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Resumen

Las interacciones electrostaticas entre un polielectrolito y una molécula ionizable conducen
a la formacion de un complejo polielectrolitico (CPE), cuyas propiedades fisicoquimicas se
diferencian de los materiales de partida. Estas propiedades han sido aprovechadas en el
campo farmacéutico y cosmético, con propésitos como la estabilizacion de moléculas y la
mejora de la actividad. El objetivo de este estudio fue caracterizar las propiedades
fisicoguimicas y antimicrobianas de CPEs obtenidos entre el Eudragit E100 (Eu) y los
acidos benzoico, salicilico y 4-hidroxibenzoico, con diferentes proporciones
estequiométricas de neutralizacién y producidos mediante extrusion por fusion (HME) y
secado por aspersion (SD). Con base en diagramas de fases y un disefio estadistico
experimental, se establecieron las condiciones operacionales de las dos metodologias. Las
interacciones intermoleculares fueron evidenciadas mediante espectroscopia infrarroja por
transformada de Fourier (FTIR), espectroscopia de fotoelectrones de rayos X (XPS) y
difraccion de rayos X en polvo (XRPD). Las propiedades fisicoquimicas temperatura de
transicion vitrea, desplazamiento quimico del N1s, solubilidad cualitativa, pseudo potencial
zeta (F-{) y el comportamiento de liberacion, fueron dependientes de la constitucion del
CPE y de la metodologia de obtencion. La actividad antimicrobiana de los CPEs sobre
E.coli, S.aureus y C.albicans fue superior en comparacién con los materiales de partida, a
pH 6.0 y 6.9. La correlacion entre el F- y la actividad antimicrobiana demostr6 relacion
directa, independiente del pH y la metodologia de obtencion. Dicha relacion es atribuida a
la interaccién entre la carga de los CPEs y los componentes de la superficie de la membrana
celular, que corresponde al principal mecanismo de accién que fue determinado para estos
sistemas. El mayor espectro de accion y su mayor actividad en un rango mas amplio de pH,
hace que estos complejos puedan ser considerados como una nueva alternativa frente a

los preservantes existentes, con aplicacién en el campo farmacéutico y cosmético.

Palabras clave: Complejos polielectroliticos, secado, extrusién, actividad

antimicrobiana, preservantes.



Abstract

Evaluation of the physicochemical and antimicrobial behavior of complexes with
polyelectrolytes

Electrostatic interactions between a polyelectrolyte and an ionizable molecule led to the
formation of a polyelectrolyte complex (PEC), whose physicochemical properties differ from
the starting materials. These properties have been applied in the pharmaceutical and
cosmetic fields, for purposes such as stabilizing molecules and improving activity. The
objective of this study was to characterize the physicochemical and antimicrobial properties
of PECs obtained between Eudragit E100 and benzoic, salicylic, and 4-hydroxybenzoic
acids, with different stoichiometric proportions of neutralization and produced by hot-melt
extrusion (HME) and spray drying (SD). Based on phase diagrams and an experimental
statistical design, the operational conditions of the two methodologies were established.
Intermolecular interactions were evidenced by Fourier transform infrared spectroscopy
(FTIR), X-ray photoelectron spectroscopy (XPS), and X-ray powder diffraction (XRPD). The
physicochemical properties, glass transition temperature, N1s chemical shift, qualitative
solubility, pseudo zeta potential (F-), and release behavior were dependent on the
constitution of the PEC and the production methodology. The antimicrobial activity of the
PECs on E.coli, S.aureus, and C.albicans was superior compared to the starting materials,
at pH 6.0 and 6.9. The correlation between F-{ and antimicrobial activity showed a direct
relationship, independent of pH and the methodology of obtaining. This relationship is
attributed to the interaction between the charge of the PECs and the components of the cell
membrane surface, which corresponds to the main mechanism of action that was
determined for these systems. The greater spectrum of action and their greater activity in a
wider range of pH make that these complexes could be considered as a new alternative to

existing preservatives, with application in the pharmaceutical and cosmetic fields.

Keywords: Polyelectrolyte complexes, drying, extrusion, antimicrobial activity,

preservatives.
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Introduccioén

La gran mayoria de productos farmacéuticos y cosméticos son susceptibles a la
contaminacién microbiana, produciendo alteraciones fisicoquimicas y representado un
riesgo al usuario. Para prevenir esto se adicionan preservantes los cuales son compuestos

quimicos que eliminan o inhiben el crecimiento de microrganismos (1).

