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Resumen y Abstract IX

Resumen

La interaccion de polielectrolitos con contraiones de uso farmacéutico ha sido aprovechada
con multiples propdésitos, tales como la modulacién de liberacion, aumento de estabilidad
de activos e incluso como potenciador de actividad bactericida. Sin embargo, pocos son
los reportes de complejaciébn de polielectrolitos con compuestos antimicéticos o con
excipientes. La presente investigacién buscé obtener complejos polielectrolito (CPE), de
diferente composicién, entre el polimero catiénico Eudragit® E100 y el acido benzoico
(agente preservante) y, evaluar sus propiedades fisicoquimicas y antimicéticas, para
establecer posibles correlaciones entre ellas. Los resultados demostraron la apropiada
obtencion, por el método de evaporacion de solvente, de diez composiciones de CPE
(diferentes en el porcentaje de grupos amino del polication neutralizado con el contraion
benzoato y/o cloruro). Todas las propiedades fisicoquimicas estudiadas: patrones de
difraccion de rayos X, temperatura de transicion vitrea, solubilidad, constante de afinidad,
desplazamiento de acido benzoico por intercambio i6nico, evaluacion de la carga de
superficie y el comportamiento de liberacion, demostraron dependencia de la composicion
de los CPE. Los estudios de actividad realizados frente a los hongos: Candida albicans,
Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens, por su parte, evidenciaron que, a condiciones
de pH controlado, los complejos con mayor porcentaje de contraiéon benzoato contaban
con un mayor efecto sobre los hongos filamentosos, mientras que, los resultados en la
levadura fueron independientes de la composicion. El polimero neutralizado Unicamente
con HCI, también exhibi6 actividad frente a los tres microorganismos. La correlacion de las
variables fisicoquimicas con las antimicoticas para A. brasiliensis y P. rubens demostro
relaciéon directa para solubilidad, pseudo-potencial ¢ y liberaciéon. La causalidad de las
correlaciones fue asociada a la interaccion entre la carga de los CPE con los hongos y a

la cantidad de activo disponible para ingresar a la célula.

Palabras clave: Polielectrolito, complejacion, acido benzoico, Eudragit® E100, actividad
antimicética.
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Abstract

The unique properties arising from the interaction of PE with inorganic or organic
counterions have been explored for a variety of purposes such as drug delivery modulation,
drug stability improvement and as bactericidal activity enhancer. However, there are few
studies involving complexation between polyelectrolytes and antimycotic agents or
excipients. The aim of the present study was focused on polyelectrolyte complex formation
(PEC) between Eudragit® E100 (cationic polymer) and benzoic acid (preservative agent)
obtaining a set of complexes with different composition. Physicochemical properties and
antimycotic activity were evaluated in order to stablish possible correlation. Results
demonstrated the complexes formation, using solvent evaporation method, out of ten
different PEC compositions (difference lies in neutralization amino group percentage by
benzoate/chloride as counterion). The following properties were studied: X-ray diffraction,
thermal analysis, solubility, counterionic condensation constant, benzoate displacement by
ion exchange, surface charge and release profile. Evaluation of these properties proved
that results are depending on PEC composition. Regarding with antimycotic activity, fungi
Candida albicans, Aspergillus brasiliensis and Penicillium rubens, showed that at fixed pH
values, complexes with higher counterion benzoate percentage lead to higher activity on
filamentous fungi whilst activity on yeast was independent of PEC compaosition. Polymer
amino groups were also completely neutralized with hydrochloric acid and its antimycotic
activity was evaluated and it exhibited activity on fungi. Physicochemical properties and
antimycotic activity are directly correlated for A. brasiliensis and P. rubens concerning to
solubility, pseudo, { potential and release profile. This relation might be explained by
interaction of PEC charge with fungi and benzoate amount available to cross cell

membrane.

Keywords: polyelectrolyte complex, benzoic acid, Eudragit® E100, antimycotic activity.
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Introduccion

La investigacion en el desarrollo de sistemas de liberacion modificada para ingredientes
farmacéuticos activos (IFA) es un tema de gran interés en el campo farmacéutico, tanto en
Colombia, como a nivel mundial y es una de las areas de la farmacia que ha permitido
multiples avances, no solo en el control de liberacién del IFA, sino ademas en tépicos como
el aumento de estabilidad, incremento de solubilidad, potenciacibn de actividad
farmacoldgica, entre otros. Afortunadamente para la industria farmacéutica de los paises
de desarrollo intermedio, esta area de investigacion puede ser implementada con un
presupuesto limitado y constituye una oportunidad para coexistir de forma competitiva con
investigaciones de punta, que se focalizan en la sintesis y desarrollo de nuevas moléculas
[1]. En este contexto, los sistemas de liberacion modificada tipo “complejo polielectrolito”
(CPE), son de gran interés, puesto que la interaccion entre polielectrolitos (PE) e IFA con
carga opuesta, modifican propiedades que han sido utilizadas favorablemente con
multiples propdsitos: modulacion de liberacion, enmascaramiento de sabor, compatibilidad

entre IFA, incremento de solubilidad, potenciacion de actividad bactericida, etc. [2].

La interaccién entre el PE Eudragit® E100 (EUE) y activos aniénicos ha sido el centro de
estudio, por mas de una década, de una de las lineas investigacion del grupo
SILICOMOBA perteneciente al Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia. La experiencia en la evaluacion de estos sistemas condujo al desarrollo de la
presente investigacion, que buscé determinar algunas propiedades fisicoquimicas y la
actividad antimicética de CPE obtenidos entre acido benzoico y EUE. La eleccién del
preservante tuvo como proposito ampliar los estudios del grupo al &rea de los excipientes
y, por otro lado, servir como molécula modelo de activo antimicético. Hoy en dia, la
investigacion relacionada con excipientes es uno de los campos que esta en auge a nivel
mundial y el presente trabajo contribuye en este sentido. Aunque en el ambito alimenticio
es bastante comun el desarrollo de CPE con preservantes (en la obtencion de peliculas

comestibles con actividad antimicrobiana) los reportes académicos al respecto son
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bastante limitados, ya que el objetivo de estos estudios es la funcionalidad de las peliculas;
por lo anterior la consolidacién de informacion del analisis de las propiedades
fisicoquimicas asociadas a la interaccién entre un PE y un preservante, es de gran utilidad,
alin mas si se tiene en cuenta que las investigaciones de este tipo son casi nulas en el

campo cosmético y farmacéutico.

Por otra parte, la presente investigacion puede suscitar la investigacion de CPE para otros
agentes antimicéticos; a fin de obtener nuevos entes quimicos con caracteristicas
mejoradas respecto a sus precursores, no solo en términos de actividad, sino también en
funcién de las propiedades fisicoquimicas. Sobre esta base, una de las aplicaciones de la
presente tesis, es el desarrollo de otros CPE entre EUE e IFA antifingicos de caracter
anionico, dado que en las ultimas décadas ha habido un incremento dramético de la
incidencia de infecciones fangicas, que requieren de nuevas propuestas, que suplan los
mayores desafios en el campo de investigacion de enfermedades infecciosas,
considerando la disminucion de la susceptibilidad antifungica de hongos emergentes en

pacientes inmunosuprimidos [3].

Respecto a las correlaciones entre las propiedades fisicoquimicas y la actividad
antimicética de los CPE, la presente tesis aporta informacion Gtil para el direccionamiento
de futuros estudios, ya que, el desarrollo de nuevos CPE con activos antimicoticos, debe
focalizarse hacia los resultados de aquellas variables fisicoquimicas que demostraron
tener incidencia en la actividad antimicética. En este sentido se recomienda especial
atencion a la carga de la superficie de los complejos, a la solubilidad y al comportamiento

de liberacion.



Objetivos

Objetivo General

Estudiar algunas propiedades fisicoquimicas asociadas a la complejacion entre el acido
benzoico y un polielectrolito cationico, asi como la posible influencia en su actividad

antimicotica.

Objetivos especificos

Establecer las condiciones para la obtencion de CPE de diferente composicion, formados

entre el acido benzoico y el Eudragit® E, empleando el método de evaporacion del solvente.

Evaluar la influencia de la composicion de los CPE en las propiedades fisicoquimicas:

solubilidad, constante de afinidad, potencial Z y comportamiento de liberacion.

Estudiar la influencia de la composicién de los CPE en la actividad antimicética de los

sistemas obtenidos.

Establecer las posibles correlaciones entre las propiedades fisicoquimicas de los CPE

obtenidos y su actividad antimicética.






1. Aspectos tedricos

Las primeras investigaciones realizadas con polielectrolitos (PE) de las que se tiene
referencia datan de 1930, sin embargo, el estudio de la ciencia y tecnologia de polimeros
inicié algunas décadas atras con la sintesis y caracterizacién de la estructura primaria. La
evaluacion de la conformacion secundaria surgié afios después impulsada por los avances
desarrollados en otros campos como la bioquimica, en los que se evidencio la importancia
de las interacciones no covalentes, entre ellas las ionicas, en las estructuras y en el
metabolismo de los seres vivos [4]. Uno de los primeros estudios que demostré la
existencia de interacciones poliméricas no covalentes, fue el realizado por Bungenberg de
Jong y col en la Universidad de Leyden en 1932, en el que analizaron varios polimeros de
origen natural en medio acuoso y determinaron que aquellos con grupos ionizables en su
estructura eran capaces de “reaccionar” con otras macromoléculas para formar “complejos
coacervados” siempre y cuando contaran con cargas contrarias. En esta misma
investigacion se establecio que la naturaleza y magnitud de la “reaccion” eran sensibles a

diferentes variables como la temperatura, el pH y la fuerza iénica de la fase en solucién

[5].

En la actualidad existen diversos campos de investigacién dedicados al estudio de las
interacciones poliméricas no covalentes; dentro de ellos, el dedicado a los complejos
polielectrolito (CPE) es uno de los de mayor impacto; sus aplicaciones involucran
diferentes areas del conocimiento, en las que sobresalen los alcances en alimentos,
farmacia, cosmeéticos, pinturas, separacion de minerales, fabricacion de papel y
descontaminacion de suelos [6,7]. Los avances en el campo farmacéutico surgieron a
mediados del siglo XX con algunos estudios como el de Kennon y col de la Universidad de
Wisconsin Madison, en el que evaluaron la interaccion entre carboximetilcelulosa sédica 'y
algunos farmacos de naturaleza quimica cationica (procaina, quinina, difenhidramina entre

otros) confirmando la formacién de los respectivos complejos; sin embargo, por algunos
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afios estos hallazgos fueron asociados Unicamente a incompatibilidades en el desarrollo
de formulaciones farmacéuticas [8,9], fue hasta inicios de los afios sesenta que se
descubri6 el potencial uso de los CPE como sistemas para la liberacion controlada de
farmacos y a partir de ello se han desarrollado multiples investigaciones al respecto con
principios activos de distinta naturaleza [10-24]. Las aplicaciones mas modernas han
permitido modular la liberacion de material génico debido a la alta densidad de carga y
biocompatibilidad con PE [25] e incluso las aplicaciones para la industria farmacéutica no
se han limitado a farmacos, han surgido estudios sobre propiedades de CPE con
propositos relacionados con excipientes como: agentes viscosantes [26-28],
enmascaramiento de sabores desagradables [29—-33], incremento de estabilidad de activos
[34-37], complejacion con agentes preservantes para la obtencion de entidades quimicas
con propiedades mejoradas [38,39], entre otros. Estos estudios enfocados a la interaccion
con excipientes, comparados en proporcion a los desarrollados para controlar la liberacién
de farmacos, son muy pocos, sin embargo cuentan con un gran potencial de investigacion,
pues plantean la posibilidad de obtener “nuevos materiales”, con aplicaciones o con
propiedades mejoradas, a partir de otros previamente caracterizados y totalmente
conocidos [40-43].

En la presente investigacion se estudié la interaccion entre el PE catiénico Eudragit E100®
(EUE) y el &cido benzoico (AB) —como molécula modelo de agente preservante y de activo
antimicético— buscando establecer las posibles ventajas en propiedades como
solubilidad, liberacién o incluso en actividad antimicética de las “nuevas entidades
guimicas”. Para establecer un marco de referencia apropiado, a continuacién, se presentan
algunos aspectos fundamentales en la formacion de CPE y caracteristicas generales de
agentes preservantes de uso farmacéutico; informacion relacionada con el PE y el activo

seleccionados y el estado del arte en el cual se enmarca esta investigacion.

1.1 Fundamento

Polielectrolitos

El término polielectrolito hace referencia a un tipo de macromoléculas que al ser disueltas

en un solvente polar, generalmente agua, adquieren un gran niumero de cargas distribuidas
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a lo largo de la cadena macromolecular; el ADN, las proteinas y ciertos derivados de
celulosa, son algunos de los mas conocidos [44]. Los PE pueden ser clasificados de
diferentes maneras. Basados en su origen en: naturales, sintéticos y modificados
guimicamente; de acuerdo a su composicién: homopolimeros (un solo tipo de monémero)
y copolimeros (mas de un tipo de mondémero); segun su arquitectura molecular, en lineales,
ramificados y entrecruzados; por su electroquimica en: acidos (aniénicos), basicos
(cationicos) y anfolitos (zwiteridnicos) y basados en su solubilidad en: insolubles (resinas
de intercambio i6nico) y solubles (polimeros hidrofilicos dispersables) [45].

En estado “no cargado” los PE se comportan al igual que cualquier otra macromolécula,
pero cuando disocian, aunque solo sea una pequefia fraccién de los grupos ionizables,
todas sus propiedades cambian draméticamente. Las desviaciones del comportamiento
“normal” del polimero derivan de las numerosas interacciones intra e intermoleculares
producidas por la disociacién parcial o total de los pares i6nicos; propiedades como el
coeficiente de difusion, la viscosidad y generacion de dipolos dependen de la expansién
de la cadena polimérica y por tanto de la repulsion electrostatica entre segmentos cargados
[45-48]. Aungue existan multiples estudios experimentales de PE, la plena compresién de
sus propiedades emergié en afios recientes, la razén principal por la gue tomé tanto tiempo
entender este tipo de polimeros es que la interaccidén entre grupos cargados, las fuerzas
hidrofobicas y los puentes de hidrogeno ocurren al mismo tiempo, de modo que la

interrelacion entre estos fendmenos conlleva a diferentes e interesantes efectos, como:

& Formacion de estructura secundaria (linear, aglomerada) en funciéon del tipo de
solvente y carga del PE.

Altos valores de presion osmotica debido a la liberacién de contraiones.
Formacion de complejos con moléculas de carga opuesta.

Mezcla de regiones de concentracion diluida a semidiluida.

€ 6 6 6

Disminucién de viscosidad con el aumento de concentracion [25].

Complejos polielectrolito

Los CPE corresponden al producto de la interaccion entre un PE y otra molécula —
polimérica o no— con carga eléctrica opuesta, en este sentido se pueden obtener CPE
“sencillos”, en los que el contraién corresponde a una molécula de bajo peso molecular o

complejos interpolielectrolito (CIPE) como producto de la reaccion entre al menos dos PE.
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Las interacciones electrostaticas constituyen las principales fuerzas de atraccion en la
formacion de los complejos, sin embargo, los enlaces de hidrogeno, las fuerzas ion dipolo
y las interacciones hidrofébicas frecuentemente juegan un papel determinante en la

estructura final del complejo [49].

Aunque el trabajo experimental en complejacién de PE es bastante amplio, existen muy
pocas aproximaciones teoricas, esto ocurre porque la termodinamica y comportamiento en
solucion de los CPE involucra mdltiples contribuciones como las de los grupos cargados,
los iones presentes, el solvente empleado, entre otros. Las dos aproximaciones mas
frecuentemente utilizadas para describir los fendmenos observados son la teoria de Flory-
Huggins (basada en un campo medio) y una teoria termodinamica estadistica basada en
Debye-Huckel, en esta ultima las interacciones entre cargas del mismo signo causan
repulsion intramolecular que influye en la interaccion y estructura del PE. La aproximacion
de Flory-Huggins se basa en la teoria del campo medio y la calidad del solvente, donde un
buen solvente causa la extensién de la cadena del PE y uno malo la separacién de fases;
este enfoque asume que cada parte de la interaccibn mondmero-monémero y de la
interaccion solvente-solvente tienen la misma energia y desestima la sobreposicién de
cadenas y fluctuaciones. De manera alterna a la teoria de Flory-Huggins, otros métodos,
como el parametro de solubilidad de Hansen, pueden ser utilizados para determinar la

calidad del solvente [25].

Para la formacién de complejos a partir de PE débiles es fundamental controlar el pH y la
fuerza i6nica ya que el comportamiento del polimero depende de estos, por ejemplo, si el
pH causa una densidad de carga muy baja, las fuerzas hidrofébicas y los puentes de
hidrogeno son los que prevalecen. Asimismo, ocurre para el parametro termodinamico que
direcciona la formacion del CPE: a densidades de carga bajas la entalpia es la que controla
el proceso, mientras que a porcentajes altamente cargados del PE, la entropia es la que
dirige la complejacion debido a la liberacion de contraiones que es una de las principales
fuerzas impulsoras del proceso [50,51]. La raz6n por la cual la entropia desempefia un
papel de mayor relevancia en la formacién de complejos es porque la entalpia del PE
cambia muy poco entre estados (s6lido, soluciéon o complejo) en comparacién con la de la

entropia de los contraiones [25].
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Derivado de la informacién reportada en la literatura especializada para la formacion de
CIPE, se plantean tres posibles pasos en la formacién de CPE sencillos, representados en
la Figura 1-1. El primero corresponde a la formacién primaria y aleatoria del complejo
debido a las fuerzas de “Coulomb”; el segundo es el proceso de ordenamiento dentro de
los complejos, que involucra nuevos enlaces, relacionados con interacciones
intermoleculares de valencia secundaria y por Ultimo, estan los procesos de agregacion
entre las diferentes macromoléculas que ya estdn complejadas asociandose entre ellas,

principalmente mediante interacciones hidrofobicas [6,7,49,50].

Figura 1-1 Representacion esquematica de la formacion y agregaciéon de los CPE.
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Agregacidn de los complejos

La atraccién electrostatica que se da entre un PE y un activo con capacidad de ionizar,
corresponde a una reaccion de equilibrio, que de manera simple se representa en la

Ecuacion 1-1 [52] y que en la mayoria de los casos corresponde a una dispersion estable.

Polielectrolito + Activo Complejo (1-1)
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Asociado a este equilibrio existe una constante de afinidad de condensacion idnica, K,

definida en la Ecuacion 1-2 [53].

[complejo] (1-2)
Kee =

[activo][polielectrolito]

De manera mas especifica, para un PE catiénico y un activo acido (AH), los equilibrios
involucrados se representan en la Figura 1-2 [16], donde PEH* hace referencia al PE
protonado y PEH*A corresponde al par iénico formado y representa el estado en el que se
encuentra la mayoria del compuesto acido, ya que estas reacciones cuentan con una alta

proporcion de condensacion idnica [2,35].

Figura 1-2 Equilibrios involucrados en la formacion de un CPE con PE catiénico.

PE +H* —=—— PEH* (Paso A)
AH ~— A +H (Paso B)
PE + AH —= = PEH*A- (Reaccion global)

Los equilibrios descritos en la figura pueden verse afectados por factores como: pH, fuerza
iGnica del medio de reaccion, densidad y distribucién de cargas, relaciéon de mezcla de los
reactivos, orden de adicién, duracion de la interaccion, exposicion de los grupos iénicos en

el PE, grado de ionizacién y flexibilidad de la cadena polimérica [54,55].

En todos los casos el polimero puede ser neutralizado total o parcialmente con el
compuesto de carga opuesta. Segun la relacion estequiométrica utilizada se pueden
obtener, o no, entidades quimicas electro neutras, hecho que —junto a las propiedades
intrinsecas del PE— determinan las caracteristicas del CPE formado: cuando no todos los
grupos ionizables son neutralizados, se obtienen complejos que generalmente son mas
solubles en agua ya que las cargas en exceso (que no participan en la formacion del CPE)
interaccionan con el medio acuoso y son responsables de la estabilidad coloidal de la
dispersion del CPE [56].
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Los CPE se pueden obtener directamente en dispersion o llevandolos al estado sélido.
Existen varias metodologias para la obtencién de CPE en estado soélido, entre las mas

utilizadas estan:

& En solucién: consiste en la dispersion del PE y la molécula de bajo peso molecular
en un solvente que permite la interaccién y que posteriormente es eliminado por
algun método como evaporacion, filtracion, liofilizacién o secado por aspersion.
[2,24,52,53].

& Extrusion: se realiza mediante la mezcla de los reactivos en estado soélido a
temperaturas superiores a la de la transicién vitrea del PE; no requiere de
solventes y es de alto rendimiento a nivel industrial [57,58].

Independiente al método empleado, es posible obtener complejos que cuentan con
propiedades fisicoquimicas diferentes a las de los compuestos de partida, y que reflejan
modificaciones en su solubilidad [2], estabilidad [34-37], comportamiento de liberacién
[12-16,22—-24], entre otras. Las propiedades de los CPE obtenidos no solo son
influenciadas por la composicién quimica del polimero (peso molecular, estereoquimica,
densidad de carga, etc) o por la naturaleza del contraion, sino ademas por las condiciones
experimentales de su obtencién, como la concentracion del PE antes de la mezcla, la

velocidad de agitacion, la fuerza idnica de la solucién, el orden de adicion, entre otras [59].

Existen diferentes técnicas analiticas, tanto para monitorear la formacion del complejo en
el proceso como para evidenciar que las interacciones previstas se hayan dado. En cuanto
a las primeras se destacan: mediciones de turbidez, pH, fuerza i6nica, viscosidad y
dispersién de la luz, mientras que para las segundas (demostrar que la interacciéon entre
el PE y la molécula con carga opuesta realmente tuvo lugar) se emplean: espectroscopia
de IR, RMN, analisis térmico y difraccién de rayos X., técnicas que buscan caracterizar las
diferencias entre los compuestos puros, la mezcla fisica de ellos y el producto de la
interaccion [6,16,34,35,43]

Agentes preservantes

Los preservantes tienen como funcién mantener la poblaciébn microbiana —que en ningun
caso debe ser patégena— por debajo de los limites permitidos durante el tiempo de vida

atil del producto y en algunas formulaciones también durante el tiempo de uso; buscan
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asegurar el bienestar del usuario y la seguridad del producto [60,61]. En formulaciones
farmacéuticas los preservantes se utilizan principalmente en preparaciones liquidas y
semisdlidas, pues son un excelente medio de crecimiento para microorganismos como
hongos, levaduras y bacterias, incluso preparaciones estériles como soluciones oftdlmicas

requieren preservantes para mantener su condicion aséptica durante vida util y uso [62]

La seleccion del preservante debe hacerse teniendo en cuenta multiples consideraciones,
como el sitio de aplicacién del producto, la compatibilidad con la formulacién y las
caracteristicas propias del preservante. Dentro de los antimicrobianos mas comunmente
utilizados en alimentos, cosméticos y productos farmacéuticos se encuentran los

presentados en la Tabla 1-1 [63].

Tabla 1-1 Clasificacién general de los agentes preservantes mas utilizados.

Familia Ejemplos de preservante
Acidos orgéanicos débiles Acidos acético, benzoico, sérbico y sus sales
Esteres Esteres del &cido p-hidroxibenzoico
Alcoholes Alcohol bencilico, alcohol 2,4 diclorobencilico
Aminas, amidas, piridinas Triclocarban, hexamidina, clorhexidina, cloruro de
y sales de benzalconio benzalconio, cloruro de cetilpiridinio.
Derivados Fendlicos Fenoxietanol, Triclosan
Donadores formaldehido Bromonitrodioxano, diazolidinil Urea, imidazonilil Urea.
Derivados de Imidazol Climbazol, DMDM hidantoina.
Otros Bromo - 5 - nitro - 1,3 - dioxano (bronidox),

metildibromo glutaronitrilo, metilcloroisotiazolinona y
metilisotiazolinona

El preservante ideal debe ser efectivo contra un amplio espectro de microorganismos y en
un gran rango de pH, asimismo debe ser atéxico, incoloro, inodoro, soluble en agua, no
alérgeno, ni irritante, econémico y compatible con los demas componentes de la
formulacion. [64]. Todas estas condiciones son dificiles de encontrar en un mismo
compuesto y aln mas si se tiene en cuenta que las listas de los preservantes aprobados
por los entes regulatorios como la FDA son bastante reducidas y que la posible inclusion
de nuevas moléculas, requiere un arduo trabajo de investigacion, debido a las mdultiples
exigencias reglamentarias para su aprobacién, pues se trata de sustancias que
dependiendo de su comercializaciébn pueden llegar a tener una ingesta crénica en
alimentos y medicamentos. Por lo anterior es fundamental hacer una mejor utilizacién de

los preservantes aprobados [65] por lo que, el desarrollo de estrategias para crear
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entidades quimicas con propiedades del compuesto original modificadas, cobra gran

relevancia.
1.2 Complejo desarrollado

El CPE estudiado en este trabajo corresponde al formado entre un PE y un excipiente
“activo”, especificamente un preservante. Se eligié un polimero de caracter catidnico, pues
en el campo de la farmacia estos han sido utilizados en menor medida como posibles
transportadores de moléculas, debido en parte a la toxicidad atribuida a la interaccion con
acidos nucleicos y otras especies cargadas presentes en el organismo [66], sin embargo,
existen polimeros como el quitosano y derivados de polimetacrilatos, que cuentan con
atomos de nitrégeno susceptibles de protonacién que han sido ampliamente utilizados en
formulaciones farmacéuticas y han demostrado seguridad de uso [23,67,68]. Lo anterior
sumado a la experiencia del grupo de investigacién con el manejo del polielectrolito
Eudragit® E 100 (EUE) contribuy6 a su seleccién. Como agente preservante se utilizo acido
benzoico (AB), su eleccién obedeci6 a la presencia del grupo carboxilico en su estructura
quimica, es decir a su naturaleza &cida, a la simplicidad de su molécula y en especial a las
limitantes de uso relacionadas con las propiedades fisicoquimicas como la baja solubilidad
de la especie no disociada; ademas se eligié por su potencial como molécula modelo de

activos antimicoticos.

A continuacion, se presentan algunas de las propiedades mas importantes de las especies

seleccionadas para la formacion del CPE de la presente investigacion.

Eudragit® E100

Copolimero bésico del acido metacrilico, esta conformado por grupos dimetilaminoetil
metacrilato (DMAE), n-butil metacrilato y metil metacrilato en una proporcién molar de 2:1:1
(Ver Figura 1-3); los monémeros se encuentran distribuidos aleatoriamente a lo largo de la
cadena del copolimero. Los grupos amino terciario son susceptibles a protonacién
dependiente del pH: se cargan positivamente a valores de pH debajo de 5, rango al cual
es soluble en agua. Tiene un peso molecular promedio (My) aproximado de 47000 g/mol
determinado por cromatografia de exclusién de tamafo [68,69] y una temperatura de
transicion vitrea (Tg) de 48,5°C [70].
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Figura 1-3 Estructura quimica del PE Eudragit® E100

N \ \
CH; ~CHj C4Hg CHs

Fuente: Tomado de Evonik Industries [69].

El EUE es ampliamente empleado en formulaciones orales y tépicas y generalmente
considerado como no toxico, no irritante y esencialmente seguro en humanos [71,72].
Suele utilizarse para recubrimientos solubles a pH gastrico de tabletas con fines de
enmascaramiento de sabor [67] y para la modificacion de la solubilidad de algunos
farmacos [2,73]. Estudios recientes han demostrado su fuerte interaccion con membranas
biolégicas, debido a la atraccion electrostatica entre las cargas catidnicas del polimero y
los grupos electronegativos de la superficie celular; fenémeno altamente dependiente del

pH y de la presencia de iones en el medio acuoso [74-77].

Acido benzoico

Es uno de los agentes preservantes mas antiguos utilizado en la industria farmacéutica,
cosmética y de alimentos, incluso fue el primero (como benzoato de sodio) en ser aprobado
por la FDA para uso en alimentos. Se describi6é por primera vez en 1875, sin embargo, su
comercializacién se difundié hasta 1900, cuando fue sintetizado en grandes cantidades,
se encuentra en forma natural en algunos frutos y en productos lacteos. Ventajas como su
bajo costo, facilidad para ser incorporado en productos, ausencia de color y una relativa
baja toxicidad lo han convertido en uno de los preservantes mas ampliamente utilizados

en todo el mundo [78].

Es un &cido carboxilico aromatico (Figura 1-4), cuenta con un valor de pKa de 4,2 y debido
a que la actividad antimicrobiana se debe principalmente a la especie quimica no

disociada, el pH maximo recomendado para utilizarlo en una formulacién es de 5,0, sin
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embargo se aconseja el uso a valores de pH inferiores a 4,0. Las concentraciones en las
gue se utiliza oscilan entre 0,05-0,1%, aunque pueden ser mayores cuando se emplea
como ingrediente activo en formulaciones para el tratamiento de infecciones flngicas
superficiales [63]. La solubilidad en agua es de 3,4 g/L a 25°C [79,80]. Cuenta con actividad
sobre algunas bacterias, pero en términos generales es empleado para inhibir el
crecimiento de hongos y levaduras [81]. La ingesta diaria aceptada (ADI) reglamentada por
la JECFA (Junta de Expertos del Comité de Aditivos Alimentarios) para el acido benzoico
es de 0-5mg/kg [82].

El &cido benzoico, al igual que los demas acidos organicos débiles, establece un equilibrio
entre el estado ionico y la forma no disociada, esta Ultima permea libremente a través de
la membrana y entra a la célula, donde se encuentra con un pH mas alto y por ello se
disocia, originando los iones respectivos —benzoato y proton— estos son incapaces de
cruzar la membrana hacia el exterior de la célula, de modo que se difunden en el interior
hasta alcanzar una gran acumulacion. Este proceso ha sido asociado al mecanismo de
accion de los acidos organicos débiles y estd mediado por disrupcion de la membrana,
inhibicién de reacciones metabdlicas esenciales, estrés en los procesos de homeostasis
intracelular y acumulacién de aniones toxicos. En levaduras ademas se ha establecido que
los acidos organicos débiles llevan a una repuesta de estrés energéticamente costosa para
tratar de restablecer la homeostasis que resulta en la reduccién de los “pools” energéticos
necesarios para el crecimiento y otras funciones metabdlicas esenciales de la célula
[78,83].

Figura 1-4. Estructura quimica del Acido Benzoico.
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1.2 Estado del arte

En el campo farmacéutico existen muchos estudios realizados con CPE, en su mayoria
enfocados al desarrollo de sistemas que modifican la liberacion de ingredientes

farmacéuticos activos (IFA) mientras que, para excipientes tipo preservante la informacion
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reportada es escasa, por ello para el marco de referencia de la presente investigacion se
incluyeron estudios con IFA antimicrobianos. En cuanto a estudios de agentes
preservantes se contemplaron otros campos de aplicacién, como el alimenticio, en donde
se ha explotado el disefio de sistemas de liberacion modificada para la obtencién de
envases activos. Adicionalmente se mencionaron investigaciones relacionadas con la

evaluacion de propiedades fisicoquimicas de CPE y estudios de actividad antimicética.

En la Tabla 1-2 se presentan algunos de los estudios recopilados por Bautista D [84] y
otras investigaciones en los que desarrollan sistemas de diversa naturaleza —diferentes a
CPE— para la formulacién de IFA antimicrobianos. A partir de los hallazgos de la tabla se
evidencia que el uso de liposomas y de estrategias que involucran moléculas poliméricas
favorece la actividad de los agentes antimicrobianos, ya que permiten obtener sistemas
con propiedades mejoradas a las del IFA solo; asimismo estos estudios permiten visualizar
los posibles efectos que se pueden dar mediante otras técnicas como la complejacion de

activos.

Tabla 1-2 Investigaciones relacionadas con formulaciones de IFA antimicrobianos y su

efecto en la actividad antimicrobiana.

Autores  Afo Sistema Obtenido Hallazgos

Nacucchi 1985 Piperacilina en liposomas Los sistemas desarrollados, generaron una reduccién al

o My col de fosfatidilcolina y 50% de la CMI frente a Staphylococcus aureus y ademas
[85] colesterol. demostro actividad en presencia de -lactamasa.

Schumac 1997 Ampicilina cargada en La formulacion presentd una mayor estabilidad del

hery col liposomas multilamenares antibidtico y demostré su capacidad para mantener su
[86] de fosfatidilcolina y actividad frente a Micrococcus luteus.

colesterol.

Fontana 1998 Nanoparticulas de Las nanoparticulas exhibieron igual o mayor actividad
y col polietilcianoacrilato antimicrobiana frente a cinco bacterias diferentes.

[87] cargadas con ampicilina.

YuB.y 1998 Anfotericina B cargada en Al evaluar la formulacién de las micelas frente a cuatro
col micelas de copolimeros de hongos diferentes se observo que la CMI era de entre 4y
[88] bloque de poli(éxido de 16 veces menor, que lade dos formulaciones comerciales.

etileno) y poli(B-benzyl-L- Las micelas sin cargar con el antifiingico no presentaron
aspartato). actividad.

Beaulac 1998 Tobramicina en liposomas Se observé que los liposomas obtenidos presentaban una
Cycol compuestos por un mayor actividad frente a las cinco bacterias evaluadas a
[89] fosfatidilglicerol 'y  una concentraciones inferiores a la CMI del antibidtico libre.

fosfatidilcolina.

KimHJy 1999 Vancomicina cargada en Los liposomas cargados con vancomicina mostraron
col liposomas cationicos inhibicion del crecimiento bacteriano de biopeliculas de
[90] obtenidos a partir de Staphylococcus aureus en una proporcidn superior a la

colesterol, lipidos generada por el antibidtico libre.
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catiénicos y una
fosfatidilcolina.

PatelJy 1999 Ampicilina unidade manera El sistema permitié una liberacién prolongada del farmaco
col covalente a una matriz (6 a 8 dias) y demostrd inhibicion del crecimiento de tres
[91] polimérica. bacterias después de un tiempo de latencia de entre 8 y

16 horas.

Senel Sy 2000 Peliculas e hidrogeles de Se encontré que la actividad antifingica de la clorhexidina
col quitosan y clorhexidina. frente a la cepa de C. albicans estudiada (aislado clinico),
[92] se incrementaba directamente con la concentracion de

quitosano utilizado en la formulacion.

FurneriP 2000 Liposomas a base de Al evaluar la actividad de la fluoroquinolona en las

y col dimiristoilfosfatidilcolina y formulaciones desarrolladas sobre 5 bacterias (25 cepas
[93] colesterol cargados con en total) se encontrd una reduccién de los valores de CMI
ofloxacina. respecto al activo libre, esto se atribuyé a un incremento
en la penetracion de antibidtico en la célula y a la
proteccion en contra de condiciones desfavorables del

medio.

Lavasanif 2002 Anfotericina B encapsulada Se obtuvieron las micelas de anfotericina B, estas

ar Ay col en micelas de un permitieron la solubilizacion del farmaco y la reduccién de
[94] copolimero de bloque. su actividad hemolitica sin afectar la actividad

antimicética.

CarafaM 2004 Ampicilina cargada en Se desarrollaron tres formulaciones diferentes y se

y col sistemas vesiculares encontr6 que todas contaban con una mayor actividad,

[95] formados por Tween 20, frente a dos bacterias, en comparacion con la ampicilina
colesterol y cloruro de libre. Las vesiculas con carga negativa fueron las que
cetilpiridinio o dicetilfosfato. arrojaron mejores resultados.

WeiWy 2005 Nanotubos de carbono Se obtuvieron nanotubos de pared simple y mudltiple;
col funcionalizados de manera ambos presentaron actividad antimicética mucho mas
[96] covalente con anfotericina potente que la anfotericina libre frente a los

B. microorganismos: Candida parapsilosis (ATCC 90118),
Cryptococcus neoformans (aislado clinico) y Candida
albicans (ATCC 90112) .

Drulis y 2006 Trece formulaciones Los liposomas catidnicos mostraron una mejor actividad
col diferentes de liposomas antibacteriana al realizar la evaluacion sobre cuatro
[97] catibnicos, aniénicos y microorganismos, dos de ellas reportaron CMI de dos a 4

neutros, cargados con veces mas bajas que la del meropenem libre.
meropenem o gentamicina.

Ruggeri 2006 Sistema formado por discos Las matrices desarrolladas inhibieron el crecimiento de los

V'y col de poliuretanos sintéticos y microorganismos estudiados, para una de las
[98] los antibidticos cefamandol formulaciones se encontr6 efecto sobre cepa de

y rifampicina adsorbidos en  Staphylocccus aureus resistente, hasta por 23 dias.
su superficie.

Turos Ey 2007 Nanoparticulas de Se desarrollaron siete formulaciones diferentes. Al
col poliacrilato unidas determinar las CMI frente a Staphylocccus aureus y a una
[99] covalentemente a cepa meticil resistente se encontr6 que las propiedades

derivados penicilinicos. antibacterianas in vitro eran equipotentes.

TinSy 2009 Mezclas fisicas entre un Estudiaron las CMI de 10 antibidticos en combinacion con
col antibidtico y un polimero o cuatro tipos de quitosano (de diferente peso molecular y
[100] derivado de quitosano. grado de desacetilacion) y con oligosacaridos de

quitosano, frente a cuatro cepas de Pseudomonas
aureginosa se encontrd que los polimeros contaban con
actividad antimicrobiana y que el sulfametoxazol
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presentaba un efecto sinérgico en todas las
combinaciones.

Chamun 2010 Nanoparticulas de Se obtuvieron 8 sistemas nanoparticulados con

deeswari quitosano con oro, unidas concentraciones diferentes de antibidtico. La evaluacion

My col por enlace covalente a antibacterial frente a 3 microorganismos mostré que la
[101] ampicilina. CMI se reducia a la mitad. Los autores resaltan el impacto

de los resultados en la reduccion de los efectos
secundarios del IFA estudiado.

Huynnh 2010 Peliculas de poliuretano Al estudiar los sistemas de liberacion controlada frente a

TT.N.y cargadas con cuatro dos bacterias, se encontr6 que las peliculas permitian
col concentraciones diferentes mantener una actividad antimicrobiana, por al menos
[102] de diacetato de cinco semanas.

clorhexidina.

Chakrab 2010 Nanoparticulas de La vancomicina nanoconjugada redujo la CMI y CMB

orty Sy quitosano  funcionalizado frente a S. aureus resistente al antibiético. Se encontr6
col con &cido félico, y ademéas que era indispensable la funcionalizacion con
[103] conjugadas con &cido fdlico, para contar con el efecto mencionado.

vancomicina.

Arenas T 2012 Mezcla de ampicilina y un Se aprecié un incremento significativo de la actividad
y col compuesto sintético tipo antibidtica de la ampicilina, evidenciado en la reduccién de
[104] chalcona en presencia de la CMI a la mitad de la referente comercial, frente a un

una matriz  polimérica aislamiento clinico de Staphylococcus aureus resistente a
hidrosoluble. penicilinas.

Cui Xy 2013 Compdsitos de una mezcla En la evaluacion in-vitro de la actividad cualitativa de los
col homogénea de vidrio compoésitos frente a S. aureus se encontré que la
[105] bioctivo de borato, formulacién sin antibiético también contaba con efecto

quitosano y sulfato de
gentamicina.

antibacteriano, aungue en una menor proporcion.

Para investigaciones especificas de sistemas tipo CPE con IFA antimicrobianos, se elabord

la Tabla 1-3 con algunas de los estudios mas relevantes al respecto.

Tabla 1-3 Estado del arte de CPE con farmacos con actividad antimicrobiana.

Autores  Afio Sistema Obtenido Hallazgos
KroneV 1994  Patente de CIPE, en forma La composicion de los complejos con al menos uno de los
y col microparticulada para activos (péptidos, proteinas, enzimas, inhibidores de
[106] diversos agentes activos. enzimas, antigenos, agentes citostaticos,
antiinflamatorios, antibidticos o vacunas) asegura una
administracion de estos, con un efecto benéfico en su
biodistribucion, biodisponibilidad y absorcion.
De la 2003 CIPE del tipo Estudiaron varios complejos y sus mecanismos de
Torrey quitosano/poliacido acrilico liberacién. Encontraron que las interacciones entre el
col — amoxicilina. farmaco y los polimeros retardaban el proceso de
[13] liberacion y que era posible utilizarlos para la liberacién del

activo a nivel géstrico.

Nurkeeva 2004

y col
[107]

Estreptomicina sulfato y un
polimero derivado del 4cido
acrilico.

Caracterizaron el complejo y demostraron que la actividad
antibacteriana del farmaco era comparable a la del
complejo formado.
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Pandey 2004 Microesferas de CIPE La formulacion permitié aumentar el tiempo de vida media
Ry col quitosano-alginato de los activos y potenciar su biodisponibilidad. El estudio
[108] cargadas con rifampicina, in vivo mostré6 un efecto en 10 dias, equivalente al
isoniazida y pirazinamida. generado en seis semanas por el tratamiento
convencional.
YuS.H.y 2004 Membranas de CIPE Desarrollaron una formulaciéon del CIPE con
col quitosano — alginato, con caracteristicas fisicas deseadas para utilizar sobre
[109] sulfadiazina  de plata heridas, al incorporar el principio activo y evaluar sobre P.
incorporada. aeruginosay S. aureus demostraron capacidad para evitar
la proliferacion de bacterias para la via de administracion
disefiada.
Bigucci 2008 CIPE quitosano — pectina Optimizaron el proceso de obtencién del complejo
F.y col formulado con interpolielectrolito para asegurar la liberacion colénica de
[110] vancomicina. vancomicina.
Gomez 2008 CIPE guitosano — Evaluaron la influencia del peso molecular de quitosano y
M. y col carboximetilcelulosa, la proporcién entre este y la carboximetilcelulosa, en la
[111] formulado con liberacién gastrica de claritromicina. Encontraron que el
claritromicina. pH del medio, las caracteristicas de erosién de los
polimeros, el pKzdel farmaco y la interaccion entre los dos
PE son los principales factores que gobiernan el proceso
de liberacion.
Esteban 2009 CPE entre carbomero y Investigaron la interaccion entre el CPE, evaluaron sus
S, y col azitromicina. propiedades de liberacion y estabilidad, encontrando que
[35] la estabilidad de la azitromicina se incrementaba por la
formacion del complejo, asimismo se concluyé que su
actividad antimicrobiana se favorecia indirectamente.
Seleem 2009 Copolimeros de bloque EI complejo obtenido fue evaluado in vivo con ratones
M vy col anionicos complejados con infectados con Brucella melitensis, los resultados
[112] los activos estreptomicinay mostraron reduccion en el niUmero de bacterias viables en
doxiciclina. higado y bazo, comparado con los farmacos libres.
Zan Xy 2010 PE multicapa con iones de Obtuvieron peliculas de PE multicapa que contenian iones
col [113] plata. de plata y encontraron que su actividad antibacterial se
mantenia por un tiempo prolongado. Sugieren utilizar la
misma técnica para incorporar otros agentes
antimicrobianos.
Moskowit 2010 CPE multicapa con Desarrollaron el complejo para recubrir implantes 6seos y
sJy col gentamicina. eliminar infecciones asociadas a la cirugia mediante la
[114] liberacion controlada del antibidtico. Recomiendan
emplear la misma estrategia con otros tipos de IFA y otros
fines terapéuticos (manejo del dolor, osteomielitis, etc).
Marinelic 2010 CIPE quitosano — Estudiaron una pelicula del CIPE para la liberacion de
hDMy carbomero y econazol. econazol en el tratamiento de candidiasis cutanea;
col encontraron buenos resultados para la actividad in vitro,
[115] que sugieren el desarrollo de una forma farmacéutica de
solo una dosis diaria.
Ranjan A 2010 Complejos formados entre La formulacion desarrollada permitié obtener un sistema
y col gentamicina y copolimeros de liberacion controlada, que arrojo en el estudio in vivo
[116] anionicos. de salmonelosis murina, una reduccion en el nimero de

bacterias viables en higado y bazo.
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OliveraM 2011 Dos tipos de CPE: Desarrollaron una formulacion con los dos complejos para
y col 1. Acido alginico e liberar rifampicina en estomago e isoniazida en intestino.
[117] isoniazida La formulacién garantiz6 una mayor estabilidad de
2. Carboximetilcelulosa y rifampicina en medio acido e indirectamente el aumento
rifampicina. de su efectividad y reduccién de efectos adversos.
AroraS. 2011 Amoxicilina cargada en Mediante el disefio estadistico experimental “Box-
y col CIPE quitosano — alginato Behnken”, optimizaron la formulacién del complejo y
[118] de sodio. obtuvieron un sistema nanoparticulado con movilidad
adecuada y penetracion de mucosa gastrica aceptable
para la erradicacion de H. pylori.
Romero 2012  Eudragit® E100 y Evaluaron la interaccion del CPE y encontraron que la
VL, y col ofloxacina. actividad bactericida del antibiético sobre Pseudomonas
[119] aeruginosa se potenciaba por la formacion del complejo,
debido al efecto del PE cationico sobre la membrana. Se
consider6 la obtencion del complejo como una
herramienta Util para ampliar el espectro de antibidticos
cuyo uso clinico se ha limitado por la impermeabilidad de
la membrana bacteriana.
Cheow 2012 CPE de los antibidticos Desarrollaron los complejos nanoparticulados, como
W.S. y ofloxacina y levofloxacina alternativa para la liberacion de antibidticos en via de
col con el PE sulfato de administracion pulmonar. Encontraron que la formulacion
[120] dextrano. permitia obtener sistemas con altos porcentajes de carga
de los principios activos. Al evaluar su actividad frente a
Pseudomonas aeruginosa se demostré que las CMI se
mantenian iguales respecto a los valores del antibiético
libre.
Barajas 2014  Asociacion polimérica entre  Evaluaron el efecto de la asociacion en tres cepas de S.
S el polimero PAM-18 Na (sal aureus, se encontr6 que para las dos cepas resistentes se
[121] sbdica de poli(acido reducia la CMI del antibiético en aproximadamente un 75
maléico-alt-octadeceno)) y %, ademas se observo que la matriz polimérica no poseia
ampicilina trihidratada. efecto antimicrobiano.
UrefiaN 2015 Recubrimiento de lentes de Los recubrimientos desarrollados demostraron inhibir la
[122] contacto con un CPE de formacion de biopelicula en los lentes de contacto,
capa por capa entre especificamente frente a la cepa de Pseudomonas
gentamicina, la enzima aeruginosa ATCC 10145.
acilasa y el PE
polietilenimina cargado
positivamente.
Bajpai 2016  Peliculas de CIPE: La evaluacion de la actividad antimicrobiana frente a
SK vy quitosano y un polimero Escherichia coli de las peliculas desarrolladas mostré un
col derivado de acrilamiday del notable desempefio en comparacion con las peliculas sin
[123] acido itacénico, cargada cargar.
con nanoparticulas de
plata.
Angulo 2016 Complejo de asociacién Al determinar las CMI del complejo frente a tres cepas de
D.C. entre ampicilina y el S. aureus se encontré que los valores se mantenian
[124] polimero sal sédica del poli iguales a los del tratamiento ampicilina, concluyendo que

(acido maleico-alt-
isobutileno) PAM-4Na.

el polimero no tiene la capacidad de potenciar el efecto
antimicrobiano de la ampicilina ya que no genera
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pseudofases  hidré6fobas para retener terceros
componentes.

Para los estudios presentados en la Tabla 1-3 se observa que la investigacién de CPE con
IFA antimicrobianos es bastante amplia y que abarca tanto CIPE como complejos sencillos,
ambos han permitido la obtencién de entidades quimicas con propiedades diferentes a las
del agente antimicrobiano sin complejar, que se reflejan en caracteristicas de mayor
ventaja para el tratamiento de infecciones. Esto es logrado mediante diferentes flancos:
sistemas que se adecuan a la via de administracibn como peliculas, incremento de
estabilidad del IFA, adherencia al tratamiento por disminucion en la frecuencia de
administracion y modificacion de la liberacion de los activos para su direccionamiento sitio-
especifica. Todas en general permiten la optimizacién de los IFA y mantienen o aumentan

la actividad antimicrobiana.

En cuanto a investigaciones desarrolladas para CPE de agentes preservantes, se encontrd
un campo especifico de accidn en los envases activos de la industria alimenticia. El
concepto tradicional de envase involucra preservar la calidad del producto mediante una
minima interaccién, sin embargo, estos materiales rompen con este modelo pues
contienen activos antimicrobianos que prolongan el tiempo de vida util del producto
disminuyendo la cantidad de preservante que tiene que adicionar al alimento, incluso han
demostrado utilidad en la inhibicibn de las reacciones de degradacién que ocurren
principalmente en la superficie de los alimentos. Las publicaciones relacionadas en la
Tabla 1-4 corresponden a este tipo de envases e incluyen Unicamente estudios que por la
naturaleza quimica de los componentes corresponden a CPE, sin embargo existen
multiples investigaciones de peliculas comestibles conformadas por polimeros
biodegradables, que cuentan con actividad antimicrobiana, pero no presentan ninguna

interaccidn acido-base en su estructura [125-129].

Tabla 1-4: Estado del arte de CPE con preservantes en alimentos.

Autores  Afio Sistema Obtenido Hallazgos
ChenY. 1996 Quitosano -metilcelulosa y Disefiaron los envases activos y evaluaron la actividad
y col sorbato de potasio 0 antimicética, encontrando inhibicién en el crecimiento de
[130] benzoato de sodio. los microorganismos estudiados y una adecuada
liberacion de los preservantes. Adicionalmente

demostraron la interaccion iénica entre el carboxilo del
conservante y el grupo amino del quitosano.
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Ouattara
B.y col.
[131]

2000

Acidos acético y propionico
en peliculas de quitosano.

Evaluaron la difusién de los &cidos desde peliculas de
envases activos hechas con quitosano, y determinaron
que tal comportamiento se desviaba del modelo de
difusién de Fick, ademas estudiaron el efecto de la
temperatura y encontraron que se acomodaba al modelo
de Arrhenius.

CagriAy
col
[132]

2001

Aislado de proteinas de
suero de leche y acido
sérbico o p-aminobenzoico.

Al incorporar los &cidos de interés a diferentes
concentraciones en las peliculas comestibles preparadas
con el aislado proteinico, se observé la inhibicion del
crecimiento de las cepas de las tres bacterias estudiadas
a pH 5,2. Adicionalmente se evaluaron propiedades
mecanicas de las peliculas y se prob6 su utilidad para
preservar alimentos.

Janes M.
E vy col
[133]

2002

Nisina y/o propanoato de
calcio y la proteina de maiz
zein.

Obtuvieron  peliculas  comestibles de diferente
composicion en dos medios: etanol y propilenglicol; al
realizar la evaluacion antimicrobiana frente a L.
monocytogenes se observdé su potencial uso para la
preservacion de productos tipo “carnes refrigeradas listas
para comer”.

Dawson
J.L.ycol
[134]

2002

Nisina y/o acido laurico y
aislado de proteina de
soya.

