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RESUMEN

En el presente estudio se realizé la estandarizacion de las condiciones de operacién
de algunas celdas de Franz, sistema que permite realizar la evaluacién de la libera-
cién de compuestos biolégicamente activos como una de sus aplicaciones. Para ello
se seleccionaron y caracterizaron dos complejos obtenidos entre EudragitE y dcido
benzoico como modelos a emplear, de acuerdo con su solubilidad. Se evalud su
comportamiento de liberacién en diferentes condiciones operacionales del ensayo y
los resultados se evaluaron empleando el modelo de Korsmeyer-Peppas y el andlisis
estadistico correspondiente. El andlisis de Korsmeyer-Peppas demostrd que el meca-
nismo de liberacién del 4cido benzoico se ajusta a la ley de difusién de Fick, en
algunos casos. Las condiciones operacionales definidas para el ensayo de liberacidon
en las celdas de Franz fueron las siguientes: la concentracion del 4cido benzoico en
la dispersién de complejo en el compartimento donor, 0,07%; la velocidad de agita-
cién, 400 rpm; el volumen de muestreo, 1 mL y la frecuencia de muestreo segin un
esquema determinado. Se demostrd la reproducibilidad del ensayo de liberacién en

las condiciones operacionales definidas, mediante analisis de varianza.

Palabras clave: celdas de Franz, estandarizacién, complejos, 4cido benzoico, libera-

cion.
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SUMMARY

Standardization of Franz cells to evaluate drugs release from drug-
polyelectrolyte complexes

This paper presents the studies carried out about the standardization of the oper-
ational conditions of some Franz Cells; this system allows evaluating the drug
release, among others. To this purpose, two Eudragit E- benzoic acid complexes
were selected and characterized, as models due to their solubility. After that, the
outstanding operational variables were established and evaluated at different levels.
The delivery profiles analysis applying the Korsmeyer-Peppas model showed that
the release mechanism of benzoic acid was Fick diffusion, in some cases. The opera-
tional conditions: benzoic concentration in the complex dispersion in the donor
compartment, 0,07%; agitation speed, 400 rpm; volume (1 mL) and frequency
sampling according to specific scheme, were determined. The delivery assay repro-
ducibility was demonstrated in the established operational conditions by statisti-

cally analysis (ANOVA).

Key words: Franz cells, standardization, complexes, benzoic acid, delivery.

INTRODUCCION

Las celdas de Franz representan, desde su desarrollo en 1975, uno de los principales
métodos utilizados para evaluar la penetracién transepitelial y a partir de los ltimos
afos, laliberacién de firmacos (1). Constituyen un sistema compuesto por dos cimaras,
una donora y otra aceptora, separadas por una membrana de origen animal, humana o
sintética que permite evaluar la difusién de moléculas biolégicamente activas de una
cdmara a otra. En el compartimento superior se adiciona una solucién o dispersién que
contiene el compuesto activo y en el inferior se toman las muestras correspondientes,
que posteriormente son cuantificadas mediante técnicas analiticas como UV y HPLC
(2). Entre los pardmetros que influyen en la difusién de dicho compuesto, estén la tem-
peratura, la velocidad de agitacion, el tipo y naturaleza de la membrana y el medio del
compartimento receptor (3).

Las celdas de Franz permiten evaluar la cinética de liberacién a partir de diferentes
sistemas farmacéuticos, especialmente aquellos de cesién controlada de moléculas
biolégicamente activas (4); entre estos sistemas se encuentran los complejos obteni-
dos a partir de interacciones dcido-base entre un polielectrolito y una molécula con
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capacidad de ionizar, dando lugar a materiales con propiedades fisicoquimicas dife-
rentes a las de los compuestos precursores y, por ende, haciendo necesaria su carac-
terizacién en diferentes aspectos, incluyendo su comportamiento de liberacién (5).
Estos sistemas han sido objeto de multiples investigaciones por su aplicabilidad en el
disefio de nuevas formas farmacéuticas de liberacién modificada (6-8), en el aumento

de la estabilidad (9) y en el incremento de la solubilidad aparente (6, 8).