Un preservante antimicrobiano no debe ser téxico, se espera que tenga buena solubilidad
en agua y un amplio espectro de accién con relacion al rango de pH. Esta Ultima
caracteristica es muy importante, porque el valor de pH de los productos, ya sean
farmacéuticos o0 cosméticos, presentan restricciones en este aspecto (2). Algunos
preservantes antimicrobianos han sido modificados quimicamente para mejorar sus
caracteristicas y ser mas efectivos, como lo fue el caso de los parabenos obtenidos por la
esterificacion del acido p-hidroxibenzoico, remplazando a los acidos benzoico y salicilico,

los cuales tienen limitado su empleo a un pH menor a su valor de pKa (3).

Los parabenos son los preservantes mas utilizados a nivel mundial debido a su bajo costo
y amplio espectro de acciéon antimicrobiana (4). En los Ultimos tiempos en el campo
cosmético se ha restringido su uso (5), por el surgimiento de estudios que los clasifican
como disruptores endocrinos (6), generando la necesidad de buscar nuevas posibilidades

de preservacion.

Se disponen de diferentes alternativas a los preservantes convencionales para mantener
preservado un producto, entre las que se destacan, el empleo de aceites y extractos
naturales (7), azucares (8), nanoparticulas de metales (9) y la aplicacion de otras
estrategias como la reduccion de la actividad de agua (10), la modulacién del efecto
osmotico (11) y el uso de envases con cierres especiales que evitan la contaminacion
durante el uso (12). La formacién de complejos polielectroliticos (CPES), se considera otra
opcion, ya que permite la modificacion de propiedades de moléculas de interés, lo que
podria aplicarse al campo de moléculas preservantes, posibilitando la mejora en el espectro

de accién y en la disminucion de sus limitaciones (13).



La complejacién con polielectrolitos (PEs) ha sido descrita y empleada para diferentes
aplicaciones, siendo la mas conocida la de controlar la liberacion de activos, a partir de la
formacion de sistemas polielectrolito-farmaco (14-20). Los estudios de complejacion con
agentes preservantes han sido escasos y poco divulgados en la literatura cientifica, dado

gque en su mayoria los productos obtenidos son patentados.

La formacién de complejos con polielectrolitos es una de las lineas de investigaciéon del
grupo SILICOMOBA, del Departamento de Farmacia de la Universidad Nacional de
Colombia, grupo en el que se desarroll6 este estudio. Trabajos previos en el grupo sobre
CPEs con acido benzoico a escala laboratorio (21,22), constituyen la base de esta tesis. En
esta investigacion se continud trabajando con estos sistemas preservantes, empleando los
métodos de secado por aspersion y extrusion por fusion, partiendo del polielectrolito
Eudragit E100 (Eu) y los acidos benzoico (AB), salicilico (AS) y 4-hidroxibenzoico (AHB),
como contraiones (no empleados de manera simultanea), sistemas a los que se les
determind algunas propiedades fisicoquimicas y su actividad antimicrobiana, con el

proposito de desafiar la siguiente hipotesis:

“Es posible mejorar las propiedades fisicoguimicas o la actividad antimicrobiana de
los acidos benzoico, salicilico y 4-hidroxibenzoico mediante la complejacion con un
polielectrolito catidonico, obtenidos mediante las metodologias de secado por

aspersion y extrusion por fusién”.



Objetivos

Objetivo general

Evaluar el comportamiento fisicoquimico y antimicrobiano de complejos obtenidos por
interaccion entre un polielectrolito catibnico y moléculas acidas con actividad preservante,

relacionadas estructuralmente.

Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones de obtencion de complejos entre un polielectrolito catiénico
y cada uno de los siguientes &acidos: benzoico, salicilico y 4-hidroxibenzoico,
empleando las metodologias de secado por aspersién y extrusion por fusion.

2. Evaluar la influencia del &cido utilizado y del método de obtencion sobre las

propiedades fisicoquimicas de los complejos estudiados.

