinto de
cero para una confianza del 95% (p<0,05). A continuacién en la Figura 3.23 se

presenta la curva de calibracién obtenida:

5000
] A n=10
1 r =0,9997
1 p <0,05
4000
© 3 iy
e ]
3 3000
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o] ]
g s
2000
[<}] ]
£ u
~< E
1ooo—f &
] a
0 llllllllll'lllllllllIIllllllllllllIllllllllllllllllllll
0 20 40 60 80 100

Concentracién (ppm)

Figura 3.23: Curva de calibracién de RI

Fischer107.108 demostré que la estimacién de r presenta error en muestras
pequeiias, lo cual ha dado origen al desarrollo de varios estadisticos con el objeto

de corregir dicho error. 1. Olkin y ]J. W. Pratt10° desarrollaron un estadistico propio
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para muestras pequefias (n < 20 aprox.) el cual viene dado por la siguiente

féormula:

— a-r? y
G(r)=r (1 + (2n—6)) Ecuacion 3.8

En este caso particular, para la curva de calibracién obtenida, el valor para el
coeficiente de Olkin-Pratt fue G(r)= 0,9998, lo cual afirma que para la anterior

recta se obtuvo una buena correlacién lineal.

3.4.1.2.3 Exactitud

La exactitud del método se determin6 mediante el calculo de los porcentajes
de recuperacidon para nueve soluciones de RI a 3 concentraciones distintas. Los

resultados se expresan a continuacién en la Tabla 3.20:

% % HALLADO %R
AGREGADO 1 2 3 1 2 3
50 52,1 49,4 51,0 104,2 98,8 102,0
100 96,9 95,7 94,7 96,9 95,7 94,7
150 142,8 144,1 142,7 95,2 96,0 95,1
n 9
%R(n)>? 98,0
Sdb 3,4
%RSD 3,5

Tabla 3.20: Porcentaje de RI recuperado de soluciones con distintos agregados.
aPorcentaje de recuperacion final, b desviacién estandar
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A partir de los datos obtenidos se procedi6 a la realizacion del test de Student
para determinar si el procentaje de Recuperacion promedio (%R(n)) experimental
(98,0%) es significativamente diferente al 100%. El estadistico empleado fue el

siguiente:

_ 100-R
t= RSD; _
Vn

Ecuacion 3.9
donde,

R: porcentaje de Recuperaciéon Promedio %R(n)= 98,0

RSD: desviacién estandar relativa.

n: tamafio muestral.

Si el tobtenido €S menor al tubla, NO existe diferencia significativa entre la media
obtenida y el 100%. A partir de la Ecuacién 3.9 se determind que el valor del
tobtenido fue 1,714, mientras que el tabulado (para 8 grados de libertad y a=0,05)
corresponde a 2,306. Como tobtenido < trabla, €l método cuenta con exactitud

suficiente para su empleo.

3.4.1.2.4 Sensibilidad. Limite de concentracion y deteccion

Los valores del Limite de Deteccion (Ld) y Limite de Cuantificacion (Lc)
fueron 0,38 pg/ml y 1,17 pug/ml respectivamente y se encontraron dentro de lo
determinado por otros autores en literatura como por ejemplo M.C. Damle y L. B.
Birajdar193 quienes en su trabajo estimaron los anteriores parametros en 0,64
ug/ml y 1,95 pg/ml. Otros autores®®110 han determinado valores inferiores para el
Ld y Lc, pero como fue mencionado anteriormente, el presente método presentd
buenos limites de deteccion y cuantificacion en relacion con la sencillez y facilidad

de sus condiciones experimentales.
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3.4.2 Determinacion del porcentaje de carga de la droga en la

matriz

La eficiencia de carga de los activos en los sistemas de liberacion es un dato
imprescindible para llevar a cabo un correcto estudio de los perfiles de liberacidn,
debido a que el hecho de suponer que la masa de droga previamente pesada es la
que estd presente en el sistema es errénea ya que pueden producirse pérdidas
durante el proceso de elaboracion del dispositivo. Los porcentajes de masas de RI
depositadas en las membranas fueron evaluados mediante el método indirecto
descripto en 2.4.2. Como el copolimero es insoluble en buffer fosfato
(contrariamente al bifosfonato el cual si lo es), el método resultd efectivo para la
evaluacion de la droga cargada en la matriz mediante la determinacion de la droga
remanente en los recipientes de casteo. La eleccion de esta forma de medicion tuvo
su origen en que la determinacion directa del RI por pesada de las peliculas no
resulto adecuada al presentar excesivo error aleatorio.