Con el fin de garantizar la confiabilidad de los resultados obtenidos en un estudio
de liberacién, a partir de los sistemas mencionados, es indispensable estandarizar las
condiciones de operacién de las celdas de Franz. En el presente estudio se emplean
dos complejos con diferente solubilidad (formados entre el Eudragit E 'y el 4cido ben-
z0ico), como modelos de sistemas de liberacién modificada de moléculas biolégica-
mente activas.

METODOLOGIA

Materiales

Acido benzoico (calidad usp); acetona (Merck Chemicals); 4cido clorhidrico (Mallinc-
krodt Chemicals); Eudragit E [polimero poli {butilmetacrilato (2-dimetil-aminoetil),
metacrilato, metilmetacrilato} 1:2:1], donado por Almapal, Bogotd-Colombia; agua
destilada (conductividad < 2 pS cm™).

Preparacién de los complejos

Los equivalentes de grupos amino del Eudragit E (Eu) por gramo (3,27 x 107?) se
determinaron previamente (8, 10).

Los complejos se prepararon mediante la dispersion de 3 g de Eu en 15 mL de acetona
y la posterior adicién de la cantidad correspondiente de 4cido benzoico (B) para neu-
tralizar el 50% de los grupos amino de Eu, para obtener el complejo EuB, . El complejo
EuBSOCISO se prepar6 de manera similar al anterior, con la neutralizacién adicional de
los grupos remanentes con HCI. A continuacién, el solvente fue evaporado a tempe-
ratura ambiente, agitando a intervalos de tiempo establecidos, obteniéndose un pro-
ducto sélido para ambos casos.

Caracterizacion de los complejos

Los complejos EuB, , EuB, Cl, , el Eu, B y la mezcla fisica correspondiente (50% de

50°
Eu y 50% de B), se caracterizaron mediante espectroscopia de infrarrojo empleando
el método de dispersion sélida, 1,5% del complejo en discos de KBr, en el equipo ATT

Mattson Génesis SERIES.
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Evaluacion cualitativa de la solubilidad de los complejos

Para realizar la evaluacién cualitativa de la solubilidad de los complejos, previamente
elaborados, se hicieron dispersiones acuosas en concentraciones de 0,01, 0,30, 0,50 y
0,60%, en volimenes de 10 mL, observando si el sistema tenfa una apariencia traslucida
o si existian particulas en suspension o sedimentadas. De esta manera se clasificaron
como solubles (S) o insolubles (I).

Evaluacion del comportamiento de liberacion y estandarizacion de las celdas de Franz

Los ensayos se realizaron en las celdas de difusion de Franz de volumen nominal de 75
mL (del compartimento receptor), a una temperatura de 37 + 0,05 °C. Al comparti-
mento receptor se le adicioné agua, previamente desgasificada. En todos los casos se
emple6 una membrana de acetato de celulosa (12000 D), de un 4rea de 6,5 + 0,2 cm?,
ubicada entre los compartimentos donor y receptor, previamente hidratada durante
15 minutos. La dispersién del complejo se adiciond en el primer compartimento en
un volumen de 3 mL; luego se tomaron las alicuotas de muestreo del compartimento
receptor, a los intervalos de tiempo determinados, con la respectiva reposicion de
medio. La cuantificacién de acido benzoico se realizd por espectroscopia UV a una
longitud de onda de 226 nm en el equipo ATT UNICAM UV/Vis. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado.

Losresultados se representaron en graficas de porcentaje liberado en funcién del tiempo
(perfiles de liberacién), en las diferentes condiciones evaluadas. Con el fin de determi-
nar el comportamiento de liberacién, para posteriormente entender la influencia de las
variables a estudiar en la fase de estandarizacidn, se evaluaron los perfiles empleando el
modelo de Korsmeyer-Peppas (11, 12). Este modelo relaciona la liberacién del firmaco
con el tiempo transcurrido elevado a un exponente 7, empleando para ello los datos de
liberacidn inferiores al 60%, mediante la ecuacidn:

i =at" (1)

Donde M/M_ es la fraccién del farmaco liberado a tiempo #, 2 es la constante de libe-
racion, ¢ es el tiempo transcurrido y 7 es el exponente de liberacion. Para la estanda-
rizacidn de los estudios de liberacién, se realizaron los ensayos que se presentan en la
tabla 1, variando aquellos factores, considerados como criticos en un estudio de esta
naturaleza. Las variables evaluadas fueron las siguientes: la concentracién de B en la
dispersién de complejo en el compartimento donor, la velocidad de agitacién, el volu-
men de muestreo y la frecuencia de muestreo. Para las dos ultimas variables los ensayos
se realizaron s6lo con el complejo EuB, CI, .
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Tabla 1. Condiciones operacionales de los ensayos evaluados.