3. Evaluar la influencia de las variables mencionadas sobre la actividad antimicrobiana de

los complejos seleccionados.
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1. Aspectos teoricos

1.1 Polielectrolitos

El término polielectrolito (PE) designa una clase de compuestos macromoleculares que,
cuando se disuelven en un disolvente con alta constante dieléctrica (generalmente agua),
se disocian espontaneamente generando cargas puntuales distribuidas a lo largo de la
cadena (23). Los PEs que pueden tener grupos acidos o basicos en su estructura, tienen la
capacidad de establecer un equilibrio quimico entre las especies disociada y no disociada
en la solucion (24), facilitando asi las interacciones con moléculas con carga contraria. Hay
que tener en cuenta que tanto en el estado sélido como en los disolventes apolares, los
contraiones de baja masa molar (CBMM) estan fuertemente unidos a los grupos ionizables
del polimero y la cadena no tiene carga neta, pero en solucién acuosa, los residuos iénicos
son solvatados y los CBMM adquieren mayor movilidad, de manera similar a la disolucion

de una sal simple de masa molar baja (23).

Los PEs pueden ser clasificados de diferentes maneras: segin su origen, en naturales,
sintéticos y modificados quimicamente (semisintéticos); de acuerdo con su composicion
estructural, en homopolimeros y copolimeros; segun su arquitectura molecular, en lineales,
ramificados y entrecruzados; por su electroquimica, en &cidos (anionicos), basicos
(catiénicos) y anfolitos (zwiteridnicos); y basados en su solubilidad, en insolubles (resinas
de intercambio ionico) y solubles (polimeros hidrofilicos dispersables) (24). Algunos PEs

importantes, clasificados segln su origen, se relacionan en la Tabla 1-1.

Tabla 1-1 Polielectrolitos mas empleados en el campo farmacéutico y su carga, clasificados
de acuerdo con su origen (24).

Nombre Categoria (basado en la carga)

Polielectrolitos naturales

Acidos nucleicos Polianion
Poli (L-lisina) Polication
Poli (L-glutdmico acido) Polianion
Carragenina Polianion
Alginatos Polianion
Acido hialurénico Polianion
Pectina Polianién

Biopolimeros modificados quimicamente
Derivados de quitosano Polication




Derivados de celulosa Polianién o policatién
Almidones modificados Polianion o policatién
Derivados de dextrano Polianion o polication
Polielectrolitos sintéticos

Poli (vinil-bencil-trialquil-amonio) Polication

Poli (4-vinil-N-alquil-piridina) Polication

Poli (acriloilo- oxialquil-trialquil amonio) Polication

Poli (acrilamido-alquil-trialquil amonio) Polication

Poli (dialil-dimetil-amonio) Policatién

Poli (acido estireno sulfénico) Polianién

Poli (&cido vinil sulfénico) Polianién

Poli (acido acrilico o metacrilato) Polianién o policatién
Poli (acido itacénico) Polianion

Acido maleico / dialiamina copolimero Polianfolito

1.2 Complejos polielectroliticos

Cuando se da la interaccion entre un PE con una molécula organica de bajo peso molecular
y de carga opuesta, se forma un complejo polielectrolitico (CPE). De otro modo, cuando un
PE interactla con otro PE genera un complejo interpolielectrolitico (CIPE)(25). Pueden
existir varios tipos de CPEs tales como: PE-PE, PE-farmaco, PE-farmaco-PE, PE-proteina
y PE-surfactantes, entre otras (26). De acuerdo con el tipo de moléculas que conforman al
complejo, en todos los casos las interacciones electrostaticas constituyen las principales
fuerzas de atraccion; sin embargo los enlaces de hidrégeno, las fuerzas i6n-dipolo y las
interacciones hidrofébicas, frecuentemente juegan un papel determinante en la estructura

final del complejo (27).
Para la obtencion de los CPEs se pueden emplear alguno de los siguientes tres métodos:

- El método en solucién, el cual es ampliamente utilizado en la sintesis de CPEs, donde
los PEs y otras moléculas estan completamente disueltas en solventes o en agua antes
de que se mezclen entre si, dandose la formacion por la interaccion electrostatica entre
las cargas de las moléculas (ionizadas o no), en solucién (28,29). En este método los
solventes pueden ser evaporados para obtener el CPE en estado sdélido, caracteristica
gue lo hace facilmente adaptable al sistema de secado por aspersion.