Mediante prensado en caliente se obtuvieron peliculas de
cada uno de los activos y de su combinacion. Al evaluar
su efecto frente a un indculo de L. monocytogenes y a un
embutido de pavo contaminado con el mismo
microorganismo se encontré un descenso significativo del
conteo de bacterias hasta por 21 dias.

Pranoto
Y. ycol
[135]

2005

Nisina, sorbato de potasio o
aceite de ajo y quitosano.

Peliculas comestibles de cada uno de los activos fueron
obtenidas y evaluadas frente a cinco bacterias patégenas
comunmente encontradas en productos carnicos,
adicionalmente se realiz6 andlisis FTIR de las peliculas y
de sus propiedades fisicas. Los resultados mostraron
inhibicion del crecimiento de las bacterias para todas las
formulaciones. La interaccion sorbato de potasio -
quitosano fue confirmada por FTIR y asociada a la
modificacién de algunas de las propiedades fisicas de las
peliculas.

Vascone
z M.y col
[136]

2009

Mezclas de almidon de
tapioca y quitosano y/o
sorbato de potasio.

Crearon peliculas comestibles, para cubrir alimentos con
actividad antimicrobiana, a partir de las mezclas
mencionadas, para proteger filetes de salmon.
Determinaron que el almidon y el sorbato de potasio
disminuian la actividad del quitosano.

Salleh E
y col
[137]

2009

Almidoén, quitosano y acido
laurico.

Las peliculas disefiadas con los dos polimeros y acido
laurico fueron caracterizadas por FTIR y difraccién de
rayos X. Luego se evalu6 transparencia, transmision de
oxigeno y tasa de transmision de vapor de agua; los
resultados demostraron que las peliculas obtenidas
contaban con propiedades de barrera ideales para su uso
como peliculas antimicrobianas.

Guillard y
col.
[138]

2009

Acido sorbico y peliculas de
agar, gluten de trigo y cera
de abejas.

Disefiaron un modelo matematico que describe la
liberacion del acido sorbico a partir de cada una de las
peliculas utilizadas como recubrimiento interno en
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productos alimenticios que son capaces de controlar la
liberacion del preservante.

En las investigaciones de la Tabla 1-4 se observa que los PE de eleccion son de origen
natural, esto obedece a que los sistemas son desarrollados para que sean comestibles;
también se observa que todos permitieron el control del crecimiento microbiano para el que
fueron disefiados. De manera general, estos estudios (relacionados con el disefio de
envases activos) incluyen algunos de los siguientes aspectos: proceso de obtencidn,
ensayo de liberacion (o modelamiento) y estudio microbiol6gico. Sin embargo, son muy
pocos los que estudian el tipo de interaccion que ocurre entre el agente preservante y el
polimero involucrado ya que su principal propésito es corroborar su funcionalidad. Este
hecho dificulta la consolidacion del nuevo conocimiento adquirido en CPE de agentes
preservantes y corrobora la necesidad de reportar informacion desde el punto de vista

fisicoquimico de este tipo de sistemas.

Respecto a las investigaciones realizadas en el campo farmacéutico y cosmético para CPE
con preservantes, se hallaron mucho menos reportes; en la Tabla 1-5 se relacionan

algunos de los existentes.

Tabla 1-5. Estado del arte de CPE con preservantes en farmacia.

Autores  Afo Sistema Obtenido Hallazgos

Coquelet 1996  Polimero del &acido acrilico Observaron la disminucion del efecto irritante del
y col con cloruro de benzalconio. antimicrobiano en las células de la superficie ocular sin
[38] alterar su actividad preservante en formulaciones

oftadlmicas.

DesaiS 1997 Preservante tipo amonio La patente reivindica un sistema tipo CPE como
y col cuaternario polimérico y preservante para soluciones oftalmicas con principios
[139] acido borico. activos acidos. ElI complejo asegura formulaciones

estables que cumplen con los requisitos minimos de
efectividad de preservantes exigidos por la USP vy la
Farmacopea Europea.

Ketelson 2009 Interaccioén entre cloruro de El Laboratorio Alcon Research Ltda, patentd a nivel
y col benzalconio y un PE internacional, un método en el que se obtuvo un complejo,
[39] anionico. gue preserva soluciones de lentes de contacto. El sistema
consta de polielectrolitos aniénicos que se unen de
manera reversible a preservantes de caracter catiénico,
esta union permite reducir los efectos no deseados del

biocida y asegurar su actividad.

Aunque la aplicacion de los CPE como agentes preservantes, para la industria

farmacéutica ha sido desarrollada escasamente, el par de estudios mencionados en la
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Tabla 1-5 muestran el potencial de este tipo de investigacion que permiten, por ejemplo, a
partir de un compuesto tan conocido como el cloruro de benzalconio realizar una
adecuacion y obtener una nueva materia prima con propiedades mejoradas, para este caso
relacionadas con menor efecto irritante. Lo anterior refuerza la teoria de que este tipo de
investigacion sirve como punto de partida para el desarrollo de nuevas materias primas

con caracteristicas ventajosas frente a sus precursores.

Los estudios relacionados con la caracterizacion y evaluacibn de propiedades
fisicoquimicas de CPE son bastante numerosos, sin embargo, la mayoria de ellos hacen
énfasis Unicamente en el comportamiento de liberacién, pues se trata de sistemas
desarrollados precisamente para modificarla, asimismo, existe una mayor documentacién
de los complejos que son obtenidos a partir de PE de caracter anionicos. Para los fines
gue se persiguen en el presente estudio, basta con mencionar las investigaciones incluidas
en la Tabla 1-6 las cuales plantean un panorama claro de las técnicas de caracterizacion

y las propiedades fisicoquimicas que usualmente son evaluadas.

Tabla 1-6 Estudios de caracterizacion y evaluacion de propiedades fisicoquimicas de CPE.

Autores Afo CPE Hallazgos

Jimenez- 2003 Carbomero y Realizaron un estudio de las propiedades de equilibrio y de la cinética

Kairuz y metoclopramida. de liberacién del activo, para ello determinaron coeficiente de reparto,
col potencial electrocinético y perfil de liberaciéon. Los resultados
[140] mostraron que el sistema se comportaba como un reservorio del

farmaco que se caracterizaba por contener una alta concentracion de
metoclopramida en forma del par iénico, ademas se evidencio que el
complejo permitia controlar la liberacion del activo y que su cinética
dependia de la naturaleza y pH del medio.

Quintero 2008 EuE y siete Estudiaron lainteraccion entre el PE y los siete activos, entre los que
sy col [2] activos figura el &cido benzoico. Los complejos obtenidos en el estado solido
anionicos. fueron caracterizados por espectroscopia infrarroja y difraccion de
rayos X. Posterior a ello se realizé la evaluacién de su solubilidad
cualitativa y para algunos de los complejos se determind ademas
constante de afinidad/distribucién de especies y comportamiento de
liberacion, mediante el ensayo de celdas de Franz. Los autores
concluyen sobre la utilidad de este tipo de sistemas como reservorio
de farmacos de carécter anionico.

Ardusso 2009 Complejos entre Evaluaron las propiedades de liberacion y de equilibrio de los

y col los PE: complejos, para ello determinaron coeficiente de reparto y perfil de
[141] carbomero, EuL liberacion. Los resultados indicaron que las constantes de afinidad
y EuS; ylos IFA: para los complejos de lidocaina con el carb6mero disminuian a
lidocaina, medida que aumentaba el porcentaje de condensacion del contraién,
atenolol y mientras que para los otros PE permanecian constantes,

metoclopramida. adicionalmente se establecié que la liberacién de los farmacos fue
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modulada por la formacion del complejo y que dependia de la
disociacién del par i6nico.

BaenaY 2011 EuE y Investigaron la formacién de CPE entre el PE y el IFA, para ello
y col diclofenaco. prepararon sistemas de diferente composicion que fueron
[142] caracterizados por IR y DRX, luego realizaron la evaluacion de la

solubilidad aparente de todos los complejos y encontraron que
producto de la interaccion ionica era posible obtener entidades
quimicas con mayor solubilidad que el diclofenaco.

Zoppiy 2012  Carbémero y Evaluaron la interaccién entre el activo y el PE, para ello se obtuvo

col pilocarpina. un complejo tanto en estado solido como en dispersién, que fue

[143] caracterizado mediante las técnicas de RMN, IR, DRX, DSC,
potencial Z y SEM, adicionalmente se realiz6 un estudio de
estabilidad que demostré que la formacion del complejo protegia al
farmaco de la degradacion.

Guzméan 2012 EuE y Complejos de diferente composicion en cuanto al porcentaje de

M.L.y col dexametasona neutralizacion (de activo o de acido clorhidrico) fueron obtenidos por
[71] fosfato como evaporacion del solvente. Para su caracterizacion se utilizé FTIR,

molécula DSC, TGA, 'H NMR y liberacién por celdas de Franz. Se encontrd

modelo. que la interaccion del polimero con el grupo fosfato era bastante
fuerte comparada con los activos que cuentan solo con el grupo
carboxilico, para ello se hicieron algunos ensayos con complejos
equivalentes de acido benzoico, que demostrd las particularidades
de la interaccion electrostatica EUE — fosfato.

Quintero 2014 EuE y Se desarroll6 una formulacion oftalmica a partir de un complejo

sA.D.y flurbiprofeno. obtenido entre los dos componentes mediante evaporacion del

col solvente. Entre otras pruebas, se realizd la caracterizaciébn por
[72] coeficiente de particion, potencial electrocinético, tamafio de
particula, determinacion de pH y liberacion in vitro. Los resultados
demuestran un uso prometedor para el complejo, por el aumento de
la solubilidad aparente del activo y una mayor velocidad de liberacion
frente a una preparacién comercial y a la solucién del activo en agua.

Ramirez- 2014 EuE y enalaprii Empleando la técnica de evaporacién de solvente, se obtuvieron tres

Rigo M.V maleato. complejos entre el polimero y el activo, estos fueron caracterizados
y col en estado sélido por FTIR, DSC, DRX y sorcion del vapor de agua
[144] en camaras de humedad. En dispersién se evalué pH, potencial

electrocinético y liberacion, entre otras pruebas biofarmacéuticas.
Los autores encontraron que los sistemas obtenidos correspondian
a nuevas entidades quimicas con propiedades mejoradas del
farmaco estudiado.

Salaman 2017 EuE y ampicilina Se obtuvo el ionémero (EuCl’) del polimero mediante reaccién con

caH.C. trinidrato como HCI, este fue caracterizado por titulacion potenciométrica, FTIR y
y col molécula DSC, ademas se evalué el efecto del pH, tiempo, concentracion del
[145] modelo. polimero y carga del activo en el didmetro hidrodindmico y el

potencial Z. Los resultados mostraron dos grupos poblacionales de
nanoparticulas, sin embargo la formacion del complejo con ampicilina
demostro reducir ligeramente la degradacion hidrolitica del farmaco.

Los anteriores estudios, ejemplifican de manera sencilla las pruebas que suelen realizarse

a este tipo de complejos y ademas permiten contar con un marco de referencia para el

desarrollo e investigacion en CPE. Dentro de los analisis mas comunes se encontraron:
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FTIR, DSC, DRX, determinacion de pH, solubilidad, constante de afinidad, potencial Z y

liberacion; todos en conjunto permiten conocer la interaccion iénica del complejo y las

propiedades que se derivan de ésta, asimismo interpretar las aplicaciones que se le han

dado tanto en la industria farmacéutica, como en la cosmética y alimenticia.

Finalmente, se presentan algunos estudios relacionados con la evaluacion de actividad

antimicética. Para ello en la Tabla 1-7 se incluyeron investigaciones relacionadas

directamente con el preservante seleccionado en este estudio, 4cido benzoico (AB) y otras

desarrolladas para los hongos elegidos en la evaluacién de la actividad de los CPE

obtenidos (Candida albicans, Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens).

Tabla 1-7. Estudios para la evaluacion de actividad antimicotica.

Autores

Afo

Antimicético

Hallazgos

Adarme
V'y col
[146]

2008

AB y 4cido sorbico.

Estudiaron el desempefio de los preservantes como agentes
de control de crecimiento de levaduras en un proceso de
fermentacion de &cido citrico. La evaluacién de la actividad se
hizo sobre las levaduras Candida glabrata y Saccharomyces
cerevisiae; como métodos de evaluacion de actividad se
emplearon difusion en agar y dilucion en caldo. Se
encontraron resultados consistentes Unicamente con el
segundo método y se determiné que el acido soérbico contaba
con mejores propiedades antimicoticas que, sumadas a otros
pardmetros como toxicidad y efecto sobre el producto,
favorecieron su seleccion para el control de crecimiento de
levaduras en el proceso.

Pundir
RK'y col
[81]

2010

AB, acetato de sodio,
acido citrico, &cido
aceético y acido lactico.

Investigaron la actividad antifingica de algunos agentes
preservantes frente a ocho hongos tipicos en la
contaminacion de productos de panaderia, como método
utilizaron dilucién en agar. Para el AB se encontr6 inhibicién
del crecimiento micelial del 75 al 100% en todos los hongos
evaluados, correspondiente al segundo mejor agente
antimicético evaluado.

Levinskai
té L
[147]

2012

AB, lactato de sodio,
sorbato de potasio.
Topax DD, Suma Bac
D10, Biowash y F210
Hygisept.

Evalué la susceptibilidad de tres hongos filamentosos a la
accion de algunos preservantes y desinfectantes, para ello
realizé6 ensayos de germinacién de esporas y crecimiento
micelial. Los resultados demostraron que dentro de los
agentes preservantes el AB y el sorbato de potasio exhibieron
los mejores porcentajes de inhibicion y ademas que su accion
fue més potente sobre el crecimiento micelial que sobre la
germinacioén de esporas.

WenlLy
col
[148]

2011

Extractos etandlicos de
cuatro plantas
peruanas.

Evaluaron la actividad antimicética de los extractos sobre
varios hongos, entre los que se encontraba Candida albicans.
Como métodos de evaluacion se utilizaron difusion en agar y
microdilucion, los resultados mostraron buena actividad
antifingica in vitro de uno de los extractos, que permitié
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ademas establecer un marco de referencia que avala el uso
de estas plantas como medicinas tradicionales para
infecciones micéticas de la piel.

Duque N
y col
[149]

2008

Extractos crudos de tres
plantas pertenecientes
a la familia Rubiaceae.

Investigaron la actividad antimicética de los extractos, sobre
el hongo Aspergillus niger y la levadura Candida albicans,
para ello utlizaron los métodos de difusion en agar
microdilucién y macrodilucion, determinando como mejor
técnica esta Ultima, en la que se demostr6 el efecto de los tres
extractos sobre la levadura, sin embargo, no se observo
ningun tipo de actividad sobre el hongo filamentoso.

Huamani
My col
[150]

2005

Diez plantas
medicinales del Peru.

Determinaron la actividad antifingica contra Candida albicans
y Aspergillus niger de las diez plantas, utilizando como
métodos difusion y dilucién en agar y como control positivo
nistatina. Los resultados mostraron actividad de los extractos
provenientes de la mitad de las plantas sobre la levadura,
mientras que para el hongo filamentoso no se observo
ninguna actividad antimicética para ninguno de los extractos.

Tequida-
Meneses
My col
[151]

2002

Extractos  alcohdlicos
de catorce plantas
silvestres.

Estudiaron la actividad antimicética de los extractos sobre la
inhibicion de seis hongos filamentosos que incluian al
Aspergillus niger y al Penicillium chrysogenum. EI método
utilizado fue diluciéon en agar. Los autores reportan mucha
variacion en el grado de inhibicién de crecimiento de los
hongos en el estudio: mientras algunas plantas mostraron
actividad sobre todos los hongos, otras apenas ejercieron una
minima inhibicion; el Aspergillus niger se caracterizé por ser
uno de los mas resistentes.

Viuda-
Martos M
y col
[152]

2007

Aceites esenciales de
limén, mandarina,
toronja y naranja.

Investigaron el efecto de los aceites esenciales en el
crecimiento de cuatro hongos filamentosos comdnmente
asociados a la contaminacién de alimentos, en los que se
encontraban el Aspergillus niger y el Penicillium
chrysogenum. Para ello se utiliz6 el método de dilucion en
agary se encontro que todos los aceites esenciales mostraron
actividad antimicética; el de naranja fue el méas activo sobre el
Aspergillus mientras que el de toronja lo fue para el
Penicillium. Finalmente se recomienda su uso como aditivo en
la industria alimenticia .

RajuHy
col
[153]

2010

Ocho derivados del 1-
(4-metoxibenzil)-3-
ciclopropil-1 H- pirazol-
5-amino.

Sintetizaron los derivados y les evaluaron su actividad
antimicrobiana frente a tres bacterias Gram positivas, tres
Gram negativas y cinco hongos filamentosos dentro de los
que se encontraba el Penicillium chrysogenum. Los métodos
evaluados en los hongos incluyeron la difusion en agar y
macrodilucion; estos resultados permitieron hacer la
seleccion de tres de las moléculas mas promisorias como
nuevos agentes antimicrobianos

En la Tabla 1-7 no se encuentran estudios con cepas de Aspergillus brasiliensis o

Penicillium rubens; en su lugar se mencionan algunos para Aspergillus niger y Penicillium

chrysogenum; esto fue debido a que al iniciar la presente investigacion, el laboratorio en

gue se desarrollo la metodologia habia adquirido cepas de los dos ultimos hongos, sin
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embargo, en los ultimos afios se realizd la reclasificacion de estas y actualmente son
reconocidas como Aspergillus brasiliensis ATCC®16404 y Penicillium rubens ATCC® 9179.
A pesar de esto, las condiciones de andlisis recomendadas no se invalidan porque
corresponden a las mismas. Con base en los estudios mencionados se disefid la
metodologia para la determinacion de la actividad antimicética de los complejos obtenidos,
las condiciones seleccionadas se establecieron a partir de aquellas referenciadas en la
Tabla 1-7 (Ver Capitulo 4).



2. Obtencion de los complejos

Las investigaciones realizadas en CPE en el campo farmacéutico para sistemas entre un
PE y una molécula de bajo peso molecular, cominmente el IFA, han sido desarrolladas
mediante diferentes metodologias de obtencién. En la Figura 2-1 se representan las mas
utilizadas; en ésta se observa que basicamente existen dos procedimientos: uno en el que
los dos componentes se encuentran en dispersion y el otro, extrusion por fusién, en el que

los materiales de partida se encuentran en estado sélido.

Figura 2-1 Procedimientos utilizados para obtencion de complejos PE-IFA.

PE IFA PE IFA
(dispersion) (solucion) (sdlido) (solido)
Y
Condensacion Extrusion
CPE en caliente
Y 1 Evaporacion ¢
CPE en CPE de baja CPE en lofizacd CPE
hidrogel solubilidad || dispersion lotRzacion sélido

Secado por aspersion A

Filtracién

Fuente: Adaptado de Olivera M y col [154].

El medio utilizado para el primer procedimiento puede ser agua o un solvente como etanol
o acetona. Dependiendo de la naturaleza quimica y de la solubilidad del CPE formado, se
pueden presentar los tres escenarios incluidos en la figura: formacion de un hidrogel
[43,140], de un precipitado [52] o de la dispersion estable de complejo [155]. Esta Ultima
puede ser utilizada directamente como una formulacién del IFA o ser sometida a algun
método que elimine el solvente (evaporacion, liofilizacién, secado por aspersion) para

obtener el CPE en estado sélido.

La metodologia de obtencion elegida para la presente investigacion fue la de los dos

componentes en dispersion y posterior eliminacion del solvente orgénico por evaporacion.
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Esta metodologia fue seleccionada porque ya existian reportes de su uso con resultados
satisfactorios para la formacion de complejos entre EUE y AB [2,71,156], es una de las mas
sencillas de implementar, ya que no requiere de tecnologia especial como lo exige el
proceso de extrusion por fusion o los procesos de secado mediante aspersién o
liofilizacion; metodologias que al momento de escalar la obtencion de los CPE a nivel
industrial son una buena opcion, pero para los fines del presente estudio son innecesarios.
Para la metodologia seleccionada no existen reportes en los que se establezcan cuales
son los pasos criticos para la generacion de la interaccion entre moléculas, por ello se
decidié evaluar algunas variables relacionadas al proceso de obtencién con el propdsito

de reconocer aquellas que son de mayor relevancia.

La interaccion entre el PE y el IFA suele generar altas tasas de condensacion contraionica
y dispersiones coloidales estables, sin embargo, en algunos casos, la adicién
complementaria de contraiones inorganicos contribuye a un grado de dispersabilidad
mayor y a una mejor compatibilidad en agua [25,154]. Para PE catidénicos es comun la
inclusion de contraiones cloruro (CI) en la obtencién de CPE, por ello para establecer la
composicion de los complejos de esta investigacion entre EUE y AB se tuvo en cuenta la
neutralizaciéon adicional de los grupos protonables del polimero —grupos DMAE

(dimetilaminoetil metacrilato)— con &cido clorhidrico.

2.1 Metodologia

2.1.1 Materiales

Acido benzoico (99 % de pureza) fue obtenido de Sigma-Aldrich, Eudragit® E100 grado
farmacéutico, marca Evonik Industries adquirido a Almapal-Bogota-Colombia, etanol al
96% (grado analitico, Merck); acido clorhidrico, acido acético glacial, acido perclérico 0,1N
y ciclohexano (grado reactivo, Merck). En todos los experimentos se utiliz6 agua

desionizada.
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2.1.2 Métodos

i Seleccion de las condiciones de obtencién

Como método de obtencién se selecciond la técnica de evaporacion del solvente, para ello
se utilizo el polimero y el &cido benzoico en estado sélido y como especies no disociadas.
Se disolvié un peso preestablecido de EUE en un volumen especifico del solvente organico
volatil, haciendo uso de un mortero. Posteriormente se adiciond la cantidad de acido
benzoico requerida para neutralizar el porcentaje del polimero deseado, calculado con el
valor de los equivalentes de grupos amino por gramo del PE. Una vez en solucion los dos
componentes, se dejaron interactuar por un tiempo establecido; hecho esto, se agit6 de
manera manual con el pistilo, hasta que la mayoria del solvente se volatilizara. Se sec6 a
20°C en estufa al vacio (Fisher Isotemp Vacuum Oven, 15 mmHg) o a 25°C en estufa de
secado (Memmert) hasta peso constante y el sélido obtenido se triturd hasta tener un polvo
fino, que se separd por tamices, seleccionando aquel que quedd entre mallas 40/80, (177-
420 um). Para los complejos con neutralizacién adicional con acido inorganico, se realizd
la incorporacion de un volumen de 4cido clorhidrico de concentracién conocida posterior a
la interaccion de EUuE con AB, en una cantidad definida de acuerdo al grado de

complejacion deseado.

Para determinar el nimero de grupos amino ionizables por gramo de EUE se sigui6 el
procedimiento reportado por la Farmacopea Europea [157] que consiste en una titulacion
con &cido perclérico 0.1 N, utilizando acido acético glacial como solvente. Los ensayos se
realizaron por triplicado y el resultado se expresé como el promedio y su coeficiente de

variacion.

Teniendo en cuenta los objetivos planteados, se definieron diez (10) compaosiciones
diferentes para los complejos a obtener, estas se detallan en la Tabla 2-1, cuya
nomenclatura hace referencia a los componentes y sus proporciones. Eu corresponde al
Eudragit® E 100, B a los iones benzoato provenientes del acido benzoico y Cl a los iones
cloruro adicionados por el acido clorhidrico. Los numeros en subindice revelan el
porcentaje del niumero de grupos DMAE del polielectrolito que se encuentran neutralizados
con el respectivo contraion. En este sentido la nomenclatura “EuBsoClzs” denota que se

trata de un complejo de EUE cuyos grupos amino ionizables estan neutralizados en un 50%
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con acido benzoico y un 25% con acido clorhidrico. En la tabla se detalla la composicién

para cada complejo.

Tabla 2-1 Composicién de los complejos obtenidos.

% de grupos DMAE

Complejo neutralizados con
AB HCI

EuB2s 25 -
EuB25Clzs 25 25
EU825C|50 25 50
EU825C|75 25 75

EUBso 50 -
EuBsoClzs 50 25
EuBsoClso 50 50

EUB75 75 -
EUB75C|25 75 25

EUBloo 100 -

Para fijar las condiciones de obtencién, se realizaron ensayos preliminares para dos de las
composiciones: EuBsoClso ¥y EuBigo, considerando las diferencias existentes entre
complejos preparados Unicamente con AB —como contraion— y aquellos con
neutralizacion adicional de acido clorhidrico. En la Tabla 2-2 se incluyen las variables y los
niveles evaluados en dichos estudios. La concentracion de HCI solo aplica para EuBsoClso,

de acuerdo con lo explicado previamente.

Tabla 2-2 Variables y niveles seleccionados para los ensayos preliminares de obtencion
de los complejos.

Variable Nivel (-) Nivel (+)
A: Tiempo de interaccion 5 min 30 min
componentes
B: Tipo de agitacion Mesurada* Exhaustiva*
manual
C: Secado En el mortero y estufa de Molde metalico y estufa a

vacio a 18°C 25°C

D: Solvente Acetona Etanol
E: Volumen del solvente 15 ml x 3 g EuE 30 ml x 3 g de EuE
F: Cantidad a preparar Equivalente a 3 g EUE Equivalente a 6 g EUE
G: Concentracion HCI 05M 25M

*La agitacion manual mesurada consistio en 1 min de agitacién seguido de 5 min de descanso mientras que
en el modo exhaustivo se agité 5 min continuos, seguidos por 1 min de descanso.
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En la Tabla 2-3 se presenta la informacién asociada a los niveles utilizados de las variables,
para la obtencion de los complejos en cuatro ensayos preliminares (I, I, 1l y V). La

seleccion se realiz6 de modo tal que las condiciones fueran lo mas opuesto posible.

Tabla 2-3 Variables seleccionadas para la obtencién de los complejos en los ensayos
preliminares.

Variable
Ensayo Complejo A B C D E F G
[ + + + + + + N.A
I EUB100 - - - - - - NA
i EuBsoClso ¥ * i i i i i

\V; - - - - - - -
N.A: No aplica. Las condiciones y los niveles hacen referencia a lo descrito en la Tabla 2-2

En todos los ensayos se aseguroé la formacién de la interaccién i6nica entre EUE y AB por
la técnica de FTIR, siguiendo la metodologia descrita mas adelante (en la seccién
Caracterizacion por espectroscopia infrarroja). Como variable respuesta para el andlisis de
los resultados se eligi6 el “Porcentaje de activo retenido por el complejo”, para su
determinacién se evaluaron cuatro técnicas diferentes, en aras de seleccionar la mas

adecuada:

1. Coeficiente de reparto: Se siguié la metodologia descrita por Quinteros y col [2]:
dispersiones acuosas de cada uno de los complejos (al 0,055% del PE) fueron
dispuestas en embudos de separacion junto con el solvente apolar ciclohexano, en
una proporcién de 2 veces el volumen de la fase organica por el volumen de la fase
acuosa. El pH de la dispersion fue determinado antes y después del equilibrio
(Hanna HI 2221, sensibilidad 0,01 pH); el contenido de acido benzoico en la fase
organica fue cuantificado por espectrofotometria UV. Ademas, se realizd el mismo

procedimiento para la solucién acuosa de AB a concentracion de 8,28x107° M.

2. Ultrafiltracion: Dispersiones de los complejos en agua a una concentracion de
0,5% del polimero fueron filtradas en una celda con agitacion de 50 ml de capacidad
(Amicon® Ultra modelo 8050, Millipore) provista de una membrana de celulosa con
peso molecular de corte de 10000 Dalton en virtud del peso molecular polimérico,
bajo una presion aproximada de 50 psi. La determinacion de la cantidad de AB
filtrado se cuantific6 por espectrofotometria UV (espectrofotometro UV-VIS 1800,
Shimadzu) empleando una metodologia validada previamente en el grupo de

investigacion, todos los dias en los que se utilizé el equipo se realizé la medicion
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de soluciones control de AB a 3y 10 pg/ml. Al filtrado se le determiné el valor de
pH (Hanna HI 2221).

3. Ultracentrifugacién: Se utilizaron filtros para centrifuga tipo: “Amicon Ultra 0,5mL
10Kd”. En el compartimento superior del sistema se adicioné 500 pL de la
dispersién acuosa del complejo a una concentracion del polimero de 0,5% y se
procedié a centrifugar (Heraeus Megafuge 16, Thermo Scientific) a las condiciones
recomendadas por el fabricante: un tiempo de 10 minutos a una velocidad de
14.000 G. Finalizado el proceso de centrifugacion se cuantificé el contenido del
activo filtrado por espectrofotometria UV (UV-VIS 1800, Shimadzu).

4. Dialisis: Para esta prueba se siguio la metodologia reportada por Battistini F.D. y
col [158] con algunas modificaciones, empleando dispersiones acuosas de los
complejos a una concentracién de 0,5% del polimero. Se obtuvieron “bolsas de
dialisis” hechas con tubos de membrana de acetato de celulosa con tamafio de
poro de 12KDa (Sigma®) previamente hidratados en agua filtrada calidad HPLC
(Milli-Q®, Millipore) por 30 minutos y sellados en los extremos con cinta de teflén y
cierres extraidos de tubos de eppendorf. En el interior de cada bolsa de didlisis se
adicionaron 10 ml de cada una de las dispersiones de los complejos a evaluar;
luego el sistema obtenido fue introducido en un vaso de precipitado con 400 ml de
agua Milli-Q desgasificada y dispuesto por 24 horas bajo agitacion magnética de
400 rpm, a temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo de equilibrio se cuantificd
el AB en el grueso de la solucién externa por espectrofotometria UV (UV-VIS 1800,
Shimadzu) y ademas se determiné el pH (Hanna HI 2221) tanto al interior como al

exterior de la bolsa de dilisis.

En una segunda etapa del proceso de seleccion de las condiciones de obtencion, se
plante6 un disefio estadistico experimental (DEE) del tipo factorial fraccionado [159] para
los mismos complejos modelo seleccionados previamente. Los factores a evaluar se
presentan en la Tabla 2-4 y las matrices correspondientes a los DEE en la Tabla 2-5y la
Tabla 2-6. Como variable respuesta se utilizd el porcentaje del activo retenido por el
complejo determinado Unicamente por la técnica de dialisis, en todos los casos se confirmé

la interaccién idnica por FTIR.
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Tabla 2-4 Factores seleccionados para el DEE factorial fraccionado para la obtencion de
los complejos.

Factor Nivel (-) Nivel (+)

A: Secado En el mortero y estufa de Molde metalico y estufa a
vacio a 18°C 25°C

B: Solvente Acetona Etanol

C: Volumen del solvente 15 ml x 3 g EuE 30 ml x 3 g de EUE

D: Tiempo de interaccion 5 min 30 min

componentes

E: Concentracion HCI 05M 25M

Tabla 2-5 Matriz del DEE factorial fraccionado para la seleccién de las condiciones de
elaboracion del complejo EuBigo.

Ensayo Factores

A B C D
1 - - - -
2 + - + -
3 + + - -
4 - + + -
5 + - - +
6 - - + +
7 - + - +
8 + + + +

Tabla 2-6 Matriz del DEE factorial fraccionado para la seleccién de las condiciones de
elaboracion del complejo EuBsoClso.

Ensayo Factores

A B C D E
1 + - - - -
2 - + + - -
3 - - + + -
4 + + - + -
5 + - + - +
6 - + - - +
7 - - - + +
8 + + + + +

El efecto de los factores sobre la variable respuesta (porcentaje de AB retenido en el
complejo) se calculé como la diferencia entre el promedio de las respuestas cuando el
factor ensayado se encontraba en su nivel positivo y el promedio de las respuestas cuando
se trabaj6 en su nivel negativo, ademas se consideraron las interacciones entre factores.
Para establecer si los efectos eran significativos, se comparo el error experimental con los
efectos, siendo “significativo” todo efecto cuyo valor estuviese por encima del error

experimental. El error experimental fue calculado por la Ecuacion 2-1
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Errorexperimental = K Rpeqa (2-1)

Donde Rues€s el promedio de los rangos de cada ensayo realizado y K es determinado en
funcién de los intervalos de confianza y del numero de réplicas, que para el caso del
presente estudio —un nivel de confianza del 95 % y dos réplicas— es de 3,5 [159].

i. Reproducibilidad del método de obtencion de los
complejos

Una vez definidas las condiciones de obtencion se elaboraron tres lotes de cada uno de

los diez complejos, cuya composicion se detall6 en la Tabla 2-1, luego se verifico la
reproducibilidad del método de obtencién mediante la determinacién del contenido de AB
expresado como porcentaje en masa. Con este fin, se prepararon dispersiones acuosas
de los complejos a una concentracién del polimero de 0,5%, y se cuantificé el contenido
del activo mediante espectrofotometria UV a A de 227 nm (UV-VIS 1800, Shimadzu), para
ello se hicieron las respectivas diluciones que permitieran cuantificar el contenido de AB
en el rango de la curva de calibracién de la metodologia validada. A los resultados se les
determiné la diferencia entre valor experimental y tedrico, para conceptuar acerca de la
reproducibilidad entre los lotes obtenidos. En todos los casos se confirmé previamente la

interaccion iénica de los componentes del complejo por FTIR.

iii. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

Los diez complejos obtenidos, AB, EUE y una mezcla fisica equivalente a la composicion
del complejo EuBico, se caracterizaron mediante espectroscopia infrarrojo por
transformada de Fourier (Espectrofotometro IRPrestige-21/ATR, Shimadzu) empleando la
técnica de muestreo de reflectancia total atenuada (ATR). Las condiciones de analisis

utilizadas fueron:

Rango de longitud de onda: entre 4000 cm™ y 400 cm™?
NuUmero de scans: 62.
Resolucion: 4 cm?

Apodizacion: Happ-Genzel

G G G 6 ¢

Condiciones de temperatura: entre 15°C y 35°C
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& Condiciones de humedad relativa: entre 15% y 60%.

Posteriormente los datos fueron analizados haciendo uso del programa espectral
LabSolutions-IR®

2.2 Presentacion y discusion de los resultados

i. Seleccion de las condiciones de obtencidn

En primer lugar, se realiz6 la determinacion del nimero de grupos amino ionizables por
gramo de EUE, el cual fue calculado con éxito al seguir la metodologia propuesta. El valor
determinado para el lote de EUE utilizado en la presente investigacion fue: 3,01x10° mol
de grupos DMAE por gramo de EuE, con un CV de 0,44%. A partir de este dato se
calcularon las cantidades de AB para neutralizar los porcentajes correspondientes para
cada una de las diez composiciones de complejo, asimismo para determinar el volumen

de las soluciones de HCI a utilizar, para la respectiva neutralizacion.

La preparacion exitosa de complejos polielectrolito entre el polimero catiénico EuE vy el
activo aniénico AB, utilizando la metodologia de evaporacion de solvente se ha reportado
en algunas publicaciones [2,71,156], sin embargo se desarroll6 un DEE para establecer
las condiciones mas favorables para su obtencién. La seleccién de los factores evaluados,
incluidos en la Tabla 2-2, se realiz6 teniendo en cuenta su posible incidencia en la
interaccion iénica entre los precursores y la naturaleza propia de la metodologia, es decir,
de una técnica manual a escala laboratorio. A continuacién, se describe el proposito por el

cual se evalu6 cada uno de los parametros:

& Tiempo de interaccion: se evalué un lapso corto (5 min) y uno largo (30 min) con el
objetivo de determinar si existe una limitante de tiempo para que ocurra la
interaccion iénica entre componentes.

& Tipo de agitacién: se buscé establecer si la energia suministrada al sistema
mediante agitacion manual, ya sea exhaustiva 0 mesurada, se traducia en una
mayor 0 menor condensacion iénica.

& Secado: se evaluaron dos métodos distintos a temperaturas diferentes con el
proposito de evaluar el efecto de esta variable en la estabilidad de la interaccion
del CPE obtenido.
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& Solvente: reconocer el efecto de la constante dieléctrica del medio (¢) a pequefias
diferencias, como la que existe entre acetona y etanol.

& Volumen del solvente: establecer si la disponibilidad de un mayor volumen y en
consecuencia la posible expansion de las cadenas del PE favorece la complejacion.

& Cantidad a preparar: reconocer el posible efecto del tamafio del lote preparado.

& Concentracion de HCI: determinar si al utilizar una solucién mas diluida y por tanto

con mayor contenido de agua y € mas alta aumenta la formacion del par iénico.

Como se mencion6é en la metodologia, se realizaron ensayos preliminares para los
complejos modelo EuBioo Y EuBsoClso que fueron obtenidos exitosamente y caracterizados
mediante FTIR, sus espectros demostraron la formacién del CPE (resultados no incluidos).
El andlisis riguroso de las bandas de absorcion se presentard en la seccion iii.

Caracterizacion por espectroscopia infrarroja.

La elecciébn de la variable respuesta fue crucial para el desarrollo de los estudios
preliminares. Debido a que el objetivo era asegurar la interaccion idnica entre los
componentes, no se considerd importante el rendimiento del proceso, porque se trata de
un ensayo manual y ninguno de los factores genera pérdidas significativas de los
productos, ademas porque mayores porcentajes en rendimiento no representan valores
mas altos de la interaccion entre el PE y el AB; es por ello que la variable respuesta debia
reflejar la formacion del enlace i6nico; en este sentido se planteé utilizar el analisis del
espectro de IR, especificamente la intensidad de las bandas relacionadas con los grupos
DMAE no protonados del EuE, sin embargo los resultados de ensayos a diferentes
condiciones —expresados como porcentaje de transmitancia— fueron muy semejantes y
por este motivo se eligié el “Porcentaje de activo retenido por el complejo” como la variable

respuesta mas adecuada.

Cuatro técnicas fueron estudiadas para determinar esta variable respuesta seleccionada,
a continuacion, se describen los hallazgos relacionados con cada una de ellas y los motivos
gue llevaron a su rechazo o eleccion como metodologia rutinaria para la aplicacion de los

DEE planteados.

1. Coeficiente de reparto: La ejecucion de esta metodologia no permitié determinar

el porcentaje de AB retenido al complejo, lo anterior debido a dos razones
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principales: la primera estuvo relacionada con el comportamiento observado al
someter las dispersiones acuosas de los complejos modelo (EuBigo Y EuBsoClso) al
proceso de reparto con el solvente apolar ciclohexano, pues a pesar de utilizar una
concentracion baja, se encontré6 que la interfase no presentaba una clara
separacion de los dos solventes y se formaban pequefas goticulas tipo emulsion.

Estos hallazgos fueron atribuidos al caracter anfifilico del PE [77].

El segundo motivo fue la baja selectividad del método de espectrometria UV para
cuantificar el AB en ciclohexano, ya que a las condiciones del ensayo se encontro
gue el solvente apolar facilitaba la extraccion de diversos compuestos asociados a
la técnica, es decir, el uso de elementos como tapas plasticas, Parafilm® o
pipeteadores la fase organica se contaminaba y al realizar el espectro de barrido
(UV-VIS, 1800) no se observaba el tipico perfil de absorcion para AB y en cambio
se presentaba el correspondiente al de los contaminantes. Aunque se tomaron
medidas para minimizar este efecto -como emplear solo material de vidrio y tapas
de teflon- se considerd que la metodologia no era practica para ser utilizada de
manera rutinaria, y ain mas teniendo en cuenta que se deberian realizar para los
ensayos preliminares, para el DEE y para cada uno de los diez complejos

estudiados.

2. Ultrafiltracion: Al hacer uso de esta metodologia se obtuvieron resultados
preliminares con valores erraticos para la variable respuesta. Con el objetivo de
descartar interferencias en el ensayo, se evalu6 el porcentaje de principio activo
retenido al utilizar una solucién acuosa de AB y se encontr6 que, a una
concentracion equivalente a la empleada en la dispersién del complejo, cerca del
30% del activo no permeaba a través de la membrana y era retenido. Lo anterior
fue atribuido a una posible saturacion del sistema, sin embargo, no se evalué un
rango de concentracion mas bajo ya que los resultados correspondientes estarian

por debajo de los valores cuantificables mediante la metodologia validada.

En conclusién, la técnica de ultrafiltracion fue descartada porque, a las condiciones
del ensayo, presentaba un porcentaje de retencion basal del AB de magnitud
considerable. Ademas, vale la pena mencionar que —al igual que la metodologia

de coeficiente de reparto— su desarrollo no es considerado practico si se tiene en



40

Estudio de las propiedades fisicoquimicas y antimicéticas de complejos entre

un polielectrolito y el &cido benzoico como molécula modelo

cuenta el nimero de ensayos a realizar y que su ejecucién depende del uso

constante de una bala de nitrégeno para asegurar la presion de trabajo.

Ultracentrifugacién: Esta metodologia permitié realizar la determinacion del
porcentaje de AB retenido por el complejo, de manera sencilla y sin contratiempos.
En la Tabla 2-7 se presentan los resultados para los cuatro ensayos preliminares
de los complejos modelo.

Tabla 2-7. Porcentaje de AB retenido por el complejo, determinado por la
metodologia de ultracentrifugacion para los ensayos preliminares con los complejos
modelo.

EuBio0o EuBs0Clso

preliminar

Ensayo .y % de AB Ensayo T % de AB
Réplica : o Réplica :
retenido preliminar retenido

I 1 93,16 + 0,96 1] 1 94,95 + 0,05
92,99 +1,75 95,55+ 0,16

2
Il 1 94,66 + 0,25 A\ 95,40+ 0,13
2 94,57 £ 0,16 94,48 + 0,06

NN

Cv 0,95 % Cv 0,51%

CV: Coeficiente de variacion del % de AB retenido entre los cuatro ensayos de cada complejo. La
identificacion de los ensayos preliminares corresponde a la presentada en la Tabla 2-3.

Dialisis: también permiti6 la determinacibn de la variable respuesta sin
inconvenientes. Los resultados asociados a esta metodologia se incluyen en la
Tabla 2-8 e indican lo equivalente a lo previamente descrito para la Tabla 2-7. El
paso a paso de los calculos realizados para establecer la distribucion de especies
y el porcentaje relacionado con el par idnico se incluyen en el Capitulo 3.2, literal

iv. Distribucion de especies y constante de afinidad.

Tabla 2-8 Porcentaje de AB retenido por el complejo, determinado por la metodologia de
dialisis para los ensayos preliminares con los complejos modelo.

EuBioo EuBs50Clso

Ensayo L % de AB en Ensayo T % de AB en

o Reéplica o o Reéplica .
preliminar el par ionico | preliminar el par idnico
I 1 98,70 + 0,01 I 1 98,95+ 0,10
2 98,78 £ 0,09 2 98,75+ 0,01
I 1 98,84 + 0,01 v 1 99,06 + 0,10
2 97,86 + 0,80 2 98,90+ 0,12

Ccv 0,47 % Cv 0,13 %

CV: Coeficiente de variacién del % de AB en el par idnico entre los cuatro ensayos de cada complejo. La
identificacion de los ensayos preliminares corresponde a la presentada en la Tabla 2-3.
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Teniendo en cuenta que solo por ultracentrifugacion y didlisis fue posible determinar la
variable respuesta, se realizd la eleccion de la metodologia de trabajo para los posteriores
analisis. Para ello se consideraron las ventajas y desventajas asociadas a cada una de
ellas y como resultado se eligi6 la metodologia de dialisis, pues a diferencia de
ultracentrifugacion, esta permite discriminar las diferentes especies quimicas presentes en
la dispersion y calcular el porcentaje exacto de AB que ha sido complejado con el PE.
Ademas, en funcion del costo de cada andlisis también es de mayor ventaja la metodologia
de didlisis, pues solo supone el uso de la respectiva membrana de celulosa, mientras que
para ultracentrifugacion requiere de los filtros “Amicon Ultra 0,5mL 10Kd”. Debido a que la
técnica de didlisis considera los equilibrios involucrados en la dispersion, es posible afirmar
gque la variable respuesta determinada puede renombrarse a “Porcentaje de AB

complejado”.

Respecto a los resultados preliminares, se observo que los valores de la variable respuesta
fueron muy similares, de hecho, el coeficiente de variacion reportado en la Tabla 2-7 y la
Tabla 2-8 no supera el 1% en ninguno de los casos, incluso para la metodologia de dialisis
fue inferior a 0,5%. De acuerdo con estos resultados, se decidid utilizar un DEE tipo
factorial fraccionado (con ocho ensayos por matriz) y 5 factores, se seleccionaron aquellos
con un posible mayor impacto en la interaccion entre los componentes (Ver Tabla 2-4). En
la Tabla 2-9 se presentan los resultados asociados a la aplicacion del DEE de factorial
fraccionado, se incluye el valor promedio, coeficiente de variacion y rango; de modo
resumido, todos los valores de la variable respuesta se encontraron entre 98 y 99 %.
Asimismo, en la Tabla 2-10 se presentan los resultados de los efectos, demostrando que
ninguno de los factores influencia en forma significativa la variable respuesta estudiada,
pues en todos los casos el error experimental fue superior al valor calculado para los

efectos.
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Tabla 2-9. Seleccién de las condiciones de elaboracion de los complejos aplicando DEE
factorial fraccionado. Resultados consolidados para la variable respuesta.

Complejo EuBigo Complejo EuBsoClso
Ensayo % de AB complejado % de AB complejado
Promedio Rango Promedio Rango

1 98,61 (0,19) 0,26 98,66 (0,00) 0,01
2 98,47 (0,45) 0,63 98,79 (0,11) 0,15
3 98,47 (0,36) 0,51 98,40 (0,71) 0,98
4 98,51 (0,06) 0,08 98,83 (0,01) 0,01
5 98,36 (0,03) 0,05 98,89 (0,06) 0,08
6 98,55 (0,04) 0,06 98,79 (0,14) 0,19
7 98,51 (0,09) 0,13 98,83 (0,04) 0,05
8 98,52 (0,29) 0,41 98,81 (0,00) 0,01

Tabla 2-10 Seleccién de las condiciones de elaboracion de los complejos aplicando DEE
factorial fraccionado. Resultados de los efectos y error experimental.

Complejo EUB1go
Factores e interacciones
A/BCD B/ACD C/ABD AB/CD AC/BD BC/AD ABC/D

Media 2 98,45 98,50 98,51 98,54 98,53 98,50 98,48
Media 1 98,55 98,50 98,49 98,46 98,47 98,50 98,51
Efecto -0,10 0 0,02 0,08 0,06 0 -0,03
Error experimental 0,93

Complejo EuBsoClsg |
Factores e interacciones

A/BD B/AD C/AE AB/D AC/E BC ABC
Media 2 98,80 98,81 98,72 98,72 98,83 98,77 98,67
Media 1 98,70 98,70 98,78 98,78 98,67 98,73 98,84
Efecto 0,10 0,11 -0,06 -0,06 0,16 0,04 -0,17
Error experimental 0,65

El hecho de que ninguno de los factores estudiados contara con un efecto significativo
sobre el porcentaje de acido benzoico complejado, demuestra que la metodologia es muy
robusta y que la interaccion entre EUE y AB se favorece en las condiciones estudiadas. Es
asi, como la seleccion de las variables de obtencion a utilizar en la elaboracion de todos
los complejos se realizd, teniendo en cuenta el impacto ambiental y la facilidad para el
experimentador. En la Tabla 2-11 se presenta el valor elegido para cada uno de los
factores: para el secado se tomé la técnica de molde metélico/estufa debido a que su
ejecucion era mas rapida comparado con realizar la evaporacion del solvente de manera

manual en el mortero y posterior uso de estufa al vacio; como solvente se utilizé etanol
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pues al comparar tanto su toxicidad —DL50 Rata— [160,161] como su costo son mucho
menores que las correspondientes al solvente acetona; en cuanto al volumen del solvente
se eligio el de 15 ml/3g de EUE para que el proceso de evaporacion ocurriera a la mayor
brevedad y ademas para reducir costos; para el tiempo de interaccién de los componentes
se selecciond el nivel bajo también para disminuir el tiempo de la metodologia, al igual que
la concentracion de acido clorhidrico que fue el valor més alto, pues a menor cantidad de

agua adicionada al sistema mas rapidamente ocurrird la evaporacion.

Tabla 2-11. Condiciones para la obtencion de los complejos elegidos.

Factor Valor elegido
A: Secado Molde metalico y en estufa a 25°C
B: Solvente Etanol
C: Volumen del solvente 15mix 3 g EuUE
D: Tiempo de interaccion componentes 5 min
E: Concentracién HCI 25M

ii. Reproducibilidad del método de obtencién de los complejos

Utilizando las condiciones elegidas para la obtencion de los complejos, se prepararon tres
lotes de cada una de las diez composiciones, en la Tabla 2-12 se presentan los resultados
asociados a la reproducibilidad del método, para ello se determiné el valor experimental
del porcentaje en masa de AB presente para cada complejo y se compar6 con el valor

tedrico.

Tabla 2-12 Valores de AB experimentales y teéricos para tres lotes de cada uno de los
CPE estudiados.

Complejo % de AB experimental % AB Diferencial
Lotel Lote2 Lote3 Promedio CcVv teérico %
EuBy2s 8,37 8,39 8,40 8,39 0,18 8,43 0,47
EuB25Clas 8,19 8,20 8,19 8,19 0,07 8,22 0,36
EuB2s5Clso 8,01 8,00 8,02 8,01 0,12 8,02 0,12
EuB2sClss 7,80 7,81 7,81 7,80 0,07 7,83 0,38
EuBso 15,46 15,47 15,47 15,47 0,04 15,52 0,32
EuBsoClas 15,08 15,09 15,14 15,10 0,21 15,17 0,46
EuBsoClso 14,76 14,71 14,66 14,71 0,34 14,83 0,81
EuBs 21,49 21,46 21,53 21,49 0,16 21,61 0,56
EuB75Clzs 21,07 21,07 21,12 21,09 0,14 21,16 0,33
EuBioo 26,75 26,79 26,79 26,78 0,09 26,86 0,30

1: Corresponde a la diferencia en porcentaje, entre el valor promedio experimental y el tedrico.
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Al observar los resultados de CV asociados a los resultados experimentales de cada
composicion, se puede asegurar que la metodologia de obtencién cuenta con la
reproducibilidad requerida, pues en ninguno de los casos la variacion de los resultados
supero el 0,4 %; asimismo se concluye que no existen discrepancias sustanciales entre el
valor tedrico y el experimental pues el porcentaje de diferencia entre el valor promedio
experimental y el tedrico fue inferior al 1 %; demostrando la capacidad de la metodologia
desarrollada para obtener los CPE en estudio.

iii. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

Los resultados de los espectros de infrarrojo se presentan en la Tabla 2-13, en esta se
resumen las bandas de absorcién de importancia para la formaciéon del complejo: su
presencia y/o longitud de onda. Adicionalmente, en la Figura 2-2 se observan, a manera
de ejemplo, los espectros de absorcion para dos de los complejos (EuBzs Y EuB25Clys)
cotejados con sus precursores y la mezcla fisica. En el anexo A se incluyen los espectros
de FTIR para los ocho complejos restantes (Figura A 1).