., Velocidad de Volumen de .
Concentraciéon de B en el .., Frecuencia de
Ensayo ) o agitacion muestreo N
compartimento donor (%) muestreo
(rpm) (mL)
1 0,10 400 2 A
2 0,07 400 2 A
3 0,03 400 2 A
4 0,07 200 2 A
5 0,07 600 2 A
6 0,07 400 1 A
7 0,07 400 1 B

*La frecuencia de muestreo se evalué en dos esquemas: uno sencillo, A (cada 10 minutos la primera hora, cada 15 minutos la
segunda y cada hora hasta la sexta hora), y uno estricto, B (cada 10 minutos la primera y segunda horas, cada 15 minutos la

tercera y cuarta, cada 30 minutos la quinta y sexta horas).

Con el fin de establecer las condiciones de operacién adecuadas, los resultados se eva-
luaron mediante el tratamiento estadistico correspondiente y se complementaron con
el andlisis del comportamiento de liberacion. Una vez establecidas las condiciones
operacionales, se realizaron tres ensayos, que posteriormente se analizaron mediante
ANOVA para establecer su reproducibilidad.

RESULTADOS Y DISCUSION

Caracterizacion de los complejos

Para confirmar la formacién de los complejos en estudio, se buscaron las diferencias
entre sus espectros: los de los compuestos puros y la mezcla fisica, con el fin de corro-
borar la existencia de la interaccién dcido-base entre B y Eu. Para ello se analizaron
las bandas correspondientes a la tensién del enlace OH del carboxilo de B, fuera (931
cm) y dentro del plano (2.557 y 3.070 cm™), la tensién C=O de B (1.685 cm™) y los
grupos dimetilamino de Eu (2.771y 2.821 cm™).

Las bandas caracteristicas correspondientes al polielectrolito y al 4cido benzoico, asi
como los cambios que se observan en los complejos, se presentan en la tabla 2. Para el
4cido benzoico se observa que las bandas correspondientes al grupo 4cido carboxilico
(2.557,3.070, 931 y 1.686 cm™), se presentan tanto en el compuesto puro como en
la mezcla fisica y desaparecen en los espectros de los complejos. En cuanto al Eu, se
encontrd que las bandas que se asignan a los grupos dimetilamino no protonados
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(2.771-2.821 cm™), se encuentran en los espectros del compuesto puro y en la mezcla
fisica; estas bandas disminuyen de intensidad para el complejo EuB, , debido a la pre-
sencia de grupos protonados y no protonados. Para el complejo EuB, CL, , las bandas
mencionadas desaparecen totalmente, demostréndose la protonacion de todos los
grupos amino.

Los resultados anteriores comprueban la presencia del enlace idnico entre Euy B de los dos

complejos evaluados y estuvieron de acuerdo con otros resultados ya reportados (10).

Tabla 2. Senales caracteristicas de las transiciones vibracionales de B, Eu, su mezcla fisica y los com-

plejos EuB, |y EuB, CL .

Compuesto COO-HdeB | COO-H fuera | C=0 (COOH) | Dimetilamino
(cm™) del plano de B de B de Eu
(cm™) (cm™) (cm™)
B 2.557-3.070 931 1.685 ---

Eu --- --- --- 2.771-2.821

Mezcla fisica (B + 2.500-3.100 931 1.686 2.820
Eu)

EuB, NO NO NO 2.770-2.800

EuB, Cl,, NO NO NO NO

Evaluacion cualitativa de la solubilidad de los complejos

Al realizar la evaluacién cualitativa de la solubilidad de los complejos preparados se
observa que el complejo EuB, Cl, presenta una mayor solubilidad que el complejo
EuB,, comportamiento que se muestra en la tabla 3. La mayor solubilidad del com-
plejo EuB

5,Cly,en comparacion al complejo EuB, | se debe al incremento en el grado de
protonacién del Eu y, por tanto, al aumento de su hidrofilicidad (8, 10).