- El' método de extrusion por fusion, el cual usa una extrusora que funde y mezcla el PE y

las moléculas sin necesidad de solventes, y es de alto rendimiento a nivel industrial (30).
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- ElI método de autoensamblaje capa por capa, donde se depositan capas sucesivas de
polimeros catiénicos y aniénicos sobre un sustrato sélido (p. ej. particulas de silice), las
capas son estabilizadas por las fuerzas electrostaticas en el CPE, dando la posibilidad
de que moléculas organicas con carga puedan incorporarse en las multiples capas que

se forman (31).

De los métodos mencionados, los dos primeros fueron los que se emplearon en esta tesis.
Los CPEs pueden formarse usando relaciones estequiométricas que generen 0 no
“entidades quimicas” electroneutrales, siendo esto de suma importancia porque junto a las
propiedades intrinsecas del PE determinan las caracteristicas del CPE formado (32).
Cuando no se neutralizan todos los grupos ionizables, por lo general se obtienen CPEs mas
solubles en agua y con carga. Esto sucede cuando la formacién es en dispersion, y
depende de las condiciones de concentracion de la sal y de las cantidades de poliiones que

estén interactuando en la formacién del complejo (33,34).

1.3 Formacion de complejos polielectroliticos

En cuanto a la formacién de un CPE, se tiene en cuenta la carga del PE, la constante
dieléctricay la fuerza idénica del medio; existen diferentes teorias que explican lo que ocurre.
Los planteamientos de Flory-Huggins (un enfoque basado en el campo medio) y de Debye-
Hickel (basados en enfoques termodinAmicos estadisticos), son las teorias mas

frecuentemente utilizadas (35).

En el enfoque de Debye-Hickel, las interacciones entre cargas del mismo signo causan la
auto repulsién intramolecular que influye en la interacciéon y estructura del PE. El enfoque
de Flory-Huggins se basa en la teoria de campo medio y la “calidad del solvente”, donde un
buen solvente causa una extension del PE y un mal solvente causa la separacion de fases
(intra e intermolecular, dependiente de la concentracién). Segun ambas teorias, se puede
decir que la cadena principal del PE se repele entre si, sin embargo, la fraccion cargada del
polimero determina el tipo de interacciébn que va a ocurrir con el contraion. Cuando la
fraccion cargada es baja, la repulsion es el proceso dominante y la solucion se separa en
dos fases, mientras que cuando hay partes altamente cargadas del PE, las interacciones
de atraccion electrostatica entre el PE y la molécula de carga opuesta son dominantes y

llevan a la formacién del complejo (36); el aumento de la entropia debido a la liberacion de



contraiones es una de las principales fuerzas impulsoras que determina la espontaneidad
del proceso (37). De acuerdo con lo anterior y con estudios experimentales recientes se
avala lo expuesto por Miiller et al., 2011, quien explica que el proceso de formacion del CPE
se da por la constitucion rapida de particulas primarias, seguido por su agregacion para

dar lugar a particulas secundarias de mayor tamafio (38).

Para los complejos de interés en esta investigacion, la formacién del CPE involucra un PE
y una molécula organica pequefia con cargas opuestas, los grupos acido y basico generan
una interaccién produciéndose asi una dispersién estable (39). En la Figura 1-1 se ilustra
la formacién de un CPE a partir de un PE cationico y una molécula organica (acido).

Figura 1-1 Formacién de un CPE a partir de un PE y un &cido organico (modificado de
Kindermann, 2011) (40).

Polielectrolito Acido

R ° oH 9 OH
R
N
/N

/N\ HaC CHs

HsC CH;

La interaccion de un PE acido o basico con moléculas organicas de menor tamafio que
también son electrolitos débiles, produce una alta proporcion de condensacion contraidnica.
La Ecuacion 1-1 representa los equilibrios que involucran los grupos acidos de un PE

(RAH), con los grupos basicos de una molécula organica de menor tamafio (B).