Tabla 2-13 Bandas de las transiciones vibracionales —de importancia en el proceso de
complejacion— de los espectros FTIR de los diez complejos obtenidos, reactivos de partida
y mezcla fisica (MF).

COO-H del COO-H Cc=0 Dimetilamino % T de las bandas
AB (cm?) fueradel (COOH) de EUE Dimetilamino de EUE
plano de de AB (cm™)
AB (cm™) (cm?) 2770 cm?® 2822 cm?
AB 2554-3070 931 1676 --- --- ---
EuE --- --- --- 2770-2822 92,53 93,36
MF 2556-3073 934 1682 2772-2822 82.49 79.95
EuB2s N.O. N.O. N.O. 2772-2822 94,22 94,70
EuB2sCl2s N.O. N.O. N.O. 2772-2824 96,25 96.43
EuB2sClso N.O. N.O. N.O. 2772-2824 96,24 96,34
EuB2sCls N.O. N.O. N.O. N.O. N.A. NA
EuBso N.O. N.O. N.O. 2772-2822 95,05 95,13
EuBsoClas N.O. N.O. N.O. 2772-2824 96,23 96,14
EuBs0Clso N.O. N.O. N.O. N.O. N.A. N.A.
EuB7s N.O. N.O. N.O. 2772-2824 98,03 97,90
EuB75Cl2s N.O. N.O. N.O. N.O. N.A. NA
EuB 100 N.O. N.O. N.O. N.O. N.A. NA

N.O.: No se observa, N.A. No aplica.
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Figura 2-2 Espectros FTIR de los complejos EuB2s y EuB25Clzs, AB, EUE y MF.
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En primer lugar, se encontré que los resultados de la caracterizacién por FTIR relacionados
con los precursores de los complejos, EUE y AB, corresponden a lo reportado en la
literatura especializada; en la Tabla 2-14 y la Tabla 2-15 se relacionan las sefiales de las
transiciones vibracionales de las dos moléculas y el nimero de onda de sus respectivas
bandas. Los resultados para el EUE estan en linea con lo registrado por Lin S.Y y col[162],

Juppo A. M. y col [163] y Villada J.D. [164]; de igual modo las sefiales observadas para
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acido benzoico concuerdan con lo reportado por Hayashi Sy col [165,166] y Yariv S y col
[167].

Tabla 2-14. Sefiales de FTIR asociadas a Eudragit® E100.

Numero de onda de la
banda (cm™)

Transicién vibracional asociada

2949y 2874 Estiramiento asimétrico de CHs y de los grupos CH, de
la cadena principal y del CH»-OR
2822-2770 Estiramiento simétrico de los grupos CH; de la cadena
ramificada “CH,-N-(CHjs),”
1722 Estiramiento de C=0
1454 y 1487 Flexién de los grupos CH- de la cadena principal.
1387 Estiramiento del grupo CHs (posiblemente del promedio
de las bandas C-CHsz y N-CH5)
1269y 1238 Estiramiento grupo ester C-O.
1144 Estiramiento grupo ester C-O y C-N

Tabla 2-15. Sefiales de FTIR asociadas a acido benzoico.

NUumero de onda de la
banda (cm™)

Transiciéon vibracional asociada

2554-3070 Estiramiento O-H (Bandas C-H solapadas)
1676 Estiramiento C=0
1601y 1582 Estiramiento C=C aromatico.
1497 y 1452 C-H del anillo aromético
1419, 1288 y 1323 Acoplamiento del estiramiento C-O y
flexion OH en el plano
931 Flexion O-H fuera del plano
804 Estiramiento C-C
704 Flexién O-H fuera del plano y anillo aromatico
682 y 543 Flexion en movimiento de tijeras de “COQ”

En cuanto a los espectros de FTIR de los complejos obtenidos, los resultados confirman
la formacién de la interaccion ibnica entre EUE y AB para las diez composiciones distintas.

Lo anterior debido a tres fendmenos principales observados:

1. Desaparicién de las bandas asociadas al enlace O-H del 4cido benzoico (2557 cm-
1,3070 cm?, 931 cm? y 1685 cm?), indicando la disociacion de la molécula acida

a su equivalente iénico, necesario para la formacion del CPE.

2. Cambios en la intensidad de las bandas de los grupos dimetilamino no protonados

del EuE, revelando el efecto de la ionizacién de los mismos. Este comportamiento
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es corroborado con la proporcionalidad entre el porcentaje de transmitancia (% T)
de la banda y el grado de neutralizacion de los contraiones en cada complejo,
puesto que a medida que aumenta el porcentaje de grupos del polielectrolito
ionizados, mayor es el valor de % T, es decir la intensidad de la banda es menor.
Es asi como para los cuatro complejos que cuentan con la neutralizacion total de
los grupos DMAE del EUE —EuB25Clys, EuBsoClsg, EuB75Cl2s y EuBigo— no se
observan las bandas mencionadas, mientras que, para aquellos complejos con
menores porcentajes de interaccion con los contraiones, ya sea benzoato o cloruro,
si son evidentes estas bandas (ubicadas en 2771 cm™ y 2821 cm™). En la Figura
2-3 se presenta el fenébmeno descrito para la serie de complejos con neutralizacion
del 25 % de los grupos DMAE con AB, cotejados con el del polimero, en ésta se
observa que, a mayor porcentaje de contraiones, las bandas son mucho menos

pronunciadas.

Figura 2-3 Espectro de FTIR en el rango de 2870 cm™ a 2750 cm™ para los
complejos con neutralizacion de AB del 25%.
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3. El espectro FTIR de la mezcla fisica equivalente a la composiciéon del complejo
EuBioo, presenta la sumatoria de las bandas de los precursores, tanto las
correspondientes al enlace O-H del AB, como las de los grupos dimetilamino no

protonadas del EuE.
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Los anteriores hallazgos se encuentran en linea con lo reportado en estudios previos para
CPE con EUuE como PE [2,71,142,144,145], en todos describen los tres fendmenos

mencionados como evidencia inequivoca de la interaccion.

Adicional a la comprobacion de la formacion de los complejos, los espectros FTIR
permitieron observar un fendmeno relacionado con la formacion de una banda ancha en
3500 cm™, la cual fue atribuida por Villada J [164] a la aparicion de grupos hidroxilo, como
resultado de la hidrdlisis de los esteres del polimero por el uso del acido clorhidrico en el
proceso de obtencion. En la Figura 2-4 se presenta el fendmeno descrito, ejemplificado
con los espectros FTIR de los cuatro complejos con neutralizacion del 25 % de los grupos
DMAE con AB, en un rango de longitud de onda entre 3700 cm™ a 3080 cm?, en esta se
observa que a mayor porcentaje de neutralizacion con HCI, la banda se hace mas
pronunciada, lo cual corrobora la teoria de hidrdlisis planteada.

Figura 2-4 Espectro de FTIR en el rango de 3700 cm™ a 3080 cm™ para los complejos
con neutralizacion de AB del 25%.
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Con el objetivo de comparar el fendmeno de hidrdlisis reportado por Villada J. [164], se
realizé la obtencion de cuatro sistemas con neutralizacién Unica de &cido clorhidrico, en
los porcentajes de 25, 50, 75 y 100 % de los grupos DMAE del EUE denominados,
respectivamente, EuCl,s, EuClso, EuCl7s y EuCligo, Los resultados de los espectros de FTIR
se presentan en la Figura 2-5 y muestran un comportamiento semejante al reportado por
Villada J, aun cuando los métodos de obtencion son diferentes; en el estudio previo utilizan
agua como solvente vy liofilizacién como método de evaporacién, este proceso se completa
en aproximadamente una semana. Como ventajas de la metodologia de obtencién

optimizada en la presente investigacion se destacan la rapidez (ya que los complejos se
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obtienen en alrededor de 24 horas) y la simplicidad de los elementos requeridos, pues para

el procedimiento de secado basta con una estufa.

Figura 2-5 Espectro FTIR en el rango de 3700 cm™ a 2700 cm™ para EUE y los ionémeros
EuClzs, EuClsg, EuClzs y EuCligo.
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En cuanto a la reduccién de las bandas relacionadas con los grupos dimetilamino no
protonados ubicadas en 2771 cm™y 2821 cm1, Villada plantea la hidrdlisis de estos grupos
como una posible causa para este fendbmeno; sin embargo, al observar el espectro FTIR
de los complejos EuB+s 0 EuB1oo (Figura A 1), en los que no se adicion6 HCI, se descarta
esta teoria, pues las bandas en 2771 cm™ y 2821 cm™ también se reducen, aun cuando el
AB no favorece la reaccion de hidroélisis, como lo evidencia la ausencia de la banda ancha

en 3500 cm™en los espectros FTIR de EuB;s, EuBso, EUB7s Y EUB10.

2.3 Conclusiones
Para la obtencion de los CPE de la presente investigacion se encontré que:
& De las cuatro técnicas evaluadas para determinar el “Porcentaje de activo retenido

por el complejo™ coeficiente de reparto, ultrafiltracion, ultracentrifugacion y didlisis,

esta ultima fue la mas apropiada ya que discrimina las diferentes especies quimicas
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presentes en la dispersion y determina el porcentaje exacto de AB complejado con
el PE.

Ninguno de los factores evaluados en el DEE factorial fraccionado, utilizado para
definir las condiciones de obtencién de los CPE mediante el método de evaporacion
del solvente (tipo de secado, solvente, volumen de solvente, tiempo de interaccion
de los componentes y concentracion de HCI) contd con un efecto significativo sobre
el grado de asociacion de los complejos.

Las condiciones de obtencion de los CPE fueron seleccionadas en funcién de un
menor impacto ambiental y una mayor facilidad para el experimentador.
Correspondieron a: secado en estufa a 25°C; como solvente etanol en un volumen
de 15 mililitros por cada 3 gramos de EUE; el tiempo de interaccion de 5 minutos y
como concentracion de HCI la correspondiente a 2,5 M.

Para cumplir con los deméas objetivos de la investigacion, era necesario la
preparacion de diez composiciones distintas de los CPE, la cuales fueron definidas
en funcién del porcentaje de los grupos DMAE neutralizados con AB y/o HCI,
abarcando todas las posibles combinaciones entre rangos de 25 % de
neutralizacién. Las composiciones definidas fueron: EuBzs, EuB25Clzs, EuB25Clso,
EuB2sClys, EuBso, EuBsoClas, EUB5oClsg, EUB75, EUB75Cl2s Y EUuBigo.

EL método de obtencion desarrollado demostré reproducibilidad para la

preparacion de los diez CPE.

El analisis de FTIR de los CPE evidencié la formacion de la interaccidn idnica entre
EUE y AB; asimismo, manifestd la presencia de un proceso de hidrélisis de los

grupos éster del PE debido a la adicién de acido clorhidrico.

Los espectros FTIR de la presente investigacién mostraron resultados comparables
con los obtenidos en otro estudio, en el que la metodologia de obtencién de los

sistemas se desarroll6 en fase acuosa, con posterior liofilizacion.



3. Determinacién de propiedades
fisicoquimicas

Los CPE, en estado sélido y en dispersion, exhiben un conjunto de propiedades que
pueden ser explotadas favorablemente en diversas teméaticas de investigacion, como en el
incremento de compatibilidad y estabilidad de activos, o en la modulacién de liberacion,
entre otros. De hecho, se ha reportado ampliamente que el fendbmeno de condensacién
i6nica, imparte propiedades particulares a las dispersiones de complejos PE-activo, las
cuales son de gran relevancia por su aplicacién en sistemas de liberacion de IFA [154].
Por lo anterior, la plena caracterizacion de los sistemas obtenidos en la presente
investigacion, es de suma importancia para el reconocimiento de aquellas propiedades,
gue producto de la formacién de los CPE, hacen que las nuevas entidades quimicas sean

ventajosas sobre sus precursores.

3.1 Metodologia

3.1.1 Materiales

Fosfato monobésico de potasio (grado reactivo, J.T. Baker), hidréxido de sodio, acido
clorhidrico, cloruro de sodio (grado reactivo, Merck), membrana de acetato de celulosa con
peso molecular de corte de 12000 Dalton (Sigma®). Los diez CPE obtenidos en la seccién

anterior. En todos los experimentos se utiliz6 agua desionizada.

3.1.2 Métodos.

Para la determinacion de algunas propiedades fisicoquimicas asociadas al estado sélido
de los CPE, se realiz6 el andlisis por calorimetria diferencial de barrido (DSC) y difraccion

de rayos X (DRX) de los diez complejos, que contienen, AB, EUE y la mezcla fisica (MF)
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equivalente al complejo EuB1go. Para el estudio de las propiedades relacionadas con el
comportamiento en dispersion acuosa, se estudiaron: solubilidad, distribucién de especies
y constante de afinidad; desplazamiento de AB por intercambio iénico, evaluacién de la
carga de superficie y liberacion. En algunos de los ensayos se utilizé la nomenclatura “%
de AB” para referirse de forma genérica a la concentracién de la dispersion del CPE, en

funcion del activo, sin embargo, NO hace referencia Unicamente a la especie no disociada.
i. Difraccién de rayos X (DRX)

Los analisis de difraccién de rayos X se realizaron en un rango de barrido entre 10° y 70°

sobre la escala de 26 a una velocidad de barrido de 0,0260°26/s (X Panalytical).
ii. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se evalu6 el comportamiento térmico de las muestras mediante calorimetria diferencial de
barrido (Analizador Mettler Toledo, DSC1-STARe System). El andlisis se realiz6 bajo
atmosfera de nitrégeno (flujo 50 ml/min) en un rango de temperatura entre 0°C y 180°C,
con un pretratamiento a -20°C por 10 minutos. La rampa de calentamiento utilizada fue de
10°C/min. Aproximadamente 7 mg de cada muestra de polimero, complejo o mezcla fisica
fueron pesados (Balanza Mettler Toledo ME204), mientras que para el acido benzoico
basté con un peso de 4 mg. Todas las muestras fueron dispuestas en portamuestras de

aluminio con tapa, cerradas herméticamente con la prensa (Mettler Toledo).
iii. Solubilidad

Para realizar la determinacién de solubilidad de los diez complejos se emplearon tres

metodologias diferentes:
A. Método tradicional.

Se siguid lo descrito por Baena Y. y col [142], para ello se adiciond un exceso del soluto
—complejo— a un tubo provisto de tapa que contenia 10 ml del solvente en estudio —
agua—, posteriormente se taparon las muestras y fueron termostatadas a 25°C + 0,05°C
y mantenidas con agitacion mecanica (Ind. Céntrico) durante el tiempo requerido para
alcanzar el equilibrio; luego de este, se cuantificé la concentracion de AB en el

sobrenadante de la solucion saturada mediante espectrofotometria al ultravioleta (UV-VIS
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1800, Shimadzu). Finalmente se determiné el pH (Hanna HI 2221) de cada una de las

soluciones. Los ensayos se realizaron por triplicado.
B. Determinacion cualitativa

Se analiz6 en tres etapas diferentes:

Etapa |

Se prepararon dispersiones acuosas de los complejos para volumen final 5 ml, a
concentracion de 3,3 % del CPE. Los tubos fueron mantenidos bajo agitacién mecéanica y
temperatura 25°C + 0,05°C.por un periodo de 24 horas (Ind. Céntrico) posterior a ello se
observé la apariencia de la dispersion y se clasificé en soluble, parcialmente soluble e
insoluble. Los ensayos se realizaron por triplicado.

Etapa Il

Se procedié de manera semejante a la Etapa | pero a concentracion de 0,5% de EUE.
Adicionalmente se determiné el pH final (Hanna HI 2221) para cada una de las soluciones.
Se realizaron tres réplicas por ensayo.

Etapa lll

Se prepararon dispersiones de los complejos para un volumen final de 5 ml a una
concentracion equivalente de acido benzoico de 0,6%; se agité de manera mecanica por
24 horas a una temperatura de 25°C £ 0,05°C (Ind. Céntrico). Como solvente se utilizaron
soluciones buffer de fosfatos a pH 5,8; 6,0; 6,3; 6,6; 6,9; 7,2; 7,6 y 8,0 [168]. Posterior al
tiempo de equilibrio se verific6 el pH (Hanna HI 2221), se observé la apariencia de la
dispersion y se clasificd en soluble, parcialmente soluble e insoluble. En una segunda fase
de andlisis se repitieron los ensayos, pero utilizando como solvente agua y ajustando el pH
mediante la adicion de solucion de NaOH al 2M. Los valores de pH estudiados fueron 5,8;

6,0; 6,3; 6,6; 6,9y 7,2. Todos los analisis se realizaron por triplicado.
C. Cantidad maxima aceptada de complejo en agua

Se desarroll6 un método para establecer la capacidad que tenia un volumen fijo de agua

para aceptar diferentes cantidades de cada uno de los complejos. Para ello, se dispusieron
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2 ml de agua en tubos tapa rosca a una temperatura de 25,0°C + 0,5°C (Ind. Céntrico) y
mantenidas con agitacion mecanica. Se adicionaron cantidades sucesivas de 150 mg de
los complejos, cada 24 horas hasta que el sistema fuera incapaz de incorporar mas solido.
En la Figura 3-1 se muestra el punto final para uno de los ensayos —y sus réplicas—
caracteristico por la presencia de sélido en la parte superior de la dispersion (a), adn

después de las 24 horas de estudio.

Figura 3-1. Punto final del ensayo de solubilidad de “Cantidad maxima aceptada”

Los resultados fueron expresados como la cantidad de complejo aceptados por un mililitro
de agua (en gramos) y el equivalente en masa de acido benzoico para cada uno de los

sistemas.
iv. Distribucién de especies y constante de afinidad

Se siguié la metodologia descrita en el capitulo 2 para la determinacién del porcentaje de
AB retenido en el complejo por la técnica de didlisis. Para las diez composiciones
estudiadas se prepararon dispersiones acuosas al 0,5 % de polimero y se registraron los
datos de pH (Hanna HI 2221) al interior y exterior de la bolsa de didlisis en el equilibrio, asi
como la concentracion de 4cido benzoico en la solucién externa (UV-VIS 1800) al finalizar
el estudio. El ensayo se realiz6 por triplicado.

v. Desplazamiento de AB por intercambio i6nico

Para evaluar el efecto de la adicion de cloruro de sodio sobre el equilibrio i6nico de las
dispersiones acuosas de los complejos —al 0,5 % de polimero—, se sigui6 la metodologia
descrita por Quinteros D y col [2] con algunas modificaciones, para ello se realiz6 una

titulacion potenciométrica (Hanna HI 2221) con una solucion de NaCl 2 M sobre 25 ml de
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cada una de las dispersiones. Los resultados se presentaron como graficas de pH vs

concentracion de NaCl. El ensayo se realizé por triplicado.
vi. Evaluacién de la carga de superficie

El potencial electrocinético () de las dispersiones de los complejos fue medido usando
una técnica que combina la electroforesis y la velocimetria Dopler laser (Zetasizer Nano
ZS, Malvern Instruments) [169], para ello las dispersiones —al 0,5% del polimero— de los
diez complejos fueron preparadas en solucion de NaCl 1mM en agua y evaluadas después
de 30 minutos. En una segunda etapa se repitieron los ensayos, a las mismas condiciones
descritas, pero a concentracion de 0,06 % de AB y con ajuste de pH a 6,0 con soluciones
de NaOH y HCI 1 M.

Para el registro y analisis de los resultados se utilizd el Software “Zetasizer”, las

condiciones del procedimiento operativo estandar para la realizacion de las mediciones

fueron:
& Opciones Generales: Modelo de Smoluchowski, F(ka): 1,50.
& Dispersante: Agua (Mili-Q), indice de refraccion: 1,33
& Temperatura: 25°C
& Tiempo de equilibrio antes de la medicién: 1 minuto
& Opciones de viscosidad de la muestra: Asumir viscosidad del dispersante
como viscosidad de la muestra.
& Numero de mediciones: 5.
& Duracion de la medicion: Manual; 20 corridas.

& Celda utilizada: “Universal Dip cell”

Los resultados se consideraron validos, cuando el “Zeta quality report (M)” del software
utilizado asegur6 una buena calidad de la muestra (“Result meet quality criteria”). Los

andlisis se realizaron por triplicado.

vii. Comportamiento de liberacion del acido benzoico.

Para evaluar el comportamiento de liberacién in vitro del acido benzoico desde las

dispersiones de los diez complejos obtenidos se utilizaron celdas de difusiéon
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bicompartimentales tipo Franz (Elaboradas por Siliser SAS, 58 ml receptor y area 3,51 cm?

+ 0,21 cm?) como la representada en la Figura 3-2.

Figura 3-2: Esquema de una celda de Franz y partes que la conforman.

Fuente: Elaboracion propia.

Se siguid la metodologia desarrollada y estandarizada por Baena y col [156] con algunas

modificaciones, a continuacion se presentan las condiciones de operacion:

=

€ € 6 6 6 6 €

G

Temperatura: 25°C = 0.05°C ((Lauda Alpha A 24).

Membrana utilizada: de acetato de celulosa con peso molecular de corte de 12000
Dalton en virtud del peso molecular polimérico.

Volumen del compartimento receptor: 58 ml + 1 ml.

Velocidad de agitacién: 400 rpm

Volumen de muestreo: 2ml

Cuantificacion del acido benzoico: Espectrofotometria UV (UV-VIS 1800).
Réplicas: 3.

Frecuencia de muestreo A: La primera hora cada 10 minutos; la segunda hora cada
15 minutos y posteriormente un muestreo por hora hasta tiempo final de 8 horas.
Frecuencia de muestreo B: La primera hora cada 15 minutos; la segunda hora cada

30 minutos y posteriormente un muestreo por hora hasta tiempo final de 8 horas.

Los estudios de liberacion se realizaron en cinco etapas en funcion de las variables

incluidas en la Tabla 3-1.
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Tabla 3-1 Condiciones de volumen de compartimento donor, concentracién, medio
receptor y frecuencia de muestreo para las cinco etapas de estudios de liberacion.

Etapa Volumen C.D* Concentracion de la Medio en C.R* Frecuencia de
(ml) dispersion de complejo muestreo
1 5 0,5 % EuE Agua A
2 1 0,5 % EuE Agua A
3 1 0,046 % AB Agua A
4 1 0,6 % AB SBF pH 6,0 B
5 1 0,6 % AB SBF pH 6,9 B

*C.D: Compartimento donor; C.R: Compartimento receptor; SBF: Solucién de buffer de fosfatos.

Con el objetivo de establecer si existen 0 no diferencias estadisticamente significativas
entre algunos de los ensayos realizados, se utilizd la comparacion mediante el factor de
similitud, £, calculado por la ecuacién (3-1), que evalla el porcentaje liberado a cada
tiempo de muestreo. R es el porcentaje liberado del ensayo que se establece como

referenciay 7Tel del ensayo a comparar, n indica el nimero de puntos comparados.

100 (3-1)

[+ G sme-1o]

f2 =50-Log

Un valor £; de 100 significa que los dos perfiles son idénticos; entre 50 y 100 que son

similares, pero inferior a 50 indica que son estadisticamente diferentes.

3.2Presentacion y discusion de los resultados

i. Difraccién de rayos X (DRX)

En la Figura 3-3 se presentan los patrones de difraccion de rayos X de &cido benzoico,
polimero, mezcla fisica y de los diez complejos obtenidos. Los resultados para AB
corresponden al tipico perfil de una sustancia cristalina, con sefiales claramente definidas
en los angulos de 16,6° 17,4° 18,1°, 23,6°, 24,0°, 25,9°, 27,3° y 34,9° que estan en linea
con los difractogramas reportados para este compuesto en estudios previos [170-174]. En
la Figura 3-4 se compara el patron de difraccion de rayos X experimental con el reportado
en la base de datos estructural de Cambridge o CSDB por sus siglas en inglés (Cambridge
Structural Database) y que fue tomado del material suplementario de la publicacién

realizada por Pons Sieperman y col [171], para ello se solaparon los patrones en el rango
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de 10° a 40° en la escala de 26, pues la mayoria de reportes encontrados fueron

registrados hasta tal valor. La figura demuestra que las sefales principales observadas en

el patrén de difraccion de rayos X experimental coinciden con aquellas presentes en la

referencia de la CSBD.

Figura 3-3 Patrones de DRX de los diez complejos obtenidos, reactivos de partida y

mezcla fisica.
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Figura 3-4 Sobreposicién de los difractogramas de &cido benzoico experimental y el
reportado por Cambridge Structural Database..
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El difractograma del polimero EUE es el caracteristico de un compuesto amorfo, en el que
se observan tres valores maximos —ubicados a 17,6° 30,8° y 42,4°— todos con anchos
de base de al menos 10°, este tipo de picos suelen ser indicativos de la presencia de una
estructura ordenada inmersa en una matriz amorfa [144]. El patron de DRX de EuE
registrado coincide con el reportado previamente para el polielectrolito [2,57,71,144,175—
178], que corresponde al de una sustancia de caracter amorfo en el que se pueden
diferenciar algunos picos anchos; siendo el registrado a menor valor de angulo, el de mayor
intensidad en todos los reportes; sin embargo se encontrd que el valor exacto de pico
fluctha entre 15° y 19° ya que las condiciones de analisis no son exactamente las mismas

en todos los estudios.

Para la mezcla fisica se obtuvo un patron de DRX equivalente a la suma de los reactivos
de partida: se observa el caracter cristalino del AB por la aparicion de picos definidos en
los angulos de 16,2° 17,3° 18,0° 23,7° 24,2° 25,8° 27,6° y 34,9°, semejantes a los
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presentados para el AB. Estos picos sobresalen de una linea base que cuenta con la forma

amorfa de los picos anchos del EUE.

Los resultados asociados a los diez complejos presentan un difractograma parecido al
arrojado por el polimero puro; en ninguno de ellos se presentan los picos particulares del
compuesto de partida cristalino. Este hallazgo sugiere que, para todas las composiciones
de complejo, el &cido benzoico se encuentra en forma amorfa y a nivel de dispersion
molecular. Notese que el grado de neutralizacion del polimero, con acido clorhidrico, esta
directamente relacionado con la intensidad del patron de DRX, es por ello que los
difractogramas de los complejos EuBgs, EuBso, EUB7s y EUB1ge cuentan con una respuesta
semejante, sin embargo, a medida que aumenta el porcentaje de grupos cloruro en la
composicion del complejo estudiado, el patron DRX se hace mas “achatado” y es asi como
el perfil de EuB2sClzs cuenta con la menor intensidad de todos los registros. Este
comportamiento puede deberse al proceso de hidrélisis de los esteres del polimero
descritos en el Capitulo 2 y cuyos grupos salientes pueden incidir en “la estructura
ordenada inmersa en la matriz amorfa” del EUE; contribuyendo a la desestructuracion de

la organizacién del polimero y por tanto a la reduccion de la intensidad de las sefiales.

El andlisis de difraccion de rayos X como técnica de caracterizacion para CPE, suele incluir
el estudio independiente de los compuestos involucrados en su obtencién y la mezcla
fisica. Los hallazgos descritos para este estudio siguen la misma tendencia de los
reportados previamente para la obtencion de otros complejos [2,143,144], en todos ellos
el polimero exhibe un caracter amorfo, el activo estudiado un perfil cristalino, la mezcla
fisica la sumatoria de los dos y los complejos un difractograma tipico de una sustancia
amorfa. De manera excepcional se ha observado que los patrones de difraccion de los
complejos en algunas ocasiones presentan picos definidos a angulos fijos, que no pueden
ser atribuidos a ninguno de los reactivos de partida [2,71,144] y que fueron relacionados a

puntos cristalinos de las muestras.

La técnica de difraccion de rayos X no puede ser utilizada como herramienta Unica para
comprobar la formacién de complejos, pues los fenébmenos que se observan también
tienen lugar en el desarrollo de otros sistemas, como las denominadas “dispersiones

sélidas”, en la Tabla 3-2 se resumen algunas investigaciones al respecto realizadas con el
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polimero EUE; en todas ellas se obtienen resultados semejantes a los encontrados para

complejos, sin que medie ningun tipo de interaccién ibnica entre componentes.

Tabla 3-2 Estudios de DRX para dispersiones sélidas de EuE.

Autores Afo Dispersién sdlida obtenida Hallazgos del DRX de la dispersién
Aitken Ny col 1996 Lidocaina - EUE por extrusién por No se presentan los picos asociados a
[176] fusion. Lidocaina pura.
Jae-YoungJy 1999 Itraconazol - EuE (entre otros En todas las proporciones de polimero-
col polimeros), con solvente cloruro farmaco estudiados no se observé el
de metileno y secado por caracter cristalino del itraconazol.
[179] aspersion
Six Ky col 2002 Itraconazol - EuE, obtenido por Los picos cristalinos del itraconazol
[180] extrusion por fusion. desaparecen cuando la carga del principio
activo es inferior al 13 % p/p.
HaibingHey 2010 Fenofibrato - EuE, extrusion por Se observan picos muy débiles del activo
col [178] fusion. comparados con los de la mezcla fisica.

Sugiere que la mayoria del fenofibrato se
encuentra como forma amorfa y una
pequefia proporcién se encuentra como
cristal.

Sin embargo, también se encuentran reportes de dispersiones soélidas, en las que el
difractograma del sistema obtenido muestra los picos de cardcter cristalino de los activos
utilizados, entre ellos el realizado por Moneghini M y col para atenolol [181] y el de
Valizadeh H y col para Indometacina [73], como elemento comin se encontré que la
metodologia de los dos estudios empleaba solvente en minima cantidad, factor que es de
suma importancia para proporcionar las condiciones adecuadas para que la dispersion se
lleve a cabo a nivel molecular, de hecho Guzman y col [71] hacen mencidn especial a la
importancia de asegurar la relajacién de las cadenas del polimero cuando se dispersa en

el solvente.

Para el uso de la técnica de DRX debe evitarse la presencia de interferentes, que pueden
llevar a interpretaciones erréneas de los resultados, por ejemplo Li J y col [182] realizaron
la obtencion de una dispersion sélida de Eu y curcumina, mediante dispersién acuosa con
buffer de acetatos y posterior liofilizacién. Los difractogramas de la dispersion sélida
presentaron picos definidos a angulos fijos, acordes con el de una sustancia cristalina, sin
embargo, no correspondian a los hallados para el activo en el analisis individual, sino para
acetato de sodio, componente de la solucidn reguladora utilizada. A partir de este resultado

se visibiliza la importancia de utilizar una metodologia como la desarrollada en esta
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investigacion, ya que reduce la presencia de interferentes, pues el Unico reactivo que se

adiciona (diferente a los componentes intrinsecos del CPE), es eliminado por evaporacién.
ii. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los resultados de los analisis de calorimetria diferencial de barrido se presentan en la
Figura 3-5y la Figura 3-6. En el eje X se grafica la temperatura, en grados Celsius, y en el
eje Y el flujo de calor en milivatios (mW), sin embargo, no se incluyeron los valores

numeéricos de este eje para facilitar la comparacion de resultados entre muestras.

En el termograma del AB se observa un pico bien definido con temperatura de inicio en
118°C y un maximo de pico a 124,6°C correspondiente a la transicion termodinamica de
primer orden debida al proceso de fusién, este resultado esta en linea con la temperatura
de fusion reportada para AB (122°C) [67]. En el rango de temperatura evaluado no se
observa ningun proceso de descomposicion para el preservante [183].

El resultado para el polimero EUE que se presenta en la Figura 3-5, corresponde al
segundo ciclo de calentamiento de la muestra, ya que en el primer ciclo se observé un pico
endotérmico debido a la entalpia de relajacién del polimero (el cual se presenta mas
adelante en la Figura 3-7); fendbmeno cinético que refleja el estado de las cadenas
poliméricas a condiciones de almacenamiento inferiores a su temperatura de transicion
vitrea (T, ), en especifico para aquellos en los que el enfriamiento del polimero es tan rapido
gue las cadenas no tienen la oportunidad de encontrar orientaciones energéticamente
favorables antes de solidificarse [184]. Para la determinacion de la T, del EUE se calculo
la segunda derivada del flujo de calor (a partir del termograma del segundo ciclo de
calentamiento) y se tomé la temperatura correspondiente al pico mas prominente
[185,186], en este caso 42,0°C, valor que se encuentra dentro del rango declarado por el
fabricante (45 °C £ 5 °C) [69,187,188].

El perfil de DSC de la mezcla fisica presentd dos picos endotérmicos: el primero asociado
a la T, del EUE a una temperatura de 58,0°C —calculada mediante la segunda derivada
del flujo de calor— y el segundo pico a 121,6°C, relacionado con el proceso de fusion del
acido benzoico (T,,), que a diferencia del compuesto puro conté con una base de pico
bastante amplia, incluso con temperatura de inicio en 62,0°C y con una intensidad mucho

menor de la esperada, este fendmeno ha sido reportado para mezclas fisicas de estudios
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semejantes [57,71,144,182] en los que la sefal endotérmica relativa a la del compuesto
puro es mucho mas ancha; tal efecto se puede atribuir a la interaccion in situ que tiene
lugar entre el polimero y el compuesto activo, que se favorece por las condiciones del
analisis del DSC, que semejan las condiciones de obtencién de CPE por el método de
extrusion por fusion, el cual ha demostrado gran utilidad en la formacién de la interaccion

ionica [57].

Figura 3-5 Termogramas de AB, EuE, mezcla fisica y complejos de la familia “EuBso”.
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Figura 3-6 Termogramas de los complejos de la familia “EuB2s”, “EuB7s” y EuB100
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En cuanto a los termogramas de los diez complejos, se observan resultados semejantes a
los reportados por Liu Hy col [57], en todos los casos se presenta un pico endotérmico de
baja intensidad asociado a la temperatura de transicion vitrea del EUE en el rango de
temperatura de 33°C a 58°C; se destaca que la endoterma propia del proceso de fusion
del AB desaparece totalmente evidenciando la distribucion a nivel molecular del activo en
el polimero, demostrando que el complejo es diferente en propiedades fisicoquimicas a la

mezcla fisica, similar a lo ocurrido en estudios previos de sistemas tipo CPE
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[57,71,143,144,189,190]. Al igual que en los estudios de DRX, este fendmeno también se
presenta para algunos sistemas tipo dispersion sélida en los que la estructura quimica del
polimero y el activo no cuentan con las caracteristicas moleculares para la formacion de
un enlace de tipo ib6nico [177-179,181,182,191], tales resultados evidencian las
desventajas del analisis de calorimetria diferencial de barrido para CPE, ya que permite
corroborar la formacion de una dispersion molecular entre polimero y activo, asi como la
existencia de una sola fase, sin embargo, no permiten establecer las interacciones bajo las
cuales se rigen. Aunque las técnicas de DRX y DSC cuentan con las limitantes
mencionadas, son herramientas complementarias bastante Utiles, para el desarrollo de los
CPE, puesto que permiten descartar la presencia de dos o mas fases en el sistema
estudiado.

Para una mejor visualizacion de los picos endotérmicos relacionados con la temperatura
de transicion vitrea de cada complejo en la Figura 3-7 se presentan los perfiles de DSC
con valores de temperatura en el eje X hasta 75°C, en estos se observa la presencia
concomitante de los eventos de relajacién y de transicion vitrea del polimero de un estado
“vidrioso” (glassy) o rigido a uno “cauchoso” (rubbery) o viscoso; a pesar de ello no se
consideré procedente determinar la T, en un segundo ciclo de analisis térmico ya que,
como se menciond previamente, la formacion de los CPE es favorecida con el aumento de
temperatura y es probable que un termograma obtenido en un segundo ciclo de
calentamiento refleje los procesos que se dieron lugar en el primero y no los resultados

asociados a la obtencion de cada complejo.

En la Figura 3-7 se observa para cada uno de los complejos el pico correspondiente a la
entalpia de relajacién, en todos los casos se evidencia un descenso en la linea base
después del evento endotérmico, hecho que demuestra el solapamiento de la transicién
vitrea, proceso que se caracteriza por este cambio en la linea base. Para la determinacion
del valor de T; en cada uno de los termogramas se plantearon dos métodos: el primero
consistié en establecer el punto medio y su respectiva temperatura, entre el inicio y fin de
cada pico, sin embargo, en algunos de los resultados era muy subjetivo definir el punto en
el cual se estabilizaba la linea base, por ello se empled un segundo método que consistid
en calcular la segunda derivada y registrar el valor de temperatura correspondiente al
méaximo obtenido, vale la pena mencionar que la transicion vitrea ocurre en un rango de

temperatura estrecho y aunque se reporta un punto definido, el evento suele ocurrir un par
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de grados Celsius antes y después de este. En la Tabla 3-3 se resumen los valores de T,

calculados por el método de la segunda derivada y ademas se incluye la informacion de

T,, relacionada con el acido benzoico.

Figura 3-7 Termogramas de EUE, MF y los diez complejos en rango de temperatura de

0°C a 75°C.
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Tabla 3-3 Valores de T,,, y T, asociados a los termogramas obtenidos, para los complejos,
compuestos de partida y mezcla fisica.

Tm(°C)  T4(°C)

AB 124,6 -~
Euk -- 42,0
Mezcla 121,6 58,0
Fisica

EuBys -- 46,0
EuB25Cl s -- 51,6
EuB25Clso -- 53,6
Eu Bz5C|75 -- 57,3
EuBso -- 38,3
Eu BsoClzs -- 45,0
Eu BsoClso -- 45,0
EuBs -- 36,7
EuB7sClys - 38,3
EuB 100 -- 33,3

T, temperatura de fusion y T;: temperatura de transicion vitrea.

Como tendencia general se observa que el contraidon benzoato genera una disminucion del
valor de la temperatura de transicién vitrea, mientras que el contraién cloruro favorece su

aumento; para analizar este hallazgo en la Figura 3-8 se grafico el valor de T, en funcién

del porcentaje de contraion ClI, para todas las composiciones obtenidas.

Figura 3-8 Temperaturas de transicion vitrea T, para los complejos EuB2sClx(m),

EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB1go (V). En el eje X se presenta el porcentaje de grupos

DMAE neutralizado con acido clorhidrico.
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Para el valor O del eje X se presentan los resultados asociados a los cuatro complejos sin
neutralizacion adicional de acido clorhidrico, sus valores de T, disminuyen a medida que
aumenta el porcentaje de benzoato en su composicion, esta tendencia corresponde a lo
reportado en estudios previos, como los presentados en la Tabla 3-4. En ellos se evidencia
gue la adicion de compuestos organicos a polimeros reduce el valor de su temperatura de
transicion vitrea, fenomeno atribuido a la ubicacion de las moléculas del compuesto de
bajo peso molecular en el polimero y al respectivo aumento del volumen libre, que conlleva
a un incremento en la movilidad molecular que afecta la disposicion “enredada” o
“‘entanglement” de las cadenas y las fuerzas cohesivas entre ellas, de modo que se
requiere una menor transferencia de energia para el paso del material de “vidrioso” a

“cauchoso”.

Tabla 3-4 Estudios relacionados con el efecto de la adicion de principios activos en la T
de un polimero.

Autores Afio Sistema Estudiado Hallazgo
Jenquin M.Rycol 1989  Peliculas de Eudragit RL y Se redujo la T, hasta en 13°C, fenémeno
[192] RS, con acido salicilico y atribuido al aumento en la movilidad de las
clorfeniramina. cadenas y a la reduccion en la tortuosidad de
la matriz.
Chuanbin W'y 1997  Peliculas de Eudragit RS 30 Para las peliculas preparadas con
McGinity J.W. D, plastificadas con: metilparabeno, ibuprofeno y clorfeniramina se
193 metilparabeno, ibuprofeno, observo la reduccion de la T,, este hecho se
[193] clorfeniramina o teofilina. relaciond con el debilitamiento de las
atracciones intermoleculares del polimero.
Repka M.Aycol 1999  Peliculas de Los dos farmacos modelo exhibieron una
[194] hidroxiprop?lcelulosa y reduccion de la T, de las peliculas obtenidas
clorfeniramina € por extrusion por fusion.

hidrocortisona.

Qi Sy col [191] 2008  Eudragit E 100 y Los sistemas obtenidos por extrusion por

acetaminofen fusion fueron plastificados por el
activo que redujo la T, del polimero en hasta
20°C.
Zhang Jy col 2011  Dispersion solida de Se observo que el valor de T, disminuy6 al
[195] felodipina en aumentar la fraccién de peso correspondiente
polivinilpirrolidona al principio activo; sugieren la miscibilidad de
los dos componentes.
Ramirez-Rigo 2014  Complejo Eudragit E 100 y A medida que aumenté el porcentaje de los
M.V y col enalapril. grupos DMAE neutralizado con el activo, el

valor de T, descendid, lo atribuyen a un efecto
“plastificante” del activo que reduce las
interacciones entre cadenas poliméricas.
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Los valores de T, presentados en la Figura 3-8 para los complejos restantes indican que
la neutralizacion adicional con acido clorhidrico genera el efecto opuesto al observado con
acido benzoico, en todos los casos se mantiene o aumenta la temperatura de transicion
vitrea; este comportamiento ha sido relacionado con el tamafio del contraion, en un estudio
de indometacina en estado amorfo [196] se encontr6 que al aumentar el tamafio del
contraion, la fuerza electrostatica entre el cation y el grupo carboxilato del principio activo
disminuia y a su vez el valor de la T;. Para los complejos obtenidos, la neutralizacién con
el acido inorganico genera aniones cloruro de bajo tamafio y por tanto con una interaccion
iGnica de mayor fuerza con los grupos DMAE que la generada con los aniones benzoato,
tales fuerzas heteromoleculares —de mayor magnitud a las interacciones
homomoleculares presentes en el polimero puro— ocasionan un incremento en la
densidad del material y reduccion del volumen libre, que se reflejan en mayores

temperaturas necesarias para superar la transicion vitrea.

Para confirmar el efecto del contraion cloruro en la T, de los complejos obtenidos se realizé
el andlisis de DSC a sistemas de EUE preparados bajo la neutralizacién Unica con HCl para
el 25%, 50%, 75% y 100% de los grupos DMAE del polimero, en la Figura 3-9 se presentan
los resultados obtenidos y ademas se incluyen los datos presentados en dos estudios

previos en los que también se obtuvieron los complejos descritos.

Figura 3-9 Temperaturas de transicion vitrea T, para los iondmeros EuCls.100) reportadas
por los autores: (m) Guzman [71], (e) Villada [164] y los obtenidos en el presente estudio

(A) (Dallos).
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En los tres estudios se observa el aumento del valor de T; a medida que se incrementa el
grado de neutralizacion del polimero con el acido clorhidrico, pese a ello, hay diferencias
de hasta 50°C —EuCligo— en los resultados. Villada y col atribuyeron la disminucién de
sus valores reportados -en comparacion con los de Guzman y col- a la hidrélisis de los
grupos DMAE que disminuyen la cantidad de puentes salinos que pueden formar los
materiales y sugieren utilizar otra metodologia que no promueva la reaccion de
degradacién del polimero, no obstante, en el presente estudio se utilizé6 la misma
metodologia empleada por Guzman y como se demostro en la seccion de caracterizacion
por FTIR la hidrdlisis de los grupos DMAE también tuvo lugar, por tanto, es muy probable
gue la reaccion de hidrdlisis igualmente se diera en los complejos obtenidos por Guzman
y col aunque no haya sido reportado, de modo que la hipétesis planteada por Villada y col

para explicar las diferencias en el valor de la T; queda descartada.

Cabe sefnalar que la transicion vitrea, bien conocida por representar un “salto” en la
capacidad calorifica (Cp), es una transicion que no va acompafada de una entalpia propia,
por ello el fenébmeno es similar a una transicion termodinamica de segundo orden, pero no
es una transicion termodindmica verdadera, pues depende del tiempo [185], es asi como
algunos parametros de andlisis como la velocidad de calentamiento afectan drasticamente
el valor de T, de hecho en un estudio desarrollado por Qi Sheng y col [191] se observo
un aumento de hasta de 20°C en la temperatura de transicion vitrea al pasar de 5°C/min a
100°C/min, dado que una mayor rampa de calentamiento no proporciona el tiempo
suficiente para el movimiento de la cadenas poliméricas y desencadena en valores de T,
mayores. Asimismo la técnica de DSC utilizada, juega un papel fundamental en el estudio
de la transicion vitrea: en el reporte de Villada y col [164] inicialmente la determinan
mediante DSC convencional y obtienen resultados muy similares a los graficados en la
Figura 3-9 como “Dallos”, pero cuando reproducen los andlisis en DSC modulado obtienen
valores de mayor magnitud. En este sentido, puede explicarse las diferencias en los
resultados como producto de las divergencias en los analisis, ya sea por la rampa de
calentamiento, la técnica de andlisis, el nUmero de ciclos calentamiento-enfriamiento, entre

otros.

Finalmente, vale la pena sefialar una particularidad observada en los termogramas de los

complejos obtenidos. En la Figura 3-5 y la Figura 3-6 se presenta un pico endotérmico
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hacia la parte final de cada andlisis, este pico es menos evidente para aquellos complejos
en los que la neutralizacion de los grupos DMAE fue realizada Unicamente con 4cido
benzoico, pero para los termogramas de los sistemas que contaron con una neutralizacion
adicional de HCI el fenbmeno endotérmico ocurrié con una mayor intensidad, tal como se
observa para el complejo EuB2sClzs en el que se presenta un pico bien definido y bastante
pronunciado. En la Tabla 3-5 se resume la informacion de temperatura maxima a la que
sucede el evento endotérmico descrito y el valor del flujo de calor registrado para tal
temperatura, asimismo en la Figura 3-10 se representan tales resultados de temperatura
en funcién de la composicién del complejo, a partir de estos se puede afirmar que —con
la Unica excepcion del complejo EuBzs en el que el fendbmeno descrito fue casi
imperceptible— a mayor porcentaje de neutralizacion de los grupos DMAE del polimero el
evento endotérmico tuvo lugar a una menor temperatura. Generalmente, el evento
endotérmico descrito es adjudicado a la presencia de transiciones relacionadas con la
mezcla de las diferentes especies del polimero: fracciones de cadena corta, cadenas
largas, secciones entrecruzadas, entre otros [145]; en este sentido es posible que la
hidrdlisis del polimero descrita en el capitulo anterior de lugar a las especies quimicas
mencionadas y por ello el pico endotérmico es de mayor intensidad cuando hay una mayor
cantidad de &cido clorhidrico involucrado en el proceso de obtencion del complejo. Pese a
ello, es viable que el fendmeno endotérmico esté relacionado con otra reaccién de
degradacién del polimero como la ciclacion; en estudios previos [162,197] se ha reportado
para el EUE la formacién de un anhidrido ciclico de seis miembros inducido térmicamente

a temperaturas superiores a los 180°C, en la Figura 3-11 se presenta la reaccion.

Tabla 3-5 Valores de temperatura y flujo de calor asociados al evento endotérmico
presente en la parte final de los termogramas.
Temperatura del evento  Flujo de calor

endotérmico (°C) asociado (mW)
EuB2s 173,0 -2,26
Eu Bz5C|25 178,7 -4,41
Eu Bz5C|5o 175,3 -9,09
EUstC|75 166,3 -69,77
EuBso 180,0 -2,73
EUBsoClzs 177,3 -7,45
EUB50C|50 147,0 -12,06
EuB7s 168,6 -4,41
EUB750|25 151,6 -5,75

EuBi0o 154,3 -3,28
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Figura 3-10 Temperaturas del evento endotérmico para los complejos EuB2sClx(m),
EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB1go (V). En el eje X se presenta el porcentaje de grupos

DMAE neutralizado con &cido clorhidrico.
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Figura 3-11. Formacion del anhidrido ciclico de seis miembros en Eudragit® E 100.
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La reaccion intramolecular reportada en los estudios de Lin S.Y y col ocurre via

condensacion de ésteres sin adicidn de ningun iniciador o catalizador, Ginicamente requiere

del proceso de calentamiento; su hallazgo fue realizado en un equipo de micro

espectroscopia de infrarrojo con transformada de Fourier acoplado a calorimetria

diferencial de barrido (FTIR/DSC) y consisti6 en el rastreo de la desaparicion de las bandas

de infrarrojo de los grupos de DMAE vy la aparicién de bandas en 1801 cm?y 1763 cm

asociadas al grupo carbonilo y de la banda 1007 cm? correspondiente al estiramiento

asimétrico C-O-C, todas ubicadas a la longitud de onda caracteristica de compuestos

anhidridos. EI mecanismo de reaccion bajo el cual se rige aun no ha sido caracterizado,
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sin embargo, por tratarse de un proceso mediado por calor es bastante probable que la
reaccion sea favorecida si los sustituyentes R; y R2 de la estructura del EUE son de menor
tamano, es decir para los complejos en los que se demostré6 mediante FTIR un mayor
grado de hidrdlisis y en los que algunos de los sustituyentes R; y Rz han sido reemplazados
por el grupo —OH. Para corroborar esta teoria se realiz6 el andlisis de infrarrojo luego de
realizado el estudio de DSC para las muestras de los complejos EuB2sClzs, EuB2sClso y
EuBsoCls. La seleccién de estos complejos obedecié a la necesidad de rastrear las bandas
en 2822 cm™ y 2770 cm™ correspondientes a DMAE, pues en el espectro inicial de FTIR
de estos complejos aun se observan estas bandas ya que en su composicion no se realiza
la neutralizacion del cien por ciento de los grupos protonables del polimero. El espectro de
FTIR de los tres complejos arrojé resultados muy semejantes. En la Figura 3-12 se
presentan los resultados para EuB2sClso, en este se observan los cambios relacionados
con la formacién del anhidrido ciclico: por un lado, se desvanecen las bandas del DMAE y
por otro aparecen aquellas en 1801 cm™, 1757 cm™ y 996 cm™. En este sentido es posible
adjudicar el evento endotérmico observado en la parte final de cada termograma a la
reaccion de ciclacién intramolecular, que se favorece para aquellas composiciones en las
gue ha ocurrido el proceso de hidrdlisis, de alli que los complejos con mayor porcentaje de
grupos cloruros como contraion presentan el evento a una menor temperatura y con una

mayor intensidad.

Figura 3-12 Comparacioén del espectro de FTIR para el complejo EuB2sClsp antes y
después del analisis de DSC.
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iii. Solubilidad

La solubilidad es definida en términos cuantitativos como la concentracion de soluto en
una solucién saturada a una temperatura dada, o en términos cualitativos: la interaccion
espontanea de dos 0 mas sustancias para formar una dispersion molecular homogénea
[198]. Es una propiedad fisica de especial importancia para el desarrollo de formulaciones
farmacéuticas, pese a ello, para los CPE y para dispersiones sélidas de PE no hay un
técnica estandarizada para su medicion, en gran parte debido a las complicaciones
relacionadas con la alta viscosidad de los polimeros que dificultan alcanzar el equilibrio de
solubilidad [199]. Por esto, es bastante comun que los estudios de este tipo de sistemas
omitan la determinacion de la misma y hagan directamente una evaluacion de desempefio
ya sea de liberacién o de disolucion; en la mayoria de estas investigaciones llegan a
conclusiones indirectas de la solubilidad del sistema a partir de estos resultados de
desempefio [71,189,200-205].