Tabla 3. Resultados de solubilidad cualitativa de los complejos.

Complejo COI:;C]I; t(l;z;i(’)n Solubilidad* | Complejo Cor&(e:ellal t(l;):;ién Solubilidad*
0,01 S 0,01 S
EuB 0,30 S EuB. Cl 0,30 S
» 0,50 S oo 0,50 S
0,60 I 0,60 S

*Soluble: S. Insoluble: I.
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Evaluacién del comportamiento de liberacion y estandarizacion de las celdas de Franz
Comportamiento de liberacion

Comparando los perfiles de liberacién de los dos complejos evaluados en las diferentes
condiciones fijadas, se observa en todos los casos que el complejo EuB, Cl, presenta
una mayor velocidad de liberacién y un mayor porcentaje liberado que el complejo

EuB, | (figuras 1 a 4).

100

90 +

B Liberado (%)

EuB, EuB_, CL
---m-- 0,10% ---8--- 0,10%
—aen 0,03% - 0,03%
e 0,07% o 0,07%

Figura 1. Perfiles de liberacién de B, a partir de los complejos EuB, | y EuB, CL, al variar la concen-

tracién de B en la dispersién del complejo.
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100 -

80 |
70

B Liberado (%)

Tiempo (h)
EuB,, ---®--- 600 rpm =4~ 400 rpm ---&--- 200 rpm
EuB,, Cl| —&— 600 rpm -—-4--- 400 rpm —<— 200 rpm

Figura 2. Perfiles de liberacidon de B, a partir de los complejos EuB, y EuBSOCl al variar la velocidad

50
de agitacion en el sistema.

100 -~
90
80

70 F

40
30 |

20 +

EuB,, Clso ---A--- ImL —— 2mL

Figura 3. Perfiles de liberacion de B, a partir del complejo EuBSOCISO, al variar el volumen de muestreo.
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Figura 4. Perfiles de liberacién de B, a partir de los complejos EuB oY EuBSOCISO, al variar la frecuencia

de muestreo.

Para poder explicar este comportamiento, es necesario entender los equilibrios invo-
lucrados en el proceso de liberacién del 4cido benzoico a partir de cada uno de los

complejos (figura 5).

[R-NH(CH)X|— = X +H’

X =B,CL" XH —|—><— XH
|
Compartimiento | Compartimento
Donor. | Recepror.

Figura 5. Representacion del equilibrio involucrado en la liberacién del 4cido benzoico a partir del complejo.

En primer lugar estd el equilibrio del complejo con sus correspondientes formas diso-
ciadas. A partir de ellas, se establece el equilibrio con la especie neutra del 4cido ben-
zoico, que es capaz de atravesar la membrana de acetato de celulosa. La diferencia en el
comportamiento de los dos complejos mencionados se atribuye a que el pH de sus dis-
persiones acuosas iniciales es diferente, siendo menor para EuBSOCISO ( pH 3,2620,07%
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de B) que para EuB, (pH 5,94 2 0,07% de B), debido a la neutralizacién adicional con
HCI para el primer caso. El menor pH de la dispersion acuosa de EuB_ Cl, | frente a
EuB,  aumenta la velocidad de difusion a través de la membrana, puesto que se favorece
el desplazamiento del equilibrio del 4cido benzoico hacia la especie neutra, teniendo en
cuenta que este valor de pH es menor al pKa del compuesto, que es de 4,2 (13, 14).

Con el fin de analizar la liberacién del acido benzoico a partir de los complejos y pos-
teriormente relacionarla con las variables evaluadas, se realizé el modelamiento de
acuerdo con lo planteado por Korsmeyer-Peppas, como se explicé en la metodologia y
cuyos resultados se presentan en la tabla 4. Es de recordar, que para los ensayos de volu-
men de muestreo y frecuencia de muestreo (6, y 7) se seleccion el complejo EuB, Cl |
que fue el que present6 mayor liberacion, razén por la cual, para el complejo EuB, , no
se muestran resultados para estos ensayos.

Tabla 4. Valores asociados al modelamiento matemdtico de Korsmeyer-Peppas para los resultados

obtenidos en todos los ensayos.