RAH + B & RA™ + BH* & [RA™BH"] (1-1)
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Donde B y BH" son las especies neutras y protonadas de la molécula organica de menor
tamano, RAH y RA™ representan las fracciones no disociadas y disociadas de los grupos
laterales del PE,y [RA~BH*] la fraccion condensada de iones opuestos (41). Los equilibrios
descritos en la Ecuacién 1-1 pueden verse afectados por factores como: el pH, la fuerza
iGnica del medio de reaccion, la densidad de cargas y su distribucién en los polimeros, las
cantidades de los componentes en la mezcla, el orden de adicién de los componentes, el
tiempo de interaccion antes del secado, la ubicacion de los grupos iénicos en los PE, el
grado de ionizacion y la flexibilidad de la cadena polimérica (42,43). La Ecuacion 1-2
presenta la forma de calcular la constante de union o afinidad, K, a partir del equilibrio
mostrado en la Ecuacion 1-1 (44):

__ [RATBHT]
~ Toliran] 2

De manera mas especifica, para un PE catiénico y un activo acido (AH), como los que se
estudiaron en la presente investigacion, los equilibrios que se presentan son los de la Figura
1-2 (15), en donde PEH" es el PE protonado y PEH*A- corresponde al par iénico formado,
que representa la manera en la que se espera se encuentre la mayoria del compuesto acido
(AH) (45,46). A partir del conocimiento de esta distribucién de especies es posible calcular

la concentracion de interés.

Figura 1-2 Equilibrios involucrados en la formacién de un CPE cuando el PE es catidnico.

PE+ H* & PEA* Paso 1
AH & A~ + H* Paso 2
PE + AH & [A"PEH™] Paso 3

La formacion de un CPE con moléculas con actividad bioldgica con caracteristicas acidas,
de acuerdo con lo presentado en la Figura 1-2, abre la posibilidad de estudiar CPEs con
agentes preservantes que sean de esta naturaleza quimica, siendo este campo especifico
en el cual se buscoé profundizar. A continuacién, se destacan algunos de los aspectos mas
importantes de los agentes preservantes, relevantes en el disefio de productos cosméticos

o farmacéuticos.



1.4 Agentes preservantes

El término preservante se define como un agente quimico natural o sintético que evita la
descomposicién de un producto por crecimiento microbiano (47). Se utilizan en la
fabricaciébn de medicamentos, cosméticos y alimentos, ademas de pinturas y otros bienes
de consumo, por sus propiedades antibacterianas individuales (destruir e inhibir el

crecimiento de bacterias) o antifingicas (destruir e inhibir el crecimiento de hongos) (48).

Los preservantes se utilizan especialmente en preparaciones liquidas y semisdlidas, ya que
estas generan un medio excelente para el crecimiento de microorganismos tales como
hongos, levaduras y bacterias. Incluso en algunas preparaciones estériles, como soluciones
oftalmicas se requiere de la adicién de un preservante para mantener las condiciones
asépticas durante todo el tiempo de vida util y especialmente durante su uso (49). En el
caso de un producto cosmético, su composicion y estabilidad son de especial relevancia en
la vida diaria, ya que, en la sociedad actual, el culto a la belleza ha adquirido su maxima
expresion y se considera sinbnimo de éxito y de felicidad. Esta presion sociocultural,
transmitida y potenciada por los medios de comunicacion y la publicidad, ha propiciado el
consumo masivo de este tipo de productos (50). Debido a este uso mas frecuente, los
preservantes cobran una mayor importancia por su posibilidad de generar reacciones de
sensibilizacion y efectos indeseables. Por lo tanto, la concentracion de preservantes
afadidos al producto juega un papel clave siendo la concentracién minima inhibitoria (CMI),
unos de los aspectos de mayor relevancia (2), que se espera pudieran disminuirse para los

preservantes acidos estudiados en esta investigacion.

Los agentes preservantes pueden agruparse en clases quimicas, de acuerdo con el grupo
funcional predominante presente en su estructura molecular, como se indica en la Tabla 1-
2.

Tabla 1-2 Clasificacion general de los agentes preservantes mas utilizados (2).

Grupo Preservante
Acidos organicos, sus sales y Acido dehidroacético y sus sales, acido sérbico, acido
ésteres. salicilico, acido propibnico y sus sales, acido benzoico,

sus sales y ésteres alquilicos, acido 4-hidroxibenzoico,
sus sales y ésteres (metilparabeno, etilparabeno, etc).
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Grupo Preservante
Aldehidos y compuestos quimicos Oximetileno o formalina, imidazolidinil urea, diazolidinil
liberadores de formaldehido. urea, hidroximetilglicinato sédico y bencilhemiformal.
Aminas, amidas, piridinas y sales de  Triclocarban, hexamidina, dibromo hexamidina,
benzalconio. dibromopropamidina, clorhexidina, cloruro de

benzalconio, metenamina, Quaternium-15, piritiona
sédica, cloruro de cetilpiridinio.