En otros de los estudios reportados para este tipo de sistemas [175,193,206—-209] se
observa que la evaluacion de solubilidad se realiza desde otro enfoque, en el que buscan
establecer la cantidad maxima del principio activo que es compatible con el polimero, para
ello adicionan cantidad en exceso del farmaco a dispersiones acuosas del PE ionizado y
luego de alcanzar el estado de equilibrio cuantifican el activo en el sobrenadante. En la
presente investigacion no se determind este tipo de solubilidad ya que la composicion de
los complejos obtenidos se fijé desde el inicio y en funcién de los grupos protonables de
EUE, en ningun caso se adicioné el contraién en una proporcion superior al 100% de estos,
lo anterior porque se pretende estudiar principalmente la interaccion de tipo iénico entre
polimero - activo y la adicion de acido benzoico en cantidad superior a esta favorece su
acumulacion en fases pseudohidrofébicas que se pueden forman en los grupos alquilo

esterificados de la cadena del polimero.

Para la determinacion de solubilidad de los complejos obtenidos se siguieron las tres

metodologias descritas en la metodologia:
A. Método tradicional.

Para esta se encontraron algunas dificultades, la primera relacionada con el peso de soluto

a adicionar en exceso, en parte porque pocas referencias realizan esta determinacion de



Capitulo 3 75

solubilidad [142,177,179,210], ademas porque la cantidad en exceso depende de la
naturaleza quimica del CPE y su interaccién con las moléculas de agua. Sin embargo, se
realiz6 el analisis considerando las condiciones del estudio (entre los cuatro
referenciados), en el cual agregaron una mayor cantidad de complejo para alcanzar el
exceso, que fue de un gramo de CPE para diez mililitros de agua [177]. Contrario a lo
esperado se observé —para las diez composiciones estudiadas— que luego de alcanzar el
equilibrio no quedaba exceso de sdélido en el tubo de ensayo y que todo el peso adicionado
se incorporaba en la fase liquida, por ello se pas6 a una segunda fase en la cual se hizo
la adicion de 2 gramos de muestra para los 10 ml de solvente, pero se presentaron
problemas en la homogenizacion del sélido en el medio debido a que el peso seleccionado
era bastante voluminoso y el solvente solo interactuaba con las zonas de contacto,
causando un efecto de “bola”, el cual a pesar de la agitacion mecanica no fue superado

aun pasadas las 24 horas.

En vista de estos inconvenientes y de la imposibilidad de realizar una jerarquizacién de los
resultados de solubilidad para cada uno de los diez complejos, se decidié proceder con las

siguientes metodologias.

B. Determinacion cualitativa

Etapa |

La solubilidad puede expresarse en diferentes modos, la Farmacopea de los Estados
Unidos (USP) hace una clasificacion en siete categorias que van desde “Practicamente
insoluble” hasta “Muy soluble”, cada una descrita en términos de “partes de solvente
requeridos para disolver una parte de soluto” [168]. Con el fin de establecer si los diez
complejos entraban en la categoria de “soluble” segun lo indicado en la USP, es decir
‘requiere de 10 a 30 partes de solvente por una parte de soluto” se estudiaron las
dispersiones de cada complejo a concentracion aproximada de 33 miligramos de CPE por
mililitro, una vez alcanzado el equilibrio, a las 24 horas, se observé para todos los
complejos apariencia traslicida y sin presencia de sélido; por tanto bajo la clasificacion de

la USP los diez complejos obtenidos son solubles.
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Etapa

Los polielectrolitos hormalmente poseen grupos polares que interactdan con las moléculas
de agua, sin embargo, su comportamiento es controlado principalmente por el pH del
medio y la fuerza i6nica. El EUE cuenta con pK; entre 7,0 y 7,3 [211], por tanto es soluble
a pH acido ya que favorece la protonacion de los grupos amino, que se repelen y facilitan
la interaccion del polimero con las moléculas de solvente; a condiciones de pH alcalinas
no hay repulsién entre cadenas y como resultado se da un proceso de agregacion que
conlleva a una disminucién en la solubilidad del PE [25]. Dada la importancia del pH se
realizé su medicion, para las dispersiones de los diez complejos al 0,5% de EUE; se eligié
esta concentracion porque los analisis de constante de afinidad, desplazamiento de AB y
potencial electrocinético suelen ser evaluados a este valor [212]. Para todos los casos se
observé que los solutos eran solubles, puesto que estaban a una concentracion menor que
la evaluada en la seccion anterior. En la Tabla 3-6 se presenta la concentracion de
complejo en la dispersién y los valores de pH, ademas se incluyé la concentracion de AB
calculada segun proporcion estequiométrica para cada complejo y el valor de la solubilidad
de AB calculada al pH que registr6é cada dispersion.

Tabla 3-6 Estudio de la solubilidad y pH para los diez complejos en dispersién al 0,5% de
EuE

[CPE] ¢Soluble? pH [AB]? [AB]®

mg/ml mg/ml mg/ml
EuB2s 5,46 Si 6,39 (0,44) 0,46 530,00
EuB2sCla2s 5,60 Si 6,17 (0,65) 0,46 323,15
EuB2sClso 5,73 Si 5,84 (0,59) 0,46 151,82
EuB2sCl7s 5,87 Si 4,82 (0,32) 0,46 17,68
EuBso 5,92 Si 6,18 (0,41) 0,92 325,61
EuBsoClazs 6,06 Si 5,71 (0,36) 0,92 112,58
EuBsoClso 6,19 Si 4,95 (0,53) 0,92 22,52
EuB7s 6,38 Si 5,80 (0,61) 1,38 137,72
EuB75Clas 6,52 Si 5,05 (0,41) 1,38 27,29
EuB1oo 6,84 Si 5,20 (0,84) 1,84 37,40

Entre paréntesis: valores de coeficiente de variacion (CV).
a Concentracién estequiométrica de AB en la dispersion al 0,5% de EuE
b Solubilidad en agua de AB al pH medido para cada dispersion.

Se encontrd que la tendencia de los resultados de pH fue la esperada: a mayor porcentaje

de neutralizacion del contraién, mas bajo el valor. En la Figura 3-13 se presentan de
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manera gréafica los resultados. Para el valor del eje X en cero, se observan los datos de los
cuatro complejos sin neutralizacion adicional de acido clorhidrico, los cuales cumplen con
la tendencia mencionada y demuestran la presencia del contraibn, pues a mayor
porcentaje de 4cido benzoico menor fue el valor de pH, del mismo modo se present6 una
reduccion debido a la neutralizacion adicional con el &cido inorganico, esta fue proporcional
a su porcentaje en la composicion del complejo. En la figura también se observa una
tendencia a que los complejos con un mismo porcentaje de neutralizacion total de los
grupos DMAE cuenten con valores de pH semejantes, por ejemplo, para el grupo “EuBso y
EuB2sCl2s” 0 entre los complejos “EuB7s, EuBsoCl2s y EuB2sClso”, indicando para estos CPE
gue la neutralizacion con un &cido fuerte o un &cido débil no tiene incidencia, debido a que
la magnitud de iones hidronio que se ceden al medio es similar. Para aquellos con el 100%
de los grupos protonables del EuE neutralizados, se presenta un ligero efecto de
disminucion de pH a mayor adicion de &cido clorhidrico en su obtencion muy
probablemente debido a que se trata de un &acido fuerte y es posible que a mayor

porcentaje de este, las diferencias sean mas evidentes.

Figura 3-13 Valores de pH promedio de las dispersiones acuosas de los complejos
EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB1oo (), a concentracion de 0,5% de EUE. En
el eje X se presenta el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con 4cido clorhidrico.
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Aprovechando la determinacién de pH de las dispersiones de los complejos, se realiz6 un
analisis de los resultados de solubilidad habitualmente incluido para este tipo de estudios,
gue consiste en comparar la concentracion del activo en la dispersion preparada y en la
solubilidad acuosa calculada al pH registrado para la dispersion. Los resultados se
presentan en la Tabla 3-6, en estos se observa que para ninguno de los casos la cantidad
de AB solubilizada por el complejo polielectrolito fue superior a la correspondiente de la
solubilidad, mientras que, para los estudios previos [2,43,142,212,213], este tipo de
andlisis demostro capacidad para solubilizar un farmaco hasta en 1498 veces [142]; este
hecho es debido a las diferencias en la solubilidad de los principios activos en agua, pues
para la mayoria de las moléculas de los reportes el valor esta en el orden de 102y 103
mg/ml, mientras que la solubilidad de AB en agua a 25°C es de 3,4 mg/ml [80] , asimismo,
el pH de las dispersiones es bastante diferente, mientras que los registrados en la presente
investigacion oscilan entre 4,8 y 6,4 los reportados, por ejemplo, por Quinteros D.A. [212]
para la misma concentracion de PE no superan el valor de 4,8, en este sentido, el pH de
las dispersiones no dista mucho del valor del pKa de los farmacos y el efecto de la
solubilidad de la molécula disociada no tiene mayor impacto en el resultado; sin embargo

para los fines del presente estudio este hallazgo no es critico.

En otros estudios también se encontré un efecto de disminucién de la solubilidad del
principio activo [145,190], en ellos se adjudicé este hecho a un efecto de salting-out debido
al aumento de concentracion de los solutos y a una mayor competencia por el solvente,

también a la posible formacién de otro tipo de complejos farmaco-polimero menos solubles.

Etapa lll

Debido a la necesidad de evaluar el desempefio de los complejos polielectrolitos como
agentes antimicéticos a valores de pH superiores al pK, del &cido benzoico, se realiz6 un
andlisis cualitativo de solubilidad utilizando diferentes soluciones reguladoras de pH (buffer
de fosfatos a las concentraciones indicadas por la USP [168]) como solvente, para ello se
prepararon dispersiones de los complejos al 0,6 % de acido benzoico, concentracion
elegida por ser superior a los tipicos valores de concentracion minima inhibitoria (CMI) del
acido benzoico frente a levaduras y hongos filamentosos [67] y a la cual se espera observar

el efecto antimicético. En la Tabla 3-7 se presentan los resultados relacionados.
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Tabla 3-7 Solubilidad cualitativa de los diez complejos a concentracion de 0,6 % de AB,
en buffer de fosfatos a diferentes valores de pH.

[CPE] 5.8 6,0 6,3 6,6 6,9 7,2 7,6 8,0

mg/ml
EuB2s 71,2 S S S S S S S P
EuB2sCls 73,0 S S S S S S S P
EuB2Clso 74,8 S S S S S S S P
EuB2sCls 76,6 S S S S S S S P
EuBso 38,7 S S S S S S S P
EuBsoCls 39,6 S S S S S S S P
EuBsoClso 40,5 S S S S S S S P
EuBs 27,8 S S S S S S S P
EuB7Cls 28,4 S S S S S S S P
EuBi1oo 22,3 S S S S S S S P

S: Soluble; P: Parcialmente soluble.

Los resultados presentados suponen una mayor compatibilidad del polielectrolito EUE a
condiciones de pH ligeramente alcalinas como consecuencia del proceso de complejacion,
sin embargo, al finalizar el ensayo, se realiz6 una verificacion de pH y se encontr6 que el
valor habia disminuido en todos los casos, es decir que la capacidad amortiguadora de las
soluciones buffer no habia sido suficiente para regular el pH. Teniendo en cuenta los
diferentes equilibrios que tienen lugar en la dispersién y con el objetivo de no incrementar
el nimero de variables del estudio, se repitié el ensayo sin incluir soluciones buffer como
solvente, en cambio se realiz6 el andlisis en agua con ajuste de pH, utilizando para ello
solucion de hidroxido de sodio. En la Tabla 3-8 se incluyen los resultados de esta prueba,
se observa para todos los complejos un comportamiento similar en el cual las dispersiones
contaron con apariencia traslicida hasta pH 6,9. Estos resultados indican que la formacién
del complejo favorece la solubilidad del PE a condiciones de pH superiores a las que se
han reportado para el polimero sin complejar, ya que el EUE sélo es soluble en agua a
valores de pH inferiores a 5 [69]. Este comportamiento de solubilidad de los complejos
puede ser explicado por la presencia de los contraiones benzoato o cloruro que se
encuentran unidos de forma iénica a los grupos ionizables DMAE del EUE y que podrian
actuar como barrera, impidiendo que los grupos hidroxilo provenientes de la solucion de
NaOH neutralicen la carga del PE, ademas debe tenerse en cuenta que el comportamiento
de CPE es diferente al de sus precursores y que no corresponde a la suma de propiedades

de cada uno de ellos.
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Tabla 3-8 Solubilidad cualitativa de los diez complejos a concentracion de 0,6 % de AB
en agua, a diferentes valores de pH.
[CPE] 5,8 6,0 6,3 6,6 6,9 7,2
mg/ml
EuB2s 71,2
Eu 825C|25 73,0
EuB2sClso 74,8
Eu 825C|75 76,6
EuBso 38,7
EuBsoCl2s 39,6
Eu BsoC|5o 40,5
EuBs 27,8
Eu B75C|25 28,4
EuBloo 22,3
S: Soluble; I: Insoluble.
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C. Cantidad méaxima de complejo aceptada en agua

Esta ultima metodologia desarrollada para el estudio de la solubilidad de los complejos,
surgi6 de la necesidad de evidenciar las diferencias existentes entre las diez
composiciones obtenidas, ya que a las condiciones que se reportaron para la seccion
anterior “solubilidad cualitativa” todos los complejos arrojaron los mismos resultados en

términos de “soluble”, “parcialmente soluble” o “insoluble”.

Este ensayo no es propiamente una determinacion de solubilidad y cuenta con algunas
limitantes, ya que por ejemplo no contempla el volumen de desplazamiento generado por
la adicion del sélido, sin embargo, otros estudios como el de Orienti |. [208] han utilizado
metodologias semejantes basadas en el principio de adicion sucesiva del sélido vy
evaluacién de la saturacion, opcién que cobra relevancia al considerar la naturaleza de los
complejos evaluados, pues se trata de sistemas tipo polielectrolito que debido a su
composicion tienen la capacidad de establecer diferentes tipos de interaccion, eventos que
indudablemente requieren de un lapso de tiempo determinado para alcanzar el equilibrio,
de hecho para algunos de los ensayos de solubilidad cualitativa realizados a los complejos
con menor porcentaje de contraion —como EuB2s, EuB2sClzs y EuBso— se observo que una
vez preparada la dispersion su apariencia era turbia, sin embargo a las 24 horas era

totalmente traslicida. En la Tabla 3-9 se presentan los resultados de la maxima cantidad
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de complejo aceptada por mililitro de agua y la concentracion de &cido benzoico

equivalente, calculada por estequiometria.

Tabla 3-9 Cantidad maxima de complejo aceptada en agua.

[CPE] [AB] [AB]

mg/ml mg/ml %

EuB2s 375,8 (0,1) 31,7 3,2
EuB2sCls  602,5 (0,5) 49,5 5,0
EuB2Clso  750,6 (0,8) 60,2 6,0
EuB2sClzs  905,5 (0,5) 70,9 7,1
EuBso 605,7 (0,2) 94,0 9,4
EuBsoCls  827,8 (0,4) 125,6 12,6
EuBsoClso  904,5 (0,6) 134,2 13,4
EuB7s 757,8 (0,1) 163,8 16,4
EuB7Cls  910,2 (0,3) 192,6 19,3
EuBioo 837,8 (0,4) 225,1 22,5

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacién (CV).

Para analizar el efecto de la composicidén en este ensayo se realiz6 la Figura 3-14 con las
secciones: a) para los datos en términos de concentracion de complejo polielectrolito y b)
para acido benzoico. Los resultados de la primera seccibn mantienen una tendencia
semejante a los reportados para pH (Figura 3-13) evidenciando el efecto de este en la
solubilidad de los complejos en agua, pues aquellos con valores de pH mas bajos
presentaron los datos de concentracion mas altos y viceversa, también se observé que los
CPE con un mismo porcentaje total de neutralizacion de los grupos DMAE contaban con
resultados similares. Por medio de esta metodologia indirecta de solubilidad es posible
establecer que la compatibilidad de los complejos con el solvente agua esta directamente
relacionada con la solubilidad del polimero EUE y por ello aquellas composiciones que
favorecen un pH &cido son las mismas con las cantidades mayores de complejo aceptadas

en agua.
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Figura 3-14 Cantidad de a) complejo y b) acido benzoico, por mililitro de agua para
EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB10o (V). En el eje X se presenta el porcentaje
de grupos DMAE neutralizado con acido clorhidrico.

a)
900 + . | -”E |
Y . ’
800 ’
~ 7004 |
: .
[s)] ) "
E 6004 .
L )
% / % B~
— 500 .
Pd . 50
e : 75
400 :
o
300 | | | | l I
0 25 Cl~ (%) 50 _:
(]
b) 254 ¥
200 -
_ _&
175
| P
. 150+
E | R L
£ 1251 i
o .
<C 100 )
= .
75 - ‘i.
o 4/«———I'—7-——-»-‘,
I
25 . | | | | I I
0 ® 50 T
Cl- (0/0)

En la seccién b) de la figura se presentan los resultados del mismo ensayo desde una
perspectiva interesante, pues mas alla de establecer cuales son los CPE mas solubles en
agua, es de suma importancia conocer cuales son las composiciones que permiten una
mayor carga o solubilizacién del activo. Si se tiene en cuenta los resultados ubicados en
el valor cero del eje X (EuB2s, EuBso, EUB75 y EuB1g0) Se observa que a mayor porcentaje
de AB en la composicion del complejo, méas alta es la cantidad solubilizada, de hecho,
EuB10o fue el que permitié alcanzar una mayor de concentracion de AB, puesto que para

una misma cantidad de complejo es el que cuenta con mas activo. Asimismo se observa
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gue la neutralizacién adicional con &cido clorhidrico genera un efecto positivo en los
resultados, a medida que se incrementd la presencia del contraiébn cloruro también
aumento la concentracién de benzoico, evidenciando el efecto del descenso de pH en la
solubilidad del complejo como se habia explicado para la primera seccion; en la obtencion
de CPE entre EUE y farmacos aniénicos es bastante comun la adicién de un contraién
inorganico —como el cloruro— para obtener dispersiones acuosas trasltcidas e incrementar
su compatibilidad con agua [2,142,212]. Llama la atencidn el efecto del porcentaje de AB
presente en la composicion del complejo en su solubilizacion, pues EuB2sClzs fue uno de
los mas “solubles” en términos de cantidad de complejo por mililitro de agua, sin embargo,
para la concentracién de AB no mantuvo esta tendencia, incluso EuBioo lo superé en mas
de tres veces. Lo anterior sugiere que un mayor contenido del preservante en la

composicion del complejo favorece su solubilizacion.

A partir de los resultados registrados para las tres metodologias se encuentra que los
complejos obtenidos cuentan con caracteristicas de solubilidad favorables para el
desarrollo de los andlisis posteriores, incluso para el CPE con el porcentaje mas bajo de
neutralizacién de los grupos DMAE -EuB2s. Resultado de gran interés si se tiene en cuenta
gue algunos complejos de composicion similar como los obtenidos por Guzman y col [71]
para el principio activo fosfato de dexametasona (EUE100-Cl5DP s y EUE100-DP(2s)

fueron muy poco solubles en agua a baja concentracion del CPE (1% o 10 mg/ml).

Finalmente, vale la pena mencionar algunas de las ventajas que supone la complejacion
de principios activos con polielectrolitos en lo que respecta a la solubilidad, pues mediante
el uso de esta sencilla estrategia es posible hacer una reduccién del tamafio de particula
hasta el nivel molecular, maximizar el area de superficie del compuesto que va en contacto
con el solvente y asegurar la estabilizacion del estado amorfo del IFA, evitando su
cristalizacion [199,210,214].

iv. Distribucion de especies y constante de afinidad.

La interaccion entre polielectrolitos de caracter basico y moléculas de naturaleza acida
conlleva a la condensacion de pares iénicos, reaccion gobernada por los equilibrios
involucrados entre precursores y productos. En la Figura 3-15 se observa este fenbmeno

para los complejos en estudio, donde RN(CH3); representa al Eudragit E y BH al acido
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benzoico en sus especies no disociadas, asimismo RN(CH3):H* equivale al PE protonado,
B~ al activo disociado y RN(CH3)-H*B-al par ionico.

Figura 3-15 Equilibrios asociados a la obtencién de CPE entre EUE y AB.

RN(CHs). + BH <—= RN(CHs)}H" + B® <——= RN(CHs)H B’

La caracterizacion de la reaccion se realiza mediante la determinacion de la distribucion
de las especies en el equilibrio y de la constante de afinidad de condensacion iénica “K.,
(por sus siglas en inglés: “counterionic condensation”). Esta Ultima es una medida
cuantitativa de la formacion del par i6nico y para el equilibrio de la Figura 3-15 corresponde

a la Ecuacion 3-2, con unidades de M1 (I -mol ™).

_ [RN(CH3),H"B"] (3-2)
“ [RN(CHs;),][BH]

Metodologias como ultrafiltracion, espectroscopia RMN, didlisis y extraccion con solventes
organicos han sido utilizadas para la determinacion de la distribucién de especies y K.
[154], siendo las dos ultimas las mas reportadas en la actualidad. La técnica mediante
extraccién esta basada en el estudio del coeficiente de reparto de una dispersién acuosa
del complejo en un solvente organico y consiste en la separacion del farmaco/activo no
disociado en el solvente apolar [215], la metodologia de dialisis, por su parte, estudia el
equilibrio de la dispersién acuosa de complejo separada de un compartimento receptor de
agua a través de una membrana semipermeable que impide la difusion del polimero. En la
Tabla 3-10 se presentan a manera de ejemplo algunas de las investigaciones de CPE en
las que se realiz6 la caracterizacion de los equilibrios asociados a la obtencién del par
iénico, en esta se observa que a partir del estudio de Battistini y col, 2014 [158], en el que
se puso a punto la metodologia de didlisis, su eleccién ha sido de mayor preferencia,
debido a algunas ventajas como la posibilidad de realizar el analisis a moléculas con poca
lipofilicidad; de hecho en el reporte de Palena M.C [189] no se realiz6 el estudio para acido
benzoico ni acido salicilico debido a su alta hidrofilicidad. Otra ventaja de la metodologia
de didlisis es que se lleva a cabo totalmente en medio acuoso, esto garantiza que la unién
PE-activo no sea alterada por otro tipo de interacciones que se favorecen en solventes
apolares y que pueden modificar la conformacion estructural del complejo en la interfase,

por ejemplo para los CPE con ADN como PE el contacto de la macromolécula con
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solventes organicos causa su desnaturalizacién [213]. Cabe destacar que el uso de

membranas de dialisis para la caracterizacion de la interaccién entre macromoléculas y

farmacos no es reciente, los primeros estudios datan de 1950 [216,217] y fueron de gran

importancia para el desarrollo de CPE.

En cuanto a los valores de K. de la Tabla 3-10 se observan que la mayoria son bastante

altos, incluso del orden de 10 M [72] demostrando la gran afinidad entre precursores del

complejo. Destaca el hecho que los reportes de sistemas con PE basicos no acostumbran

a determinar la constante de afinidad, mientras que los PE acidos siempre lo hacen.

Tabla 3-10. Estudios de CPE relacionados con la determinacion de la distribucion de
especies en el equilibrio y el célculo de la constante de afinidad de condensacién iénica.

Autores Afio Sistema estudiado Metodologia (D.E? G K? Valores
Log K
Jimenez A.F 2004 Carbémero (PE &cido) Extraccion con Si Si 3a9
[215] Lidocaina, metoclopramida y solventes
procaina. organicos
Ramirez 2004 Carboximetilcelulosa (PE Otra* Si Si 5a8
M.V y col acido) y nueve farmacos
[218] basicos.
Quinteros D. 2008 EuE (PE bésico) y siete Extraccion con Si No No aplica
Ay col activos acidos. solventes
[2] orgénicos
Ardusso 2010 Carb6émero, Eudragit L y Extraccion con Si Si 3ab
M.Sy col Eudragit S (PE acidos) y solventes
[141] lidocaina, atenolol y organicos
metoclopramida.
Quinteros D. 2012 EuE (PE bésico) y cinco Extraccion con Si No No aplica
Ay col farmacos acidos. solventes
[212] orgénicos
Battistini F. 2013  Acido hialurénico (PE &cido) y Extraccion con Si Si 4a6
D. y col los activos: atenolol, solventes
[219] propranolol y lidocaina. orgénicos
Quinteros D. 2014 EuE (PE bésico) y Extraccion con Si Si 13a 14
Ay col flurbiprofeno. solventes
[72] orgénicos
Battistini F. 2014  Acido hialurénico (PE &cido) y Si Si 7a8
D. y col doxorrubicina. Dialisis
[158]
PalenaM.C. 2015 CIPEC, EuE y Eudragit L, con Extraccion con Si No No aplica
y col cuatro activos solventes
[189] orgénicos
Guzman 2016 EUE (PE bésico) y risedronato. Si No No aplica
M.Ly col Dialisis
[220]
Zhang F 2016 Eudragit FS (PE acido) y Dialisis No Si 3
[221] clorfeniramina.
Alarcon L.P. 2017 ADN (PE éacido) y cinco Dialisis Si Si 4a7
[213] farmacos basicos

¢D:E?: ¢ Se realizo la determinacién de la distribucion de especies?; ¢, K.?: ¢ Se calculd la constante de afinidad de

condensacion del par i6nico?, * Estudio del equilibrio de la formacién del CPE en dispersién acuosa.
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Para el presente estudio se utilizo la metodologia de dialisis debido a las ventajas descritas
previamente y a las dificultades mencionadas en el capitulo 2 para la determinacion del
coeficiente de reparto. Los equilibrios que se establecen en este sistema se representan

en la Figura 3-16.

Figura 3-16 Representacion de las especies y equilibrios establecidos en los complejos
obtenidos en condiciones de dialisis.

RN(CHs)z +

W

RN(CH:):H'B~ <—= RN(CH:):H" +

w+I

4

Ka

Q

fTK

BH

=

BH Compartimento

Receptor

Compartimento
Donor

=i

Membrana de dialisis

La determinacién de la distribucién de las especies en el equilibrio se realizé teniendo en

cuenta que:

1) La membrana de didlisis cuenta con un peso molecular de corte de 12000 Dalton
en virtud del peso molecular polimérico y por tanto sélo el acido benzoico (B~ y BH)
y los iones de bajo peso molecular (H+y CF-) son capaces de difundir libremente

entre los dos compartimentos.

2) Al alcanzar el estado de equilibrio la concentraciéon de las especies B~y BH son

iguales en el compartimento donor (Cd) y en el receptor (€1

3) La cuantificacién por espectrofotometria UV del contenido de acido benzoico en el
Cr, corresponde a la suma de B~y BH, ya que la técnica no diferencia entre las dos

especies.

4) A partir del valor de pH y de la concentracion total de AB en el Cr, junto con el pKa

del activo (4,2) es posible determinar las concentraciones de /B~]y [BH].
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5) Con la cuantificacién del AB total en el Cry su volumen (400 ml) se calculd la

cantidad de benzoico en este compartimento.

6) La cantidad de AB en el Cd en el equilibrio fue determinada sustrayendo de la
cantidad total, la hallada en el Cr. La cantidad total de AB se calculé por

estequiometria de la masa de complejo utilizada.

7) La cantidad de las especies B~y BH en el (d fue hallada con la informacién de la

concentracion y volumen (10 ml).

8) La cantidad de AB que se encontraba haciendo parte del par i6nico
(RN(CH3):H*B~) fue determinada restando de la cantidad total de AB en (d, las
cantidades de B~y BH.

9) Los porcentajes de las especies (RN(CH3):H*B~), B~y BH fueron calculados segun
la proporcién de sus cantidades en el Cd.

Para la determinacién de K. se procedié de manera semejante a lo planteado para PE de
caracter &cido por Jimenez A.F y Ardusso M.S [141,215], para ello se reemplazé en la
ecuacion 3-2 el termino [BH], utilizando el equilibrio de disociacién del AB (ecuacion 3-3),

para obtener la ecuacién 3-4, reportada también por Quinteros D.A. [72]

_[B7][H"] (3-3)
Ka = "m]
_ [RN(CHs),H*B7]K, (3-4)

“ [RN(CH3),][B~][H*]

Para determinar la concentracion del par ionico (RN(CH3)-H*B~) se utilizé su porcentaje en
la distribucion de especies y la concentracion total de AB en el Cden el equilibrio, esta

Gltima se calcula después de descontar las moles de AB cuantificadas en el Cr.

El término [RN(CH3);] corresponde a la concentracion en el equilibrio de EUE como especie

no disociada, y se determina con la ecuacion 3-5

[RN(CH3),] = [RN(CH3);)corat — [RN(CHy),H*] — [RN(CHs),H* B"] (3-5)
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Teniendo en cuenta que se trata de una dispersion acuosa y que el balance de carga debe
ser igual a cero, entonces:

[RN(CH3),H*1+[H*] = [B~]+ [0H"] (3-6)

Bajo las condiciones experimentales [RN(CH3):H*] >>[H*] y [B~] >>[ OH], por tanto:

[RN(CH3),H*] = [B"] (3-7)

Al reemplazar 3-7 en 3-5, se encuentra que:

[RN(CHs);] = [RN(CH3)2)corar — [B~] — [RN(CHy),H* B~ (3-8)

A partir de los resultados de la distribucion de especies, del célculo de la ecuacién 3-8 y
del pH en el equilibrio del Cd se determind K. utilizando la ecuacién 3-4 con unidades de
concentracion en molaridad (M) o en eq//para el PE. Los resultados del estudio de dialisis
se presentan en la Tabla 3-11 e incluyen los datos experimentales relevantes para la
determinacion de la distribucion de especies y de la constante de afinidad, que fue incluida
en términos del logaritmo en base diez. Algunos de los valores registrados en la tabla
cuentan con coeficientes de variacion superiores el 5 % sin embargo esto solo se dio para
los casos en los que la magnitud reportada era bastante baja, de modo que la desviacion

estandar representaba una mayor proporcién del valor promedio.

Los resultados de la distribucién de especies muestran un alto grado de condensacion del
par iénico, de hecho, para todos los complejos el porcentaje fue superior al 98,7 %, valor
gue esta en linea con lo reportado para CPE entre EUE y farmacos aniénicos [2,72,212].
Cabe destacar del estudio de Quinteros D.A y col (2012), la relacion que existe entre la
estructura quimica del activo y la tasa de condensacion, ya que se encontré que aquellos
farmacos con un grupo metilo en la posicion alfa del &cido carboxilico contaban con
menores porcentajes del par idnico, sugiriendo que la presencia de este grupo afecta el
equilibrio, en este sentido es posible que la disposicién estructural del AB favorezca la
condensacion del complejo. Respecto a las demas especies, se observo que la proporcion
de B~ siempre fue superior a la de BH, esto debido al pH del Cd en el equilibrio, que se

mantuvo por encima del pKa del AB.
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Los resultados de Log K. reportados se encuentran en un rango entre 5,7 y 6,4, valores
razonables si se comparan con los encontrados en otras investigaciones (ver Tabla 3-10).
Para reconocer el efecto de la composicion del complejo en la constante de afinidad de
condensacion idnica se graficaron los resultados en la Figura 3-17. En esta se observa
para el valor cero del eje X, es decir para los complejos sin neutralizacion adicional de
acido clorhidrico, que a medida que aumenta el porcentaje del contraibn benzoato
disminuye la afinidad entre PE y activo, efecto que también tiene lugar con el contraién
cloruro. Como se mencioné previamente no existen muchos estudios de CPE con EUE en
los que se reporte el valor de K.y el que se describié [72] s6lo evalué una composicién de
complejo, no obstante para la investigacion de Ardusso y col [222] en la que evaluaron tres
diferentes PE acidos se encontrd que dependiendo de la estructura quimica del polimero
es posible que el incremento en el porcentaje de carga con el contraién, cause tres
escenarios: aumento, disminucién o inalterabilidad de K. El primero fue asociado a la
hidrofobicidad de la cadena y al efecto progresivo de expansion del PE debido a la
ionizacion, mientras que, la disminucion fue relacionada con la proximidad entre grupos
carboxilicos la cual puede actuar como un impedimento estérico, este fendmeno podria
explicar la tendencia observada para los resultados del presente estudio y ya que la mitad
de los monoémeros del EUE [69] corresponden a los grupos amino (DMAE) es probable que
también ocurra tal impedimento estérico; llama la atencion que el efecto de descenso en
el Log K. es diferente entre el contraion benzoato y cloruro siendo mayor el del inorganico,
a partir de este hecho se puede concluir que el polimero tiene mayor afinidad por los iones
cloruro, esto debido a que provienen de un acido fuerte, mientras que el AB es un acido
débil.
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Figura 3-17 Valores de Log Kccpromedio de las dispersiones acuosas de los complejos
EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sCIx(A) y EuB10o (¥), & concentracion de 0,5% de EuE. En
el eje X se presenta el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con acido clorhidrico.
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Vale la pena mencionar que para la determinacion de la K. para CPE con polimeros de
caracter basico Manzo y col [25,154] presentan en los capitulos de los libros referenciados
otro método para realizar el despeje de la ecuacion, sin embargo se decidié seguir lo
reportado por Quinteros D.A. [72] ya que su estrategia tiene en cuenta otros parametros
del equilibrio como el pH en el Cdy el valor del pKa, ademas porque la ecuacion de Manzo
y col esta disefiada solo para complejos con neutralizacién adicional de HCl y fue planteada
para la metodologia de extraccion de solventes, sin embargo para didlisis debe

considerarse el paso de los contraiones cloruro al Cr.

Finalmente, se deben hacer algunas acotaciones para la interpretacién del fenébmeno de
formacion del par ibnico que son necesarias para este tipo de estudios [25,141,154,212],
gue asi como la descripcion clasica de la interaccién i6n-ion reconoce dos regiones
relativamente estables: una referida como los “pares idnicos separados por solvente” o

“pares idnicos sueltos” y la otra reportada como “pares idnicos en contacto” o “pares idnicos
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ajustados”, en este mismo marco, para la teoria de la condensacién iénica de PE se ha
propuesto reconocer dos modos extremos de asociacion: “enlace suelto” y “enlace fuerte”,
el primero incluye a los contraiones deslocalizados confinados en un volumen de
condensacion en la vecindad inmediata del PE unidos por las interacciones de largo
alcance, mientras que el otro se debe a las de corto alcance y corresponde a la interaccién
especifica del sitio [223,224]. Cabe sefialar que las aproximaciones tedricas abordan
principalmente la interaccion de PE con contraiones inorganicos, sin embargo, cuando se
trata de moléculas organicas como el acido benzoico, aunque la contribucién principal
surge de la atraccion electrostatica, otras contribuciones también juegan un papel

importante en la asociacion.

v. Desplazamiento de AB por intercambio i6nico.

El campo de aplicacion de los sistemas tipo complejo polielectrolito ha crecido rapidamente
en las Ultimas décadas, esto debido a la alta sensibilidad que poseen frente a cambios en
su ambiente y que les confieren propiedades que pueden ser controladas por las
condiciones del medio, especialmente mediante la adicién de sales [225]. Son bastante
comunes los reportes en los que estudian el comportamiento de CPE y CIPE tras la adicién
de cloruro de sodio [2,34,35,71,213,225-230]; como elemento comin de estas
investigaciones se encuentra que la presencia de los iones Na* y Cl~ alteran la interaccién
“‘PE-PE” o “PE-activo” generando la disociacion del par i6nico, por ejemplo, en los
estudios desarrollados por Dautzenberg H. y col [225,227,228] para complejos
interpolielectrolito se observé que la adicidn de la sal inducia diferentes procesos en el
sistema, primero el hinchamiento, luego la agregacién o floculacién y finalmente la
completa disolucion o separacion del CPE. Los investigadores caracterizaron a este tipo
de reacciones como “lentas” ya que los cambios estructurales observados tardaban en

completarse y eran tiempo dependientes.

Para varios CPE en los que el contraion es una molécula de bajo peso, la adicion de cloruro
de sodio ha sido utilizada como estrategia para evaluar la reversibilidad de la condensacion
ionica. Para ello se ha monitoreado el valor de pH tras la adicion sucesiva de la sal ya que
sus iones interfieren en el equilibrio alcanzado en la dispersion del complejo, por ejemplo,
para sistemas entre PE &cido (R-COO ) y una molécula basica (BH*), el ibn Na* desplaza

a BH*, que posteriormente se disocia en B y H" generando un descenso en el valor del pH
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[34]. Para los complejos formados por un PE catiénico, como el de la presente
investigacion, la interferencia del equilibrio reportada es semejante y ha sido explicada
mediante las ecuaciones 3-9 y 3-10 en las que se representa para el par ibnico formado
entre EUE y AB el efecto de la adicion de la sal; la posibilidad del intercambio de aniones
se favorece por la naturaleza débil del &cido benzoico. En la medida que el equilibrio de la
ecuacion 3-9 se desplaza hacia la derecha, la ecuacién 3-10 favorece la regeneracion de
la especie no disociada, debido a la extraccién de iones hidronio del medio, aumentando

en consecuencia el pH.

RN(CHs),H*B~ + Na*Cl~ S RN(CHs),H*Cl- + B~ + Na* (3-9)

B~ + H* 5 BH (3-10)

En los estudios reportados para complejos con EuE [2,71,231], adicionalmente se
consideran los equilibrios asociados al PE (ecuaciones 3-11y 3-12), en los que se observa
gue el i6n cloruro también desempefia un papel importante en la extraccion de iones
hidronio del medio, esto debido al desplazamiento hacia la derecha del equilibrio en 3-12
y asimismo del equilibrio en 3-11; segln las publicaciones mencionadas, este fendmeno
contribuye de manera secundaria al aumento de pH pues los equilibrios en 3-9y 3-10 son

los que gobiernan el intercambio iGnico.

RN(CH3), + H* S RN(CH3),H" (3-11)

RN(CHs),H* + Na*Cl~ S RN(CH3;),H*Cl~ + Na* (3-12)

En la Figura 3-18 se presentan los resultados en cuatro graficas de pH versus los
equivalentes adicionados de NaCl expresados como porcentaje respecto a los grupos
protonables del EUE; en estas se presentan los datos para los diez complejos en estudio y
ademas se incluyen los perfiles para los ionémeros del polimero—unicamente
neutralizados con HCI: EuClzs, EuClsg, EuClzs y EuCligo—. En las gréficas se observa el
fendmeno explicado con antelacién ya que, efectivamente la adicion de cloruro de sodio

conllevo al aumento del pH para todas las dispersiones en estudio.
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Con el objetivo de analizar el efecto de la composicion del complejo en los cambios de pH,
en la Tabla 3-12 se registré para cada uno el valor de pH inicial, el final y su diferencia
(ApH), adicionalmente los datos de ApH fueron graficados en la Figura 3-19. ; de estas se
concluye que a medida que aumenta el porcentaje del contraion benzoato, en la
composicion del complejo, disminuye la diferencia de pH tras la adicién de NaCl, efecto
gue también tuvo lugar para el contraién cloruro. Llama la atencion los resultados
observados para la serie de sistemas EuCly, pues contrario a lo reportado por Quinteros
D.A[2] y Baena Y. [231], en el presente estudio se encontrd que los iondmeros en mencién
si fueron sensibles a la adicién de cloruro de sodio y de hecho su madificacion del valor
de pH super6 a la unidad en los cuatro complejos. Los anteriores resultados se encuentran
en contravia con lo planteado inicialmente, pues si los equilibrios que gobiernan el aumento
de pH corresponden a los indicados en las ecuaciones 3-9 y 3-10 se esperaria que
aquellos complejos con un mayor porcentaje de benzoato fueran los que contaran con la
mayor variacion del pH, esto no se reflejé en los resultados porque todas las dispersiones
se encontraban desde el estado inicial en un pH superior al pKa del acido benzoico (4,2) y
por tanto, aunque el equilibrio en 3-9 se desplace hacia la derecha por la mayor afinidad
que existe entre la especie “RN(CH;),H*” y el contraion cloruro, (como se explicé en la
anterior seccion), el equilibrio en 3-10 nunca favoreceria la formacion de la especie no
disociada, de estos hallazgos se concluy6 que para la presente investigacion los equilibrios
en 3-11y 3-12 son los que contribuyen al aumento de pH y que la especie “RN(CH;3),” en
la ecuacion 3-11 hace referencia a los grupos no protonados del EUE, es por ello que los
complejos que con menor porcentaje de neutralizacion total, ya sea de contraiones cloruro
0 benzoato, presentaron los mayores valores de ApH y por estos mismo motivos se explica

porque los sistemas EuClxtambién fueron sensibles a la adicion de NaCl.
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Figura 3-18 Variacion del pH debida al intercambio i6nico tras la adicion de cloruro de
sodio en los complejos de las familias a)“EuBazs”, b)“EuBso”, ¢)*EuB7s” y d) para EuBioo Y
aquellos sin AB. El porcentaje de grupos DMAE neutralizado con &cido clorhidrico
corresponde a: (m) 0%; (#)25%; (A)50%; (¥)75% y (¢) 100%.
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Figura 3-18 (Continuacién) Variacion del pH debida al intercambio i6nico tras la adicion
de cloruro de sodio en los complejos de las familias a)“EuBs”, b)*EuBso”, ¢)“EuB7s” y d)
para EuBioo y aquellos sin AB. El porcentaje de grupos DMAE neutralizado con &cido
clorhidrico corresponde a: (m) 0%; (0)25%; (A )50%; (¥)75% y (¢) 100%.

c) EuBr7s %Cl~ W0% ®25% A50% ¥ 75% #100%
8,0
7.5
7,0

pH

6,5 -

6,0

55

5,0

I ' T T I ! I ! I 4 I
0 25 50 75 100 125
NaCl (%)

d) EuB100 y EuClx
8,0

7,5

7047

pH
_l

’ ‘ EuB1o0o

50

T T T T T T T T
0 25 50 75 100 125

NaCl (%)



Capitulo 3

97

Tabla 3-12 Cambios de pH debidos al intercambio iénico tras la adicion de cloruro de sodio

a las dispersiones de los complejos al 0,5 % de EuUE.

Sistema pH inicial pH final A pH
EuBa2s 6,39 (0,4) 7,95 (0,2) 1,56
EuB2sClazs 6,17 (0,7) 7,45 (0,1) 1,28
EuB2sClso 5,85 (0,6) 7,01 (0,1) 1,16
EuB2sCl7s 4,82 (0,3) 5,54 (0,2) 0,72
EuBso 6,19 (0,4) 7,45 (0,1) 1,26
EuBsoCl2s 5,70 (0,3) 6,89 (0,3) 1,19
EuBsoClso 4,96 (0,5) 5,97 (0,1) 1,01
EuB+s 5,80 (0,6) 6,95 (0,1) 1,15
EuB7sCl2s 5,05 (0,4) 6,00 (0,1) 0,95
EuB1oo 5,28 (0,8) 5,78 (0,1) 0,50
EuClzs 6,06 (0,1) 7,91 (0,1) 1,85
EuClso 5,90 (0,9) 7,27 (0,1) 1,37
EuClss 5,53 (0,5) 6,79 (0,3) 1,26
EuClioo 5,32 (0,6) 6,45 (0,1) 1,13

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV)

Figura 3-19 Valores de ApH debidos al intercambio i6nico tras la adicién de cloruro de
sodio a las dispersiones acuosas de los sistemas EuBzsClx(m), EuB5oClx(e), EuB7sClx(A),
EuBi0o (V) y EuClx (®), a concentracion de 0,5% de EUE. En el eje X se presenta el

porcentaje de grupos DMAE neutralizado con acido clorhidrico.
2

L 4
1,8 - - % B~
N ¢ 0
1,6 1 m 25
|8
® 50
. A 75
1,4 - |
T . > v 100
Q “‘\\\;
<] .“—-“>L___ﬁ< .-‘\““‘__\5‘ “‘*-__\‘
1,24 e
L \\‘\_\\ ;l\ - -\.
1,0 - e
A .
0.8 -
u
0,6
v
0’4 | | I | I
0 25 50 75 100

Cl™ (%)



98 Estudio de las propiedades fisicoquimicas y antimicéticas de complejos entre un

polielectrolito y el &cido benzoico como molécula modelo

A partir de los resultados presentados por Kairuz A.F [215], se espera que de las
dispersiones estudiadas, aquellas con un mayor cambio de pH correspondan a las de
mayor disociacién del par i6nico, pues en la investigacion reportada se encontré una
relacion directa entre ApH y porcentaje de distribucion de la especie “par idnico”. Debido
a que todas contaron con un aumento de pH de al menos 0,5 se deduce que la formacién
del complejo es reversible para los diez complejos en estudio, por otra parte, de las gréficas
incluidas en la Figura 3-18, también se puede concluir que la interaccién que se establece
entre el PE y el AB no es tan fuerte como la que se ha reportado para otros complejos [71],
ya que paratodas las dispersiones en estudio se encontrd que el valor de pH ya era estable
en el momento en el que la adicion de los equivalentes de NaCl correspondia al 100% de
los grupos protonables de EuE, resultados que se encuentran en linea con lo reportado
por Guzman M.L. y col [71], estudio en el que se analizé el complejo EuB4oClzs con el fin
de compararlo con los resultados para complejos preparados entre EUuE y fosfato de
dexametasona, en los que se observé que para valores de 800% de NaCl alun se
encontraba en ascenso el pH del sistema; incluso para un estudio en un CIPE [226] se
observé que el cambio de pH continuaba después de valores de 400% de equivalentes de
NacCl.

Por dltimo, vale la pena enfatizar en las causas que llevan al aumento de pH para este tipo
de analisis y que se limitan al intercambio i6nico del cloruro de sodio, pues efectos
paralelos como la dilucién de la concentracion de hidronios debido al aumento de volumen
del sistema, de 25 a 35 mililitros, s6lo generaria un aumento de pH de 0,15; ademas la
investigacion desarrollada por Kairuz A.F y col [34] demostr6 que la adiciébn de no

electrolitos como glicina no altera el pH de las dispersiones de los complejos en agua.

vi. Evaluacion de la carga de superficie

El potencial zeta o potencial electrocinético, representado universalmente con la letra
griega zeta (£), se define como la diferencia del potencial eléctrico entre el medio de

dispersién y la capa estacionaria de fluido unida a la particula dispersa [232].

Bajo el modelo de la doble capa eléctrica, la superficie cargada de la particula esta rodeada
por una capa de contraiones fuertemente unidos, correspondiente a la capa de Stern (Ver
Figura 3-20) y por una capa difusa en la que los iones estan menos firmemente unidos,

con un balance entre los contraiones atraidos por la particula y aquellos que repelen la
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capa de Stern; a medida que aumenta la distancia respecto a la particula disminuye el
potencial eléctrico hasta llegar a cero. Dentro de la capa difusa existe un limite en el cual
la particula y los iones forman una entidad estable; cuando una particula se mueve (por
ejemplo, debido a la fuerza de gravedad) los iones dentro de tal limite se mueven con ella,
sin embargo, los iones que se encuentran mas alla no viajan con la particula. Este limite

es conocido como “la superficie de corte hidrodinamico”, “plano de deslizamiento” o “plano

de corte” y su potencial eléctrico corresponde al potencial Zeta [169].

La experiencia general indica que el plano de corte esta ubicado muy cerca del plano de
Stern (Ver Figura 3-20); ambos son abstracciones de la realidad: el plano de Stern es el
limite entre las secciones difusa y no difusa de la doble capa eléctrica, pero es dificil de
localizar con exactitud; asimismo el plano de corte, es interpretado como el limite entre el
fluido inmovil y el hidrodindmicamente mévil. En la realidad ninguna de las dos transiciones
es marcada, sin embargo el movimiento del liquido puede ser obstaculizado en la regién
donde los iones experimentan interacciones fuertes con la superficie de la particula, por
ello es posible que la inmovilizacion del fluido se extienda mas alla de la capa de Sterny
es por ello que en la préctica el potencial ¢, es igual o inferior en magnitud al potencial de
Stern [233].

Figura 3-20 Representacion del modelo de doble capa de sistemas coloidales.

Doble capa eléctrica

Capa Difusa

Nanoparticula | [ flanol et
"t =+———Plano de Corte

Potencial de Superficie —fe Potencial de Stern

AN Potencial Zeta (&)

o Potencial (mV)

Distancia desde la superficie de la particula

Fuente: Adapatado de Malvern Instrument 2009 [169].
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El concepto del plano de corte es generalmente aceptado a pesar de que no existe una
forma inequivoca de ubicarlo, de hecho, el  es una propiedad que no puede ser medida
directamente; para su determinacion es necesario medir una sefial electrocinética y aplicar
un modelo matematico apropiado que permita su conversion a potencial zeta. El nivel de
sofisticacion del modelo utilizado depende del fendmeno particular y la situacion que se
esté investigando [233].

Para la presente investigacion se utilizé el equipo Zetasizer Malvern Nano ZS, el cual mide
el ¢ a partir de la sefial electrocinética correspondiente a movilidad electroforetica (Ug) y la
aplicacion de la ecuacion de Henry. La U se obtiene por electroforesis, para ello se aplica
un campo eléctrico a la solucion de moléculas o a la dispersion de particulas, causando el
movimiento de estas en funcién de su potencial zeta, a una velocidad que es determinada
por la técnica de velocimetria laser Doppler. Adicionalmente se eligio la aproximacion de
Smoluchowski a la ecuacién de Henry, pues es la ecuacion de eleccion reportada en
estudios previos de sistemas tipo complejo polielectrolito [141,144,145,189,213]; se utilizd

un valor de F (xa) de 1,5 ya que los analisis se realizaron en un medio polar [169,232,233].

Es importante destacar que el término “Potencial Zeta” fue desarrollado para particulas
soélidas y hace referencia —como se menciond previamente— a la interfase existente entre
una superficie y el medio circundante; en este sentido la definicibn convencional de ¢ no
aplica para polielectrolitos o CPE ya que tal interfase no existe, sin embargo, estos
sistemas exhiben propiedades electrocinéticas como la Uy debida a la carga de los grupos
ionizables. En consecuencia, el concepto de potencial Zeta para estos casos requiere el
desarrollo de modelos que permitan la adecuada conversion de la sefial electrocinética; de
hecho para las denominadas particulas “blandas” —particulas coloidales convencionales
con PE en su superficie— el doctor Hiroyuki Ohshima ha realizado aproximaciones
analiticas para establecer una teoria que explique su movilidad electroforética [234—-237];
en los estudios desarrollados ha tenido en consideracion factores propios de los PE, por
ejemplo, el flujo del liquido pues no sélo existe por fuera de la particula, sino que ademas
debe tenerse en cuenta el flujo al interior de la cadenas poliméricas; asimismo el potencial
al interior de la capa de PE que es diferente, para estos casos muy similar a un potencial
de Donnan y ademas incluyé un coeficiente de friccion, ya que los segmentos poliméricos

pueden ser considerados como centros de resistencia distribuidos en la capa de PE, los
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cuales ejercen fuerzas de friccién en el liquido que fluye a través de las cadenas del

polimero.