A continuacion se presentan los resultados de las masas pesadas y
remanentes determinadas para 6 peliculas (3 para cada relacion de
concentracion), y se presenta, ademads, el calculo de la masa depositada por
membrana obtenido como la diferencia entre los valores anteriores y la estimacion

de la concentracion real promedio de RI. 2,5H,0 por pelicula:
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% Masa
Masa pesada Masa Masa depositada en
6% p/p pre-casteo” remanente” depositada en la la pelicula
(mg) (mg) pelicula® (mg) respecto ala
pesada*
Pelicula 1-6 30,00 0,12 29,88 99,6%
Pleicula 2-6 29,92 0,12 29,80 99,6%
Pelicula 3-6 30,03 0,12 29,91 99,6%
Media * Sda 29,86 = 0,06 99,6%
% Droga o
Cargadab * Sda 5,97 £ 0,01%

Tabla 3.21: Porcentaje de carga de RI en la matriz para una relaciéon 6% p/p

* expresada como RI. 2,5H;0, redondeo al segundo decimal.2 desviacion estandar ® % p/p de

RI. 2,5H,0 respecto al copolimero

% Masa
Masa pesada Masa Masa depositada en
12% p/p pre-casteo” remanente” depositada en la la pelicula
(mg) (mg) pelicula®* (mg) respecto ala
pesada*
Pelicula 1-12 57,11 0,10 57,01 99,8%
Pelicula 2 -12 59,98 0,22 59,76 99,6%
Pelicula 3-12 60,02 0,11 59,91 99,8%
Media * Sd2 58,89 + 1,63 99,7 +0,1%
% Droga o
Cargadab * Sda 11,8 £0,3%

Tabla 3.22: Porcentaje de carga de RI en la matriz para una relacién 12% p/p

*expresada como RI . 2,5H;0, redondeo al segundo decimal @ desviacion estdndar® % p/p de

RI. 2,5H,0 respecto al copolimero
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3.4.3 Estabilidad del RI en solucion acuosa

D. Kyriakides e I. Panderilll hallaron en sus trabajo que las soluciones
estdndares de RI preparadas en agua y guardadas a 4 °C en oscuridad resultaron
ser estables por varias semanas. Por su parte, A. O. Aluoch10 estudi6 la estabilidad
de soluciones de RI en buffer (pH= 7,5) almacenadas en refrigerador y a
temperatura ambiente simultaneamente durante 3 dias, las cuales fueron
analizadas diariamente y comparadas con muestras frescas, encontrando que bajo
esas condiciones las soluciones del bifosfonato fueron estables en el periodo
evaluado.

En este trabajo, se realiz6 la determinacion de la estabilidad de soluciones de
RI en buffer fosfato a 34,0 °C durante 9 dias, encontrdndose que no existio
disminucién considerable del titulo de las dos soluciones patrones evaluadas
(Figura 3.24), ni se advirtid6 la presencia de otras poblaciones en el perfil
cromatografico. Complementariamente, se estudioé el espectro UV-vis de cada
solucion en los distintos dias con la finalidad de determinar la existencia de
corrimientos de bandas o apariciones de nuevas bandas como resultado de una

posible degradacion de la muestra.
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Figura 3.24: Evaluacidn del titulo de soluciones de RI sometidas a 34,0 °C durante 9 dias

Los espectros UV-vis fueron obtenidos en el mdaximo cromatografico
mediante el detector de arreglo de diodos y su andlisis para las muestras en los
distintos dias no evidenci6 la presencia de nuevas bandas o movimiento de las
correspondientes al RI (Figura 3.25), demostrando que las soluciones de RI en las

condiciones estudiadas fueron estables en el tiempo de estudio.
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Figura 3.25: Espectro UV-vis de una solucidn de RI sometida a 34,0 °C durante 9 dias
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3.4.4 Perfiles de liberacion

Los ensayos de liberacion de RI se llevaron a cabo bajo las condiciones
presentadas en 2.4.4, se estudiaron los perfiles de liberacion y evaluaron el/los
mecanismo/s involucrados en el transporte del RI desde la matriz polimérica.