Fenoles y derivados. Fenol, o-fenilfenol, p-cloro-m-cresol, o-cimen-5-ol,
clorofeno y triclosan.
Alcoholes y derivados. Fenoxietanol, fenoxiisopropanol, alcohol

diclorobencilico, alcohol bencilico, clorobutanol, 2-
bromo-2-nitropropano-1,3-diol.

Derivados del imidazol. Climbazol, DMDM hidantoina, imidazolidinil urea y
diazolidinil urea.
Otros preservantes. 5-Bromo-5-nitro-1,3-dioxano (bronidox), metildibromo

glutaronitrilo, metilcloroisotiazolinona y
metilisotiazolinona.

Aunque se tenga una variedad de preservantes, la eleccion no es facil dadas las
restricciones de los entes reguladores y las limitantes del producto (ya sea farmacéutico o
cosmético), como son el pH, color, compatibilidad, via de administracién o sitio de
aplicacién. Las anteriores restricciones hacen dificil encontrar en un mismo compuesto
todas las caracteristicas 6ptimas. Para el caso de la FDA la lista de preservantes aprobados
es bastante reducida y la posible inclusiéon de nuevas moléculas en un futuro cercano es
improbable, debido a las miltiples exigencias reglamentarias para su aprobacion, ya que
se trata de sustancias que dependiendo del tipo de producto pueden llegar a tener una
ingesta o un uso cronico (51). Por tal razén, el desarrollo de “nuevos preservantes” a partir
de CPEs es una alternativa promisoria, ya que se logran modificar caracteristicas
fisicoquimicas de preservantes aprobados, dando la posibilidad de darles una “nueva vida”
a excipientes de esta naturaleza que presentan limitaciones en su aplicacién; para este

estudio con posible aplicacién en el campo cosmético.

1.5 Sistemas desarrollados

Los sistemas desarrollados en este trabajo fueron CPEs conformados por un PE catiénico
y moléculas organicas de menor tamafio con actividad antimicrobiana. Basados en
investigaciones previas (46,52-59), se seleccion6 como PE al Eu, porgue ha demostrado

mejorar caracteristicas fisicoquimicas y de liberacion de las moléculas complejadas.

Los agentes preservantes antimicrobianos empleados fueron el AB, partiendo de las

investigaciones realizadas por Dallos (2019), quien estudié a escala laboratorio, la
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influencia de diferentes relaciones estequiométricas de este acido y el PE sobre las
propiedades fisicoquimicas y antimicéticas de diez CPEs (21). En la presente tesis, ademas
del AB se estudiaron otros acidos relacionados en cuanto a la estructura guimica como son,
el AS y el AHB, con el fin de evaluar su influencia sobre las propiedades fisicoquimicas y
de actividad de los complejos, obtenidos mediante secado por aspersion y extrusion por

fusion.

1.6 Propiedades de los compuestos quimicos empleados
en la obtencion de los complejos polielectrolitos

1.6.1 Eudragit E100

El Eu es un polimero catiénico preparado mediante la copolimerizacion de metacrilato de
2-dimetilaminoetilo, metacrilato de butilo y metacrilato de metilo en una relacion molar de
2:1:1 (Figura 1-3) (60,61). Es un sdlido (granulos) de color amarillo, con olor caracteristicos
parecido al de una amina (61-63). Se emplea principalmente para formar peliculas de
recubrimiento solubles en medio gastrico (64). Posee un peso molecular promedio
aproximado de 47000 g/mol, valor alcalino de 180 mg KOH/g de polimero (65) y su

temperatura de transicion vitrea (T,) es de 48,5°C (66).

Figura 1-3 Estructura quimica del polielectrolito Eudragit E100 (60,61).

CH; CH; CH;
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1.6.2 Acido benzoico

El AB es un sélido cristalino blanco, su actividad como antifiingico se demostré por primera
vez en 1875 (67). Se emplea como preservante en alimentos, productos farmacéuticos y
cosmeéticos, y pierde su actividad a valores de pH superiores a 5,0. Esto se sustenta en su
valor de pKa el cual es de 4,2, lo que implica que a este valor de pH sélo se contaria con el

50% de la especie &cida, que es la responsable de la actividad (68).