En el estudio de la movilidad electroforética y del potencial zeta de polielectrolitos destaca
la labor de algunos autores que han dedicado sus investigaciones al andlisis de estos
fendmenos electrocinéticos, como los realizados por Fujita H y Hermans J.J. [238] quienes
establecieron una ecuacion para determinar la U de PE esféricos con densidad de carga
homogénea, la expresion planteada incluye el coeficiente de friccion del PE pero no
involucra el potencial zeta; Overbeek J.Th.G. y Stiger D., encontraron que las principales
contribuciones a la velocidad electroféretica de este tipo de sistemas estan dadas por el
movimiento causado por la carga neta del PE, por los contraiones ubicados en la parte
interna y aquellos en la parte externa de la esfera [239] y aunque los dos estudios son
tratamientos teéricos desarrollados a partir del modelo de velocidad de sedimentacién y
viscosidad intrinseca de esferas porosas de Debye y Bueche [240], en el reporte de
Overbeek aplican la teoria de Henry para la electroforesis de cilindros cargados
uniformemente y por tanto incorporan el valor de ¢ en la expresion de velocidad, asimismo
recomiendan la interpretacion del potencial zeta como un potencial promedio a lo largo de
la cadena del polimero, por tanto, a condiciones de fuerza i6nica baja, su valor es
independiente de la longitud de la cadena, como se demostré previamente en el estudio
de Fitzgerald y Fouss [241].

En estudios posteriores se realizaron aportes a la interpretacion del fendmeno de
electroforesis para PE; en la Tabla 3-13 a manera de ejemplo se incluyen algunas de las

contribuciones realizadas en este campo.

Tabla 3-13 Estudios relacionados con el comportamiento electroforético de PE.

Autores Afo Hallazgos
Noda l.y col 1964 Despejaron la ecuacion de Fujita-Hermans para condiciones de fuerza iénica
[242]. alta (0,1 N de NaCl) y encontraron que la movilidad del PE es igual a la

movilidad del segmento elemental del polimero (parte de la cadena que
contiene una carga electrénica elemental) y es independiente del peso
molecular.

Calcularon la movilidad para sistemas PE con conformacién cilindrica e

De Keizer A. 1975

y co
| [243].

incluyeron el efecto relacionado con la orientacion que adquiere el cilindro al
aplicar el campo eléctrico; para ello consideraron que la orientacién era
aleatoria (entre perpendicular y paralela al campo aplicado).

Schellman J. 1977
y col
[244].

Estudiaron la aplicacion del modelo de doble capa eléctrica, del potencial Z y
de la carga electroféretica para el polimero ADN con el objetivo de realizar una
apropiada interpretacion de la electroforesis, para ello asumieron una simetria
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Autores Afo Hallazgos

cilindrica del PE y la distribucion homogénea de la carga; introdujeron
modificaciones a la teoria electrocinética del sistema relacionadas con la
orientacion promedio del cilindro, el efecto de relajacion, los aspectos
geométricos del ADN y la relacién no linear entre carga y potencial, debidos a
gue en la electroforesis el PE y sus contraiones se mueven en direcciones
opuestas, causando la destruccion continua de la atmosfera ionica en la parte
posterior del cilindro y su reconstruccion en la parte frontal, proceso que toma
su tiempo y bajo el movimiento constante ocasiona atmosferas asimétricas que
dan lugar a campos eléctricos adicionales que conllevan a un efecto de
relajacion y es por ello que no existe una relacién linear entre movilidad y
potencial zeta.

Terajima K. 1976 Desarrollaron un método para determinar la distribuciéon de carga de un PE a
y col partir de mediciones de velocidad electroforética.
[245]
Van der Drift 1979 Interpretaron la movilidad para sistemas PE con alto potencial de superficie
W.P.J.Tyco usando la ecuacion completa de Poisson-Boltzmann y el tratamiento de Henry,
| [246] para ello asumieron el comportamiento de cilindros orientados aleatoriamente

e ignoraron el efecto de relajacion. Demostraron que bajo algunas
circunstancias los PE flexibles se encuentran tan abiertos que las interacciones
eléctricas e hidrodindmicas entre partes distintas de la misma o de diferente
cadena son tan bajas que el modelo cilindrico es mucho mejor modelo que el
de la esfera homogéneamente cargada.

A partir de los hallazgos incluidos en la tabla se infiere que el proceso de conversién de
las mediciones electroforéticas a potencial { para PE no es tan sencillo como para
nanoparticulas y que no basta con elegir una de las aproximaciones a la ecuacién de Henry
en el software del equipo utilizado; por lo anterior, es posible afirmar que en todos los
estudios en los que no se haya incluido o desarrollado un modelo especifico para el
sistema evaluado, no se determiné propiamente lo que se define como “potencial £”, sin
embargo, para efectos practicos, los resultados reportados permiten reconocer tendencias
y hacer comparaciones, pues dependiendo de su valor, pueden reflejar la presencia de
una movilidad electroforética positiva o negativa y pueden confirmar la presencia de
moléculas cargadas; no obstante, lo contario no es necesariamente cierto, si el valor de
“potencial zeta” reportado es cero para un determinado sistema tipo PE, puede que las
moléculas si estén cargadas pero cuentan con una carga neta cero. En el reporte técnico
de la IUPAC para la medicién e interpretacion de los fenébmenos electrocinéticos elaborado
por Delgado A.V. y col [233] se establece que la eleccion de la técnica y teoria para la
medicién del potencial zeta depende principalmente del propdsito de la investigacion, para
algunos casos puede justificarse el uso de modelos simples aun cuando no permitan llegar

al valor correcto del potencial zeta, como en el caso de herramienta de control de calidad
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0 para la obtencibn de CIPE estratificados por capas en los que para evitar las
sobrecompensacion de cargas se determina el potencial zeta después de la deposicion de
cada capa como monitoreo del crecimiento secuencial [25,247]; sin embargo, cuando el
objetivo de la investigacion es, por ejemplo, comparar los valores de { de un sistema al
utilizar diferentes técnicas electrocinéticas es esencial encontrar el potencial { verdadero;
igualmente, cuando el resultado es utilizado para realizar la determinacion de otras

propiedades fisicas.

Teniendo en cuenta lo planteado, se encontrd que para la presente investigacion no se
realizo la determinacion del potencial ¢ verdadero, ya que no se desarroll6 un modelo
especifico para la conversion de la movilidad de los sistemas PE obtenidos, por ello para
fines préacticos se utilizé el término “pseudo-potencial zeta (p-£)” para referirse a los valores
arrojados por el software del equipo. Adicional a las consideraciones descritas, cabe
sefialar que la guia ASTM para la medicion de movilidad electroforética y potencial zeta
[232] indica que el reporte de los resultados siempre debe ir acompafiado por el método y
los parametros de determinacién, pues un valor de potencial zeta sin informacion de pH,

composicion idnica o concentracion de electrolitos no tiene ningun significado.

Bajo las condiciones de andlisis mencionadas en la metodologia (vi. Evaluacion de la carga
de superficie) se realizaron las mediciones del p-C; la concentracion del polimero utilizada
fue 0,5 % y su eleccién se realizé para mantener las condiciones a las que se evaluaron
las demas propiedades fisicoquimicas en dispersion y porque a este nivel se obtienen
sistemas solubles de apariencia estable. En cuanto a la concentracion del polimero
reportada en investigaciones previas Olivera y col presentan en el capitulo del libro [154]
la informacién de potencial zeta de diferentes estudios, en los que las dispersiones
acuosas para veinte sustancias activas fueron evaluadas al 1,0 % del PE; por otro lado
Salamanca y col [145] recomiendan emplear concentraciones entre 0,3 % y 0,4 % con
base en los resultados observados para tamafio de particula, no obstante la diferencia en
el valor del ¢ con las mediciones al 0,5 % del polimero no fue significativa. Otro aspecto de
gran relevancia para la determinacion del p-C y del cual no existen mucha informacion
reportada es el tiempo entre la preparacion de la dispersiéon y la medicién. En ensayos
previos (resultados no incluidos) se encontraron cambios de hasta 30 mV debidos
exclusivamente a este factor, por ello se establecié un lapso de 30 minutos para hacer

todas las determinaciones, el cual era suficiente para asegurar la homogenizacion de las
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muestras; las investigaciones de Salamanca y Palacio [145,248] evidenciaron una
disminucion en los valores absolutos de potencial zeta relacionados con el tiempo
transcurrido al analizar este tipo de sistemas, para el caso de los complejos con Eudragit
E atribuyeron el efecto a los procesos de hidrolisis de los grupos DMAE expuestos en la

superficie.

Los resultados de p-¢ para las dispersiones de los complejos se presentan en la Tabla
3-14, en la que también se incluye la informacion de pH debido a la relevancia de este
parametro en el analisis. El rango de p-{ encontrado estuvo entre 32 y 65 mV, valores altos
gue indican estabilidad fisica en todas las dispersiones obtenidas y que se encuentra en
linea con lo reportado previamente [25,35,72,119,141,143,154,210,212], de hecho en el
estudio de Palenay col [189] registran un resultado de 42,4 mV para la dispersién al 0,5%
de EuE del complejo EuBsoClso, el cual coincide con el registrado en el presente estudio.

Tabla 3-14 Valores del pseudo-potencial zeta (p-C) para los diez complejos en dispersion.
Concentracion: al 0,5 % de EuE; medio dispersante: solucion de NaCl 1mM en agua.

p-C (MV) pH
EuBas 61,6 (5,1) 6,39 (0,44)
EuB2sCl2s 51,9 (5,9) 6,17 (0,65)
EuB2sClso 45,6 (1,7) 5,84 (0,59)
EuB2sClys 64,3 (3,5) 4,82 (0,32)
EuBso 54.8 (2,7) 6,18 (0,41)
EuBsoClas 49,8 (2,1) 5,71 (0,36)
EuBsoClso 42,6 (3,0) 4,95 (0,53)
EuB7s 45,0 (1,3) 5,80 (0,61)
EuB7sCl2s 32,7 (4,2) 5,05 (0,41)
EuBioo 42,0 (2,6) 5,20 (0,84)

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV).

Ardusso y col [141] atribuyen los altos valores de los potenciales electrocinéticos a una
teoria en la que una poblacion significativa de los contraiones condensados mantienen
algun grado de hidratacién y que las cargas no estan completamente neutralizadas; por lo
tanto la condensacion de los contraiones genera la expansion de las cadenas de los PE,
haciendo que el complejo sea mas hidrofilico que el polimero solo. La teoria de los dos
modos de asociacién para la condensacion ionica, la “suelta” y la “fuerte” explicadas en la

seccion de distribucién de especies, explica los altos valores de potencial electrocinético
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aun cuando el porcentaje de condensacidén es del cien por ciento [155,222]. Jimenez-
Kairuz [215] y Alarcon [213] explican el fendbmeno del potencial zeta desde un modelo, que
propone que en condiciones de equilibrio el PE interacciona con su contraiébn conformando
un microentorno macromolecular donde la concentracion de las especies de naturaleza
opuesta al polimero es mayor que en el seno de la solucion, de ésta manera el
microentorno tendra permanentemente cargas idnicas con capacidad de interactuar con el
campo eléctrico. Derivado de lo planteado por los autores para PE acidos, se puede afirmar
para las dispersiones de los complejos en este estudio, que la concentracion de iones H*
es mayor en el seno de la solucién debido a las fuerzas de repulsién entre especies
cargadas del mismo signo y a los requerimientos de electroneutralidad en el seno de la
solucion: /H*] =/ B~]+[ OH"], de acuerdo a este modelo el microentorno se caracteriza
por un valor de pH mayor al del seno de la solucién y por una alta proporcion de B~bajo la

forma de pares ionicos.

Para observar la tendencia de los resultados se representaron los valores de p-en la
Figura 3-21, de manera semejante a como se han presentado otras de las
determinaciones. En términos generales se evidencia la disminucién del potencial con el
aumento del porcentaje del contraién, ya sea organico o inorganico. Para los complejos sin
neutralizacion adicional con &cido clorhidrico representados en el valor cero del eje X se
observa este claro comportamiento y el descenso de aproximadamente 20 mV entre el
complejo EuB2s y EuB10o, asimismo para las composiciones con el 25 y el 50 por ciento de
neutralizacion adicional con los contraiones cloruro, se presenta reduccion en los valores
de p-C. De estos resultados se corrobora la asociacion entre el PE y los contraiones,
ademas se deduce que la interaccion electrostatica es la que gobierna principalmente esta
asociacion; para ello vale la pena traer a consideracion los resultados observados para un
sistema de dispersion sélida entre EUE y Curcumina, en el que no existe interaccion idnica
entre componentes y en el precisamente las variaciones en el porcentaje de carga del

activo no se reflejan en ningn cambio en el valor de potencial zeta [182].
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Figura 3-21 Valores de p- promedio de las dispersiones en NaCl 1mM de los complejos
EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB1oo (¥), a concentracion de 0,5% de EUE. En
el eje X se presenta el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con 4cido clorhidrico.
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El descenso en el valor absoluto del potencial electrocinético cuando aumenta el
porcentaje de condensacion en el complejo es el comportamiento observado en la mayoria
de este tipo de estudios [144,145,219,222] incluso para sistemas tipo CIPE [226], sin
embargo la reduccion no siempre es linear, ya que depende en gran medida del polimero,
como se observo en la investigacion de Palena y Col [222] en el que los complejos
obtenidos para los activos atenolol y lidocaina con el PE Eudragit® S100 presentaba una
reduccion lineal, mientras que los obtenidos con Eudragit® L100 no contaban con esta

tendencia.

Para los resultados presentados en la Figura 3-21 se observa que la composicion EuB2sClzs
cont6 con un comportamiento diferente a lo esperado, esto se relaciona con el pH de la
dispersién ya que es el de mayor acidez, por tanto, produce mayor protonacioén de los
grupos DMAE del polimero, reflejado en un valor positivo y alto de p-C; lo que indica que
para esta dispersion prima el efecto de la ionizacion del EuE sobre el efecto del
apantallamiento de carga de los contraiones, especialmente de benzoato por su tamafio.

Debido a la importancia de la variable pH en el estudio de la carga de superficie de CPE
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en la Figura 3-22 se representaron en un mismo plano cartesiano, tanto los valores de p-

¢ como los de pH, para las series de complejos EuBzs, EuBso y EuBy7s.

Figura 3-22 Cambios en el p- y pH con el incremento de la proporcion del contraion

cloruro para las series de complejos: a) Bzs, b) Bso y €) Bys.
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En la figura se observa una tendencia general a la disminucién de ambas variables —p-C y
pH- con el aumento del porcentaje de grupos DMAE neutralizado con acido clorhidrico,
atribuida a la interaccion iénica entre los iones cloruro y los grupos protonables del PE y a
la acidez involucrada con la adicién de acido clorhidrico; sin embargo, el resultado de p-C
de EuB2sCl+s fue atipico, aunque coincide con los hallazgos reportados por Salamanca y
col [145] para el ionébmero EuCligo (utilizando la nomenclatura del presente estudio), en los
que al evaluar el potencial zeta de la dispersién en un rango de pH entre 1,2 y 10
observaron cambios en la ionizacion de los grupos expuestos del ionémero y una posterior
inversion en el potencial zeta correlacionado con el incremento en la aglomeracion y
agregacion del sistema; para pH 5 registran un potencial de 60 mV, semejante a los
resultados del complejo EuB2sClss. Este mismo grupo de investigacion encontré para el

Eudragit E100, que el cambio en el potencial zeta es independiente del contraion que lo
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acompania pues obtuvieron perfiles “pot-{ vs pH” muy parecidos para sistemas
neutralizados con iones clorhidrato, formiato y acetato, lo que demostr6 que el pH influye
es en la naturaleza propia del polimero [249]. Teniendo en cuenta esta premisa se realizé
la Figura 3-23 con el perfil “pot-C vs pH” a partir de los resultados de los 10 complejos
diferentes, en la que se observa una reduccion inicial del pseudo-potencial zeta hasta pH
5,05 y una posterior tendencia al aumento; sin embargo, el rango de pH abarcado fue
bastante limitado (entre 4,8 y 6,4) y no permitié hacer deducciones generales sobre la
influencia del pH en el p-{, méas aun si se tiene en cuenta que este tipo de gréaficas deben
ser analizadas a la luz de la conformacion del polimero, la carga de los grupos ionizables,
las interacciones intramoleculares y con el solvente, los procesos de hidrélisis que pueden

tener Iugar, entre otros.

Figura 3-23 Efecto del pH en el p-C para el EUE, a partir de los valores de las diez
composiciones. Concentracion del PE 0,5%, medio dispersante: NaCl 1mM en agua.
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En funcion de los resultados asociados al Capitulo 4 (actividad antimicética), se realizé la
determinacion de pseudo-potencial zeta para los diez CPE a condiciones de pH de 6,0 y
concentracion del 0,06 % de AB, los resultados se presentan en la Tabla 3-15, en esta se
observa que los valores de p-C son semejantes entre complejos que tienen el mismo
porcentaje de grupos DMAE neutralizado con AB y asimismo que, a medida que aumenta
el AB en la composicion, se incrementa el pseudo-potencial zeta. Para la apropiada

interpretacion de los resultados se realiz6 la Figura 3-24, en la que se grafico p-C vs % de
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EUE, ya que a las condiciones de analisis las dispersiones contaban con concentraciones
de polielectrolito diferentes. De la figura se deduce que a menor concentracion de EUE,
mayor es la carga de superficie, resultado que se encuentra en linea con lo reportado en
otras investigaciones y que ha sido atribuido a que las concentraciones mayores

incrementan la aglomeracion y agregacion del sistema [145].

Tabla 3-15 Valores del pseudo-potencial zeta (p-() para los diez complejos en dispersion
(pH 6,0; concentracién: al 0,06 % de AB; medio dispersante: solucién de NaCl 1mM en
agua) y concentracién del PE a las condiciones del estudio.

p-(mV) [EUE](%)
EuBgs 31,7 (3,1) 0,65
EuBaxsClss 33,2 (2,4) 0,65
EuB2xClso 32,6 (3,2) 0,65
EUBz5C|75 33,1 (1,5) 0,65
EuBso 48,3 (3,0) 0,33
EUBsoClzs 48,0 (2,0) 0,33
EuBsoClso 49,4 (1,6) 0,33

EuB7s 52,7 (3,5) 0,22
EUB75C|25 55,2 (1,9) 0,22
EuB10o 59,3 (3,0) 0,16

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacién (CV).

Figura 3-24 Efecto de la concentracion de EUE en el pot-C. Concentracion: 0,06% AB,
medio dispersante: NaCl 1mM en agua, ajuste de pH a 6,0.
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Finalmente, merece la pena mencionar que la caracterizacion de la superficie de carga de
los CPE puede ser util para explicar fenébmenos interesantes como su interaccion con
membranas biolégicas tales como la mucosa gastrointestinal o la membrana celular de un
microorganismo; en este sentido es una herramienta practica para el disefio racional de
sistemas bioadhesivos que direccionen un activo a un sitio especifico de absorcién o que
incrementen su ingreso a nivel intracelular [119,144,154,226].

vii. Comportamiento de liberacion del &cido benzoico

La liberacion de activos es evaluada tradicionalmente mediante el ensayo de disolucion
con los aparatos 1 —de canastilla— o 2 —de paleta—, sin embargo, para sistemas CPE
en dispersién no es una opcién apropiada por la dificultad que representa diferenciar el
activo libre, del activo complejado utilizando técnicas de cuantificacion sencillas como la
espectrofotometria de ultravioleta. Por lo anterior, es frecuente la utilizacién de celdas
bicompartimentales de difusién del tipo Franz, éstas fueron desarrolladas inicialmente
como un modelo in vitro de absorcién percutanea [250], pero debido a su simplicidad,
confiabilidad y reproducibilidad fueron incorporadas en las metodologias de liberacion de
CPE en dispersion.

En la Figura 3-2 se representa una celda de Franz, la cual estd compuesta por dos
compartimentos: uno donor y otro aceptor, separados por una membrana que permite
evaluar la difusion de la molécula analito ya que solo permite su paso, mientras retiene el
CPE. En la caAmara superior se adiciona, la solucién, dispersién o semisélido que contiene
el activo en estudio y en el inferior se toman las muestras correspondientes (en periodos
de tiempo establecidos), que luego son cuantificadas. Dentro de los parametros a
considerar para aplicar el método se encuentra la temperatura, el area de difusion, el tipo
y naturaleza de la membrana, el medio del compartimento receptor y el aseguramiento de
las condiciones sink, es decir condiciones alejadas de saturacion del analito [156]. Los
resultados suelen ser representados como perfiles de liberacion, en los que se grafica la
cantidad, concentracion o porcentaje de activo “liberado” (aquel que pasa del

compartimento donor al receptor) versus el tiempo analizado.

Para comprender los fenbmenos que afectan la liberacion de un activo se han desarrollado
modelos matematicos que permiten evaluar la cinética de difusion y establecer las

variables dependientes o independientes del proceso, es asi como el modelamiento del
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perfil de liberacién proporciona informacion sobre los mecanismos que lo gobiernan [251].
Aunque no existe un modelo que considere todos los eventos fisicos y quimicos que
pueden ocurrir en un determinado sistema, algunos de los mas comunes como: orden cero,
primer orden, Higuchi y Korsmeyer-Peppas han logrado correlaciones interesantes; éstos
fueron originariamente propuestos para el andlisis de sistemas matriciales, sin embargo
han sido aplicados exitosamente en sistemas dispersos [213]. En la Tabla 3-16 se
presentan las ecuaciones asociadas a cada uno de éstos y las caracteristicas que lo

representan.

Tabla 3-16 Modelos matematicos comunmente utilizados para analizar la cinética de
liberacion de activos.

Modelo Ecuacion Caracteristicas
La liberacibn se da en funcién del tiempo a una
Orden cero Q; = Qg + kot velocidad  constante, independiente de la

concentracion del activo.

La cantidad liberada es proporcional a la cantidad de
Orden uno LnQ; = LnQ, — k4t activo que permanece en el sistema matricial; por ello
tiende a disminuir en funcion del tiempo
La liberacion es directamente proporcional a la raiz

. . _ 1/2
Higuchi Qe = kyt"/ cuadrada del tiempo
Dependiendo del valor de n es posible establecer el
mecanismo de liberacién:
Korsmeyer- M, & Difusion fickiano: n = 0,5

Peppas M, Kipt" & Transporte anémalo: 0,5<n<1,0
& Ordencero:n=1,0
& Transporte tipo Il: n >1,0

Q« cantidad de activo liberado en tiempo ¢, Qu: cantidad inicial de activo (usualmente Qv=0), ko, ki, kuy kipy: cONstantes de
liberacion de cada modelo; M,/M..: fraccién de activo liberado en tiempo ¢ n: exponente de liberacion [251].

Existen varios estudios de liberacion de activos desde sistemas tipo CPE utilizando celdas
de difusiéon bicompartimentales, en la Tabla 3-17 se presentan, a manera de ejemplo,
veinte de ellos, en todos se utiliz6 membrana de didlisis de acetato de celulosa con peso

molecular de corte de 12000 Dalton en virtud del peso molecular polimérico.

Tabla 3-17. Estudios de liberacién de sistemas CPE en celdas de difusion
bicompartimentales.

Autor Afo Vol Vol Vol Area T tina  Técnica Medio Complejo % Max Modelo
Donor Receptor Mues difusién (°C) (h) Analitica estudiado  liberado
(ml) (ml) (ml) (cm?) en agua
Orientit 1996 3 50 N.R 12,57 37 48 uv pH2y Chi-Ind N.R en K-P
[252] pH 8 agua
Jimenez 2002 15 250 N.R 23,76 37 7 uv H,Oy C-Li 33% Ka2yan
Kairuz![202] NaCl (HG)
Vilches? 2002 20 500 3 23,76 37 6 uv H,Oy C-CipyC- 7% Cero

[43] NaCl Nor (HG)
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Jimenez 2003 15¢g 250 5 23,76 37 8 uv HOy C-Me <10 % Ka2yan
Kairuz[140] NaCl (HG)
Quinteros 2008 3 76 4 N.R 37 6 uv HOy EuE-By 20% B Higuchi
[2] NaCl EuE-S <5%S
Esteban? 2009 20 300 3 N.R. 37 8 HPLC HOy C-Az (HG) <2% N.R
[35] NaCl
Ardusso 2010 49 75 4 4,52 37 6 uv HOy At, Liy Me <10 % K-P
[141] NaCl con C, EuL
y EuS
Baena [156] 2011 3 75 1 6,50 37 6 uv H>O EuE-B Entre 22 K-P
y 40 %
Quinteros 2011 3 76 4 N. R. 37 7 uv HOy EuE-Msz 60 % N.R
[203] NaCl
Palena 2012 19 15 1 1,25 37 7 uv H-0, IPEC EuL- At:18% K-P
[226] NacCl, Fx-EUuE Pr: 12%
pH 6,8 (Fx: At, Pr Me: 24
pH 1,2 y Me)
Quinteros 2012 3 76 4 N.R 37 7 u.v NaCl EuE-Fx N.R. en Cero
[212] Fx: Flur, agua
Nap, Ket,
Ind, D.
Guzman 2012 4 70 4 N.R 37 6 u.v H-0, EuE-Fx DPyB< Cero
[71] NaCly Fx:DPyB 10%
FGS
Battistini 2013 1 17 0,9 N.R 37 3 u.v H.O HiH-At Entre 40 N.R
[219] y 10%
Quinteros 2014 1 4 N.R 0,79 35 2 uv NacCl, Eu-Flur N.R en K-P
[72] FLSy agua Higuchi
pH 6,8 Cero
Ramirez- 2014 4 76 15 N.R 37 7 HPLC- HOy EuE-EnM En: 26 % Cero
Rigo [144] uv NaCl M: 20 %
Battistini 2014 1 17 0,9 N.R 37 3 uv HOy HiH-Dx 20 % N.R
[158] NaCl
Palena 2015 1 15 1 1,25 37 7 uv H-0, IPEC EUuE- S:4% K-P
[189] NaCl, Fx50- B: 11%
pH 6,8 EuL50 Ket: 7%
pH 1,2 Fx: S, B, Nap: 7%
Kety Nap
Guzmén 2016 1 16 1 N.R 37 5 uv H.0, EuE-Ris <10% N.R
[220] NaCly
FGS
Garcia[253] 2016 0,59 15 1 1,25 37 24 uv H-0, DeP-Cip <10% Higuchi
NaCly
pH 6,8
Alarcén 2017 1 16 0,9 1,25 37 3 uv HOy ADN-Fx Li: 45%  Higuchi
[213] NaCl Fx: Li, At, At: 31%
Pr Pr: 21

INo son propiamente celdas de Franz, utilizaron un dispositivo de difusion bicompartimental que funciona bajo el mismo
principio. Convenciones: Vol Donor: volumen en el compartimento donor; algunos estudios reportan el contenido en peso,
estos fueron indicados en gramos (g). Vol Receptor: volumen en compartimento receptor; Vol mues: volumen tomado en
los tiempos de muestreo; Area difusion: area de la membrana que separa los dos compartimentos; T: temperatura del
ensayo; Técnica analitica: la utilizada para cuantificar el activo liberado; Medio: el empleado en el compartimento receptor
Modelo: modelo cinético utilizado para estudiar la liberacién. N.R: no reportada; pH 2: buffer a pH 2; pH 8: buffer a pH 8;
H,O: agua; NaCl: solucién acuosa de NaCl al 0,9%; pH 6,8: buffer de fosfatos a pH 6,8; pH 1,2: solucion de HCl a pH 1,2;
FGS: fluido gastrico simulado; FLS: fluido lacrimal simulado; Chi: quitosano; Ind: indometacina; HG: hidrogel; C: carbémero;
Li: lidocaina; Cip: ciprofloxacina; Nor: norfloxacina; Me: metoclopramida; EuE: Eudragit E; B: &cido benzoico; S: &cido
salicilico; Az: azitromicina; At: atenolol; EuS: Eudragit S-100; EuL: Eudragit L-100; Msz: mesalazina; IPEC: complejo
interpolielectrolito; Fx: farmaco o activo; Pr: propranolol; Flur: flurbiprofeno; Nap: naproxeno; Ket: ketoprofeno, D:
diclofenaco; DP: dexametasona fosfato; HiH: acido hialurénico; EnM: enalapril maleato; Dx: doxorrubicina; Ris: risedronato;
DeP: polimero dendronizado; K-P: Korsmeyer-Peppas; K »y41: Se determiné constante de velocidad entre 2 y 4 horas; Cero:
cinética de orden cero.



Capitulo 3 113

A continuacion, se presenta un analisis de las tendencias observadas para cada una de
las variables incluidas en la tabla y las condiciones elegidas para los estudios de liberacién

realizados:

& Paralos parametros: volumen de compartimento donor, volumen de compartimento
receptor, volumen de muestreo y area de difusidn, se observa un amplio rango de
valores, debido en parte a que los primeros estudios no fueron realizados
propiamente en celdas de Franz sino en ensamblajes de naturaleza semejante y
por ello registran valores de volumen receptor y area difusional especialmente
mayores; en los demas estudios se encontraron los siguientes rangos: volumen
donor: 0,5 ml a 4 ml; volumen receptor: 4 ml a 76 ml; volumen de muestreo: 0,9 ml
a 4 ml y area difusional: 0,79 cm? a 6,50 cm? Para los andlisis de liberacion
realizados a los complejos de la presente investigacion se utilizaron celdas de
Franz con volumen de compartimento receptor de 58 ml y area difusional de 3,51
cm?, su eleccion fue motivada por la alta solubilidad del acido benzoico y su
disponibilidad en el grupo de investigacion. Para el volumen de muestreo se utilizé
1 ml y para el compartimento donor se estudiaron los valores de 5 ml, 0,5 mly 1,0

ml.

& Latemperatura utilizada fue de 37 °C para la mayoria de los estudios presentados,
solo cambid, a 35 °C, en uno de ellos por tratarse de un sistema diseflado para
liberacion ocular; esto evidencia la importancia de la via de administracién y de la
funcionabilidad del sistema en la eleccién del valor de temperatura. Por lo anterior,
en la presente investigacion se seleccion6 25 °C, ya que el acido benzoico cuenta
con actividad antimicatica, la cual fue evaluada a 25 °C y a 35° C. Se eligi6 el menor
valor porque es el peor caso, es decir en el que se alcanza un menor porcentaje de

liberacién del activo.

& En cuanto al tiempo final de andlisis, se observa en la Tabla 3-17 un rango entre 2
y 48 horas, con una mayor preponderancia de estudios entre 6 y 8 horas, se eligié
el de 8 horas por ser un valor intermedio y suficiente para estudiar la cinética de

liberacion.

& Respecto a la técnica de cuantificacion del activo se empled la de mayor uso en

este tipo de estudios: espectrofotometria de ultravioleta, por su practicidad y
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rapidez, especialmente Util para la cantidad de muestras generadas por cada
analisis y sus triplicados; ademas porque ya se habia reportado para complejos

entre Eudragit E 100® y &cido benzoico con resultados éptimos [2,156,189].

& Para la seccioén relacionada con los medios utilizados en el compartimento receptor
se encuentra que agua Yy solucién de NaCl al 0,9 % son los de principal estudio,
seguidos de algunas soluciones buffer —a pH biolégicamente relevantes— y
algunos fluidos simulados (gastrico o lacrimal). Para el presente estudio se evalud
agua y buffer de fosfatos a pH 6,0 y 6,9 para correlacionar los resultados con la
actividad antimicética determinada a este pH.

& Los modelos matematicos mas utilizados para analizar la cinética de liberacion de
activos desde CPE —segun se observa en la tabla— son: orden cero, Higuchi y
Korsmeyer-Peppas, debido a esto todos los perfiles fueron analizados a la luz de
éstos tres, también se incluyé el de orden uno.

Los ensayos de liberacion se realizaron en cinco etapas en funcion del volumen y de la
concentracion del complejo en el compartimento donor, asimismo del medio utilizado en el

compartimento receptor. Los resultados se presentan a continuacion:

Etapa 1: Vol donor: 5 ml, concentracion de complejo: 0,5 % de EUE y Medio: agua.

Debido a la importancia de asegurar las condiciones “sink”, se realizaron los respectivos
célculos para establecer que tan alejados de la saturacién se encontraban las celdas
estudiadas. En la Tabla 3-18 se presenta la informacion relacionada con la maxima
concentracion que se podria alcanzar en el compartimento receptor si pasara el 100 % del
activo y ademas se incluye la solubilidad del AB al pH que registraria esta solucion; asi se
determindé a cuantas veces de la saturacion estaba cada sistema, por ejemplo, para el
complejo EuB2s se encontré que estaba a 124 veces de la saturacion o en otras palabras
124 veces diluido respecto a la solucion saturada. La USP establece para el ensayo de
disolucién que las condiciones en exceso de medio se dan cuando el volumen es por lo
menos tres veces el requerido para formar una solucion saturada del farmaco [168], en
este sentido se observa que para las diez composiciones de complejo se garantizaron las
condiciones “sink” y que en el peor de los casos (EuBio) se contd con 26 veces mas de

solvente que el de la saturacion.
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Tabla 3-18 Condiciones sink de los ensayos de liberacion de la Etapa 1 (Vol donor: 5ml,
concentracion de complejo: 0,5 % de EUE y medio: agua).

Complejo AB donor Conc t=« pH?3 So de AB Veces
(mg)* (mg/ml)? (mg/ml)*  saturaciéon®
EuBo2s 2,30 0,04 3,84 4,90 124
EuB2sCla2s 2,30 0,04 3,84 4,90 124
EuB2sClso 2,30 0,04 3,84 4,90 124
EuB2sClys 2,30 0,04 3,84 4,90 124
EuBso 4,59 0,08 3,69 4,46 56
EuBsoClas 4,59 0,08 3,69 4,46 56
EuBsoClso 4,59 0,08 3,69 4,46 56
EuB7s 6,89 0,12 3,61 4,27 36
EuB75Cl2s 6,89 0,12 3,61 4,27 36
EuBi1oo 9,18 0,16 3,54 4,15 26

IMiligramos de acido benzoico en el compartimento receptor en el t=0. 2 maxima concentracion de acido
benzoico posible en el compartimento receptor asumiendo el 100% de la liberacién, 3pH de la solucién de AB
a la maxima concentracion posible; “solubilidad del AB al pH calculado; ®relacion entre la solubilidad
(concentracion de saturacion) y la concentracion méaxima posible.

Los perfiles de liberacién acumulativa de AB se presentan en la Figura 3-25, en donde se
observa que los valores en porcentaje fueron bajos para las diez composiciones, de hecho
ninguno superd el 12 %, resultados que estdn en linea con lo reportado por las
investigaciones de Palena y Guzman [71,189] para complejos entre EUE y AB, en los que
el porcentaje fue de 11 y 9 respectivamente. La baja tasa de liberacion de activos desde
dispersiones de CPE en agua ha sido utilizada como evidencia de la fuerte interacciéon
entre el polielectrolito y el activo [35,43].

Como se representd en la Figura 3-16 la membrana de didlisis utilizada en este tipo de
estudios permite el paso de especies de bajo peso molecular entre compartimentos e
impide la difusién del PE y del CPE hacia el medio receptor. En teoria la liberacién del
activo se da tanto por la especie disociada (A" o AH*) como la no disociada (A), sin
embargo Jimenez-Kairuz y col [202] establecieron que el mecanismo de liberacion ocurre
principalmente por la difusion de la especie neutra del activo, ya que la ionizada es retenida
mediante interaccién electrostatica por el PE, en consecuencia la velocidad de difusion de
A es mayor que la de A" o AH*. Tan pronto como A difunde lejos del entorno del complejo,
el equilibrio se reestablece y provee rapidamente de “nuevo A”, por ello el CPE actia como

reservorio del activo.

La teoria de Jimenez-Kairuz y col se corrobora mediante el estudio de los resultados de

liberacion, del pH de las dispersiones estudiadas y del pK, del activo; por ello para la
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presente investigacién se realiz6 la Tabla 3-19 en la que se resumen los valores de
liberacion de AB y de pH para las diez dispersiones de complejos. En la tabla se observa
una estrecha relacion entre el pH inicial del compartimento donor (¢=0) y el porcentaje
liberado, pues aquellas dispersiones con valores de pH muy superior al pK, de AB (4,2),
como EuB2 y EuB2sCles, son las que alcanzaron las menores tasas de liberacion y
viceversa; esto ocurre porque la proporcion de la especie disociada (benzoato o B™)
aumenta a medida que el pH se aleja por encima del pK,, de modo que no esta disponible
para difundir hacia el medio receptor porque es retenida por el PE mediante interaccion
iGnica; bajo este mismo razonamiento se deduce por qué las dispersiones de complejos
como EuB2sClzis 0 EuBsoClsp presentaron las liberaciones mayores, pues al contar con
valores de pH mas cercanos al pk;, la proporcién de la especie neutra (BH) aumenta y

consigo su difusion al compartimento receptor.

Figura 3-25 Perfiles de liberacion acumulativa de 4cido benzoico en agua, para las
dispersiones de los diez complejos al 0,5 % de EuUE, con volumen de compartimento donor
de 5 ml.
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Tabla 3-19 Valores de porcentaje méaximo liberado de AB (en t=8h) y de pH relacionados
con los ensayos de liberacion de la etapa 1 (Vol donor: 5ml, concentracion complejo: 0,5
% de EUE y medio: agua). El pH del medio receptor (agua miliq) en =0 fue 5,60 (0,21).

Complejo % de AB pH donor (£=0) pH donor pH receptor
liberado (=8h) (=8h) (t=8h)
EuB2s 5,14 (3,21) 6,39 (0,44) 6,48 (0,62) 5,48 (0,57)
EuB2sCl2s 6,94 (2,33) 6,17 (0,65) 6,25 (0,24) 4,94 (0,35)
EuB2sClso 7,15 (2,90) 5,84 (0,59) 5,91 (0,35) 4,73 (0,49)
EuB2sClzs 11,32 (1,99) 4,82 (0,32) 5,39 (0,57) 4,27 (0,71)
EuBso 8,03 (3,97) 6,18 (0,41) 6,29 (0,48) 5,14 (0,30)
EuBsoClas 8,65 (5,23) 5,71 (0,36) 5,84 (0,40) 4,82 (0,41)
EuBsoClso 9,87 (1,73) 4,95 (0,53) 5,46 (0,28) 4,77 (0,93)
EuBss 8,93 (0,80) 5,80 (0,61) 5,98 (0,49) 4,79 (0,91)
EuB75Cla2s 10,88 (0,14) 5,05 (0,41) 5,46 (0,46) 4,62 (0,57)
EuBi0o 10,59 (3,57) 5,20 (0,84) 5,55 (0,81) 4,61 (0,25)

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV)

En cuanto a los valores de pH de compartimento donor y receptor en t=_8h, se observo que

fueron consecuentes con los resultados de liberacion:

& Para el compartimento donor se presenté —en todos los casos— un aumento de
pH, debido a la difusion de AB hacia el medio receptor, el cual fue de mayor
magnitud para las dispersiones en las que ocurri6 una mayor liberacion como
EUB25CI75.

& Para el compartimento receptor se registré disminucién en el valor de pH, debido
—igualmente— al paso de AB hacia este medio, por ello las dispersiones con

liberaciones mas altas fueron las de menor pH.

Con el fin de analizar el efecto de la composicion de los complejos en la liberacion de AB
se elabor6 la Figura 3-26 donde se presentan los porcentajes alcanzados al finalizar el
ensayo. Para las composiciones sin neutralizacion adicional con HCI, es decir los ubicados
en el eje X = 0 se observa que a medida que aumenta la proporcién de iones benzoato,
también aumenta el porcentaje liberado; esto es debido principalmente al efecto del pH de
la dispersion descrito previamente y también a lo que Quinteros y col denominaron como
“un cambio en el caracter hidrofilico del complejo”, como consecuencia del incremento en
el porcentaje de neutralizacion y el cual demostraron mediante ensayos de absorcion de
agua [203]. Para las demas composiciones se observa que, al aumentar el porcentaje

neutralizado con HCI, la liberacién también se incremento, tal comportamiento esta en linea



118 Estudio de las propiedades fisicoquimicas y antimicé6ticas de complejos entre un

polielectrolito y el &cido benzoico como molécula modelo

con el pH de las dispersiones, pues la acidez relacionada con la adicién del &cido

inorganico aumenta la proporcion de la especie neutra del AB y su respectiva difusion.

Figura 3-26 Valores de porcentaje maximo liberado de AB en agua (en t=8h), para las
dispersiones al 0,5 % de EuE, con volumen de compartimento donor de 5 ml de los
complejos: EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB1go (V). En el eje X se presenta el
porcentaje de grupos DMAE neutralizado con acido clorhidrico.
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Finalmente, se evalud el ajuste de los perfiles de liberacién de esta etapa con los modelos
matematicos de orden cero, orden uno, Higuchi y Korsmeyer-Peppas, con el objetivo de
identificar los mecanismos que gobiernan la cinética de liberacion del AB desde las
dispersiones de los complejos evaluados. Para ello se tuvieron en cuenta las ecuaciones
planteadas en la Tabla 3-16 empleando unidades de porcentaje de liberacién para orden
cero, uno y Higuchi, mientras que, para Korsmeyer-Peppas se utilizaron unidades en
fraccion liberada, como lo establece su ecuacién. En la Tabla 3-20 se registran las
constantes de velocidad calculadas para cada modelo y sus respectivos coeficientes de
determinacion, a partir de estos ultimos se encontr6 que el orden cero fue el de mayor
ajuste a los perfiles obtenidos y en efecto las constantes de velocidad (K,) mantuvieron
una tendencia semejante a la presentada para el “% maximo de AB liberado” como se
observa en la Figura 3-27 la cual guarda bastante relacion con la Figura 3-26 cuyos
resultados fueron descritos previamente. Segun el modelo matematico de orden cero la
liberacién del agente activo solo depende del tiempo, ya que el proceso toma lugar a una
velocidad constante independiente de la concentracion del activo [251]. Para CPE se ha

reportado liberacion de este orden en investigaciones de sistemas entre: carbomero y los
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farmacos ciprofloxacina y norfloxacina [43] y entre EUE y los activos: acido salicilico,
ketoprofeno, naproxeno, diclofenaco, flurbiprofeno, indometacina, fosfato de
dexametasona, enalapril maleato [35,71,144,212]; de estos estudios desatacan los
hallazgos de Vilches y col en los que relacionan el modelo de liberacién de orden cero con
la mayor capacidad amortiguadora del sistema, que contribuye a mantener mas estable el

pH y los equilibrios involucrados [43].

Tabla 3-20 Pardmetros y coeficientes de determinacion de varios modelos cinéticos de
liberacion para la dispersion de complejos entre EUE y AB, a las condiciones de la etapa 1
(al 0,5 % de EUE, con volumen de compartimento donor de 5 ml y medio receptor: agua).

Orden Orden uno Higuchi Korsmeyer-Peppas
cero

Ko R2 K1 R2 K R2 Kk- R2
n P
%*h* h* %*h 05 h™

EUB.s 0,50 0,989 -0,20 0,903 1,65 0,980 0,46 0,0166 0,980
EuB,Cl,s 0,73 0,990 -022 0,891 242 0,984 0,52 0,0209 0,979
EuB,xCls, 0,70 0,981 -0,20 0,874 233 0,978 0,48 0,0233 0,984
EuB,Cl.s 1,18 0986 -021 0,891 3,93 0,988 0,50 0,0360 0,971
EuBso 0,90 0998 -025 0,930 293 0966 056 0,0213 0,962
EuBgCl,s 0,86 0,987 -023 0,896 2,82 0,962 054 0,0226 0,982
EuBgCls, 1,14 0,990 -0,25 0,893 3,77 0,983 0,559 0,0266 0,973
EUB+s 1,08 099 -0,29 0906 3,55 0971 0,66 0,0204 0,973
EuB-Cl,s 1,31 0,990 -028 0,862 4,35 0,986 0,67 0,0260 0,989
EuBw, 129 0996 -0,32 0,836 4,26 0,983 0,78 0,0204 0,996

Figura 3-27 Valores de constante de velocidad de orden cero (Kp) para las dispersiones al
0,5 % de EuE, medio receptor agua y volumen de compartimento donor de 5 ml de los
complejos: EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB10o (V). En el eje X se presenta el
porcentaje de grupqs;1 DMAE neutralizado con acido clorhidrico.
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En cuanto a los deméas modelos de liberacién evaluados, se observa que el mas alejado a
los perfiles obtenidos fue el de orden uno, esto es debido a que este modelamiento
matematico fue disefiado para la liberacion de activos desde matrices sélidas porosas, de
hecho para ninguna de las etapas posteriores de los estudios de liberacion se obtuvieron
coeficientes de determinacion de mayor valor (resultados no incluidos), por eso los datos
relacionados con orden uno fueron omitidos en el registro de los resultados del
modelamiento matematico de las demés etapas.

Puesto que en la revision de la literatura se encontraron porcentajes mas altos de liberacion
del activo para complejos formados entre EUE y AB en las investigaciones de Quinteros y
Baena [2,156], se analizaron los cambios entre estudios y se encontrd que la diferencia
principal radicaba en el volumen del compartimento donor, por ello se procedi6 a la etapa
2, ya que tasas mas altas de liberacion permiten obtener resultados con una interpretacion
mas precisa de la cinética involucrada., ademas porque los coeficientes de determinacion

para los modelos de Higuchi y Korsmeyer-Peppas también fueron bastante altos.

Etapa 2: Vol donor: 1 ml, concentracion de complejo: 0,5 % de EUE y Medio: agqua.

Al reducir el volumen del compartimento donor —conservando las demas condiciones
intactas— se encontr6 que la cantidad de &cido benzoico que difundia hacia el
compartimento receptor no disminuia en proporcion directa con la reduccion de volumen;
por ello, en términos de “porcentaje de liberacién” se registr6 un aumento, ya que la
cantidad de AB total introducida en el ensayo era menor; este comportamiento se presentd
al evaluar volimenes donores de 0,5 mly 1,0 ml en estudios preliminares, sin embargo se
definid el volumen de 1 ml como el adecuado para realizar los estudios a las diez
dispersiones de los complejos porque a 0,5 ml se present6 una variabilidad mayor en los

resultados (gréficas no incluidas).

En primer lugar, se corrobor6 que los ensayos contaran con condiciones sink, para ello se
hicieron los mismos calculos que para la etapa 1, cuyos resultados se incluyen en la Tabla
3-21; como era de esperarse, se encontraban mas alejados de la saturacion que los
primeros ensayos, ya que contaban con una quinta parte de la cantidad del activo. En la
tabla se observa que los sistemas se encontraban entre 160 y 851 veces diluidos respecto

a la solucién saturada de AB.
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Tabla 3-21 Condiciones sink de los ensayos de liberacion de la etapa 2 (Vol donor: 1ml,
concentracion de complejo: 0,5 % de EUE y medio: agua).

Complejo AB donor Conc t=« pH?3 So de AB Veces
(mg)* (mg/ml)? (mg/ml)*  saturaciéon®
EuBo2s 0,46 0,01 4,19 6,75 851
EuB2sCla2s 0,46 0,01 4,19 6,75 851
EuB2sClso 0,46 0,01 4,19 6,75 851
EuB2sClys 0,46 0,01 4,19 6,75 851
EuBso 0,92 0,02 4,04 577 365
EuBsoClas 0,92 0,02 4,04 577 365
EuBsoClso 0,92 0,02 4,04 577 365
EuB7s 1,38 0,02 3,96 5,34 225
EuB75Cl2s 1,38 0,02 3,96 5,34 225
EuBi1oo 1,84 0,03 3,89 5,08 160

IMiligramos de acido benzoico en el compartimento receptor en el t=0. 2 maxima concentracion de acido
benzoico posible en el compartimento receptor asumiendo el 100% de la liberacion, 3pH de la solucién de AB
a la maxima concentracion posible; “solubilidad del AB al pH calculado; ®relacion entre la solubilidad
(concentracion de saturacion) y la concentracién méaxima posible.

En la Figura 3-28 se presentan los perfiles de liberacion acumulativa de AB para las diez
dispersiones al reducir el volumen del compartimento donor a 1ml. En todos los perfiles se
observa un aumento —de aproximadamente tres veces— en el porcentaje final de AB
liberado, si se compara con el alcanzado para volumen donor de 5 ml. En términos
generales se advierte que las tendencias en la liberacion se mantienen, es decir aquellas
composiciones que registraron los valores mas altos fueron las mismas en los dos ensayos
y asimismo para las de menor liberacién, esto es debido a que el pH de las dispersiones
estudiadas no fue alterado y como se explicé previamente es uno de los factores de mayor
impacto en el comportamiento de liberacion. Como principales diferencias se encontr6 que
el perfil de EuBsoClzs en esta etapa fue de mayor similitud al de EuBsoClsoy no al de EuBso
como en la etapa previa; también se encontré que el perfil de liberacién de EuB7s en este

caso fue mucho menor que el de EuB75Clzs.

Para una mejor interpretacion de los resultados se realiz6 el andlisis mediante el
modelamiento matematico de los perfiles obtenidos, en la Tabla 3-22 se incluyen las
constantes de velocidad y los coeficientes de determinacion (R?) para los modelos
cinéticos estudiados. Para esta etapa se evidencio que el orden cero no fue el de mayor
ajuste—salvo para EuBso y EuB7s—, en cambio el modelo de Higuchi fue el que arrojo los
valores de R? mas altos, sugiriendo que la difusién es el mecanismo que gobierna el
proceso de liberacion, tal y como ya se habia reportado para sistemas tipo CPE entre EUE

y AB [2], un polimero dendronizado y ciprofloxacina [253] y para complejos entre ADN y
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los farmacos: lidocaina, atenolol y propranolol [213]. Las diferencias en el modelo cinético

de mejor ajuste a los perfiles, debidas al volumen del compartimento donor, fueron

atribuidas al cambio en el porcentaje de liberacion, pues a valores mas bajos es mas

probable que las tendencias de liberacion pasen inadvertidas, incluso para modelos como

el de Korsmeyer-Peppas se recomienda que la liberacion se encuentre entre el 10% vy el
60% del activo [251].

Figura 3-28 Perfiles de liberacion acumulativa de acido benzoico en agua, para las
dispersiones de los diez complejos al 0,5 % de EuE, con volumen de compartimento donor

de 1 ml.
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Tabla 3-22 Pardmetros y coeficientes de determinacion de varios modelos cinéticos de
liberacion para la dispersion de complejos entre EUE y AB, a las condiciones de la etapa 2
(al 0,5 % de EuUE, con volumen de compartimento donor de 1 ml y medio receptor: agua).