Las curvas de liberacion obtenidas exhibieron una rapida liberacién inicial
alcanzando el plateau alrededor de la primera hora para la concentracion de 6%
p/p y las dos horas para la relacion 12% p/p de RI en el copolimero. Este
comportamiento con una alta velocidad al comienzo resulté esperado para nuestro
sistema, considerando que la matriz no posee ninglin tipo de funcionalizacién
quimica ni agregado de coadyuvante/s en su formulaciéon que regule/n la cinética
de liberacion. Sin embargo, es remarcable que los datos experimentales, ademas
indicaron que los valores en los porcentajes de liberaciéon para ambas relaciones
de concentracién fueron de 72,61% para la concentracion de 6% p/p y 67,03%
para la de 12% p/p (Figura 3.26). Esto indica que no existe una diferencia
significativa en los porcentajes de RI liberado a ambas concentraciones y que
alrededor de un 30% de RI quedd retenido en la matriz. Esta conclusion acerca de
la retencion del bifosfonato en el polimero se basé en la previa comprobacién de la
estabilidad del RI (seccion 3.4.3), y la no advertencia de pérdida significativa de
droga en el proceso de elaboracion de las membranas (seccion 3.4.2). Ante esta
situacion y considerando que la cantidad de droga retenida es considerable
(cercano a 1/3 de la masa original), se procedi6 al analisis de los mecanismos de
transporte asociados al proceso de liberacion del principio activo desde el
polimero a fin de poder hallar una explicacién coherente con los fenémenos

observados.
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Figura 3.26: Perfiles de liberacion de RI desde membranas elaboradas a partir del

copolimero AcV-co-FDO-MO, para las relaciones 6% p/p (arriba) y 12% p/p (abajo)
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3.4.5. Modelos teodricos

A partir de los datos experimentales obtenidos en los perfiles de liberacion
del RI, se efectud el analisis de dichos resultados empleando los distintos modelos
tedricos expuestos en la seccién 2.4.5 del Capitulo 2 de este trabajo. A continuacion
se presentan los R2 y RZ;ustado del ajuste lineal de los datos experimentales

obtenidos con los distintos modelos tedricos:

6% p/p 12%p/p
Modelo
R2 Rzaiustado R2 Rzajustado
Cinética de 0,96096 0,90813 0,97773 0,94715
Orden Cero
Cinctica de 0,90628 0,78562 0,92305 0,82243
primer Orden
Modelo de 0,98628 0,96594 0,98974 0,97448
Weibull
Modelo de 0,93180 0,84189 0,94056 0,86159
Higuchi
Modelo de 0,97309 0,93364 0,98683 0,96728
Ritger-Peppas

Tabla 3.23: Resultados para los R? y R%;justado de las rectas correspondientes a cada modelo

teorico

Del analisis de la tabla anterior, puede estimarse que el modelo que presenté
la mejor correlacion con el comportamiento experimental de liberacion de RI
desde la matriz fue el Modelo de Weibull, presentando en ambas relaciones de

concentracion, los valores mas elevados para los R? y R%;justado- A partir de la rectas
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obtenidas para el modelo, se determinaron los valores del pardmetro b de la
formula correspondiente (Ecuacién 2.12) obteniéndose que para 6% p/p el
parametro present6 un valor de b = 1,55, mientras que para el caso de 12% p/p, b
= 1,16. Segin P. Costa y ].M. Sousa Lobo>! el caso en que b>1 refieren a una forma
sigmoidea con forma de S con curvatura hacia arriba seguida de un punto de
inflexion. Por otra parte, V. Papadopoulou y colaboradores1? relacionaron los
valores de b>1 corresponden al caso de una curva sigmoidea que indica un
mecanismo complejo de liberacidn. Sin embargo, si bien la mejor correlacion fue
advertida con el Modelo de Weibull, éste ha sido cuestionado en varias ocasiones
debido a que presenta ciertas limitaciones. P. V. Pedersen y ]J.W. Myrick!13
describieron los inconvenientes de este modelo, dentro de los cuales pueden
mencionarse el hecho de que la ecuacion matematica no posee una base cinética y
solo puede emplearse con finalidad descriptiva debido a que no caracteriza la
cinética del proceso de liberacién. Ademas, la féormula no contiene al menos un
parametro relacionado a la velocidad intrinseca de disolucién de la droga y
presenta un uso limitado para establecer correlaciones in vitro-in vivo.

Por otra parte, otro de los modelos evaluados que también presenta una
buena correlacién para ambas concentraciones y que si permite obtener
informacién acerca del mecanismo de transporte involucrado en el proceso es el
de Ritger-Peppas. Dicha informacidon puede ser estimada a partir del valor del
exponente n de la ecuacion matematica correspondiente (Ecuacién 2.14). Los
valores del exponente calculados resultaron n= 1,18 para la concentracion 6% p/p
y n=1,05 para 12% p/p. Para ambos casos n>1, lo cual esta en relacion con el valor
estimado en el estudio de hinchamiento realizado en 3.3.2.3 y refieren al caso de
transporte denominado Super Caso II, cuyo fundamento ya ha sido expuesto en las
secciones 2.4.5.5 y 3.3.2.3 e involucra en su desarrollo un proceso de plastificacién
como consecuencia de una disminucion de las fuerzas atractivas entre las cadenas
del polimero, lo cual resulta en un aumento en la movilidad de éstas.>> Este
mecanismo complejo de transporte también se ha observado en literaturall4 115 en