Complejo EuB_ Cl | Complejo EuB,|
Ensayo n a r Ensayo n a R?
1 0,900 0,250 0,966 1 0,823 0,071 0,972
2 0,541 0,334 0,942 2 0,583 0,125 0,986
3 0,311 0,468 0,979 3 0,378 0,231 0,917
4 0,602 0,349 0,997 4 0,860 0,115 0,993
5 0,659 0,460 0,976 5 0,431 0,149 0,997
6 0,593 0,356 0,996 6 - - -
7 0,575 0,321 0,992 7 - - -

Los resultados de los coeficientes de correlacién obtenidos, evidencian que los com-
portamientos de liberacién se ajustan al modelo matemdtico evaluado. El valor de 7
es variable, oscila entre 0,3 y 0,9. Para algunos ensayos (ensayos 2, 6 y 7) dicho valor
es cercano a 0,5, lo que podria ser un indicio de que el mecanismo de liberacién que
predomina en estos casos es el difusional (15-17).

Estandarizacion de las celdas

A continuacién se muestran los resultados de los ensayos de la estandarizacion de las
celdas de Franz, que involucran el estudio de la influencia de las diferentes variables
operacionales sobre el comportamiento de liberacién de B.
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Las variables operacionales estudiadas: concentraciéon de B en la dispersion del com-
plejo en el compartimento donor, velocidad de agitacién, volumen de muestreo vy fre-
cuencia de muestreo, se evaluaron a diferentes niveles y mediante el anélisis estadistico
correspondiente se seleccionaron las mds adecuadas, como se indica a continuacion.

Concentracion de B en la dispersion de complejo en el compartimento donor

Para evidenciar la influencia de la concentracién de la dispersién del complejo sobre
el comportamiento de liberacién de B, se evaluaron tres niveles: 0,10, 0,07 y 0,03%,
(ensayos 1, 2y 3, respectivamente, presentados en la tabla 1). Los perfiles de liberacién
resultantes se ilustran en la figura 1.

Estos perfiles de liberacion muestran una dependencia con la variacién en la concen-
tracién del compartimento donor, encontrdndose que a mayor concentracién de B en
el complejo, menor es el porcentaje liberado, para ambos casos. Este comportamiento
se confirma mediante el andlisis estadistico de varianza (ANOVA), que con un p < 0,05
indica diferencias estadisticamente significativas entre las diferentes concentraciones
estudiadas, para los dos complejos. Complementando los resultados anteriores con el
andlisis realizado acerca del comportamiento de liberacién, mediante el modelamiento
de Korsmeyer-Peppas, se evidencia la variacién del exponente 7 (ensayos 1 a 3 de la
tabla 4), por influencia de este pardmetro, demostrando que cuando la concentracién
de B en el complejo es alta (0,1%) cambia el mecanismo de liberacién tipo difusional
esperado, puesto que 7 se hace igual a 0,9 para el complejo EuB, Cl, y 0,823 para
EuB

50°

50

Es de aclarar que el comportamiento difusional se cumple siempre y cuando en el sis-
tema se mantengan las condiciones “sink” (15-17). Estas condiciones cambian en la
medida en que la concentracién del dcido benzoico se hace mayor, ya sea por estar
presente en mayor porcentaje en el complejo (llevando a una saturacién mds rapida
del medio), o porque con el transcurrir del tiempo se alcanza este nivel, haciendo més
dificil el proceso por difusion. Es asi, como al disminuir la concentracién en el com-
partimento donor, esta saturacién se alcanza a un tiempo mayor y es posible llegar a
valores més altos de liberacién. Cuando la concentracién fue muy baja (0,03%), el error
asociado a la cuantificacién aumentd, lo que se reflejé en el mayor grado de dispersién
de los resultados.

Se selecciond la concentracién de 0,07% como la adecuada, debido a que su liberacién
demostrd seguir una liberacién difusional (7 cercano a 0,5) y los datos de liberacién
mostraron un menor grado de dispersion.
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Velocidad de agitacion

Enlafigura2 se muestran los resultados de la liberacién del dcido benzoico empleando

tres niveles de agitacion, 200, 400 y 600 rpm (ensayos 4, 2 y 5, respectivamente, de
la tabla 1).