Orden cero Higuchi Korsmeyer-Peppas
Ko_ R2 Kl-_l R2 n Klf-p R2
%*h 1 %*h 0.5 h n
Bos 1,37 0,927 4,71 0,989 0,36 0,0733 0,992

B,Cl,s 1,83 0976 6,12 0,992 0,38 0,0825 0,976
B,Cls, 1,97 0974 661 0,990 046 0,0676 0,961
B,Clis 282 0955 955 0,994 042 0,1178 0,991
Beo 1,93 0,992 6,34 0969 053 0,0500 0,922
BeCls 3,16 0,968 10,62 0,994 0,68 0,0671 0,991
BeClsy 2,76 0,984 920 0,994 0,47 0,0916 0,979
B 265 0992 877 0,986 0,63 00582 0,988
BxCl,s 325 0973 1091 0,997 049 0,1072 0,993
B, 340 0983 11,33 0,994 057 0,0884 0,994

Con el objetivo de analizar la velocidad de liberacion de las diez dispersiones se elaboré
la Figura 3-29, en la que se grafica el valor de Ky para las diferentes composiciones. Se
observa que las tendencias observadas en la etapa 1 se mantienen, es decir que al
aumentar el porcentaje de contraiones —ya sea de benzoato o cloruro—se incrementa la
velocidad de liberaciéon, hecho que fue asociado con el pH del sistema, como se explicé

previamente.

Figura 3-29 Valores de constante de velocidad de Higuchi (Kx) para las dispersiones al 0,5
% de EUE, medio receptor agua y volumen de compartimento donor de 1 ml de los
complejos: EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB10o (V). En el eje X se presenta el
porcentaje de grupo1s2 DMAE neutralizado con acido clorhidrico.
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Para corroborar el efecto del pH en la liberacion de AB se realiz6 la Figura 3-30, en la que
se graficé la constante de velocidad de Higuchi en funcion del pH inicial para las diez
dispersiones analizadas, es decir, cada punto representa la Ky y el pH de cada
composicion. En la figura se observa una tendencia a disminuir la velocidad de liberacién
al aumentar el pH, resultado que esta en linea con la teoria que establece que las
dispersiones en las que el pH favorece una mayor ionizacion del acido débil cuentan con
las menores tasas de liberacién porque la molécula disociada es retenida en una mayor
proporcion mediante la formacion del par iénico con el PE. No obstante, en la figura se
observa que los puntos correspondientes a las dispersiones de mayor acidez (EuB2sClzs y
EuBsoClsg) se desvian de la tendencia general, demostrando la existencia de otras
variables en la velocidad de liberacién a parte del pH.

Figura 3-30 Valores de constante de velocidad de Higuchi (K») vs pH para las dispersiones
al 0,5 % de EuE, medio receptor agua y volumen de compartimento donor de 1 ml
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Esta etapa de estudios evidencio el gran efecto del volumen de compartimento donor en
el porcentaje liberado del activo. Este hallazgo es relevante porque no hay informacién
reportada al respecto y ademas porque se demostroé que las condiciones sink no son el
Unico factor que limita el proceso de liberacion, existe un efecto que podria relacionarse

con la geometria de las celdas de Franz, es decir que no es recomendable utilizar un
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volumen muy alto en el compartimento donor porque se dificulta la difusion del activo que
gueda en la superficie de la dispersion, por ello a un volumen mas bajo el porcentaje de

liberacion fue mayor.

Etapa 3: Vol donor: 1 ml; Medio: agua y concentracion de complejo: a 0,046 % de
AB

Dado que los estudios de actividad antimicética de los complejos se realizan en funcién de
la concentracion de AB, se consider6 de gran importancia realizar ensayos de liberacion a
un mismo valor de este parametro; para ello se aprovechd que los cuatro complejos
neutralizados al 25 % de los grupos DMAE con AB contaban con una misma concentracion
y solo se ejecutaron los seis ensayos faltantes a tal condicion (0,046 % de AB).

En esta etapa no fue necesario determinar las condiciones sink, ya que corresponden a lo
registrado en la Tabla 3-21 para los complejos de la tanda EuB2s, es decir, a 851 veces de
la saturacién. Aprovechando que todas las dispersiones se analizaron a la misma
concentracion del activo, se evalué como referencia la liberacion de la solucién de AB a
las mismas condiciones que los complejos. En la Figura 3-31 se presentan los perfiles para
las diez dispersiones y para la solucion de AB (la cual fue incluida en cada una de las tres
gréaficas), los resultados corroboran el efecto modulador en la liberacién del preservante
mediante la formacién de los CPE: mientras la solucion de AB alcanzé cerca del 90% de
liberacion en las dos primeras horas, los complejos estuvieron entre el 15% y el 67% a las

8 horas de andlisis
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Figura 3-31 Perfiles de liberacion acumulativa de éacido benzoico en agua, para las
dispersiones de los diez complejos y solucion de referencia; concentracion: 0,046 % de AB
y volumen de compartimento donor: 1 ml.
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Para facilitar el analisis de las tendencias observadas se elabor6 la tabla Tabla 3-23, en la
que se registra la informacion de concentracion del PE, el pH de las dispersiones
estudiadas y el porcentaje maximo liberado de AB para cada dispersion. Los resultados de
esta etapa demuestran que el pH inicial en el compartimento donor no es el Unico factor
gue gobierna el proceso, ya que complejos como EuB2sClzsy EuB1go registraron valores de
pH similares, pero porcentajes de liberacion bastante diferentes. Tal hallazgo fue atribuido
a la concentracion de EUE en cada dispersion, pues a menor presencia de moléculas del
PE, menor interaccion idnica con el activo y en consecuencia menor retencion en el
compartimento donor. El analisis mas detallado de este efecto se realiz6 con la constante

de velocidad.
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Tabla 3-23 Concentracion del PE para cada dispersion, valores de porcentaje maximo
liberado de AB (en t=8h) y pH relacionado con los ensayos de liberacion de la etapa 3
(Vol donor: 1ml, concentracion complejo: 0,046 % de AB y medio: agua).

Complejo [EUE] pH donor (£=0) % de AB
% liberado (#=8h)
EuBa2s 0,50 6,39 (0,44) 15,75 (2,03)
EuB2sCl2s 0,50 6,17 (0,65) 19,59 (8,36)
EuB2sClso 0,50 5,84 (0,59) 19,00 (2,80)
EuB2sCl7s 0,50 4,82 (0,32) 29,69 (1,15)
EuBso 0,25 6,13 (0,35) 31,63 (5,88)
EuBsoClzs 0,25 5,65 (0,50) 31,35 (4,81)
EuBsoClso 0,25 4,89 (0,26) 37,53 (3,06)
EuBss 0,17 5,70 (0,95) 36,06 (5,08)
EuB7sClzs 0,17 4,77 (0,15) 66,71 (2,92)
EuB 100 0,13 4,83 (0,29) 60,79 (1,59)
Sin AB N.A. 3,28 (0,12) 99,96 (2,50)

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV)

Para el modelamiento matematico de los perfiles de liberacién se procedi6é del mismo modo

gue en las etapas previas. Los resultados se resumen en la Tabla 3-24 en la que se

observa que el modelo cinético de mayor ajuste es el de Higuchi debido a sus altos

coeficientes de determinacion (R?); también se observa que el de Korsmeyer-Peppas

presentd valores altos de R?, sin embargo, para los andlisis pertinentes se prefirié utilizar

el primero, pues la constante de velocidad (Kx) cuenta con las mismas unidades para todos

los sistemas evaluados (%*h?%), permitiendo una facil comparacién, a diferencia de las

constantes de Korsmeyer-Peppas, cuyas unidades dependen del exponente n calculado,

gue para esta etapa correspondieron a valores entre 0,36 y 0,62.
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Tabla 3-24 Pardmetros y coeficientes de determinacion de varios modelos cinéticos de
liberacion para la dispersion de complejos entre EUE y AB, a las condiciones de la etapa 3
(al 0,046 % de AB, con volumen de compartimento donor de 1 ml y medio receptor: agua).

Orden cero Higuchi Korsmeyer-Peppas
K. K K-
%*grl R2 %*hl.—lo.s R2 n hlfnp R2
Bos 1,37 0,927 4,71 0,989 0,36 0,0733 0,992

BxClis 183 0976 6,12 0992 0,38 0,0825 0,976
B,xCls, 1,97 0974 661 0,990 046 0,0676 0,961
BxCls 282 0955 955 0,994 042 0,1178 0,991
Beo 311 0971 10,42 0,987 050 0,1023 0,989
BeCls 3,50 0,992 11,60 0,987 0,58 0,0862 0,982
BeCly 416 0,950 14,13 0,995 0,56 0,1227 0,989
Bos 3,97 0,961 1338 0,993 0,62 0,1015 0,990
B.Clys 641 0862 2236 0953 0,53 0,2574 0,946
By, 550 0937 1879 0,994 0,37 0,2771 0,994
AB 731 0662 27,26 0,814 0,61 0,6845 1,000

En la Figura 3-32 se presenta el efecto de la composicién de los complejos en la constante
de velocidad de Higuchi; con el propésito de comprender el impacto de la concentraciéon
del PE y del pH en la liberacion de AB también se afadieron las graficas con esta
informacion en la figura. Para los resultados de pH se observa una dependencia del
porcentaje total de grupos DMAE neutralizados, ya que aquellos con el 100 % de
neutralizacion registraron datos entre 4,77 y 4,89; mientras que los del 75% se encontraron
entre 5,65y 5,84 y los del 50% en 6,17 y 6,13. Respecto a la grafica de la constante de
velocidad se presenta una tendencia similar a la de las etapas anteriores, ya que a medida
gue aumenta el porcentaje del contraibn benzoato o cloruro —en la composicion del
complejo— se incrementa la Ky, sin embargo para este caso el efecto de los contraiones
cloruro es mucho menor, por ello se concluyé la importancia de la concentracién del PE en
la dispersién evaluada, en este sentido se deduce la razén por la cual EuB7sClzs y EuB1oo
presentaron las tasas mas altas de liberacion, ya que sus valores de pH fueron los de
mayor acidez y sus concentraciones de EUE las mas bajas; en términos de la interaccion
esto responde a una menor retencion del PE por la baja presencia de la especie disociada

de AB y de moléculas del polimero
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Figura 3-32 Valores de constante de velocidad de Higuchi (Kz), concentracion de PE
([EUE]) y pH donor (t=0) para las dispersiones al 0,046 % de AB, medio receptor agua y
volumen de compartimento donor de 1 ml de los complejos: EuB2sClx(m), EuBsoClx(e),
EuB7Clx(A) v EuBig (V). En el eje X se presenta el porcentaje de grupos DMAE

neutralizado con &cido clorhidrico.
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Para esta etapa de los estudios de liberacion se encontré la capacidad con la que cuentan
los sistemas CPE en el disefio de perfiles de liberacion, pues de acuerdo con las
necesidades del experimentador es posible obtener dispersiones con diferentes

velocidades de liberacion en funcion de la composicion, pH y concentracion del PE.

Etapa 4: Vol donor: 1 ml; Medio: Buffer de fosfatos pH: 6,0 y concentraciéon de

complejo: a 0,6 % de AB

En el Capitulo 4 se presentara la actividad de los complejos a condiciones de pH superiores

a las recomendadas para AB con el objetivo de desafiar el efecto antimicotico del
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preservante; en consecuencia, se consideré relevante realizar los estudios de liberacion

respectivos.

En esta etapa se evaluaron los diez complejos a pH 6,0 para ello se utilizé buffer de fosfatos
como medio receptor, mientras que, para las dispersiones ubicadas en el compartimento
donor se realiz6 ajuste de pH con solucion de NaOH. Adicionalmente, se aprovechdé para
evaluar una concentracion mayor —al 0,6% de AB— correspondiente a la utilizada en
algunos de los estudios de actividad y se implementé un esquema de muestreo mas
cdmodo (la primera hora cada 15 minutos; la segunda hora cada 30 minutos vy
posteriormente un muestreo por hora hasta tiempo final de 8 horas), para facilitar la
metodologia. En cuanto a las condiciones sink se encontré que los ensayos estaban 2107
veces alejados de la saturacion, resultado especialmente alto debido a la solubilidad de
AB a pH 6,0 (217,9 mg/ml).

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 3-33, en esta se observa que los
complejos con una misma proporcién del contraiébn benzoato cuentan con perfiles de
liberacion parecidos. Para los “EuB2s” y los “EuBso” las semejanzas son evidentes, sin
embargo para los dos complejos “EuB+s” no lo son tanto, por ello se realiz6 el célculo del
factor £zde acuerdo a la Ecuacion (3-1), que arroj6 un resultado de 60,3 indicando similitud.
Estos hallazgos evidencian que los factores que gobiernan principalmente el proceso de
liberacion son el pH y la concentracion del PE, ya que al mantener constante el primero,
los resultados ocurrieron en funcion Gnicamente del segundo, como se puede corroborar
con la informacién registrada en la Tabla 3-25, en la que se incluye la concentracion de
EUE para cada uno de las dispersiones estudiadas y el porcentaje de AB liberado al
finalizar el ensayo (t=8h) y donde se observa que guardan una relacién inversamente

proporcional, es decir a menor concentracion de PE mayor porcentaje de liberacion.
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Figura 3-33 Perfiles de liberacién acumulativa de AB en buffer de fosfatos a pH: 6,0, para
las dispersiones de los diez complejos y solucién de referencia. Concentracion: 0,6 % de
AB y volumen de compartimento donor: 1 ml.
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Tabla 3-25 Concentracion del PE para cada dispersién y valores de porcentaje maximo
liberado de AB (en #=8h) para los ensayos de liberacién de la etapa 4 (Vol donor: 1ml,
concentracion complejo: 0,6 % de AB y medio: buffer de fosfatos a pH 6,0).

Complejo [EUE] % de AB
% liberado (=8h)
EuB2s 6,52 50,90 (2,81)
EuB2sCl2s 6,52 44,28 (3,85)
EuB2sClso 6,52 55,31 (6,75)
EuB2sClys 6,52 52,09 (4,18)
EuBso 3,27 63,78 (2,66)
EuBsoCl2s 3,27 64,58 (1,68)
EuBsoClso 3,27 59,90 (2,94)
EuB7s 2,18 71,25 (2,95)
EuB75Cl2s 2,18 85,49 (3,93)
EuB100 1,63 88,85 (3,55)
Sin AB N. A. 97,40 (2,17)

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV)
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Al realizar el modelamiento cinético de los perfiles (Ver Tabla 3-26) se observa que los
coeficientes de determinacion para Higuchi y Korsmeyer-Peppas son los méas altos.
Comparando las constantes de velocidad Kz, con las de la etapa anterior se encuentra que
aumentaron para las diez composiciones, hecho atribuido a la presencia de una mayor
cantidad de AB en el compartimento donor y a que las condiciones sink se encontraban
muchas mas alejadas de la saturacién; ademas al efecto del pH en el grado de ionizacion
del PE, pues al estar mas cerca del pK, del EUE (de 7,0 a 7,3) [211] una menor proporcion
de las moléculas del polimero se encuentran ionizadas formando el par ibnico con AB,
evitando su paso al compartimento receptor. En la Figura 3-34 se representa el valor de
K en funcién de la composicion de los complejos, para este caso no se observan las
tendencias habituales de los ensayos previos, solamente prevalece el comportamiento de
los complejos sin neutralizacién adicional de HCI, en los que a mayor porcentaje de
benzoato mayor el valor de K. Los complejos con contraidn cloruro no presentaron una

tendencia Unica.

Tabla 3-26 Parametros y coeficientes de determinacion de varios modelos cinéticos de
liberacion para la dispersion de complejos entre EUE y AB, a las condiciones de la etapa 4
(al 0,6 % de AB, con volumen de compartimento donor de 1 mly medio receptor: buffer de
fosfatos a pH 6,0).

Orden cero Higuchi Korsmeyer-Peppas
Ko R2 Kn R2 n Ki-p R2
%*h'l %*h-O.E h-n
B2s 6,05 0,986 20,44 0,978 0,74 0,1051 0,986

B2sCls 5,56 0,967 19,14 0,995 0,87 0,0830 0,991
B2sClso 6,88 0,980 23,44 0,988 0,87 0,0967 0,989
B2sClss 6,23 0,968 21,39 0,990 0,81 0,1028 0,990
Bso 7,52 0944 26,19 0,995 0,76 0,1550 0,984
BsoCl2s 7,69 0,948 26,72 0,994 0,75 0,1655 0,993
BsoClso 6,99 0,946 24,35 0,995 0,72 0,1525 0,983
B7s 8,09 0905 2858 0981 0,78 0,2171 0,986
BxsCls 9,64 0,947 3354 0,995 0,76 0,2369 0,993
B1oo 9,87 0911 34,79 0,983 0,77 0,2813 0,995
AB 7,27 0,678 27,28 0,828 0,66 0,6744 0,993
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Figura 3-34 Valores de constante de velocidad de Higuchi (K») para las dispersiones al 0,6
% de AB, medio receptor buffer de fosfatos a pH 6,0 y volumen de compartimento donor
de 1 ml de los complejos: EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB10o (V). En el eje X
se presenta el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con &cido clorhidrico.
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Etapa 5: Vol donor: 1 ml; Medio: Buffer de fosfatos pH: 6,9 y concentraciéon de

complejo: a 0,6 % de AB

Finalmente se evalué el proceso de liberacion de AB desde las dispersiones de: EuBsoClso,
EuBsClas y EuB1oo al pH mas alto utilizado en los estudios de actividad, es decir a pH 6,9
(Ver Capitulo 4). La eleccién de los tres complejos obedeci6 a los resultados obtenidos en

los estudios de actividad antimicética.

Para esta etapa las condiciones sink aseguraron que los sistemas en estudio estaban
16505 veces alejados de la saturacién ya que la solubilidad de AB a pH 6,9 es 1707,4
mg/ml. Los perfiles de liberacién se presentan en la Figura 3-35, en la que ademas se
incluye la informacion del factor de similitud entre perfiles contiguos. Segun los £
calculados, solo los resultados para EuBsCls ¥y EuBioo pueden considerarse como
similares; las diferencias estadisticamente significativas con el perfil de EuBsoClso son
debidas a la concentracion de EUE que al ser superior (Ver Tabla 3-25) produce una mayor

retencion de las moléculas disociadas de AB en el compartimento donor.
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Figura 3-35 Perfiles de liberacion acumulativa de AB en buffer de fosfatos a pH: 6,9, para
las dispersiones de los complejos EuBsoClso, EuB75Cl2s y EuB10o Y Solucion de referencia.
Concentracion: 0,6 % de AB y volumen de compartimento donor: 1 ml.
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En la Tabla 3-27 se incluyen los parametros y coeficientes de determinacion de los tres
modelos cinéticos estudiados. Segun los valores de R? el modelo de Korsmeyer-Peppas
es el de mejor ajuste, hecho atribuido a que este Unicamente requiere de los datos por
debajo del 60% de la liberacion; no obstante, vale la pena analizar la informacion
relacionada con las constantes Ky, que para esta etapa registraron valores superiores a los
reportados para los estudios a pH 6,0 (excepto para EuBiq), tal aumento en velocidad de
liberacién es debido a que las condiciones sink estdn mucho mas alejadas de la saturacion
y a que el pH se encuentra mas cerca del pK, del PE, contribuyendo a una menor tasa de

ionizacion del polimero y en consecuencia a una menor retenciéon del activo.

Tabla 3-27 Parametros y coeficientes de determinacion de varios modelos cinéticos de
liberacién para la dispersion de los complejos EuBsoClso, EuB75Cl2s y EuBigo y para AB, a
las condiciones de la etapa 5 (al 0,6 % de AB, con volumen de compartimento donor de 1
ml y medio receptor: buffer de fosfatos a pH 6,9).

Orden cero Higuchi Korsmeyer-Peppas
KD R2 KH R2 n Kk-p RZ
%*hrl %*h—O.S hn
BsClsy, /.88 0,868 28,15 0,962 0,70 0,2798 0,990
BCl,s 10,30 0,886 36,61 0,971 0,78 0,3336 0,981
B1oo 9,67 0,872 34,52 0,964 0,79 0,3352 0,979
AB 7,52 0,674 28,25 0,825 0,68 0,6845 0,996
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Para el modelo de Korsmeyer-Peppas se observa que la constante de velocidad (Kx,) de
menor magnitud fue la de EuBsoClso; mientras que las de los complejos EuB7sClos y EuB1go
fue practicamente la misma, resultados que corresponden con la apariencia de los perfiles

y obedecen a los fendmenos previamente descritos.

Para el andlisis de los valores del exponente de liberacion (n) se elabor6 la Tabla 3-28, en
la que se resume el valor promedio y el rango de npara las dispersiones de los complejos
a lo largo de las cinco etapas de estudios realizados. Los valores de n de la tabla se
encuentran en linea con lo reportado para investigaciones de CPE de naturaleza similar,
en los que el rango estuvo entre 0,31 y 0,90 [72,141,189,226,252]. Para la tres primeras
etapas se deduce —a partir del valor promedio de n — que el mecanismo de liberacién
obedece al difusional Fickiano, mientras que, para las etapas 4 y 5 se observa un
distanciamiento considerable del valor 0,50 asociado a mecanismos de liberacion
anomalos o “no Fickianos”; sin embargo, para CPE estos distanciamientos son
consecuencia del proceso de disociacion entre PE-activo que normalmente controlan la
cinética de liberacion, pero que son seguidos por la difusion Fickiana del activo [141]; para
las dos ultimas etapas de estudios estas diferencias fueron mas evidentes porque la
concentracion del complejo en la dispersion era de més de 10 diez veces la de las etapas
1, 2y 3, por tanto el efecto de la disociacién tuvo mayor magnitud en el coeficiente de

liberacion.

Tabla 3-28 Valores promedio y rango de los coeficientes de difusiéon (z2) del modelo cinético
de Korsmeyer-Peppas para las cinco etapas de estudios de liberacion.

Etapa n Rango de n
promedio

1 0,58 0,46 a 0,78

2 0,50 0,36 a 0,68

3 0,48 0,36 a 0,62

4 0,78 0,72a0,87

5 0,76 0,70a0,79

En los estudios de liberacion de CPE es recurrente la evaluacion del NaCl al 0,9% como
medio receptor (Ver Tabla 3-17), sin embargo, para la presente investigacion no se
considero relevante realizarlo porque el objetivo de reconocer las diferencias entre las diez
composiciones de complejos se logré con los medios receptores utilizados, ademas porque
las conclusiones asociadas a tales ensayos son ampliamente conocidas: incremento en la

tasa de liberacion de los activos debido al intercambio i6nico del CPE con los iones Na* y
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CI—; incluso para complejos entre EUE y AB ya se ha reportado los hallazgos mencionados
[2,71,189].

3.3 Conclusiones

Para la determinacion de las propiedades fisicoquimicas de los diez CPE de la presente

investigacion, se encontré que:

& Las técnicas de difraccién de rayos X (DRX) y calorimetria diferencial de barrido
(DSC), como herramientas complementarias a FTIR, evidenciaron la existencia de
la dispersién a nivel molecular del activo en el PE.

& Los estudios de DSC corroboraron el proceso de hidrdlisis de los grupos éster del
PE, debido a la adicién de &cido clorhidrico. Los resultados mostraron la presencia
de un evento endotérmico (entre 145y 180°C) adjudicado a la reaccién de ciclacion
intramolecular del PE, que se favorecié en los CPE con mayor hidrdlisis.

& No fue posible determinar la solubilidad por el método tradicional, debido a
inconvenientes con el proceso de saturacion de los sistemas en fase acuosa, sin
embargo, los estudios cualitativos indicaron que todos los CPE fueron solubles en
agua a una concentracion de 0,6% de AB y pH entre 5,8 y 6,9. Para determinar la
influencia de la composicién en la solubilidad, se desarrollé un estudio denominado
“Cantidad maxima de complejo aceptada en agua” el cual evidencié que a mayor
porcentaje de AB y/o HCI neutralizando los grupos DMAE de los CPE mayor era la

cantidad de AB solubilizada.

& Para la constante de afinidad los valores de Log Kcc oscilaron entre 5,7 y 6,4,
evidenciando un alto porcentaje de condensacion del par iénico. Se encontré que
el efecto del porcentaje de grupos DMAE del PE neutralizado con AB o HCI, en la
composicion del complejo, es inversamente proporcional a esta propiedad

fisicoquimica, lo que se atribuy6 al impedimento estérico.

& El andlisis de desplazamiento de AB por intercambio iénico con NaCl, demostré la
reversibilidad de la interaccién iénica entre EUE y B—. A las condiciones del ensayo

se encontr6 que a menor porcentaje de contraion (B~ y/o CI~) en la composicion
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de CPE, mayor fue el impacto del intercambio iénico en el pH, asimismo, se observo
para los ion6meros EuCly aumento de pH tras la adiciéon de la sal, hecho contrario
a lo reportado en estudios previos. Los resultados demostraron que los equilibrios
presentados en 3-11 y 3-12 son los que gobiernan el fenémeno y explican el

aumento de pH.

& Es inapropiado utilizar el término “potencial {” para las determinaciones realizadas
a dispersiones de PE o CPE en el equipo Zetasizer Nano ZS, Malvern Instruments,
con el modelo de Smoluchowski, debido a que requieren del desarrollo de un
modelo especifico que convierta la movilidad electroforética en potencial zeta; por
ello para fines practicos se utilizé el término “pseudo-potencial zeta (p-C)” para

referirse a los valores arrojados por el software del equipo.

& Los valores de p-¢ de las dispersiones de los CPE presentaron valores positivos
debido al caracter catidnico del EUE. A concentracion constante del PE, se observé
una tendencia general de disminucién del p-{ con el aumento de porcentaje de
contraion en la composicion del complejo, atribuida al apantallamiento causado por
el activo. A condiciones de pH 6,0 y concentracion de AB constante (0,06 %) se
evidencié que mayores porcentajes del ion benzoato en el CPE, se reflejaban en
mayores valores de pseudo-potencial zeta, hecho adjudicado a las diferencias en
concentracion de PE, puesto que las concentraciones mayores incrementan la

aglomeracion y agregacion de los sistemas.

& Los estudios de liberacion en celdas bicompartimentales de Franz evidenciaron que
el volumen de la dispersion, en el compartimento donor, tiene un gran impacto en
el porcentaje liberado de activo, aun cuando se aseguren las condiciones “Sink” del
ensayo. Por lo anterior se recomienda evaluar su incidencia al realizar estudios

semejantes.

& Elcomportamiento de liberacion de AB desde las dispersiones acuosas de los CPE,
a concentracion constante del PE, dependi6 del pH, siendo mayor —en constante
de velocidad (Ku) y porcentaje liberado— para las dispersiones con mayor acidez,
debido a que la especie no disociada es retenida, en el compartimento donor, en

menor proporcion.
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& La liberacion del activo, a condiciones controladas de pH (a valores de 6,0y 6,9) y
a concentracion constante de AB, evidencio la influencia de la concentracion del
PE: aquellas con menor porcentaje de EuE fueron las mismas con mayores

constantes de velocidad (Kx) y mas altos porcentajes de activo liberado.

& El mecanismo de liberacion del activo desde las dispersiones de los CPE, segun el
modelamiento de Korsmeyer-Peppas, obedecié a uno de tipo difusional Fickiano
para los ensayos realizados a baja concentracién (0,5 % de EUE y 0,046 % de AB)
y de tipo “no Fickiano” para valores de concentracion mayores (0,6 % de AB). El
fendmeno “andmalo” es asociado al proceso de disociacidon entre PE—activo que
controla la cinética de liberacién y que es precedido por una difusién Fickiana. Tuvo
mayor efecto en los ensayos realizados a alta concentracion, precisamente por la

presencia de una mayor proporcion de CPE.



4 Actividad antimicoética

La evaluacion de actividad antimicrobiana data de finales del siglo XIX con los primeros
estudios realizados en desinfecciéon quimica, dentro de los que sobresalen los trabajos de
Bucholtz en 1875, quien realizé la determinacion de la concentracion minima inhibitoria del
fenol en ensayos con bacterias y la investigacién de Robert Koch, quien hizo mediciones
para evaluar el poder inhibitorio del cloruro de mercurio frente a las esporas de Clostridium
anthracis [254]. Sin embargo, fue hasta 1897 cuando Kronig y Paul publicaron un estudio
gue constituye la base de los ensayos actuales [254,255], pues concluyeron entre otros

postulados, que:

1. No todas las bacterias mueren al mismo tiempo, pues dependen de la
concentracion del compuesto biocida y de la temperatura del ensayo.

2. Los compuestos biocidas, solo pueden ser comparados si se ensayan bajo
condiciones controladas.

3. El nimero de bacterias al realizar un ensayo debe ser constante.

Estos tres fundamentos demuestran la necesidad del control de variables en estudios de

actividad antimicrobiana.

Para los fines del desarrollo de la presente investigacion, se decidié evaluar Gnicamente el
efecto antimicético, pues el acido benzoico es un agente que cuenta predominantemente
con esta actividad y en menor grado antibacteriana [81]. Las condiciones utilizadas en los
métodos que evallan susceptibilidad antimicética suelen ser bastante heterogéneas, ya
gue dependen de la naturaleza del hongo, por ejemplo una levadura o un hongo
filamentoso cuentan con tasas de crecimiento diferentes y por tanto las condiciones
Optimas de cada uno son disimiles [256]. Dentro de los factores que tienen un mayor
impacto en los resultados de la mayoria de los métodos utilizados, se encuentran: la

composicion del medio, clase y concentracion del inéculo, temperatura y duraciéon de la
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incubacién y el criterio para determinar el punto final del ensayo [257]. A continuacién, se

describen algunas de los rasgos importantes de cada uno:

- Caracteristicas del medio: El medio de cultivo seleccionado para el ensayo debe
permitir el crecimiento del hongo a evaluar sin interferir con la accién de la sustancia
antimicética, ademas debe generar resultados reproducibles. Algunos de los mas
utilizados son Sabouraud dextrosa, BHI (infusién cerebro corazén), Czapek, PD (patata
dextrosa); este Ultimo es bastante empleado porque favorece la esporulacion de la mayoria
de hongos filamentosos [258].

- In6culo: Debe ser libre de microorganismos contaminantes y obtenerse de cultivos
en crecimiento activo que aseguren la viabilidad y capacidad de reproduccion de las
células. La edad y concentraciéon del in6culo deben ser fijadas apropiadamente. Como
método de conteo se puede emplear hemocitdbmetro o una correlacién, hecha previamente,

con porcentaje de transmitancia.

- Temperatura de incubacion: influye en la velocidad de crecimiento, en la
estabilidad del agente antimicético y en el desarrollo del in6culo. Debe establecerse con

base en guias recomendadas y/o en estudios previos.

- Periodo de incubacidn: para levaduras suele ser de 24 a 48 horas a 35°C,
mientras que para los hongos filamentosos es bastante variable, pues depende de su

naturaleza, velocidad de crecimiento, temperatura de incubacién, entre otros.

- Punto final del ensayo: Se determina por la presencia o ausencia de crecimiento
del inéculo, puede detectarse por inspeccion visual, cambios colorimétricos, medidas
turbidimétricas y de densidad 6ptica, liberacién de CO., determinacién de ATP, entre otros
[256].

Actualmente, existen multiples métodos para evaluar actividad antimicética, dependiendo
de la aplicacién del agente estudiado se cuenta con guias recomendadas, por ejemplo, en
el ambito de desinfectantes se sigue lo estipulado por organizaciones como: AOAC
International, DGHM (Sociedad alemana de higiene y microbiologia) y AFNOR
(Organizacion nacional francesa para la estandarizacion); en Colombia lo plasmado por el
ICONTEC en la normas técnicas colombianas (NTC) 5593; 5540; 5816; 5817. Todas las
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guias mencionadas constan de al menos dos etapas: la primera contempla ensayos in vitro
realizados en suspensién y en porta gérmenes y la segunda abarca metodologias que
simulan condiciones reales (ensayos practicos) [255,259-262]. Estos procedimientos no
fueron utilizados para la evaluacién antimicética de los complejos, ya que el AB no tiene
uso desinfectante y tampoco fueron adaptadas porque los tiempos de contacto indculo-
activo son cortos (entre 60 a 120 minutos) ya que los agentes desinfectantes son utilizados

para reducir la carga microbiana después de una exposicion breve.

Adicional a las guias de caracter desinfectante, existen protocolos para evaluacién de
actividad antimicética en el ambito clinico, se trata de lineamentos internacionales
establecidos por el “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, antes NCCLS)
mediante los estandares M27 y M38, donde especifican los métodos de referencia para la
evaluacion por dilucion en caldo de la sensibilidad de levaduras y hongos filamentosos.
Estos protocolos aseguran la reproducibilidad inter e intra laboratorio en la determinacion
de concentracion minima inhibitoria (CMI) y concentracibn minima fungicida (CMF) de
activos frente a hongos [258,263,264]. Aunque las dos guias mencionadas estan
disefiadas para la practica clinica, han sido empleadas para la evaluacion de actividad
antimicética en otros campos como el fitoterapéutico, en el cual es frecuente el andlisis del

efecto fungicida y/o fungistatico de extractos vegetales [146,148-152,265-268].
Métodos para la evaluacion de actividad antimicética

La evaluacion de la actividad antimicética de un activo puede ser determinada mediante

varios métodos, a continuacioén, se presentan algunos de los mas utilizados.

1. Método de difusién en agar.

También conocido como “difusion en placa”, consiste en la inoculacién del hongo
en el agar del medio de cultivo y la posterior ubicacion de discos de papel filtro —o
equivalente— impregnados con concentraciones conocidas del antimicético en su
superficie; de manera opcional, puede realizarse la adicion de las soluciones del
activo en hoyos hechos en el agar con sacabocados. Luego, el sistema se incuba
bajo las condiciones de temperatura y tiempo establecidas para el microorganismo
y finalmente se mide la actividad del compuesto en funcién de los halos de
inhibicion [146,148-150,256,266,267]. Dentro de las desventajas de este método
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se encuentran los problemas relacionados con la difusion, solubilidad o estabilidad
de algunos activos, sin embargo, son bastante utilizados para la evaluacion

preliminar de actividad [258].

Métodos de dilucioén.

Este tipo de ensayos son quizas los mas utilizados en el campo de la investigacion
de nuevos agentes antimicéticos, pues permiten cuantificar su actividad. Se pueden
clasificar dependiendo del medio de cultivo, en ensayos de dilucién en caldo y
dilucién en agar, a continuacion, se presentan las particularidades de cada tipo:

Dilucion en caldo: Su estudio se basa en el analisis de las diferencias en la tasa
de crecimiento de un hongo en presencia y ausencia del agente antimicotico. Para
ello, una serie de diluciones del activo a evaluar son preparadas en el caldo
indicado para el crecimiento del microorganismo y colocadas en tubos de ensayo
—O0 equivalente—; cada uno es inoculado con una suspension estandarizada de
levaduras o esporas del hongo; se evalila ademas un control negativo (sin
antimicético) y un control positivo (con un farmaco de accién reconocida).
Posteriormente se realiza la incubacion a las condiciones de 6ptimo crecimiento del
in6culo y por udltimo se evalla el crecimiento fungico en cada uno de los tubos
empleando alguna de las técnicas de punto final ya mencionadas. Comparando
cada resultado con el control negativo es posible establecer los porcentajes de

inhibicion y por tanto la CMI de la sustancia estudiada [146,149].

Como alternativa a este método, también denominado de “macrodilucién”, existe el
de microdilucién, que consiste en la realizaciéon del ensayo bajo los mismos
principios, pero a una escala de volumen inferior, de modo que la cantidad total de
cada “tubo de ensayo” no supera los 300 pl y puede realizarse en placas de
microdilucibn  que cuentan hasta con 96 pozos cada una
[148,256,265,266,268,269].

Mediante los estudios de dilucién en caldo es posible determinar si el agente
antimicotico evaluado causa la muerte celular del hongo (es fungicida) o si
Unicamente detiene su crecimiento (fungistatico), para ello, luego de alcanzar el

punto final del ensayo, se realiza la siembra de un volumen determinado -
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comunmente 10 pl- del dltimo pozo o tubo que dio positivo (crecimiento minimo) y
de los siguientes tres, que mostraron una completa inhibicion de crecimiento, en
una placa que contenga el agar del medio de cultivo respectivo sin tratar. Posterior
al proceso de incubacién de la placa, se observa la reactivacién o no del hongo y
dado el caso se podria determinar la concentracion minima fungicida (CMF)
[146,266,268].

Dilucién en agar: Consiste en un ensayo muy similar al de caldo, pero en el cual
las diferentes concentraciones del activo son adicionadas al agar del medio de
cultivo a una temperatura entre 40 y 50°C. Posterior a la solidificacion del gel, se
coloca en el centro de la placa un disco de agar del in6culo, proveniente de un
cultivo que fue sembrado a las condiciones 6ptimas del hongo y se procede a
realizar la incubacién del sistema obtenido; se incluyen ademas los controles
positivo y negativo como se realizé en el método de suspension. Transcurrido el
tiempo de incubacién se realiza la medicion de los didmetros de crecimiento del
hongo, se determinan los porcentajes de inhibicion en comparacién con el control
negativo y se calcula la CMI [150-153,266].

3. Evaluaciéon de actividad sobre germinacién de esporas.

Este método se utiliza para hongos filamentosos y consiste basicamente en la
preparacion de una suspension estandarizada de esporas, proveniente de la
incubacién de un cultivo del hongo. A diferentes tubos, que contienen las
concentraciones del antimicdtico, en un medio que permita la germinacion, se les
adiciona la suspensiéon de esporas y se incuban a las condiciones recomendadas.
Se utiliza un control negativo consistente en el solvente del activo o en su defecto
del medio solo. Transcurridas 24 horas se hace la determinaciéon con ayuda de un
microscopio, se cuentan 100 esporas y se enumeran aquellas que germinaron,
caracterizadas por la formacién de tubo germinativo de igual o superior tamafio a
la espora. Si se desea, puede hacerse varias mediciones en lapsos inferiores a las
24 horas. El efecto del antimicético en la germinacién de las esporas se expresa
como porcentaje de inhibicion comparado con la germinacién del control
[147,266,270].



144 Estudio de las propiedades fisicoquimicas y antimicéticas de complejos entre un

polielectrolito y el &cido benzoico como molécula modelo

4, Otros métodos.

Para medir la actividad de agentes antimicoticos, existen métodos diferentes a los
descritos previamente como: citometria de flujo, cuantificacibn de ergosterol,
métodos radiométricos rapidos, entre otros. Debido a su mayor complejidad
principalmente se realizan en laboratorios de referencia o altamente especializados
[256,269,271-273].

La evaluacion de la actividad antimicética de los complejos obtenidos se realizd sobre los
hongos: Candida albicans, Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens, esta seleccion fue
hecha con base en la necesidad de comparar el comportamiento de los complejos tanto
en levaduras como en hongos filamentosos. Los dos primeros fueron elegidos porque son
los que referencia la USP para las pruebas de eficacia antimicrobiana; ademas porque C.
albicans es considerada el modelo de levadura por excelencia y cuenta con mdultiples
estudios. En cuanto a los hongos filamentosos, su escogencia obedecié a que su presencia
es comunmente relacionada con la contaminacién de materias primas utilizadas en la
fabricacién de productos no estériles en la industria farmacéutica. La seleccidn especifica
de los hongos A. brasiliensis y P. rubens, al igual que la de la levadura, fue debida a la
amplia informacién reportada en estudios antimicéticos [263,274—278] . A continuacién, se

describen las caracteristicas principales de los microorganismos:
I Candida albicans,

Clasificacion Taxondmica

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Subdivision: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Subclase: Saccharomycetidae
Orden: Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Geénero Candida

Especie: Candida albicans
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Caracteristicas morfoldgicas

Candida albicans forma parte de la microbiota normal humana, es considerado como un
patégeno oportunista que se caracteriza por ser polimorfico; de tal manera, que puede
crecer como levadura en forma tipica ovalada (tamafio: 3,0 — 6,0 x 4,0 x 8,0 um) color
crema brillante, como células elipsoides alargadas con constricciones en los septos
(pseudohifas) o como hifas verdaderas de paredes paralelas [279]. Otras morfologias
incluyen células clamidosporas, que corresponden a unas mas redondas y grandes que
las levaduras, con paredes muy gruesas las cuales generalmente se forman en los
extremos de los filamentos hifales, en respuesta a la reduccion del nivel de nutrientes en

el medio de crecimiento [279,280].

La filamentacién de C. albicans puede ser inducida por multiples factores ambientales
como latemperatura o pH; asimismo, las hifas flamentosas son mas invasivas que la forma
de levadura, ya que permiten la invasion de tejidos [281]. Candida albicans es el patégeno
mas comun entre las especies de Candida y las tres principales enfermedades a las que
se le asocia son: candidiasis orofaringea, candidiasis vulvovaginal y candidiasis invasiva
[282].

ii.  Aspergillus brasiliensis

Clasificacion Taxondmica

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Eurotiomycetes
Subclase: Eurotiomycetidae
Orden: Eurotiales
Familia Trichocomaceae
Género Aspergillus

Especie: Aspergillus brasiliensis
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Caracteristicas morfoldgicas

Aspergillus es conocido como el principal género de los hongos filamentosos, considerado
a su vez ubicuo. Este género cuenta con mas de 339 especies identificadas hasta la fecha,
las cuales son relevantes por su importancia econémica y social debido a su capacidad
para producir y secretar enzimas, metabolitos, antibiéticos, micotoxinas, entre otros [283].
En este marco se encuentra Aspergillus brasiliensis, ATCC® 16404, una cepa que hasta
hace poco tiempo era clasificaba como Aspergillus niger, sin embargo, un estudio polifasico
que analizé los datos moleculares y las caracteristicas fisiolégicas del microorganismo,

determiné que correspondia a la nueva especie Aspergillus brasiliensis [284].

Aspergillus brasiliensis, ATCC® 16404 es una cepa de referencia para el control de calidad
de una serie de aplicaciones y métodos oficiales, como los enumerados en la USP; es
generalmente considerado como seguro y se caracteriza por la capacidad de produccién
de &cidos orgéanicos, enzimas, proteinas y ademas por presentar superficies fungicas
superhidrofébicas que crecen como un denso granulo de micelio. Las colonias son
inicialmente blancas o ligeramente amarillas, el micelio crece rapidamente produciendo
una capa densa de conidi6foros erguidos de aspecto liso, con una terminacién de vesiculas
globosas que sostienen las fidlides (uniseriadas) o métulas con fidlides (biseriadas) las
cuales producen cadenas de esporas con un reverso palido a grisaceo o un color amarillo
verdoso. Las vesiculas irradiadas, inicialmente palidas, pasan a un color café oscuro o
negro. Las esporas esféricas son de color café medio a oscuro, bastante rugosas, con
crestas y protuberancias agudas o de punta aplanada y de 3 a 6 um de diametro. La
esporulacién puede ser inhibida cuando el crecimiento se da en contenedores con
intercambio gaseoso reducido. Las colonias pueden presentar sectorizacion, con areas de
niveles variables de esporulacién. El uso de esporas frescas para la preparacion del

in6culo, reduce la presencia de sectorizacion [283,285,286].
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ii.  Penicillium rubens

Clasificacion Taxondmica

Reino: Fungi

Division: Ascomycota
Subdivision: Pezizomycotina
Clase: Eurotiomycetes
Subclase: Eurotiomycetidae
Orden: Eurotiales

Familia Trichocomaceae
Género Penicillium
Especie: Penicillium rubens

Caracteristicas morfoldgicas

Penicillium es un género diverso, anamorfo y comprende una gran cantidad de hongos
filamentosos ubicuos que desempefian diversas funciones. La cepa fungica que produce
el agente antimicrobiano penicilina fue identificada inicialmente por Fleming vy
colaboradores como Penicillium rubrum, el cual posteriormente se identificO6 como
Penicillium notatum y como Penicillium chrysogenum. Sin embargo, un reciente estudio
basado en analisis filogenéticos, concluyé que P. notatum/chrysogenum, es en realidad
Penicillium rubens [287,288].

Las cepas de P. rubens forman colonias de crecimiento rapido, vellosas, aterciopeladas y
de color verdoso con una corona radial ancha y blanca, con un crecimiento optimo a una
temperatura de 25°C. La reproduccion es esencialmente asexual, mediante la formacién

de esporas o conidios a partir del micelio, constituyendo el denominado micelio aéreo [289]

4.1 Metodologia

4.1.1 Materiales

Los compuestos utilizados: benzoato de sodio, hidréxido de sodio y acido clorhidrico, eran
calidad reactivo analitico. Para nistatina se utilizd una suspension comercial a 100.000

Ul/ml, laboratorio Labinco S.A. Los medios de cultivos empleados fueron agar papa
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dextrosa (PDA) marca Scharlau®, Antibiotic Assay Medium No.19 (AA19) marca Sigma-
Aldrich, agar Sabouraud dextrosa (SDA) marca Scharlau® y el caldo Sabouraud dextrosa
(SDB) marca Difco™, todos fueron preparados segun instrucciones de la etiqueta. Se
utilizaron cepas derivadas con licencia ATCC® de Candida albicans ATCC®10231,
Aspergillus brasiliensis ATCC®16404 vy Penicillium rubens ATCC® 9179 marca
Microbiologics Inc®. En todos los experimentos se utiliz6 agua desionizada.

4.1.2 Métodos

El manejo adecuado y seguro de las tres cepas utilizadas, se realizé de acuerdo al manual
de bioseguridad de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [290]. Los tres hongos
estan catalogados, segun la descripcion general dada por ATCC, en nivel de bioseguridad
1, es decir, son microorganismos que tienen pocas probabilidades de provocar
enfermedades en el ser humano o en los animales, su riesgo individual y poblacional es
escaso 0 nulo. Para estos, el manual de la OMS exige practicas de laboratorio
correspondientes a técnicas microbiolégicas apropiadas, no es necesario equipo de
seguridad y se puede trabajar en mesa de laboratorio al descubierto.

En el Anexo B se detallan los métodos utilizados para la activacion de las cepas y la
preparacion de los indculos de los hongos desde la cepa criopreservada. La esterilizacion
en los diferentes estudios se realiz6 por calor himedo, con autoclave (All American®,
modelo 25X).

En todos los ensayos la concentracion de los CPE fue establecida en funcién del AB y no
directamente de los complejos o del EUE, esto para evitar que las diferencias en los
resultados de actividad fueran debidas al contenido del preservante y no a la composicién
del CPE. Se utilizé la nomenclatura “% de AB” para referirse de forma genérica a la

concentracion del activo, pero NO hace referencia Unicamente a la especie no disociada.

i. Difusion en agar.

En primer lugar, se realiz6 la evaluacion preliminar de la actividad antimicética de todos los
complejos obtenidos frente a los tres microorganismos. Esto con el fin de establecer de
manera sencilla si tras la complejacion, el acido benzoico mantiene o pierde su efecto

antimicético. Se utilizo la metodologia de difusion en agar, seguida por Adarme y Rincones
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(2008) [146], con variaciones en las cantidades utilizadas. Para los tres microorganismos
se obtuvo un inéculo de levaduras o esporas en agua a una concentraciéon de 1x10°8
esporas/levaduras por mililitro, determinada mediante recuento de camara de Newbauer,
gue posteriormente fue adicionado y homogenizado en el agar medio de cultivo, a una
temperatura aproximada de 32 °C, para una concentracion final de 1x10°
esporas/levaduras por mililitro. Un volumen de 15 ml de medio inoculado fue servido en
cada una de las cajas; una vez solidificado se hicieron pozos sobre la superficie de los
agares con ayuda de un sacabocados estéril de 4 mm de didmetro y en cada uno de ellos
se vertieron 50 pl de cada uno de: los controles de crecimiento e inhibicion (agua estéril y
suspension de nistatina a 1000 Ul/ml), benzoato de sodio y dispersiones acuosas de los
complejos (a una concentracion de 0,5% de acido benzoico) por triplicado. Las soluciones
o dispersiones fueron preparadas en tubos de ensayo con agua estéril, a los que se les
adicioné la cantidad correspondiente de BNa o CPE en estado sélido, posteriormente se
homogenizaron con ayuda de agitador vortex (IKA® Vortex Genius 3).

Las cajas de Petri se dejaron reposar por 30 minutos y posteriormente se incubaron, la
levadura a 35°C por 24 horas y los hongos filamentosos a 25°C por cinco dias. La lectura
de resultados se realizé por mediciéon con calibrador pie de rey (Stanley® 78201) de los

halos de inhibicién presentados en cada tratamiento, sin restar el didmetro del reservorio.
ii. Dilucién en agar.

Esta técnica se desarrollé6 de modo preliminar para el complejo modelo EuBsoClso, frente al
microorganismo C. albicans. Como control de crecimiento se utilizé el medio de cultivo sin
ningun agente activo y como control de esterilidad el medio sin adicién del microorganismo;
adicionalmente, se evaluo6 frente al benzoato de sodio. Todos los tratamientos se realizaron
por triplicado. Se siguié la metodologia planteada por Gordon y colaboradores [291] en
placas multipozos (x 24) estériles de poliestireno. Los tratamientos a estudiar fueron
adicionados en solucién, a las concentraciones apropiadas sobre el medio de cultivo agar
antibiético N°19 a una temperatura entre 40 y 50°C en proporcién 1:3. Se evaluaron seis
concentraciones finales correspondientes a diluciones seriadas de 0,008 %, 0,016 %,
0,031 %,0,063 %, 0,125 % y,0,250 % de AB.

Una vez solidificados los sistemas (medio de cultivo-activo) se procedi6 a adicionar en el

centro de cada pozo, un volumen de 10 pl del inéculo estandarizado de levaduras de 10°
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células/ml. Las placas multipozos posteriormente fueron incubadas a 35°C por 24 horas;

los resultados se reportaron como presencia o ausencia de crecimiento tras inspeccion

visual. El ensayo se realiz6 a los valores de pH 3,7, 4,5, 4,9, 5,3, 5,8 y 6,1 para ello se

adicionaron cantidades estandarizadas de acido clorhidrico en la preparacion del agar.

iii. Dilucién en caldo

Los estudios de actividad antimicoética por dilucion en caldo se realizaron en dos etapas:

1.

[~

ETAPA A

La primera consisti6 en utilizar una técnica bajo los mismos principios de los
ensayos de dilucion en agar, pero usando como medio de cultivo el caldo
Sabouraud dextrosa. Estos ensayos se realizaron, siguiendo los principios basicos
de la técnica normalizada de microdilucion en caldo [263,264], para los diez
complejos -obtenidos y caracterizados previamente- y para benzoato de sodio;
inicialmente solo frente a la levadura, para poner a punto la metodologia, y luego
frente a los tres microorganismos: C. albicans, A. brasiliensis y P. rubens a pH 6,0.
Las condiciones de incubacion correspondieron a 35°C por 24 horas, para la

levadura y 25°C por cinco dias para los hongos filamentosos.

La presencia o ausencia de crecimiento del inéculo sembrado en cada pozo, se
realizé por inspecciéon visual, ademas se hizo un repique de 10 pl de cada
tratamiento al agar de cultivo apropiado (PDA o AA19), en otra placa multipozo,

para determinar el efecto fungicida o fungistatico de cada sustancia estudiada.
ETAPA B

Para la segunda etapa se realizaron algunas modificaciones de los ensayos
ejecutados en la primera, la principal consistié en realizar el conteo de células
viables en el punto final por la técnica de conteo por placa. Para la levadura se
empled el método de “vaciado en placa” es decir el indculo se agregod a cada caja
vaciay luego se afadio el agar y la lectura se realiz6 a las 24 horas; para los hongos
filamentosos el conteo se hizo por el método de “recuento por plagueo”, esto es

mediante la siembra en superficie, con lectura de resultados a los tres dias.
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Inicialmente se evaluaron los diez complejos frente a los tres microorganismos a
una concentracién equivalente de acido benzoico de 0,6 % y a un pH ajustado de
6,0 en el medio de cultivo: Sabouraud dextrosa. Los tres complejos que arrojaron
los mejores resultados de actividad antimicética se evaluaron posteriormente a
otras condiciones de pH y de concentracién. En la Tabla 4-1 se resumen todos los
ensayos realizados por fases en esta etapa. En todos los casos se utilizé como
control de crecimiento el medio de cultivo, y ademas se evalu6é benzoato de sodio

y el ionémero EuCligo.