otros sistemas de liberaciéon transdérmicos.
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Considerando los factores mecanisticos involucrados en el fendmeno de
transporte del sistema estudiado, una posible explicaciéon sobre la porcion de
droga retenida en la matriz podria encontrarse en suponer que el aumento en el
movimiento de las cadenas poliméricas (teniendo en cuenta ademas las
ramificaciones presentes en ellas por lo expuesto en 3.2.1) sumado a la naturaleza
hidrofébica del copolimero (consecuencia de la presencia de unos
considerablemente largos grupos pendientes) puede llevar a que las cadenas del
polimero produzcan la formacidon de agregados que darian origen a un sistema
hidrofébico en cuyo interior se podria encontrarse la droga retenida. La
hidrofobicidad de estos agregados no permitiria la penetracién de agua y por ende
la disolucion y difusion de la droga hacia el exterior de la matriz. Esta suposicion
podria eventualmente corroborarse mediante el analisis morfolégico de las
membranas a distintos tiempos de liberacién a través de Microscopia Electrénica
de Barrido (SEM) y/o Microscopia de Fuerza Atémica (AFM).

Por otra parte, es necesario el estudio de los perfiles de liberacién a mayores
tiempos a fin de establecer si esa porcion de RI es efectivamente liberado; y de ser
asi, esta propiedad podria resultar de suma importancia al presentar el copolimero
un mecanismo propio de regule de la dosis de droga, el cual a su vez, podria ser
ajustado mediante posteriores modificaciones.

Finalmente, y con vistas a otras aplicaciones, esta posible caracteristica del
copolimero también lo convierte en un material factible de ser empleado en la
formacién de micelas y agregados, por ejemplo, a partir de la sintesis de

copolimeros de bloque.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se ha realizado satisfactoriamente la sintesis del fumarato de
di-2-octilo (FDO), un mondémero con grandes cadenas laterales en su estructura,
cuyas propiedades lo convierten en un excelente candidato para el reemplazo de
ésteres acrilicos en la sintesis de materiales en la elaboracién de parches
transdérmicos.

A partir de este mondmero, se llevaron a cabo reacciones de
copolimerizacién con AcV tanto en condiciones convencionales empleando energia
de microondas, como en solucién mediante la técnica de polimerizacién controlada
RAFT. Las primeras han permitido obtener una familia de copolimeros dentro de
los cuales uno de ellos (AcV-co-FDO-MO-3) presenté promisorias caracteristicas
para ser empleado en el campo de aplicacion esperado.

Respecto a las reacciones de polimerizacién controlada, se ha podido
demostrar que ésta es aplicable a la copolimerizacién de acetato de vinilo con FDO,
empleando como agente de transferencia de cadena un xantato obtenido con alto
rendimiento en una sencilla sintesis. Ademas, el hecho de que haya sido posible la
aplicacion de este tipo de copolimerizacion en el impedido estéricamente
mondmero fumarico FDO, permite suponer que la técnica seria factible de aplicar a
otros mondémeros fumaricos de estructuras mas sencillas.

Ciertos copolimeros fueron seleccionados y con ellos se elaboraron
membranas cuyas apariencia, morfologia y adhesiéon fueron estudiadas,
advirtiéndose que para el caso de las obtenidas con el AcV-co-FDO-MO-3, los
resultados observados fueron coincidentes con los esperados para copolimeros
empleados en estos sistemas, pudiéndose comparar el material obtenido con
copolimeros comerciales. A su, vez, se evalud la liberacion de una droga
osteogénica (el RI) desde las anteriores matrices obteniéndose que la misma
efectivamente es liberada de la matriz.

Con el objetivo de cuantificar el RI liberado a partir de las matrices

elaboradas, se desarroll6 un método de cuantificacion cromatografico simple y
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efectivo empleando HPLC. Los parametros del método fueron evaluados y los
alcances y limites del método en la determinacion de RI fueron establecidos.

De esta forma, el material obtenido es una promisoria base para el reemplazo
de los copolimeros acrilicos comerciales actuales, por lo que su empleo en la
elaboracién de parches trasndérmicos puede optimizarse a futuro tanto para la
liberacion de RI como la de otras drogas.

Por ultimo, la sintesis del copolimero fumarico obtenido en el presente
trabajo de tesis puede servir de base para futuros desarrollos basados en este tipo
de mondmeros con posibles variaciones en su funcionalidad, a fin de facilitar su

afinidad de otro tipo de drogas que difieran en su polaridad.
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