Se observa que los perfiles de liberacion son similares al variar la velocidad de agitacién,
con cada uno de los complejos. Para confirmar estas aparentes similitudes se realizé el
respectivo ANOVA, mostrando que con un p < 0,05 no se evidencian diferencias esta-
disticamente significativas en las condiciones estudiadas. De acuerdo con estas consi-
deraciones, seria posible elegir cualquier nivel de agitacion entre los valores evaluados.
Se eligié el valor de 400 rpm, por ser el valor medio entre las distintas condiciones
ensayadas. Es de resaltar, que de acuerdo con los resultados de la tabla 4, el valor de 7 se
aleja marcadamente de 0,5, para el caso del complejo EuB
EuBsoClso’
reflejar el cambio que se podria dar sobre el mecanismo de liberacién por efecto de este
pardmetro, cuando el complejo en estudio presenta una menor solubilidad.

;» no siendo tan evidente para

por influencia de una baja velocidad de agitacién (200 rpm). Esto podria

Volumen de muestreo

En la figura 3 se presentan los perfiles de liberacién para el complejo EuBSOCISO, al variar
el volumen de la alicuota muestreado, tal como se presenté en la metodologfa (ensayos

2y6delatablal).

El andlisis de # de student, con un p < 0,05, establecié que no existen diferencias sig-
nificativas en los perfiles de liberacion al emplear cualquiera de los dos volimenes de
muestreo. Se selecciond el muestreo de 1 mL como el mas adecuado, puesto que a un
menor volumen de muestreo, se verfa menos afectado el equilibrio del sistema, en un
estudio a més largo plazo.

Frecuencia de muestreo

En la definicién de la frecuencia de muestreo para llevar a cabo los estudios de libera-
ci6én en las celdas de Franz, se evaluaron dos esquemas: uno sencillo (A) y uno riguroso
(B), en cuanto a los intervalos de tiempos, correspondiente a los ensayos 6 y 7 de la
tabla 1. En la figura 4 se presentan los perfiles obtenidos, evidencidndose un comporta-
miento similar entre los dos esquemas empleados.

La aparente similitud detectada, se confirmé al realizar la prueba de #, que con un
P < 0,05 evidencié que no se detectan diferencias estadisticamente significativas en la
liberacidn, en las condiciones evaluadas. Se establece que la frecuencia de muestreo,
correspondiente al esquema sencillo (A), es adecuada para definirse como condicién
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de operacidn; pues ademds de afectar en una menor magnitud al equilibrio del sistema,
ésta representa una rutina de muestreo més comoda para el experimentador.

Evaluacion de la reproducibilidad de las condiciones establecidas

Una vez establecidas las condiciones de operacién para cada una de las variables estu-
diadas: a) concentracion de B en la dispersion de complejo en el compartimento donor,
0,07%, b) velocidad de agitacién, 400 rpm, c) volumen de muestreo, 1 mL y d) frecuen-
cia de muestreo, esquema A, se procedié a demostrar la reproducibilidad de las mismas
realizando ensayos por triplicado, para cada uno de los complejos, tal como se presenta

en la figura 6.
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Figura 6. Petfiles de liberacion de B, a partir de los complejos EuB, | y EuB, Cl; en las condiciones estandarizadas.

El ANOVaA establecié con un p < 0,05, que no se evidencian diferencias estadisticamente
significativas entre los tres ensayos realizados, para cada uno de los complejos, demos-
trando la reproducibilidad del ensayo de liberacion en las celdas de Franz, en las condi-
ciones establecidas.
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CONCLUSIONES

La caracterizacién de los complejos EuB, Cl, y EuB, , mediante IR, demostrd la forma-
ci6n del enlace i6nico, propio de los complejos, y la mayor solubilidad para el complejo
EuB, Cl, en medio acuoso. Por otro lado, a los diferentes perfiles de liberacion obte-
nidos, en celdas de Franz, variando las condiciones operacionales propias del ensayo,
se les realizé el analisis matematico aplicando el modelo de Korsmeyer-Peppas, demos-
trando seguir un comportamiento difusional en la mayoria de los casos. Finalmente, se
podria afirmar que este estudio permitié establecer las condiciones operacionales mas
adecuadas y reproducibles en cuanto a la concentracién de B en la dispersién de com-
plejo en el compartimento donor, la velocidad de agitacién, el volumen de muestreo y
la frecuencia de muestreo, mediante los andlisis estadisticos correspondientes.
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