Tabla 4-1: Condiciones de composicién de CPE, concentracién y pH, en las tres
fases de andlisis de actividad antimicética en caldo, mediante conteo de UFC en el

punto final.
Fase Complejos Concentracién (% AB) pH
1 Los 10 obtenidos. 0,600 6,0
. 6,3
5 Los tresfergzjcires de la 0,600 6.6
' 6,9
. 0,300
3 Los tresf:seejolres de la 0.150 6.9
0,075

iv. Germinacion de esporas

Se realiz6 para los hongos filamentosos: Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens
siguiendo las metodologia descritas por Levinskaité y Moreno [147,266]. Los complejos
gue mostraron una actividad antimicGtica mas alta en las pruebas microbiolégicas previas
(EuBsoClso, EuB75Cl2s, EuB1oo) fueron adicionados a caldo Sabouraud dextrosa, en las
cantidades necesarias para obtener sistemas de concentracion final de 0,075, 0,15y 0,3
% de acido benzoico; ademas se evalud el polimero sin acido benzoico (EuClig) v el
benzoato de sodio a concentraciones equivalentes a las de los complejos; como control se

utilizé el medio de cultivo.

La suspension de esporas se obtuvo mediante raspado del micelio de cultivos de 5 dias
de los hongos, estas fueron filtradas con una muselina estéril para remover los micelios y
estandarizadas con ayuda de camara de Newbauer para obtener una concentracion final
de 108 esporas/ml luego de adicionar los 100 pl de in6culo a los 2,9 ml de cada muestra.

Todos los tratamientos se realizaron por triplicado y a dos valores de pH: 6,0 y 6,9; para
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ello se ajusté el pH utilizando un potenciémetro (Hanna HI 2221, sensibilidad 0.01 pH) y

soluciones de hidréxido de sodio y/o acido clorhidrico a una concentraciéon 1 N.

La germinacion de esporas fue evaluada después de una incubacién por 24 horas a 25°C,
utilizando un microscopio 6ptico (40x) (Leica Microsystems, DM500) de manera manual.
Para cada réplica se realiz6 por triplicado el conteo de esporas germinadas por cada 100,
teniendo en cuenta que solo eran consideradas germinadas, aquellas cuyo largo de tubo
germinal era igual o superior a la longitud de la espora. El efecto de los tratamientos
estudiados se expresé como porcentaje de inhibicion comparado con la germinacion del
control [266,270].

Analisis estadistico.

El ensayo de difusion en agar fue realizado un solo dia, con tres réplicas por tratamiento.
Para la lectura de los resultados se tomaron tres mediciones de diametro, por cada halo
de inhibicion. Los andlisis de difusion en agar y los preliminares en C. albicans de dilucién
en agar de la etapa A, también fueron realizados un solo dia, con sus respectivos
triplicados (en cada caja multipozo). En cuanto a los estudios restantes (dilucion en caldo
etapa A para los tres microorganismos, etapa B y los ensayos de germinacion) los analisis

fueron realizados en dos dias independientes y con sus respectivos triplicados.

Para el manejo de los resultados se realizo inicialmente andlisis de varianza (ANOVA) y
luego se aplicé el método de Tukey para reconocer las diferencias estadisticamente

significativas entre tratamientos.
4.2 Presentacion y discusion de los resultados

i. Difusion en agar

En primer lugar, se realizaron los ensayos para Candida albicans, en el medio de cultivo
agar Sabouraud Dextrosa, observandose interferencia al contacto con las dispersiones de
los complejos debido a la interaccion entre los componentes del agar y los CPE. En la
Figura 4-1 se incluye una fotografia en la que se detalla el aspecto que adquiri6 el agar

durante el ensayo, en esta se evidencia la dificultad para determinar el diametro de
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inhibicién, ya que la presencia del precipitado color blanco no permite diferenciar el

crecimiento del microorganismo.

Figura 4-1. Fotografia de la interaccion presentada entre agar Sabouraud y la dispersion
acuosa del complejo EuBso (al 0,5% de AB) al emplear la metodologia de difusion en agar.

Para superar los inconvenientes relacionados con el medio de cultivo se realizaron
ensayos preliminares de compatibilidad entre el agar y las dispersiones de los complejos
(resultados no incluidos). Para ello se evaluaron algunos medios disponibles en el
laboratorio —aptos para el crecimiento de levaduras— entre los que se eligio el agar
Antibiotico 19 (AA19), por contar con un menor efecto de precipitacion. En cuanto al medio
de cultivo utilizado para los hongos filamentosos (PDA) no se observo ninguna interferencia
con las dispersiones de los complejos.

En la Figura 4-2 se presentan imagenes, a modo de ejemplo, de los resultados de difusion
en agar con los tres microorganismos, para algunos de los CPE y para el benzoato de
sodio. Este ultimo fue utilizado como reemplazo del &cido benzoico, debido a las limitantes
de solubilidad del compuesto sin disociar que no permiten alcanzar la misma concentracion
gue los complejos. En cada placa de Petri se realizé un control de crecimiento (agua ésteril)
y un control de inhibicion (nistatina). Para C. albicans se observan los resultados de una
de las réplicas de EuBso y de EuBsoClzs, mientras que, para A. brasiliensis y P. rubens se
observan las tres réplicas de un solo complejo, EuB7sCls y EuB2sClys respectivamente. En
todas las placas se obtuvieron resultados satisfactorios para los controles. El efecto
inhibitorio de nistatina fue menor en los hongos filamentosos que en la levadura, debido

principalmente al mecanismo de accion del antifingico que consiste en alterar la
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permeabilidad de la membrana mediante unién al ergosterol [292], compuesto que se
encuentra en mayor proporcion en C. albicans que en los otros hongos [293].

Figura 4-2 Fotografias del estudio de difusion en agar para algunos CPE y BNa (al 0,5%
de AB) en a) C. albicans, b) A. brasiliensis y ¢) P. rubens. En cada placa se presenta

control de crecimiento y control de inhibicién (nistatina).

a) Candida albicans

EuBso y EuBsoCl2s

)

Control

b)Aspergillus brasiliensis

EuB7sCl2s

Réplica 2

Réplica 1

. _.»‘v:_ Réplica 1 e

Nistatina  Réplica 3
Réplica 3

Control

c¢) Penicillium rubens

EuB2sCl2s

" Replica3

Réplica3
Nistatina ®
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Los valores del diametro de inhibicion, para benzoato de sodio y para cada uno de los
complejos, se resumen en la Tabla 4-2; en esta se observa que los resultados oscilan entre
7,9 mmy 19,1 mm, lo que —de manera preliminar— evidencia la existencia de actividad
antimicética de los CPE y descarta la hipétesis de pérdida del efecto del 4cido benzoico
tras su complejacién. Cabe sefalar que los resultados de A. brasiliensis presentaron un
ligero crecimiento dentro del halo de inhibicién, indicando un menor efecto inhibitorio que
el observado frente a los otros dos hongos. Para el benzoato de sodio no se observé
efecto inhibitorio en ninguno de los microorganismos dado que el desarrollo de este ensayo
se realiz6 sin ajuste de pH, por tanto, para la solucién de BNa el valor era de 8,4, cifra
bastante superior al pKa del &cido benzoico; esto explica la falta de actividad ya que el
efecto del preservante es debido principalmente a la molécula no disociada, que tiene la
capacidad de permear la membrana celular y alterar los procesos de homeostasis de los
hongos [78].

Tabla 4-2 Halos de inhibiciébn (en mm) presentados por C. albicans, A. brasiliensis y P.
rubens como respuesta a la aplicacion de benzoato de sodio y a las dispersiones de los
CPE al 0,5 % de acido benzoico mediante la técnica de difusion en agar.

Diametro del halo de inhibicion (mm)

C. albicans A. brasiliensis P. rubens
EuBys 16,1 (1,6) 12,2 (2,4) 12,5 (2,7)
EuB2sCl2s 17,7 (0,9) 16,3 (3,5) 14,9 (2,0)
EuB2sClso 18,6 (0,5) 18,1 (0,6) 15,4 (2,4)
EuB2sClzs 19,1 (0,3) 18,0 (0,3) 15,5 (1,2)
EuBso 17,0 (1,2) 14,3 (2,0) 12,2 (1,5)
EuBsoCla2s 16,0 (1,0) 13,5 (0,4) 10,9 (2,0)
EuBsoClso 15,8 (0,6) 13,6 (0,9) 10,9 (1,6)
EuB7s 13,5 (0,4) 11,7 (1,7) 10,9 (0,8)
EuB75Cl2s 15,1 (0,7) 12,8 (0,9) 11,7 (2,1)
EuB 100 12,9 (0,8) 12,1 (1,3) 7,9 (2,3)
BNa N.I. N.I. N.I.

Entre paréntesis: valores de coeficiente de variacién (CV); N.I.: No inhibi6.

Con los resultados de los halos de inhibicion se realizaron comparaciones estadisticas
mediante andlisis de varianza (ANOVA) con un nivel de confianza del 95% para establecer
si los diametros reportados para las diez composiciones de CPE contaban con diferencias
estadisticamente significativas. En la Tabla 4-3 se presenta el ANOVA para los tres
microorganismos, en esta se observa que la hipotesis nula fue rechazada en los tres casos,
indicando que, en al menos uno de los complejos, el diametro promedio del halo de

inhibicion era distinto. Para reconocer cuales eran las diferencias significativas entre
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resultados se procedié a aplicar el método de Tukey, el cual evalla comparaciones
multiples entre medias y genera grupos que son significativamente diferentes. En la Tabla
4-4 se presentan las agrupaciones generadas para los halos de inhibicién promedio de
cada CPE en los tres microorganismos, organizadas de mayor a menor y representadas

por letras entre A a la H.

Tabla 4-3 Analisis de varianza evaluando los halos de inhibicion del crecimiento de C.
albicans, A. brasiliensis y P. rubens tratados con dispersiones de los complejos al 0,5% de
AB.

H, El didmetro promedio del halo de inhibicion para los diez
complejos es igual, con 95% de confiabilidad.

H, En al menos uno de los complejos, el diametro promedio del halo
de inhibicién es distinto, con 95% de confiabilidad

Feritico 1,99

Microorganismo C. albicans A. brasiliensis P. rubens

Fexperimental 541,60 283,19 882,02

Concepto Se rechaza la H,y se acepta la A,para los tres microorganismos

Ho: Hipo6tesis nula; Ha: Hipétesis alterna.

Tabla 4-4 Método de Tukey evaluando los halos de inhibicion del crecimiento de C.
albicans, A. brasiliensis y P. rubens tratados con dispersiones de los complejos al 0,5% de
AB.

Microorganismo Agrupacion utilizando el método de Tukey y confianza de 95%

Complejo N Media Agrupacion
EuB2sClzs 9 19,1 A
EuB,sClso 9 18,6 B
EuB25Clys 9 17,7 C
. . EuBso 9 17,0 D

Candida albicans EUBys 9 161 E
EuBsoClys 9 16,0 E
EUBsoCIso 9 15,8 E
EUB75C|25 9 15,1 F
EuBss 9 135 G
EuB 100 9 12,9 H
Complejo N Media Agrupacion
Eu825CI50 9 18,1 A
EuB,sClys 9 18,0 A
EuB;sClys 9 16,3 B
EuBso 9 14,3 C

Aspergillus brasiliensis EuBsoClso 9 136 D
EuBsoClys 9 13,5 D E
EuB7sClys 9 12,8 E F
EuBys 9 12,2 F G
EuBigo 9 121 G
EuBss 9 11,7 G
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Complejo N Media Agrupacion
EU825C|75 9 15,5 A
EuB,sClso 9 154 A
EUBz5C|z5 9 14,9 B
L EuBs 9 12,5 C

Penicillium rubens EuBs, 9 122 c
EUB75C|25 9 11,7 D
EuBys 9 10,9 E
EUBsoClzs 9 10,9 E
EuBsoClso 9 10,9 E
EuBiqo 9 7,9 F

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes. N: numero de datos por tratamiento.

De los resultados del método de Tukey se observa que los diametros de inhibicién fueron
reunidos en 8, 7 y 6 grupos para C. albicans, A. brasiliensis y P. rubens, respectivamente.
Para la levadura se encontré que practicamente cada resultado era significativamente
diferente, a excepcion del grupo E conformado por tres complejos. Para los hongos
restantes el nimero de grupos conformados por mas de un CPE fue de 5 para A.
brasiliensis y 3 para P. rubens. En los tres microorganismos los complejos EuB2sClys,
EuB2sClso y EuB2sClos pertenecieron a las agrupaciones con mayor respuesta de inhibicion,
mientras que los complejos EuB7s y EuB1go Se ubicaron en los grupos de menor diametro.
Tales resultados reflejan el efecto de la composicion de cada dispersion en la actividad
antimicética ya que aquellas con mayor concentracion del contraion cloruro y en
consecuencia menor pH, fueron las de mejor respuesta inhibitoria; vale la pena aclarar que
para el estudio no se realiz6 ajuste de pH y que la concentracion de los iones CI— fue
variable debido a que las dispersiones se prepararon en funcién de la concentracion de
AB. En la Tabla 4-5 se presenta la concentracion de iones cloruro, para cada una de las
dispersiones de los complejos al 0,5 % de éacido benzoico y ademas se incluye el
porcentaje del PE. Los valores presentados en la tabla confirman la relacion —mencionada

previamente— entre actividad inhibitoria y concentracion de iones cloruro.
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Tabla 4-5 Concentracién de Cl— y EUE para las dispersiones de CPE al 0,5% de AB.

Complejo [CI—] (%) [ EUE] (%)
EuBa2s 0 5,43
EuB2sClos 0,15 5,43
EuB25Clso 0,30 5,43
EU525C|75 0,45 5,43
EuBso 0 2,72
EuBsoClzs 0,07 2,72
EuBs0Clso 0,15 2,72
EuBs 0 1,81
EuB7sCl2s 0,05 1,81
EuB oo 0 1,36

Para facilitar la interpretacion de los resultados de los halos de inhibicion en el crecimiento
de los hongos, en funcion de la composicion del CPE (datos de la Tabla 4-2), se realiz6 la

Figura 4-3.

En la Figura 4-3 se observa que, en términos generales, la tendencia de los resultados
para los tres microorganismos es semejante, aunque los valores de los diametros de
inhibiciébn de Penicillium rubens son mas bajos que los registrados para los otros dos
hongos; adicionalmente se evidencia un aumento en el didmetro de inhibicion a medida
gue incrementa el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con 4cido clorhidrico, excepto
para la serie de complejos EuBsoClx, en la que el resultado de la dispersion de EuBso
presento, para los tres microorganismos, un resultado andémalo a la tendencia general (fue
mucho mayor de lo esperado) demostrando el efecto de otras variables en el andlisis y
asimismo la necesidad de estandarizar condiciones de ensayo adicionales, como el pH.
Llama la atencion que las dispersiones de los complejos EuB2sClzs y EuBsoClsg registraran
resultados de diametros con diferencias estadisticamente significativas, segun los
resultados del método de Tukey (ver Tabla 4-4). Las dispersiones de estos complejos
contaban con la misma concentracién del contraién cloruro, este hecho sugiere un posible
efecto relacionado con la concentracion del PE (ver Tabla 4-5) puesto que aquellos
complejos con un mayor porcentaje de EUE, tuvieron una mayor inhibicién; esto suscita un

posible efecto de sinergia del polielectrolito en la actividad antimicética de los complejos.
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Figura 4-3 Didmetro de los halos de inhibicién (en mm) presentados por a) C. albicans, b)
A. brasiliensis y c) P. rubens como respuesta a la aplicacion de las dispersiones de los
CPE al 0,5% de AB. Complejos: EuB2sClx(m), EuBsoClx(e), EuB7sClx(A) y EuB10o (V). En
el eje X se presenta el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con &cido clorhidrico.
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ii. Dilucién en agar

Con el propésito de cuantificar el efecto inhibitorio de las dispersiones de los complejos,
se evalu6 el uso de la metodologia “dilucion en agar’ a fin de determinar las
concentraciones minimas inhibitorias (CMI). Los ensayos preliminares se realizaron con el
complejo EuBsoClso y el microorganismo C. albicans a seis valores de pH, que fueron
logrados mediante adicion de acido clorhidrico al agar. En la Figura 4-4 se presentan, a
manera de ejemplo, las fotografias de los resultados para benzoato de sodio a pH 4,5y
del complejo a pH 5,3; en las imagenes se observa que los controles de crecimiento y de
esterilidad arrojaron resultados satisfactorios. Asimismo, se evidencia que en todos los
casos, las tres réplicas de cada tratamiento contaron con los mismos resultados. Para los
dos analisis de la figura, la CMI fue de 0,250 % de AB, correspondiente a la concentracion
mas baja en la que no se observo crecimiento de la levadura. En la Tabla 4-6 se presentan

los datos de CMI para BNa y para el CPE a los seis valores de pH estudiados.

Tabla 4-6 CMI frente a Candida albicans para el complejo EuBs¢Clso y benzoato de sodio
a seis valores de pH, determinada por el método de dilucién en agar.

CMI (% de AB)
pH 3,7 4,5 4,9 5,3 5,8 6,1
EuBsoClso 0,016 0,063 0,063 0,125 0,250 > 0,250
BNa 0,031 0,125 0,125 0,250 >0,250 > 0,250
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Figura 4-4 Fotografias de los resultados de la metodologia dilucién en agar para la
determinacion de la CMI de: a) Benzoato de sodio a pH 4,5y b) EuBs¢Clso a pH 5,3;
frente a C. albicans.

a) Benzoato de sodio a pH 4,5
Concentracion en % de AB

0,063 0,031 0,016 0,008

Reéplica1 £

Réplica 2

Réplica 3

Control de esterilidad Control de crecimiento

b) EuBsoClso a pH 5,3
Concentracion en % de AB

0250 0,125 0,063
Réplica 1 |

Réplica 2

Reéplica 3

Control de esterilidad Control de crecimiento
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Los valores reportados en la Tabla 4-6 obedecen a la tendencia esperada para el
mecanismo de acciéon de acido benzoico, puesto que, a mayor pH, mayor fue la
concentracion de complejo o BNa necesaria para impedir el crecimiento del
microorganismo; también se observa que el complejo cont6 con valores de CMI mas bajos
—en una dilucion— que los de benzoato de sodio, sugiriendo una pequefia ventaja sobre
este. Sin embargo, se decidié no implementar esta metodologia para la evaluacion de la
actividad antimicética de los diez CPE debido, entre otros, a:

& La posible interferencia en el andlisis por la interaccién entre el complejo y el agar,
gue se manifiesta en el aspecto opaco y diferente de los pozos que contienen
EuBsoClso (comparar resultados de las secciones a y b de la Figura 4-4).

& Dificultad para fijar el pH en el medio de cultivo por tratarse de un agar y no de un
caldo.

& La ausencia de interaccion entre el microorganismo y el agente antimicético en una
misma fase, puesto que, en la metodologia de dilucién en agar la dispersién del
complejo se solidifica en el medio de cultivo, mientras que, las levaduras o esporas
son ubicadas en la superficie de este, de modo que algunos de los fenémenos
involucrados con el contacto directo entre las células de los hongos y la dispersion
del complejo no tendrian lugar y por tanto los resultados no reflejarian todo el

potencial antimicético de los CPE.
Por lo anterior, se procedi6 a realizar los estudios de actividad mediante dilucién en caldo.
iii. Dilucién en caldo

Como se menciond en la metodologia, esta seccidon se desarrollé en dos etapas:

ETAPA A

Los primeros ensayos se realizaron Unicamente sobre Candida albicans. Para evitar
contaminacién durante la preparacion de las dispersiones o soluciones, se obtuvo la de
mayor concentracion (solucion madre) mediante adicion del complejo o de BNa (en estado

sélido) al medio de crecimiento estéril (con pH ajustado a 5,2) y posterior homogenizaciéon
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en agitador vortex. Para las cinco diluciones restantes se emple6 el volumen calculado de
la solucion madre y el respectivo volumen del medio de cultivo estéril (a pH 5,2). En la
Figura 4-5 se presentan, a modo de ejemplo, las fotografias de los resultados para
EuBsoClso; en la seccidon “a)” se observa la placa multipozo para el ensayo de dilucion en
caldo, con una distribucion semejante a la del ensayo de dilucion en agar: seis
concentraciones del analito en estudio, un control de esterilidad y un control de crecimiento,
cada uno con sus respectivas réplicas. La concentracién de la solucion madre se establecié
en un valor alto (0,60 % de AB) para asegurar que en el rango estudiado se observara
inhibicion. Para la placa de la figura se observan resultados satisfactorios de los controles
y la ausencia de crecimiento en las dos primeras concentraciones evaluadas, a partir de la
tercera (0,15 % de AB) es evidente el crecimiento de la levadura, el cual incrementa a
medida que disminuye el contenido de complejo, concluyendo que la CMI es de 0,30 % de
AB para el complejo EuBsoClso. En la seccidn “b)” de la figura se presenta el repique de 10
pl de cada uno de los pozos —desde la placa de dilucion en caldo, a otra con agar AA19—
el cual arrojé los mismos resultados de la placa de origen, por lo tanto, la CMF correspondié
también a 0,30 % de AB. Vale la pena aclarar que el aspecto presentado por los pozos de
las concentraciones a 0,60 % y 0,30 % de AB no corresponde al crecimiento de Candida
albicans, esto se verificé con el asa bacteriol6gica al hacer un raspado de la superficie y
encontrar que no habian colonias de aspecto cremoso, tipicas del crecimiento de la
levadura; en consecuencia se dedujo que el aspecto blancuzco corresponde a algun tipo

de interaccion entre la dispersién del complejo y el medio de cultivo.

Los resultados de CMI y CMF para las diez composiciones de los CPE y para BNa se
presentan en la Tabla 4-7. Debido a que no se realizé ajuste final de pH en las dispersiones
y cada una conté con un valor diferente, se incluy6 en la tabla el valor de pH a la mayor
concentracion (medido con potencibmetro Hanna HI 2221), fundamental para la

interpretacion de los resultados de actividad exhibidos.
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Figura 4-5 Fotografias de los resultados de la metodologia dilucion en caldo para la
determinacion a) CMI y b) CMF de: EuBsoClso frente a C. albicans (utilizando medio de
crecimiento a pH 5,2 sin ajuste de pH final)

a) Ensayo de dilucion en caldo para determinacion de CMI
Concentracién en % de AB
0,600 0,300 0,150 0,075 0,038

Réplica1£;:‘h; @&Q

N |
.
3
P ”

b) Repique en agar para determimnacioén de CMF

Concentracion en % de AB
0,600 _ 0,300 ,150 0,075 0,038 0,019

N

Réplica 3 !

e esteriﬁdad | Control de crecimiento
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Tabla 4-7 CMI y CMF frente a C. albicans para BNa y los diez CPE, (utilizando medio de
crecimiento a pH 5,2 pero sin ajuste de pH final) y el pH de las dispersiones o solucion al
0,6% de AB.

CMI (% de AB) CMF (% de AB) pH al 0,6% de AB
EuB2s > 0,600 > 0,600 7,59
EuB2sCl2s > 0,600 > 0,600 7,45
EuB25Clso > 0,600 > 0,600 7,03
EuB2sCl7s 0,300 0,300 5,30
EuBso > 0,600 > 0,600 7,46
EuBs50Cl2s > 0,600 > 0,600 6,94
EuBs50Clso 0,300 0,300 5,31
EuB7s > 0,600 > 0,600 6,60
EuB7sCl2s 0,300 0,600 5,53
EuB oo 0,300 0,600 5,67
BNa 0,300 0,600 5,72

Los resultados de la Tabla 4-7 demostraron la necesidad de realizar el ajuste final de pH
en las dispersiones estudiadas, dado que, la actividad antimicética de los analitos se
manifesté en funcién de este parametro: aquellos con valores mas bajos de pH —filas
sombreadas en gris— contaron con menores CMI y CMF; de hecho, en todos los sistemas
con pH superior a 6,60 se observo el crecimiento del hongo a las seis concentraciones en

estudio.

Para realizar el ajuste del pH de las dispersiones y mantener al mismo tiempo el sistema
estéril, se encontro gran dificultad a nivel experimental, puesto que el proceso requirio de:
esterilizar el medio, agregar el CPE en estado soélido, agitar, adicionar solucion ésteril de
HCI o NaOH, homogenizar y verificar pH. Ante la imposibilidad de esterilizar el electrodo
del potenciometro, fue necesario hacer la medicién de pH en una alicuota y descartarla,
asimismo fue indispensable utilizar volumenes pequefios de las soluciones (acida o
alcalina) para no alterar la concentracién del analito. Lo anterior se realiz6 no solo para la
solucién de mayor concentracion, sino ademas para las diluciones, ya que se presentaron
cambios de pH en las demas concentraciones, aun cuando el medio de cultivo y la solucion

madre contaban con el mismo valor de pH.

Con el objetivo de facilitar la metodologia expuesta, se realizaron algunos ensayos con dos
de los complejos (EuBsp y EuBsoClsg) sobre C. albicans, que fue elegida por contar con un

menor tiempo de incubacion. Los ensayos consistieron en comparar la respuesta del
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estudio de dilucién en caldo, al realizar el ajuste de pH como se describié en el parrafo
anterior (utilizando todo ésteril), con la respuesta obtenida al utilizar otra metodologia, que
consistié en preparar las dispersiones de los CPE en el medio de cultivo sin esterilizar,
realizar el ajuste de pH (para todas las diluciones) y finalmente esterilizar con calor
hamedo. Lo resultados de estos ensayos (valores no incluidos) establecieron la
inexistencia de diferencias entre metodologias de ajuste de pH, por ello para facilidad del
experimentador y teniendo en cuenta que la estabilidad del AB no se alteraba [294], los

siguientes ensayos se realizaron con la esterilizacion posterior.

Una vez identificada la metodologia para realizar el ajuste de pH, se ejecutaron los estudios
de dilucién en caldo para todas las composiciones de CPE y para BNa, frente a los tres
microorganismos, a pH de 6,0. Este valor de pH fue elegido para desafiar la actividad de
los complejos, ya que el desempefio de acido benzoico es limitado a esta condicién. En la
Figura 4-6 se incluyen —a modo de ejemplo— las fotografias de los resultados de
EuBsoClso frente a los dos hongos filamentosos. En las imagenes se observan resultados
satisfactorios para los controles (de esterilidad y crecimiento) de las cuatro placas
multipozo; para el estudio de dilucion en caldo frente a A. brasiliensis (seccién a) se
observé un crecimiento considerable del microorganismo a la concentracién mas baja, en
cambio, para Penicillium rubens (ver seccion c, Figura 4-6), se evidencié un crecimiento
(casi imperceptible) del hongo en todas las concentraciones estudiadas, por ello, se tuvo
en cuenta que: “Para agentes fungistaticos la CMI debe ser la concentracion mas baja de
antifungico que produce una reduccién aparente de crecimiento (mayor o igual al 50 %)
comparada con el control” [295], en consecuencia el valor de CMI reportado para EuBsoClso
frente a P. rubens fue “inferior a 0,019 % de AB”, ya que en ninguno de los pozos el
crecimiento fue superior al 50 % del percibido para el control. En cuanto a las placas de
repigue en agar (secciones b y d, Figura 4-6) se observd crecimiento de los
microorganismos a todos los niveles de concentracion evaluados, aun cuando los
resultados en caldo mostraron inhibicién, indicando un efecto de tipo fungistatico para el
complejo en estudio, el cual se encuentra en linea con las propiedades del acido benzoico
(baja actividad sobre esporas) [67]. Los resultados arrojados para los analitos restantes —
frente a los dos hongos filamentosos— fueron semejantes a los descritos para EuBsoClso;

respecto a la levadura, se observé un comportamiento similar al registrado en la seccién
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anterior (Figura 4-5), con un efecto de tipo fungicida y por tanto con valores de CMF

asociados. En la Tabla 4-8 se resumen los datos de CMI y CMF del estudio completo.

Figura 4-6 Fotografias de los resultados de la metodologia dilucion en caldo para la
determinacion de CMI y CMF para EuBscClso frente a A. brasiliensis (seccién ay b) y
frente a P. rubens (seccion c y d).

a) Ensayo de dilucion en caldo para A. brasiliensis

Concentracion en % de AB
0,600 0,300 0,150 0,075 0,038 0,019

8®®) ==
Control de esterilidad Control de crecimiento

b) Repique en agar para A. brasiliensis

Concentracion en % de AB
0,600 0,300 0,150 0,075 0,038 0,019

Control de crecimiento
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Figura 4-6 (Continuacion) Fotografias de los resultados de la metodologia dilucién en
caldo para la determinacién de CMI y CMF para EuBsoClso frente a A. brasiliensis (seccién
ayb)yfrente a P. rubens (seccion cy d).

c)Ensayo de dilucién en caldo para P. rubens
Concentracion en % de AB
0,075 0,038 0,019

&l
-Xj Y oA
Control de esterilidad
d) Repique en agar para P. rubens
Concentracion en % de AB
0,150 0,075

Réplica 1

Réplica 2

Réplica 3 '\

Control de crecimiento
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Tabla 4-8 CMI y CMF frente a C. albicans, A. brasiliensis y P. rubens para BNay los diez
CPE a pH ajustado de 6,0.

C. albicans A. brasiliensis P. rubens
CMI CMF CMI CMF CMI CMF
(% de AB) (% de AB) (% de AB) (% de AB)

EuB2s 0,600 0,600 0,150 N.A. 0,075 N.A.
EuB25Cl2s 0,600 0,600 0,150 N.A. 0,075 N.A.
EuB25Clso 0,600 0,600 0,150 N.A. 0,075 N.A.
EuB2sCl7s 0,600 0,600 0,075 N.A. 0,075 N.A.
EuBso 0,600 0,600 0,075 N.A. 0,038 N.A.
EuBs50Cl2s 0,600 0,600 0,075 N.A. 0,038 N.A.
EuBs50Clso 0,600 0,600 0,038 N.A. < 0,019 N.A.
EuBs 0,600 0,600 0,075 N.A. 0,038 N.A.
EuB7sClas 0,600 0,600 0,038 N.A. < 0,019 N.A.
EuBioo 0,600 0,600 0,038 N.A. < 0,019 N.A.
BNa 0,600 > 0,600 0,600 N.A. < 0,019 N.A.

N.A: No aplica.

Las réplicas de todos los analisis realizados arrojaron los mismos resultados, por ello en
la Tabla 4-8 no se registra informacién de coeficiente de variacion, de tal forma que, valores
distintos en la tabla cuentan con diferencias estadisticamente significativas. Para los
resultados de CMI se observa que los hongos filamentosos presentaron valores mas bajos
gue la levadura, sin embargo, esta conté con un efecto tipo fungicida, mientras que, los
otros dos con un efecto fungistatico, por ello no registraron informacién de CMF. Para C.
albicans los resultados de CMI no variaron, todas contaron con el mismo valor (0,600 %
de AB), mientras que, A. brasiliensis y P. rubens registraron tres datos distintos de CMI
(entre las diez composiciones); la tendencia general de actividad antimic6tica expuso a los
complejos: EuBas, EuB2sClys y EuB2sClso como los de peor desempefio y a: EuBsoClso,
EuBClas y EuB1oo (resultados sombreados en gris en la tabla), como los complejos de
mayor actividad. En cuanto a BNa se observé que solo para P. rubens los resultados eran
iguales a aquellos con mejor respuesta, ya que frente a los dos hongos restantes demostro

poca actividad.

Con el propdsito de realizar un andlisis de la influencia de los demas componentes del
CPE en la actividad expuesta, se realiz6 la Tabla 4-9 con la informacion de la concentracion
del PE y de los contraiones cloruro (provenientes del complejo) al valor de mayor

concentracion utilizado en el estudio de dilucién en caldo (0,6 % de AB). De la tabla se
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infiere que a condiciones controladas de pH, los complejos con baja concentracién del PE
son los mismos con mayor actividad y a su vez, los de mayor concentracion de EUE son
los de peor respuesta, sugiriendo un efecto negativo en la actividad debido a la presencia
del polimero; sin embargo los complejos contaron con menor CMI que la registrada para
BNa para dos de los microorganismos, por ello se considerd necesario realizar estudios
complementarios para corroborar el papel del PE en el sistema. En cuanto a la
concentracion del contraion cloruro, a condiciones controladas de pH, no se evidenci6

ningun efecto ni tendencia en la actividad de los complejos.

Tabla 4-9 Concentracion de EuE y ClI— para las dispersiones de CPE al 0,6% de AB.

Complejo [EUE] (%) [CIT] (%)
EuB2s 6,52 0,00
EuB2sCl2s 6,52 0,18
EuB2sClsg 6,52 0,36
EUBz5C|75 6,52 0,54
EuBso 3,27 0,00
EuBs5oCl2s 3,27 0,09
EuBs5oClsg 3,27 0,18
EuBs 2,18 0,00
EuB75Cl2s 2,18 0,06
EuBioo 1,63 0,00

Con el propdsito de comparar los resultados de CMI (obtenidos para los complejos) con
los reportados en la literatura para acido benzoico, se realizé la respectiva busqueda
bibliografica, sin embargo, no se encontr6 ningun estudio en el que evaluaran
simultdneamente los tres hongos, escenario deseable para asegurar que las condiciones
de andlisis fueran iguales, ya que el valor de la CMI registrado depende de variables como
la concentracion de las diluciones dobles seriadas evaluadas, el pH, el medio de cultivo,
entre otros. Un aspecto que dificultd la recoleccion de la informacion fue la reclasificacion
en la dUltima década de dos de los hongos: de Aspergillus niger a Aspergillus brasiliensis y
de Penicillium chrysogenum a Penicillium rubens [284,287], por ello los nombres originales
también fueron considerados en la revision. En la Tabla 4-10 se presentan los datos de
CMI reportados en algunas investigaciones para C. albicans y A. niger, ya que para P.
rubens no se encontraron reportes de CMI de AB; para facilidad de interpretacion, la

informacion se presenta en las mismas unidades de la publicacion y en porcentaje.
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Tabla 4-10 Valores de CMI de AB frente a C. albicans y A. niger reportados en la literatura

Microorganismo CMlreportada CMI (% AB) pH Referencia
Cargigsl Tgilc)ans 10a100mmollL 012a1,22 H~ango ?f‘ére 40y [296]
Ca(rll)dl\i/ldlfKagmll_bli%e)\ns 2,5 mg/ml 0,25 No especificado [297]
Cddsdens ssow o CSEHE oy
Aspergillus niger 2(2?(?92&? 0,20 5.0 [78]
A(Sg’_ﬁé%lgz L{g%ar 5,73 mM 0,07 No especificado [299]
0,04% 0,04% 3
Aspergillus niger >%22%%?/0 >%22%0/0°/0 ? [300]
>0,20% >0,20% 9

Los valores de CMI de la literatura muestran que los resultados obtenidos para BNa en el
presente estudio se encuentran en un rango semejante, sin embargo, en ninguno de los

casos hubo un reporte a condicion de pH 6,0.

En cuanto a las diferencias entre las CMI de los hongos filamentosos (Tabla 4-8), se
encontré que los datos para P. rubens eran inferiores que los de A. brasiliensis, respuesta
gue se encuentra en linea con el estudio de Stanojevic D. y col en el que un hongo del
género Penicillium conté con menor CMI para benzoato de sodio que otro del género
Aspergillus [297]. De manera similar, la investigaciéon de Huang Y. y col para sorbato de
potasio, agente preservante de la familia de los acidos débiles con igual mecanismo de
accion, a pH 6,0 conté con CMI de 0,55% para A. niger y 0,40% para Penicillium roqueforti
[301]. Estos resultados sugieren una relacion entre la actividad antimicotica y las

caracteristicas morfolégicas asociadas a la taxonomia de los microorganismos.
ETAPA B

Teniendo en cuenta que el estudio de diluciéon en caldo frente a P. rubens present6 un
ligero crecimiento del hongo en todas las concentraciones evaluadas, se consideré de gran
utilidad cuantificar las unidades formadoras de colonia (UFC) viables, luego de la
incubacion del microorganismo con cada uno de los tratamientos estudiados. Esta
metodologia ademas permitié conocer resultados mucho mas discriminados para cada una

de las composiciones de los CPE, ya que los rangos entre las concentraciones evaluadas
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para la determinacion de CMI fueron amplios (por tratarse de diluciones seriadas) y no
permitieron establecer grandes diferencias entre las respuestas de cada uno de los

complejos.

A fin de evaluar el efecto del polimero sin acido benzoico, se incluyé el sistema obtenido
por neutralizacion del 100% de los grupos DMAE con &cido clorhidrico (EuCligo). Para
establecer la concentracion a utilizar —ya que lo ensayos se realizaron en funcion del %
de AB— se decidi6 mantener la misma concentraciéon de EUuE que las dispersiones de
EuB100; se eligié este complejo porque fue uno de los que conté con mayor actividad (segun
la etapa previa) y porque su dispersion cuenta con la menor concentracion del polimero,

condicion que desafia aun mas el efecto del EuClio.

Con el objetivo de mostrar el aspecto de los resultados de esta etapa se incluy6 la Figura
4-7, la cual recopil6 fotografias del recuento de células viables para uno de los controles
de crecimiento de cada microorganismo. En la figura se observa que los resultados
mantuvieron la tendencia esperada —incrementos de 10 veces entre placas — y que la
metodologia permitia realizar de modo sencillo el recuento de UFC. Todos los estudios
realizados presentaron resultados satisfactorios (semejantes a los de la Figura 4-7), los
cuales fueron reportados posteriormente en términos de reduccion logaritmica de UFC,

calculada con la Ecuacion (4-1).

Reduccion logaritmica de UFC = 10g19o(UFCcontror) — 10810 (UF Costudio) (4-1)
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Figura 4-7 Fotografias del recuento de células viables por la técnica de conteo por placa
para el control de crecimiento de a) C. albicans, b) A. brasiliensis y ¢) P. rubens.

a) Candida albicans b) Aspergillus brasiliensis c¢) Penicillium rubens

Dilucién -3

Dilucion -4
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Dilucién -6

Dilucion -7
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El desarrollo de los analisis se llevé a cabo segun las fases mencionadas en la Tabla 4-1

de la metodologia.

Fase 1: Todas las composiciones de CPE al 0,6 % de AB v pH: 6,0

En la Tabla 4-11 se presentan los valores de reduccion logaritmica de UFC para los
estudios realizados en esta fase, igualmente se incluye la informacion del método de Tukey
aplicado para cada microorganismo, el cual reconoce diferencias estadisticamente
significativas entre grupos (identificados con letras). Para la levadura, no se observo
crecimiento de UFC en ninguna de las diez composiciones de CPE, por ello todas fueron
agrupadas en “A”, mientras que, los resultados de EuClio y BNa pertenecieron a grupos
independientes. En cuanto a los hongos filamentosos se registr6 un mayor nimero de
agrupaciones, por ello para comparar la actividad, entre los diez CPE de EUuE y AB, se
resaltaron en color verde los que pertenecieron al grupo con mejor desempeio (“A” para
A. brasiliensis y “B” P. rubens) y con rojo los peores (“G y H” para A. brasiliensis y “F y G”
P. rubens), nétese que los resultados corresponden practicamente a las mismas
composiciones y que estan en concordancia con las CMI determinadas en la etapa previa
(Tabla 4-8).

Tabla 4-11 Reduccién logaritmica de UFC de C. albicans, A. brasiliensis y P. rubens
como respuesta a la aplicacién de benzoato sodio, EuCligo y los diez complejos en
dispersion al 0,6% de AB y pH 6,0.

Reduccioén logaritmica de UFC para

C. albicans A. brasiliensis P. rubens
EuBys 7,63 (1,73) [A] 2,25 (4,23) [G,H] 1,42 (6,43) [F,G]
EuB2sClas 7,63 (1,73) [A] 2,52 (4,31) [F,G] 1,99 (6,11) [D,E]
EuB25Clso 7,63 (1,73) [A] 3,05 (2,77) [D,E] 1,80 (2,01) [E,F]
EuB2sCl7s 7,63 (1,73) [A] 2,93 (2,59) [E,F] 2,32 (0,09) [C,D]
EuBso 7,63 (1,73) [A] 3,20 (2,92) [D,E] 2,09 (4,76) [C,D,E]
EuBsoCl2s 7,63 (1,73) [A] 3,49 (1,10) [B,C,D] 2,40 (1,74) [C,D]
EuBsoClso 7,63 (1,73) [A] 3,73 (3,40) [A,B,C] 3,14 (3,33) [B]
EuB7s 7,63 (1,73) [A] 3,26 (2,93) [C,D,E] 2,43 (4,47) [C]
EuB75Cl2s 7,63 (1,73) [A] 3,88 (6,31) [A,B] 3,53 (5,68) [B]
EuBioo 7,63 (1,73) [A] 4,07 (4,49) [A] 3,32 (3,78) [B]
BNa 1,96 (7,20) [C] 1,00 (7,03) [1] 5,60 (1,10) [A]
EuClioo 2,74 (4,25) [B] 1,89 (4,74) [H] 1,07 (11,40)[G]

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV) y entre corchetes la letra asignada segin agrupacion
del método de Tukey con 95 % de confianza, aplicado de modo independiente para cada hongo [X].
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Figura 4-8 Efecto de la composicion de los CPE en la reduccion logaritmica de UFC de
a)C. albicans, b)A. brasiliensis y c)P. rubens para BNa(4¥) y los complejos: EuB2sClx(m),
EuBsoClx(e), EuB7sClx(A), EuB10o (V) y EuCligo( ) al 0,6% de ABy pH 6,0. En el eje X se
presenta el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con acido clorhidrico.
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Con el propdsito de facilitar el andlisis de toda la informacion contenida en la tabla, se
realizé la Figura 4-8. En esta se observa que, a las condiciones de estudio, la actividad de
los CPE frente a Candida albicans fue independiente de la composicién, en cambio, para
Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens se evidencia una relacion con el porcentaje de
grupos DMAE neutralizado con acido benzoico, e incluso con acido clorhidrico. Para las
composiciones sin neutralizaciéon adicional con HCI, es decir los ubicados en el eje X =0,
se observa que a medida que aumenta la proporcion de iones benzoato, también aumenta
el valor de la reduccién logaritmica de UFC, con diferencias estadisticamente significativas
entre si, excepto para la diferencia entre EuBso y EuB75 segun la agrupacion de Tukey. Del
mismo modo se observa una tendencia de aumento de la actividad antimicética al
incrementar el porcentaje de contraiones cloruro en la composicion de los complejos, no
obstante, para este caso las diferencias arrojadas por el método de Tukey no se dan para

todas las combinaciones.

Respecto al iondmero EuClig Se observa presencia de actividad antimicética frente a los
tres microorganismos, la cual fue inferior a la registrada para EuB2s (pero sin diferencias
estadisticamente significativas en los dos hongos filamentosos). Pese a que estos
resultados son el primer reporte de efecto antimicético del polimero Eudragit E100, no es
inesperado este hallazgo, puesto que estudios previos han demostrado su capacidad para
establecer fuerte interaccion con modelos de membrana debido a su caracter anfipatico,
gue involucra una primera aproximacion mediada por atraccién electrostatica entre las
cargas cationicas del polimero y los grupos electronegativos de la superficie de la célula,
seguida de un segundo paso en el cual hay una asociacion hidrofébica del PE con las
estructuras de la membrana [74-77]. En otros estudios el polimero EUE demostré efecto
como potenciador de permeaciéon en células Caco2 [302] y como agente causante de
dafios en la membrana celular de Pseudomonas aeruginosa, fenébmeno atribuido a la
mitigacion de la electronegatividad de la superficie celular en el proceso de

desorganizacion de membrana [119].

Los resultados de benzoato de sodio contaron con diferencias estadisticamente
significativas de los demas, ya que en el Tukey de los tres hongos fue agrupado de manera
unitaria. BNa presentod la menor actividad frente a C. albicans y A. brasiliensis, no obstante,
con P. rubens exhibié la mayor reduccion de UFC entre todos los tratamientos estudiados,

esto debido a las caracteristicas propias del hongo; sin embargo, ante la ausencia de
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estudios especificos de AB en Penicillium rubens se desconoce la causa del resultado

atipico, puesto que a pH 6,0 no se esperaria una respuesta de actividad tan alta.

Con la finalidad de evaluar el efecto del pH y de la concentracion (en términos de % de
AB) se eligieron tres de los complejos (EuBsoClso, EuB75Cl2s y EuB100). La seleccion se baso

en lo siguiente:

& Fueron los de mayor respuesta antimicética, de modo que, al someterlos a
condiciones menos favorables (como mayor pH o menor concentracion) existe una
posibilidad més alta de seguir observando actividad antimicotica y que su respuesta
sea diferenciable entre si.

& Las tres composiciones cuentan con diferente porcentaje de grupos DMAE
neutralizados con AB (50, 75y 100) y con acido clorhidrico (0, 25 y 50), hecho que
permite evaluar la incidencia —o no— de cada componente en la actividad

antimicética de los complejos.

Fase 2: Los tres CPE seleccionados de fase 1 al 0,6 % de AB vy a diferente pH

Los valores de pH estudiados en esta fase fueron 6,3, 6,6 y 6,9; no se evalu6 ningun pH
por encima de este debido a las limitaciones de solubilidad registradas por los complejos
en el capitulo anterior (ver Tabla 3-8). Los resultados de reduccion logaritmica de UFC se
presentan en la Tabla 4-12, en la que también se incluyen los datos a pH 6,0 (de la fase 1)
para evaluar el efecto en todo el rango de pH estudiado y para incluirlos en el andlisis
estadistico por el método de Tukey, que fue aplicado por microorganismo. La informacién
de las agrupaciones por letras permite comparar todos los valores asociados a un hongo
y al mismo tiempo permite hacer deducciones por pH, por ejemplo, para C. albicans se
observa que la respuesta de los tres CPE modelo (EuBsoClso, EuB75Clas y EuBi1go) no contd
con diferencias estadisticamente significativas a valores de pH entre 6,0y 6,6 y a su vez
se puede afirmar que a pH 6,0, los resultados de BNa y EuCligo son significativamente

diferentes puesto que no comparten letras de la agrupacién

Para facilitar el andlisis de los resultados se realizé la Figura 4-9 con toda la informacion
de la Tabla 4-12. En C. albicans se observa que los datos mantuvieron la misma tendencia
entre pH 6,0 y 6,6: reduccién total de las UFC por parte de los tres complejos y mayor

actividad para EuClioo que para BNa; a pH 6,9 se observaron cambios estadisticamente
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significativos en la actividad de los complejos, indicando un efecto antifingico de mayor a

menor asi; EuB75Cls>EuBs5oClso>EuBi100.

Tabla 4-12 Reduccion logaritmica de UFC de C. albicans, A. brasiliensis y P. rubens como
respuesta a la aplicacion de EuBsoClso, EuB75Clzs, EuB10o, EUClig0 Y BNa al 0,6% de AB a

diferentes condiciones de pH.

Reduccion logaritmica de UFC a pH:

6,0 6,3 6,6 6,9
EuBsoClso 7,63 (1,73) 7,61 (1,31) 7,43 (1,43) 5,77 (5,59)
" [A] [A] [A] [B]
g EuB7Cls 7,63 (1,73) 7,61 (1,31) 7,43 (1,43)  7,35(1,49)
2 [A] [A] [A] [A]
T EuB10o 7,63 (1,73) 7,61 (1,31) 7,43 (1,43) 3,84 (2,85)
ki [A] [A] [A] [C]
S BNa 1,96 (7,20) 1,74 (8,28) 1,72 (5,69) 1,61 (5,87)
§ [F,G] [G] [G] [G]
EuClioo 2,74 (4,25) 3,24 (7,37) 2,56 (9,27) 2,74 (8,39)
[D,E] [C,D] [E,F] [D,E]
EuBsoClso 3,73 (3,40) 1,30 (4,58) 1,06 (8,32) 0,76 (12,88)
[A] [D,E,F] [F,G] [G]
» » EUuBzCls 3,88 (6,31) 2,61 (4,77) 1,73(8,09) 0,75 (14,14)
el [A] [B] [C.D] [G]
> & EuBioo 4,07 (4,49) 1,56 (4,85) 1,38 (4,44) 0,71 (16,63)
3z [A] [C,D,E] [D,E,F] [G]
é’(’g BNa 1,00 (7,03) 0,17 (60,45) 0,17 (31,02) 0,16 (92,46)
[F,G] [H] [H] [H]
EuClioo 1,89 (4,74) 1,08 (14,09) 0,19 (59,19) 0,12 (30,98)
[C] [E.F,G] [H] [H]
EuBsoClso 3,14 (3,33) 1,58 (3,58) 1,38 (9,53) 0,95 (6,75)
2 [B] [D,E,F] [F,G] [G,H]
o EuB7Cls 3,53 (5,68) 2,14 (5,58) 2,10 (4,23) 1,99 (4,30)
> [B] [C] [C] [C,D]
c EuB10o 3,32 (3,78) 2,05 (6,97) 1,85 (8,06) 1,56 (4,93)
2 [B] [C] [C.D,E] [D,E,F]
5 BNa 560 (1,10) 0,52 (32,65) 0,12 (66,86) 0,11 (36,14)
= [A] [H,I] [1] [1]
a EuClioo 1,07 (11,40) 1,15(10,31) 1,41(5,74) 1,32 (7,45)
[G] [G] [E.F,G] [F,G]

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV) y entre corchetes la letra asignada segun agrupacion

del método de Tukey con 95 % de confianza, aplicado de modo independiente para cada hongo [X].
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Figura 4-9 Efecto del pH en la reduccion logaritmica de UFC de a) C. albicans, b) A.
brasiliensis y c) P. rubens para EuBsoClso(m), EuB75Clos(e), EuBioo(A), EuClioo(d) y
BNa(4) al 0,6% de AB.
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En A. brasiliensis se observa una tendencia general de disminucién de la actividad a
medida que aumenta el pH para los cinco tratamientos. Los tres complejos contaron con
la mejor respuesta, la cual a pH de 6,0 y 6,9 no detecto diferencias entre composiciones,
mientras que, a pH 6,3 y 6,6 se observé actividad en orden decreciente asi: EuB75Cls>
EuBioo >EuBsoClso. Para BNa Unicamente se presenté actividad a pH 6,0, de modo
semejante para EuCligo que solo present6 efecto a pH de 6,0 y 6,3, en las otras condiciones
de pH la reduccién logaritmica de UFC fue practicamente nula.

Finalmente, para P. rubens se vislumbra una tendencia de disminucién de la actividad con
el aumento de pH para todos los tratamientos en estudio, excepto para EuClioo, €l cual se
mantuvo estable y no presenté diferencias estadisticamente significativas en todo el rango
de pH. El comportamiento de los tres complejos fue similar entre si: un descenso
considerable de pH 6,0 a 6,3 y luego una reduccién de actividad mas sutil, incluso a pH
6,6 y 6,9 la respuesta se igual6 a la registrada por EuCligo. La tendencia de actividad de
los tres complejos en orden decreciente fue: EuB7sClxs> EuBigo >EUBs5oClso (igual a la
presentada en A. brasiliensis), donde los dos primeros contaron con diferencias
significativas respecto a EuBsoClsg, complejo con el menor efecto de los tres. Para BNa se
observé que el comportamiento inhibitorio atipico presentado a pH 6,0 no se mantuvo para
los valores superiores de pH, ya que su respuesta fue minima, como se esperaba para el

mecanismo de accién del AB.

Llama la atencion la relacion existente entre la reduccion de las UFC generada por EuCligo
y la de los complejos para los hongos filamentosos, puesto que, en A. brasiliensis la
respuesta del CPE sin AB fue practicamente nulaa pH 6,6 y pH 6,9 y asimismo la respuesta
de los tres complejos modelo fue baja, sin embargo, para P. rubens la reduccién de las
UFC para EuClige contd con un valor considerable y a su vez la de los complejos;
demostrando que parte de la actividad de los complejos es debida a la interaccion del PE

con los microorganismos.

Fase 3: Los tres CPE seleccionados de fase 1 a pH 6,9 v a diferente porcentaje de
AB

Para la fase final de los estudios de reduccién logaritmica de UFC se evalué el efecto de
la concentracion de acido benzoico, para ello se eligieron las concentraciones de: 0,075,

0,150y 0,300 % de AB y se fij6 el pH en 6,9 con el objetivo de estudiar el comportamiento
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de los complejos a condiciones de menor favorabilidad para la molécula preservante. Al
igual gue en las fases anteriores los resultados se presentan tabulados y a modo de gréfica
(ver Tabla 4-13 y Figura 4-10), en los que se incluyeron los datos a pH 6,9 y al 0,600% de
AB de la fase 2.

Tabla 4-13 Reduccion logaritmica de UFC de C. albicans, A. brasiliensis y P. rubens
como respuesta a la aplicacion de EuBsoClso, EuB75Cl2s, EuB10o, EUClioo y BNa a pH 6,9
en diferentes concentraciones de AB.

Reduccion logaritmica de UFC a % de AB:

0,075 0,150 0,300 0,600
3,53 (4,65 4,69 (4,73 5,68 (6,10 5,77 (5,59
,  EuBxCle eE a 8 8
S 4,44 (4,12) 7,26 (1,84) 7,26 (1,84) 7,35 (1,49)
% EuB7sCl2s [C.D] [A] [A] [A]
T EuB 2,06 (8,99) 3,22 (6,67) 3,48 (6,55) 3,84 (2,85)
K 100 [G,H] [E,F] [E,F] [D,E]
5 BNa 0,28 (62,17) 0,29 (57,91)  1,43(13,99) 1,61 (5,87)
§ [1] [1] [H] [H]
Euc 3,13 (7,43) 3,13 (7,43) 3,09 (9,05) 2,74 (8,39)
100 [E,F] [E,F] [F,G] [F,G]
0,48 (31,37) 0,64 (18,92) 0,80 (25,90) 0,76 (12,88)
EuBsoClso [D,E,F,G,H] [D,E,F,G,H] [D,E] [D,E,F]
0 ® EuBCl 0,77 (17,46) 1,41 (9,55) 2,37 (10,56) 0,75 (14,14)
= o [D,E] [B,C] [A] [D,E,F,G]
EXo EuB 0,98 (7,63) 1,55 (9,35)} 1,76 (16,49) 0,71 (16,63)
g5 o [C,D] [B,C] [B] [D,E,F,G,H]
2 © BN 0,17 (68,39) 0,23 (49,30) 0,22 (48,02) 0,16 (92,46)
< a [F,G,H] [E,F,G,H] [E,F,G,H] [G,H]
EuC] 0,39 (32,81) 0,51(25,45) 0,51 (25,45) 0,12 (30,98)
U100 [D,E,F,G,H] [D,E,F,G,H] [D,E,F,G,H] [H]
2,84 (3,89) 2,78 (4,23) 2,73 (3,74) 0,95 (6,75)
0 EuBsoClso [B,C] [B,C] [C] [G]
o 2,57 (2,49) 2,93 (4,98) 3,22 (5,10) 1,99 (4,30)
5 FuBnCls [C] [AB.C] [AB] [D,E]
= EUB 2,64 (3,21) 2,88 (5,37) 3,34 (3,21) 1,56 (4,93)
3 b [C] [B.,C] [A] [E.F]
S BNa 0,13 (5,10) 0,16 (17,00) 0,20 (18,57) 0,11 (36,14)
s [H] [H] [H] [H]
o Eucl 2,02 (8,71) 2,08 (8,85) 2,01 (7,33) 1,32 (7,45)
[D] [D] [D.E] [F,G]

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV) y entre corchetes la letra asignada segun agrupacién

del método de Tukey con 95 % de confianza, aplicado de modo independiente para cada hongo [X].
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Figura 4-10 Efecto de la concentracion de AB en la reduccién logaritmica de UFC de a)
C. albicans, b) A. brasiliensis y c¢) P. rubens para EuBsoClso(m), EuB75Clos(e), EuB10o( A),
EUC|100(4) Yy BNa(Q a pH 6,9
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Al preparar las dispersiones, a las tres concentraciones de estudio, se observé la presencia
de una incompatibilidad con el medio de cultivo manifiesta en precipitaciéon de una parte
del complejo, llama la atencién que el fendmeno mencionado no ocurrié al valor de mayor
concentraciéon (0,600 % de AB) hecho que sugiere un posible efecto de salting in. No
obstante, se decidid continuar con el estudio para determinar el efecto, tanto de la
incompatibilidad como de la concentracion de AB, en el crecimiento de los

microorganismos.

Para la levadura los resultados arrojaron una tendencia l6gica: a mayor concentracion de
AB, mayor actividad y mantuvieron la jerarquia presentada en la Fase 2: EuB7sCls
>EuBsoClso >EuB100 >BNa, orden que no denotd ningun efecto relacionado con la
composicion de los complejos: ni con el porcentaje de grupos DMAE neutralizado con AB,
ni con el neutralizado con HCI y mucho menos con la concentracion del PE (ver Tabla 4-9);
en todo caso la reduccion de las UFC fue considerable, ya que el dato mas bajo fue de
2,06. En cuanto a EuCligo se observé que su efecto fue independiente de la concentracion,
de modo que no cont6 con diferencias estadisticamente significativas entre los cuatro
valores de concentracién estudiados: a 0,075 % de AB presentd una respuesta similar a

EuBsoClso, mientras que, a 0,150 y 0,300 % de AB la respuesta se asemejo a EuBioo.

Los resultados de los CPE frente a los hongos filamentosos fueron inesperados, puesto
gue no hubo una relacién directa entre concentracién y actividad en todos los casos. Para
A. brasiliensis tal fenémeno tuvo lugar para los complejos EuBsClos y EuBigo @ 0,150 y
0,300 % de AB en los que se observé un aumento significativo de la actividad, mientras
gue, los tratamientos restantes demostraron (segun los grupos de Tukey) la inexistencia
de diferencias significativas en todo el rango de concentraciones. En P. rubens el
comportamiento anémalo fue mucho méas dramatico, ya que todos los CPE (incluso
EuCligo) mostraron un incremento en la respuesta antimicoética a los valores mas bajos de
concentracion, sin embargo, no se presentd una jerarquizacion definida entre los tres
complejos de interés ya que los resultados fueron variables entre unay otra concentracion,

aunque los resultados de EuBsoClso fueron ligeramente mas bajos.

El comportamiento anémalo entre concentracion y actividad en los hongos filamentosos
fue atribuido a la incompatibilidad observada para las concentraciones de: 0,075, 0,150 y
0,300 % de AB, ya que el precipitado gener6 una capa adhesiva en el fondo del recipiente,

la cual interfiri6 con el proceso de desarrollo de las esporas, posiblemente debida a la
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inmovilizacion de las mismas, de modo que la reduccion de las UFC correspondié a un
falso positivo y por ello se observaron valores de mayor inhibicidon que los generados por

la concentracion de 0,600 % de AB.
iv. Germinacién de esporas.

La metodologia propuesta para el estudio en germinacion de esporas fue aplicada
Unicamente para las sustancias evaluadas en las fases 2 y 3 de la seccién anterior, esto
con el fin de correlacionar los resultados de reduccién de UFC a diferente pH y
concentracion con los de inhibicién de germinacion. La metodologia fue llevada a cabo sin
contratiempos, en la Figura 4-11 se presentan, a modo de ejemplo, algunas fotografias en
las que se diferencia el aspecto de las esporas que no desarrollaron proceso germinativo
con las que si. Los resultados, expresados como porcentaje de inhibicion de germinacién
de esporas, para todas las condiciones de concentracién y pH evaluadas, se resumen en
la Tabla 4-14, donde ademas se incluye la informacion de los cuatro andlisis de Tukey
aplicados (uno por cada hongo a cada valor de pH). Para el andlisis de la tendencia de los
datos se realiz6é la Figura 4-12, en la que se presentan los valores de inhibicién para las

cinco sustancias, en cuatro graficas discriminadas por microorganismo y pH.

Figura 4-11 Fotografias de las esporas de A. brasiliensis y P. rubens, con y sin proceso
germinativo, tomadas en objetivo 40x de microscopio Optico (Leica, DM500).

A. brasiliensis P. rubens
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Tabla 4-14 Inhibicién de la germinacion de esporas de A. brasiliensis y P. rubens como
respuesta a la aplicacién de EuBsoClso, EuB75Clas, EuB1go, EUCIli00 y BNa a pH 6,0 y pH
6,9 en diferentes concentraciones de AB.

% Inhibicién de germinacion de esporas a:

0,075 % AB 0,150 % AB 0,300 % AB
EuBsoClso 36,51 (15,06) [H.]] 53,97 (10,19) [F.G] 79,37 (6,93) [B,C,D]
EuB7sCl2s 38,10 (12,50) [H] 61,90 (7,69) [E.F] 88,89 (3,09) [A,B]
% § EuB100 41,27 (6,66) [H] 74,60 (3,69) [C,D] 96,83 (2,84) [A]
é 2 BNa 6,35 (43,30) [J] 25,40 (21,65) [1] 69,84 (3,94) [D,E]
2 EuCl1oo 46,03 (597)[GH] 79,37 (3.46)[B.CD] 82,54 (3,33)[B.C]
o]
E EuBsoClso 4754 (5.97) [C] 49,18 (11,55) [C] 67,21 (4.22) [B]
2 _ EuBrClzs 54,10 1050)[c] 54,10 (5,25) [C] 81,97 (3.46) [A]
2‘ g EuBioo 50,82 (9,68) [C] 52,46 (5,41) [C] 75,41 (6,52) [AB]
2 BNa 3,28 (86,60) [E] 22,95 (12,37) [D] 31,15 (15,79) [D]
EuClaoo 45,90 (10,71) [C] 50,82 (9,68) [C] 52,46 (10,83) [C]
EuBsoClso 83,53 (2,44) [D,E] 91,76 (2,22) [B,C] 100,00 (0,00) [A]
EuB7sClas 88,24 (2,31) [C,D] 100,00 (0,00) [A] 100,00 (0,00) [A]
" §' EuBi00 87,06 (2,34) [C,D] 98,82 (2,06) [A,B] 100,00 (0,00) [A]
S < BNa 32,94 (18,56) [G,H] 54,12 (6,52) [F] 77,65 (2,62) [E]
g EuClioo 25,88 (13,64) [H] 34,12 (5,97) [G] 35,29 (5,77) [G]
€
% EuBsoClso 51,61 (16,24) [B,C] 58,06 (4,81) [B] 59,68 (4,68) [B]
'% o EuB7sCl2s 56,45 (8,57) [B,C] 56,45 (14,85) [B,C] 87,10 (3,21) [A]
o § EuBioo 46,77 (10,34) [B,C,D] 53,23 (5,25) [B,C] 80,65 (6,00) [A]
S BNa 33,87 (16,50) [D,E,F] 41,94 (11,54)[CD.E] 48,39 (5,77) [B,C,D]
EuClioo 19,35 (38,19) [F] 25,81 (21,65) [F] 27,42 (17,65) [E,F]

Entre paréntesis valores de coeficiente de variacion (CV) y entre corchetes la letra asignada segun agrupacion
del método de Tukey con 95 % de confianza, aplicado de modo independiente por hongo a cada pH [X].
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Figura 4-12 Efecto de la concentracién de AB en la inhibicion de la germinacion de
esporas de A. brasiliensis y P. rubens para EuBsoClso(m), EuB75Clos(e), EuB1oo(A),
EuClioo(«) y BNa(9) apH 6,0y 6,9.
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La tendencia general de la figura evidencia reduccién del efecto inhibitorio al disminuir la
concentracion de AB y al aumentar el pH. Como elemento comun, se observa que los
resultados de benzoato de sodio, en las 4 gréficas de la figura, fueron inferiores a los
asociados a los tres complejos entre EUE y AB, de hecho, en las agrupaciones de Tukey
practicamente ninguno de los datos de BNa compartié letra de agrupacion con alguno de
los datos de los CPE mencionados, indicando que las diferencias fueron estadisticamente
significativas. De modo semejante, se observa que EuBsClsg tiende a presentar una menor
respuesta inhibitoria que los otros dos complejos, sin embargo, para este caso no se
detectan diferencias estadisticamente significativas respecto a EuB75Clzs y EuB1go, €Xcepto
para dos de los datos (P. rubens, pH 6,0 a 0,150 % de AB y en P. rubens, pH 6,9 a 0,300

% de AB) en los que la actividad si fue significativamente inferior. Para EuClioo Se observa
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gue el efecto dependié del microorganismo en estudio: frente a A. brasiliensis la respuesta
fue similar a la generada por los demas complejos, en cambio frente a P. rubens fue mucho
menor, incluso por debajo de la inhibicibn de benzoato de sodio; hecho que llama la
atencion porque en los estudios de reduccion de UFC a diferente concentracion de AB y
pH 6,9 (Ver Figura 4-10) el iondmero EuCligo contdé con mayor actividad antifungica frente
a P. rubens que frente a A. brasiliensis, sugiriendo que para Penicillium rubens el efecto
inhibitorio de EuClioo €s ejercido en una etapa posterior a la germinacion, como en el

desarrollo del micelio.

Los resultados de los CPE a pH 6,9 presentaron un comportamiento parecido en los dos
hongos (excepto para EuBsoClsp al 0,300 % de AB), mientras que, a pH 6,0 evidenciaron
diferencias entre los microorganismos: siendo P. rubens mas sensible a los complejos que
A. brasiliensis, ya que el valor del porcentaje de inhibicion del primero estuvo entre 83 y
100% vy del segundo entre 36 y 96%. Estos resultados estan en linea con las CMI
determinadas en los estudios de dilucién en caldo y con los de reduccion de UFC a

diferente pH y diferente concentracion.

Para entender las diferencias generales encontradas entre microorganismos, se decidio
realizar un analisis focalizado en la pared celular de los hongos, sin desconocer la
existencia de procesos metabdlicos al interior de la célula que contribuyen a la actividad
antimicética de AB, como el reportado por Hunter y Segel para Penicillium chrysogenum

en el que se descubrié su capacidad para inhibir la captacién de aminoacidos [303].

La pared celular es mucho mas que la capa mas externa de los hongos, es un organelo
dindmico cuya composicion afecta, en gran medida, el funcionamiento de la célula; muchos
de los componentes principales de la pared son conservados en diferentes familias de
hongos, mientras que otros son especificos de cada especie [304]; por ello llama la
atencion que los resultados observados para la levadura presentaron diferencias
considerables con los reportados para los hongos filamentosos, que entre si contaron con
resultados relativamente semejantes, fendmeno que podria relacionarse con las
diferencias de composicion de la pared atribuidas a la taxonomia de los hongos, ya que C.
albicans pertenece a la clase Saccharomycetes, mientras que A. brasiliensis y P rubens a
Eurotiomycetes [305]. La pared celular de la mayoria de las especies de hongos consta de
una base de f-(1,3) glucano y quitina, a la que se suman otros polimeros como

glicoproteinas que dependen del microrganismo [306]; por ejemplo, C. albicans cuenta con
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una capa externa de proteinas altamente manosiladas que se unen a la base de glucano-
guitina mediante remanentes tipo glicosilfosfatidilinositol, mientras que la pared celular de
esporas y de hifas aéreas de hongos filamentosos cuentan con proteinas altamente
hidrofobicas que protegen la célula. Para ilustrar las diferencias de pared celular se incluye
la Figura 4-13 en la que se representan los componentes principales para cinco hongos
patdégenos diferentes.

Figura 4-13. Organizacién estructural de la pared celular de algunos hongos patdgenos.
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Fuente: Adaptado de Gow Ny col [304].

En la representacion de la pared celular de la levadura se observa que es una de las que
cuenta con menor cantidad de capas poliméricas, este hecho se relaciona con los
resultados de los estudios de reduccién de las UFC ya que fue precisamente C. albicans
la que exhibié mejor respuesta antimicotica, demostrando que, a menor grosor de la pared
celular, mayor actividad antimicética, incluso en este microorganismo fue en el Gnico en el

gue se report6 un efecto fungicida.

Para los hongos A. brasiliensis y P. rubens no existen estudios tan especificos —como los
de C. albicans—de la composicién de la pared celular, en parte debido a la reclasificacion

taxondmica de ambos y ademas porque los reportes hallados hacen alusion a la estructura
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guimica de los elementos monoméricos de la pared y no de los polimeros [307-309]. Sin
embargo, es posible suponer que la pared celular de P. rubens cuenta con un mayor
porcentaje de glicoproteinas en su capa externa ya que los enlaces fosfodiéster asociados,
le confieren carga negativa adicional a la superficie de la célula del hongo [310]. Esto juega
un papel fundamental en el efecto del polimero EUE sobre los hongos y ain mas, si se
tiene en cuenta que este PE actla como agente antimicrobiano policationico y como tal su
modo de accién consiste en adsorcidn sobre la superficie de la célula, difusion a través de
la pared e interaccién con la membrana citoplasmética [311], fendmeno que se reflejé en
la presencia de actividad en el ionémero EuCligoy al posible efecto de sinergia evidenciado
en la respuesta de algunos de los complejos, superior al presentado por benzoato de sodio,

a las mismas condiciones de estudio.

4.3 Conclusiones

Para la determinacién de las propiedades antimicoticas en el presente estudio, se encontro
que:

& Las dispersiones acuosas de todos los CPE (al 0,5% de AB) exhibieron actividad
antimicética, frente a los microorganismos Candida albicans, Aspergillus
brasiliensis y Penicillium rubens, al utilizar la metodologia de difusion en agar. La
respuesta dependié del pH de cada dispersién, siendo de mayor proporcién para

los sistemas con mas acidez debido al mecanismo de acciéon de AB.

& Para comparar las actividades antimicéticas de las diferentes composiciones de
CPE, obtenidas entre EUE y AB, es indispensable realizar los estudios a la misma

condiciéon de pH.

& La esterilizacion por calor humedo de las dispersiones de los CPE no altera su
efecto antimicoético, por ello es posible realizar el ajuste de pH previo a este

proceso.

& El efecto de los CPE es de tipo fungistatico para los hongos filamentosos y

fungicida para la levadura.

& La determinacion de CMI frente a los tres hongos, por dilucién en caldo a pH 6,0,

evidencio que la respuesta frente a la levadura es indiferente a la composicién del
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CPE, mientras que, para los hongos filamentosos, a mayor porcentaje del contraion

benzoato y cloruro, mayor fue la actividad.

Los estudios de crecimiento en caldo, con recuento de UFC viables en el tiempo
final de incubacién, permitieron obtener informacién mas discriminada para cada
uno de los CPE que los de CMI. Los resultados a pH 6,0 demostraron huevamente,
la independencia de la respuesta en C. albicans, dado que todas las composiciones
presentaron la reduccion total del nimero de células, mientras que, para los hongos
filamentosos la reduccién logaritmica de las UFC oscil6 entre 1,4 y 4,0,
dependiendo directamente del porcentaje de grupos DMAE neutralizados con AB y
con HCI, siendo los complejos EuBsoClso, EuB75Cl2s y EuB100 l0S mas promisorios.

Al realizar la evaluacién de actividad para el ion6mero EuClig, empleando la
metodologia de recuento de UFC viables la respuesta fue —para la mayoria de los
casos— menor a la exhibida por los CPE, pero superior a la de benzoato de sodio.
Resultado de gran interés ya que no existen reportes previos del efecto antimicotico

para EUE.

La evaluacion del efecto de pH y concentracion, en los estudios de recuento de
UFC viables, para los complejos promisorios (EuBsoClso, EuB75Clas ¥ EuBioo),
evidencié la disminucion de la actividad con el aumento de pH para los tres hongos,
manteniendo, en términos generales, la jerarquia: CPE>EuCli00>BNa, la cual se
conservo al reducir la concentracion de AB. También se encontré que la actividad

de los CPE —de mayor a menor— fue: C. albicans>P. Rubens>A. brasiliensis.

Los ensayos de inhibicibn de la germinacion de esporas de los hongos
filamentosos, realizados en los tres CPE promisorios, BNay EuClipoa pH 6,0y 6,9.,
demostraron que los complejos son superiores en actividad al BNa. Para EuCligo
los resultados dependen del hongo: en A. brasiliensis son comparables con los
resultados de los CPE, mientras que, en P. Rubens son inclusive menores que los
de BNa. Aunque no se evidenciaron diferencias estadisticamente significativas
entre los complejos evaluados, EuBsClsp presentd un efecto de inhibicion

ligeramente menor.



Capitulo 4 191

& Las diferencias en actividad de los CPE, presentadas entre los tres
microorganismos pueden ser atribuidas a las variaciones en las estructuras

poliméricas de la pared celular de cada hongo.






5 Correlacion entre propiedades
fisicoquimicas y actividad antimicética.

En el proceso de investigacidbn de agentes antimicrobianos es una practica comun la

evaluacién de posibles asociaciones entre propiedades fisicoquimicas y actividad, esto con

el fin de orientar su desarrollo de modo racional y reconocer las variables que desempefan

un papel critico en el mecanismo de accion. En la Tabla 5-1 se presentan, a modo de

ejemplo, algunos estudios al respecto.

Tabla 5-1 Estudios en los que relacionan propiedades fisicoquimicas con actividad
antimicrobiana.

Autores Afio Agente Variable Variable Método para evaluar
Estudiado FQ! actividad la asociacion
. Inhibicion
Arnoldi A. Isoflavonoides i de Gréfica de actividad vs
y col 1990 . ) Coeficiente de reparto T
fitoalexinas crecimiento Log Pomw
[312]. .
radial
- Grupos polares Regresion de minimos
Hsiao C-H L - Numero de dobles 9 X
17 &cidos cuadrados parciales y

y col 1999 - enlaces CMI . .

orgénicos ~ andlisis del coeficiente

[313]. - Tamafio molecular de determinacion (R?)

- Solubilidad
Fitzgerald 6 analogos Gréfica de actividad vs
D. y col 2005 estructurales  Coeficiente de reparto CMI Log Pomw Yy regresion

[314]. de la vainillina lineal con analisis de R?
Musiol R. 2006 Denva_tdos de Lipofilicidad CMlso Graflca de _af:tlwdad VS
y col [3]. la quinolina (Log K) lipofilicidad.

. . ~ . Analisis comparativo de
YienL.y 2012 Nanopgamculas - Tamafio d_e particula CMiso los datos organizados
col .[315] de quitosano - Potencial Zeta

en una tabla.
- Tamario del cristal
Pasquet J . - Area especifica - -
yoo oo PMASSe Tamarodepoo ow  Ofiensde s
[316]. - Distribucién de prop :

tamafio de particula.¢,

1 FQ: Fisicoquimica.
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De la tabla se observa que la CMI es el factor, por excelencia, empleado para representar
la variable de efecto antimicrobiano; asimismo que las herramientas utilizadas para la
identificacion de posibles correlaciones son bastante amplias e incluyen: el analisis basico
de los datos consignados en tablas, la elaboracion de graficas del tipo: “Actividad vs
propiedades fisicoquimicas” y el analisis por regresion lineal e interpretacion de los

coeficientes de correlaciéon o de determinacion.

Para determinar la existencia de asociacion lineal entre dos variables cuantitativas existen
varios métodos, entre los cuales el analisis de correlacion de Pearson es uno de los mas
utilizados; este se realiza mediante la obtencién del “Coeficiente de Correlacion de
Pearson” (rw) calculado con la Ecuacion 5-1, en donde Syy Sycorresponden a la desviacion

estandar de las variables X y Y, respectivamente, y Syy a la covarianza entre X y Y [317].

Coeficiente de correlacion de Pearson = ryy = SX—Y (5-1)
SxSy

El r» solo toma valores comprendidos entre -1 y 1: vale 0 cuando no existe una relacion
lineal entre Xy Y; y corresponde a +1 cuando la variable es una transformacion lineal de
la otra, es decir que en cuanto el valor absoluto del coeficiente es mayor, la relacion lineal
entre las dos variables es mas fuerte. El signo positivo refleja una “relacion directa” ya que
valores mayores de la variable X tienden a corresponder, a valores mayores de la variable
Y, en consecuencia, el signo negativo indica una “relacion inversa” ya que menores valores
de la variable X corresponden a mayores de la variable Y. Debe tenerse en cuenta que el
coeficiente de correlacion de Pearson solo detecta relaciones lineales entre dos variables
y no de tipo curvilineo, como: cuadratico, exponencial o potencial; por lo anterior un valor
de 0 no excluye la posibilidad de que las variables tengan otras relaciones entre si, por ello
es importante la inspeccion de la representacion grafica de la dispersion de datos [317].
Cabe mencionar, que no existe un consenso sobre la escala para categorizar los valores
intermedios de rw Yy por tanto la interpretacion es relativa al tipo de datos analizados y a los

resultados usuales reportados por investigaciones semejantes.

Por otra parte, es fundamental diferenciar correlacion de causalidad, ya que la asociacion

lineal entre dos variables cuantitativas no implica una relacion tipo causa-efecto de las
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mismas, por tanto, la interpretacion de los resultados deber ser suficientemente cuidadosa

para evitar falsas conclusiones.
5.1 Metodologia

La correlacién entre propiedades fisicoquimicas y actividad antimicética de los CPE se
realizé en dos etapas:

i. Seleccion de las variables

Consistié en la revision de los resultados de los Capitulos 3 y 4 del documento, posterior
eleccion de la variable de actividad antimicética y la escogencia de las variables
fisicoquimicas que tengan a lugar, considerando las condiciones a las que se llevé a cabo

el estudio antimicrobiano seleccionado.

ii. Determinacién de las correlaciones

Se realiz6 mediante la representacion grafica de las variables elegidas (actividad
antimicética en funcién de cada propiedad fisicoquimica), seguido de la regresién lineal,
obtencion de la ecuacion de la recta y coeficiente de correlacion de Pearson (rx). Para los

casos en los que la correlacion fue alta, se incluy6 la recta de la regresion en la grafica.

5.2 Presentacion y discusién de los resultados

i. Seleccion de las variables

Variable de actividad antimicética. Se eligi6 el factor de reduccion logaritmico de UFC,
apH®6,0ya0,6 % de AB, en vista de la disponibilidad de informacion para las diez
composiciones de CPE (ver Tabla 4-11). No se consideré adecuado utilizar CMI, ya que
los resultados fueron poco variables entre si debido a las diluciones dobles seriadas (ver
Tabla 4-8). Tampoco se crey0 apropiado realizar las correlaciones con los resultados de
difusion en agar (halos de inhibicién), ya que ese estudio se hizo sin ajuste de pH y por
tanto seria erréneo adjudicar las diferencias de respuesta a las propiedades fisicoquimicas
del sistema, teniendo en cuenta la importancia del pH en el mecanismo de accion del &cido

benzoico.
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Para una segunda fase de estudios de correlacién, aplicado Unicamente a los tres
complejos: EuBsoClso, EuB75Cl2s y EuB1oo, Se utilizo el factor de reduccion logaritmico de
UFC al 0,6 % de AB y a pH 6,9 (Tabla 4-12) y el porcentaje de inhibicion de la germinacion
de esporas al 0,3 % de AB a los valores de pH de 6,0 y 6,9 (Tabla 4-14).

Variables fisicoquimicas. De las evaluadas en el Capitulo 3 se eligieron aquellas que

correspondieran a resultados cuantitativos, asi:

& Temperatura de transicion vitrea (7g) para DSC (Tabla 3-3).
& Cantidad maxima aceptada en agua (expresada como % de AB) para solubilidad
(Tabla 3-9).

& Log K, para la distribucién de especies y constante de afinidad (Tabla 3-11).

€

A pH, para el desplazamiento de AB por intercambio iénico (Tabla 3-12).
& Pseudo-potencial zeta (p-C), para la evaluaciéon de la carga de superficie (Tabla
3-15).

& Porcentaje de AB liberado en el punto final y constante de liberacién de Higuchi
(Kw), para el comportamiento de liberacion, a las condiciones en las que se llevo a
cabo el estudio de actividad: 0,6% de AB y pH 6,0 (Tabla 3-25 y Tabla 3-26). Para
una segunda fase de estudios de correlacién, aplicado Unicamente a los tres
complejos: EuBsoClso, EuB75Clas y EuB10o, S€ empled la informacion de % de AB
liberado y K»a 0,6% de ABy pH 6,9 (Figura 3-35 y Tabla 3-27).

Para las correlaciones con p-C no fue posible utilizar la misma condicién de concentracion
gue en el estudio de actividad, ya que superaba los valores recomendados para el equipo
empleado, por ello se realizaron al 0,06% de AB con el fin de observar la tendencia de los

resultados a una misma concentracion del preservante.

ii. Determinacién de las correlaciones

Los resultados se presentan en 3 secciones (A, B y C) en funcion de las variables

analizadas y los CPE empleados.
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SECCION A.

Corresponde a las correlaciones de reduccion logaritmica de UFC (a pH 6,0 y 0,6 % de
AB) frente a las siete variables fisicoquimicas de los diez CPE. No se realizd para el
microorganismo C. albicans ya que todas las composiciones arrojaron el mismo resultado
(Tabla 4-11), de modo que para la levadura se encontré que, a las condiciones de estudio,
los resultados de actividad eran independientes de la composicion. En la Figura 5-1 se
presentan las graficas con las correlaciones mencionadas, en estas se identificé cada
complejo mediante color y tipo de simbolo. El analisis de la regresion lineal y la informacién
de coeficiente de correlacién de Pearson para cada gréafica se incluye en la Tabla 5-2,
asimismo el concepto de la correlacion, que fue dado utilizando una de las escalas

propuestas por Martinez R y col [318], que indica:

= Perfecta | ro |=1

= Excelente  0,9<|rm|<1

= Buena 08<|r|<0,9
= Regular 05<|rm|<08
= Mala | rv | <05

Aun cuando se menciond que la interpretacion del valor riy es relativa a la investigacion en
cuestion, se considero Util la escala descrita para los fines del presente estudio. Para los
casos en los que el valor absoluto del coeficiente de correlacién de Pearson fue superior a
0,8, es decir, correlaciones catalogadas como buenas o excelentes, se incluyo en la gréafica
la recta de la regresion, de modo excepcional se hizo lo mismo para las dos variables
fisicoquimicas de liberacion en P. rubens, puesto que los valores estuvieron cerca del
limite. En total, las variables que contaron con un nivel de correlacion lineal aceptables
fueron: “solubilidad” definida como la cantidad maxima aceptada en agua y expresada en
% de AB, pseudo-potencial zeta y las dos variables asociadas a liberacion (porcentaje de
AB liberado en el tiempo final del ensayo y constante de liberacion de Higuchi). Se observa
la misma tendencia de resultados para los dos hongos filamentosos, evidenciando que la

influencia de las propiedades fisicoquimicas fue independiente del microorganismo.
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Figura 5-1 Influencia de varias propiedades fisicoquimicas en la actividad antimicotica de
los diez CPE frente a Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens a pH 6,0.
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Figura 5-1 (Cont.) Influencia de varias propiedades

antimicotica de los diez CPE.
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Las variables que no arrojaron una correlacion lineal aceptable fueron:

fisicoquimicas en la actividad

& Temperatura de transicion vitrea, muy posiblemente debido a que es una propiedad

gue mide una transicién desde el estado sélido y no en dispersion, por ello su

comportamiento no se ve reflejado en la actividad.
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& Constante de afinidad, puesto que su determinacion se realizé sin ajuste de pH, ya

gue representa la distribucion de especies en el estado de equilibrio de la

dispersion, ademas fue determinada a una concentracion diferente (al 0,5 % de
EuE).

El cambio de pH por desplazamiento de AB debido al intercambio i6nico, al igual

gue la variable anterior fue determinado a condiciones de pH diferentes, debido a

la naturaleza propia del ensayo y también se llevo a cabo a la concentracion de 0,5
% de AB.

Tabla 5-2 Informacién asociada a la regresién lineal (pendiente e intercepto de la recta),
coeficiente de correlacion de Pearson (rw) y concepto de la correlacion de las gréficas
incluidas en la Figura 5-1.

ID Microrganismo FQ! Pendiente Intercepto I xy Concepto
i A. brasiliensis Tg -0,0447 £ 0,0206 5,2287 +0,9290 -0,6095 Regular
ii P. rubens Tg -0,0464 = 0,0260 4,5072+1,1734  -0,5335 Regular
iii A. brasiliensis “S0"? 0,0082 + 0,0013 2,2942 +£0,1671 0,9146 Excelente
iv P. rubens “S0"™? 0,0095 = 0,0017 1,3557 £ 0,2220 0,8911 Buena
v A. brasiliensis Log Kec -1,4417 £0,7509 11,9781 + 45556  -0,5617 Regular
Vi P. rubens Log Kec -1,9559 £ 0,8224 14,3019 + 4,9893 -0,6436 Regular
vii A. brasiliensis ApH -1,3491 +£0, 4885 4,6912 +0,5447  -0,6986 Regular
viii  P. rubens A pH -1,6660 + 0,5535 4,2390+0,6173  -0,7287 Regular
iX A. brasiliensis p-¢ 0,0484 + 0,0090 1,0896 £ 0,4094  0,8851 Buena
X P. rubens p-¢ 0,0529+0,0132  0,0929+0,5987  0,8182 Buena
Xi A. brasiliensis %ABiierado  0,0339 + 0,0073 1,0803 £ 0,4764 0,8535 Buena
Xii P. rubens % ABiiberado  0,0372 £ 0,0101 0,0733 + 0,6606 0,7922 Regular
xiii  A. brasiliensis K liberacion 0,0958 + 0,0193 0,7590 + 0,5080 0,8690 Buena
xiv. P.rubens K liberacion 0,1028 + 0,0285  -0,2149 £ 0,7494 0,7874 Regular

1 FQ: Variable fisicoquimica; 2”So” Solubilidad determinada como cantidad maxima aceptada en
agua. Nota: Por fines practicos, las unidades de la pendiente y del intercepto no fueron incluidas,
corresponden a las asociadas para cada propiedad fisicoquimica.

En cuanto a las variables en las que se encontré una correlacién lineal aceptable, se puede

afirmar que:

& “Solubilidad” definida como la cantidad maxima aceptada en agua y expresada en

% de AB. Aunque no existe un efecto diferencial de la solubilidad a las condiciones
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del ensayo de actividad, ya que los diez complejos eran solubles, los resultados de
la correlacion muestran que aquellos con mayor capacidad para mantenerse
solubles en agua, son los mismos con mejores resultados antimicéticos, sugiriendo

gue la dispersion a nivel molecular facilita la interaccién con los microorganismos.

& Pseudo-potencial zeta (p-¢). La naturaleza catiénica del PE y su interacciéon con
estructuras celulares de carga negativa en la superficie de los microorganismos,
explican la relacién directa entre p-¢ y actividad observada para los dos hongos
filamentosos; por ello para esta variable es posible confirmar la causalidad de la
correlacion; incluso para bacterias y hongos se ha reportado que PE con cargas
positivas facilitan el ingreso de agentes antimicrobianos como consecuencia de los
dafios inducidos a la membrana celular [119,319,320]. Esto podria ser explicado
porque la membrana plasmatica cargada negativamente es considerada el blanco
principal de policationes, por tanto, aquellos sistemas con una carga de superficie

mayor, interactuaran mas efectivamente con el hongo [315].

& Las dos variables asociadas a liberacion: porcentaje total de AB liberado y
constante de liberacion de Higuchi (Kz). Estas correlaciones son de gran
importancia, ya que tanto el ensayo de actividad, como el de liberacion se llevaron
a cabo a las mismas condiciones —0,6 % de AB y pH de 6,0—por lo que la relacion
directa entre variables demuestra que los CPE que causan mayores tasas de
liberacion del preservante, como era de esperarse, son los mismos que poseen
efectos antimicéticos mas pronunciados, esto es debido a la mayor disponibilidad
del preservante para ingresar a la célula. Los hallazgos para estas dos variables
posicionan al ensayo in-vitro, de liberacién mediante celdas bicompartimentales de
Franz, como una excelente herramienta para predecir resultados de actividad
antimicotica de CPE de EUE frente a los dos hongos filamentosos y asimismo para

optimizar la composicion de los complejos.

SECCION B.

Corresponde a las correlaciones de reduccion logaritmica de UFC (a pH 6,9 y 0,6 % de
AB) de los complejos: EuBsoClso, EuB7sClos y EuB1o, frente a las dos variables asociadas
a liberacién. En este caso si se incluyé C. albicans ya que arrojo resultados diferenciados;

de modo semejante a la seccién anterior, los resultados se presentan como las graficas de
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los datos correlacionados (Figura 5-2) y la informacién asociada a la regresién, el

coeficiente de correlacién de Pearson y el concepto en la Tabla 5-3.

Figura 5-2 Influencia las variables de liberacion (% ABuiiberado Y K#) €n la actividad
antimicética de los CPE: EuBsoClso (m), EuB7sClos (@) y EuBigo (A), frente a Candida
albicans, Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens a pH 6,9.
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De los tres microorganismos en estudio solo P. rubens obtuvo un concepto favorable de

correlacion. Para la levadura el rw ni siquiera super6 0,2, indicando nuevamente que los



Capitulo 5 203

resultados de actividad en C. albicans son independientes de las variables estudiadas, en
este caso las relacionadas con liberacibn. Como se describio en el capitulo 4, muy
posiblemente esto es debido a la naturaleza de la superficie celular, que se caracteriza por
la presencia de una menor cantidad de estructuras poliméricas y en consecuencia una
carga electronegativa inferior. Para A. brasiliensis tampoco se encontré una correlacion
aceptable, en este caso fue debido a la baja actividad exhibida por los tres complejos a pH
de 6,9, por tanto, las diferencias en las variables de liberacidn no representaron ningin
cambio en la reduccion del numero de UFC. En cuanto a los resultados de P. rubens se
observa que mantuvieron el efecto de la seccién A, incluso el concepto fue catalogado
como “Excelente” para las dos variables, sin embargo, por tratarse de un analisis realizado
Unicamente con la informacion de tres de los complejos y no diez, como en la seccién
previa, la correlacion pierde cierto grado de robustez, que le confiere una mayor cantidad
de datos. La relacién directa para este microorganismo indica que, a mayor tasa de

liberacién, mayor actividad, aun a pH 6,9.

Tabla 5-3 Informacion asociada a la regresion lineal (pendiente e intercepto de la recta),
coeficiente de correlacion de Pearson (rw) y concepto de la correlacion de las gréficas
incluidas en la Figura 5-2.

ID Microorganismo  FQ Pendiente Intercepto M xy Concepto
a C. albicans % ABiiberado 0,0162 + 0,1547 4,2677 + 13,3218 0,1040 Mala

b C. albicans K liberacion 0,0722 + 0,3923 3,2651 +13,0600 0,1809 Mala

¢ A brasiliensis % ABiiberado  -0,0012 + 0,0020 0,8451 +0,1717 -0,5244 Regular
d A brasiliensis K liberacion -0,0027 + 0,0053 0,8307 +0,1778 -0,4567 Mala

e P.rubens % ABiiberado 0,0447 +0,0120 -2,3236 + 1,0324 0,9658  Excelente
f  P.rubens K tiberacion 0,1166 + 0,0218  -2,3578 + 0,7246 0,9830  Excelente

SECCION C.

Se realiz6 utilizando como variable de actividad antimicética, el porcentaje de inhibicién de
germinacion de esporas de los hongos filamentosos y como variables fisicoquimicas, las
asociadas a la liberacion de AB, a condiciones de pH de 6,0y 6,9, para los CPE: EuBsoClsy,
EuB7sClos y EuBigo. Los resultados se presentan en la Figura 5-3 y en la Tabla 5-4 en la
misma disposicion utilizada en las secciones previas. La concentracion empleada para el
estudio de actividad fue de 0,3 % de AB y no de 0,6 % de AB, ya que en estudios previos
(resultados no presentados) se encontré que el porcentaje de inhibicidn a las 24 horas era

del 100%, hecho que no permitia establecer diferencias entre composiciones; incluso, para
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P. rubens a pH 6,0 al 0,3% de AB, se observo tal evento y por ello no se logré realizar

ninguna correlacion al respecto.

Figura 5-3 Influencia las variables de liberacion (% ABLiberado Y Kz) €n la inhibicion de
germinacion de esporas de Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens, por parte de los
CPE: EuBsClso (m), EuB75Clos (@) y EuB1go (A ),a pH 6,0 y 6,9.
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Tabla 5-4 Informacién asociada a la regresién lineal (pendiente e intercepto de la recta),
coeficiente de correlacion de Pearson (rw) y concepto de la correlacion de las graficas
incluidas en la Figura 5-3.

ID pH FQ Pendiente Intercepto I xy Concepto

1 " 6,0 % ABijberado  0,5157 £ 0,1971 48,0961 + 15,6010 0,9341 Excelente
2 % K liberacion 1,4342 £ 0,5424 44,0546 + 16,9456 0,9354 Excelente

3 E 6,9 % ABiberado  0,6255+0,1920 21,3056 + 16,5334  0,9560 Excelente
4 i K iberacion 1,6377 £0,3664 20,6679 + 12,1974  0,9759 Excelente

5 6,0 % ABiiberado 0 100 N.A N.A
6 o) K liberacion 0 100 N.A N.A

7 % 6,9 % ABiberado  1,2658 + 0,0826  -32,5682 + 7,1123  0,9979 Excelente
8 ;_ K liberacion 3,2530 £ 0,0407 -31,8438 +1,3563 0,9999 Excelente

Para estas seis correlaciones se obtuvo un concepto de “Excelente”, debido en parte a la
menor cantidad de datos utilizados, como se describié previamente. Estos resultados
demuestran que el efecto de liberacién no sélo tiene impacto general, exhibido como
reduccion del nimero de UFC de los hongos filamentosos, sino que adicionalmente influye
desde el proceso germinativo; de modo que mayores tasas de liberacion repercuten en

porcentajes mas altos de inhibicién de la germinacion.

5.3 Conclusiones

Para la determinacion de las posibles correlaciones entre las propiedades fisicoquimicas

de los CPE obtenidos y su actividad antimicética, se encontré que:

& De las siete variables fisicoquimicas estudiadas: temperatura de transicién vitrea,
“solubilidad” como cantidad maxima aceptada en agua, constante de afinidad,
diferencia de pH por desplazamiento de AB, pseudo-potencial zeta (p-C), porcentaje
de AB liberado en el punto final y constante de liberacién de Higuchi; aquellas que
presentaron una buena correlacion de relacion directa, con los estudios de actividad
—realizados mediante recuento de UFC viables, a pH 6,0, para A. brasiliensis y P.
rubens— fueron “solubilidad”, p-C y las dos variables de liberacion. La causalidad
de la correlacion con p-¢ se adjudico a la interaccion entre las cargas positivas de

los CPE con las estructuras cargadas negativamente de la superficie y membrana
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plasmética de los hongos, mientras que, la causalidad de las dos variables de
liberacion se asoci6 con la mayor disponibilidad del activo para ingresar a la célula.
Los estudios de liberaciébn a pH 6,9 evidenciaron correlacion con la actividad
antimicética —realizada mediante recuento de UFC viables, a pH 6,9— Unicamente
para el hongo Penicillium rubens.

El efecto antimicético exhibido por los CPE frente a C. albicans no presentd ningun
tipo de correlacion con las variables fisicoquimicas estudiadas.

El porcentaje de inhibicion de germinacion de esporas y las variables de liberacion
presentan correlaciones, “excelentes” (en la mayoria de los casos) para los dos

hongos filamentosos.



Conclusiones y recomendaciones

Conclusiones

En la presente investigacion se encontré que:

& Para la obtencién de CPE entre Eudragit® E100 y acido benzoico mediante el
método de evaporacion por solvente, los factores: tipo de secado, eleccion y
volumen de solvente, tiempo de interaccién de los componentes y concentracion
de HCI, no cuentan con un efecto significativo en la condensacion iénica del
complejo; por ello, las condiciones para la obtencién de diez composiciones de CPE
—distintas en porcentaje de contraidon benzoato y/ cloruro— fueron seleccionadas
en funcibn de un menor impacto ambiental y una mayor facilidad para el
experimentador. La metodologia de obtencién disefiada permitié la preparacion
reproducible de los diez CPE, los cuales evidenciaron la formacion de la interaccion

iGnica entre polielectrolito y activo por FTIR.

& Todas las propiedades fisicoquimicas evaluadas (patron de difracciéon de rayos X,
temperatura de transicion vitrea, solubilidad, constante de afinidad, desplazamiento
de AB por intercambio i6nico, evaluacibn de la carga de superficie y
comportamiento de liberacion) demostraron dependencia de la composicién de los
CPE, siendo los mas promisorios, aquellos con mayor porcentaje del contraion
benzoato, ya que contaron, entre otros, con los valores mas altos de “solubilidad”,

de p-C y las tasas mas altas de liberacion.

& La composicion de los diez CPE no afect6 la actividad antimicética de Candida
albicans, mientras que, para Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens, se
evidencio, por la informacion de CMI y de recuento de UFC viables, que a mayor
porcentaje del contraion benzoato en la composicidén, mayor es el efecto sobre los

hongos. También se demostré que el iondmero EuClig cuenta con actividad frente
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a los tres microorganismos, la cual fue, en la mayoria de los casos, menor a la

exhibida por los CPE, pero superior a la de benzoato de sodio.

& El efecto antimicético exhibido por los CPE frente a C. albicans no presentd ningin
tipo de correlacién con las propiedades fisicoquimicas. Para A. brasiliensis y P.
rubens, las variables que demostraron una buena correlacion de relacion directa,
con los estudios de actividad, realizados mediante recuento de UFC viables, a pH
6,0, fueron “solubilidad”, p-C y las dos variables de liberacion. La causalidad de la
correlacion con p-¢ se adjudico a la interaccion entre las cargas positivas de los
CPE con las estructuras cargadas negativamente de la superficie y membrana
plasmatica de los hongos, mientras que, la causalidad de las dos variables de
liberacién se asocié con la mayor disponibilidad del activo para ingresar a la célula.

Recomendaciones

& Con el fin de profundizar en los hallazgos asociados a la actividad antimicética que
exhibieron los CPE y el ionédmero EuClig frente a los microorganismos Candida
albicans, Aspergillus brasiliensis y Penicillium rubens en la presente investigacion,
se recomienda realizar estudios especificos de microscopia electrénica y de
citometria de flujo, en aras de determinar el efecto de los sistemas polielectrolito en

la pared celular y/o la membrana plasmatica de los microorganismos.

& Evaluar otros métodos de obtencion de los CPE (que sean escalables), como la
extrusion por fusion o el secado por aspersion, con el fin de corroborar que producto
del cambio en el método de obtencién no se alteran las propiedades fisicoquimicas,

ni la actividad antimicética de los complejos.

& Realizar un estudio semejante al de la presente investigacion para los CPE mas

promisorios, que evalle la actividad antibacteriana.

& Determinar si producto de la complejaciéon del AB con EUE, se disminuye el efecto
de algunas de las conocidas desventajas del preservante que limitan su uso, como

la sensibilizacion.



Anexo A: Espectros IR de los complejos
restantes
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Figura A 1 Espectros IR de los complejos EuB2sClzs, EUB25Clso, EuBso, EUB50Clos,
EUBsoC|5o, EuBy7s, EuB75CI25y EuBso, EUB10.
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Anexo B: Activacion de las cepas y
preparacion de inéculos.

A continuacion, se presenta la metodologia al respecto.

1. Activacién de las cepas.

Para la activacion de las cepas utilizadas se siguieron las instrucciones del fabricante, para
ello se realiz6 la siembra del hisopo impregnado con la muestra comercial en placas con
el respectivo agar de cultivo (AA19 para la levadura y PDA para los hongos filamentosos),
las cuales fueron incubadas asi: 24 horas y 35°C para C. albicans; y cinco dias a 25°C
para A. brasiliensis y P. rubens. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se realizé
un segundo repique, el cual fue realizado de manera semejante al inicial. Del crecimiento
en placa de los microorganismos en el segundo repique, se obtuvo la dispersion de
levaduras o de esporas en agua pectonada, a la que se le adicion6 como agente
crioprotector glicerol en una proporcion de 30% v/v para la obtencién de las cepas de

reserva, y se congelé a una temperatura de -5°C.

2. Preparacion de inéculo de C. albicans.
Se sembrd una alicuota procedente de las cepas de reserva en una placa con agar
antibiético 19 y se incubd por veinticuatro horas a una temperatura de 35°C. Se prepar6 el
in6éculo “picando” cinco colonias de diametro aproximado de un milimetro de la superficie
de la placa y se suspendieron en agua estéril. La dispersion se homogeniz6 por quince
segundos haciendo uso de un agitador vortex (IKA® Vortex Genius 3), luego se ajusto la
concentracion de esporas con ayuda de hemocitometro (cAmara de Neubauer) previa

adicion de azul de metileno para la tincion de las células.
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3. Preparacién de indculo de los hongos filamentosos.

Se procedié de manera semejante que para la levadura: inicialmente se sembré una
alicuota de la cepa de reserva en el agar de papa y dextrosa (PDA) y se incubd por cinco
dias a 25°C, este medio indujo la formacién de las esporas. Para facilitar su recoleccion,
se introdujo el asa de cultivo en Tween 20 y se pasO por encima de estas. Luego se
resuspendieron en agua, se dejaron sedimentar las particulas durante tres a cinco minutos
y se transferid el sobrenadante a otro tubo, que fue homogenizado por quince segundos
con ayuda del agitador vortex (IKA® Vortex Genius 3). Con la cAmara de Newbauer se
ajusto la concentracion de esporas.
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