1.6.3 Acido salicilico

El AS se encuentra como cristales aciculares o polvo blanco cristalino. Se emplea a
menudo, en combinacion con AB y otros agentes antimicoticos, para el tratamiento topico
de infecciones fangicas. ElI AS tiene poca actividad antibacterial, pero se ha buscado
mejorarla como se muestra en la investigacion de Yang et al., 2016, en la que se aumento
su actividad empleando microencapsulacion (20). Este acido tiene actividad queratolitica y
afecta procesos metabdlicos en las células como el consumo de oxigeno, la funcion

mitocondrial y en algunos casos la transcripcion de genes (68—70).

1.6.4 Acido 4-hidroxibenzoico

El AHB es un polvo cristalino granular blanco. Es un antimicético clasico pero muy poco
utilizado, aunque también se ha usado como agente saborizante (71). Se emplea
principalmente como base para la preparacién de sus ésteres, conocidos como parabenos,

que se utilizan como preservantes en diferentes tipos de industrias (72).

En la Tabla 1-3 se muestran las estructuras quimicas y algunas de las propiedades

fisicoquimicas de los &cidos estudiados.

Tabla 1-3 Propiedades fisicoquimicas de los acidos empleados en este estudio.

Propiedades

Peso Punto pKa Solubilidad Log P Estructura
molecular de (25°C) en agua guimica
(g/mol) fusion (mg/ml)
0
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Acido benzoico 122,12 122,4 4,19 3,4 1,87

2 (67,73)

Acido 138,12 2145 4,54 5,0 1,58

4-hidroxibenzoico

HO

2(71,74)

Acido salicilico 138,12 158,0 2,97 2,2 2,26

HO

o
I

(75,76)

1.7 Estado del arte

Los CPEs se han estudiado con diversas aplicaciones, y especificamente en el campo
farmacéutico, estas se han direccionado principalmente a los sistemas de liberacion de
sustancias activas. En la literatura cientifica se ha profundizado ampliamente sobre las
propiedades fisicoquimicas de los CPEs, obtenidos por diferentes métodos y utilizando
diferentes materiales de partida, no obstante, los estudios no han analizado como varian
estas propiedades en funcién del cambio de estructura quimica cuando se complejan
compuestos quimicamente relacionados. En cuanto a la aplicacion de los CPEs como
sistemas de liberacién de preservantes, ha sido una funcionalidad muy poco investigada en
los campos farmacéutico y cosmético, encontrando algunos estudios en el campo
alimenticio, en los que se ha explorado, por ejemplo, el disefio de sistemas de liberacién

modificada de conservantes para la obtencion de envases activos (77,78).

En la Tabla 1-4 se presentan algunas investigaciones en las que los CPEs han sido
estudiados como sistemas para la liberacion de compuestos con actividad antimicrobiana,
que podrian considerarse como punto de referencia para el desarrollo del sistema
preservante, resaltando que en estos casos la aplicacion estd enfocada hacia
enfermedades infecciosas.

Tabla 1-4 Complejos con polielectrolitos como sistemas de liberacién de compuestos con
actividad antimicrobiana.

Polielectrolito Compuesto Método de Efecto dado por el
sintesis complejo

Pais

Carboximetilcelulosa Polimero de cloruro Evaporacion del  Se obtuvo un CPE que China (79)

de guanidinio. solvente. aumenta la resistencia
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del papel al agua 'y
ademas proporciona
actividad antimicrobiana.

Alginato (Alg) / N,N,N-
trimetilquitosano

Acido cafeico.

Evaporacion del
solvente.

Nucleo revestido con
CIPE, liberacién
modulada.

Bulgaria (80)

Carboximetilcelulosa Polimero basado Evaporacion del  La formacion del CIPE Canada (81)
en guanidina. solvente. mejora la actividad de la
guanidina.

Unipectine™ Lisozima. Evaporacion del  Limitacion de los sitios Francia (82)
solvente (secado activos de la enzima.
por aspersién).

Quitosano / Copolimero Nanoparticulas de  Evaporacion del  Se obtuvo una pelicula India (83)

de acrilamida plata. solvente. de un CIPE, cargado con

nanoparticulas de plata
con actividad
antimicrobiana.

e-poli-I-lisina Dioctil Evaporacion del  Actividad antibacteriana.  China (84)

sulfosuccinato solvente.
sadico.

Acido hialurénico Colistina Evaporacion del  Actividad antibacteriana.  Federacion
solvente (secado Rusa (85)
por aspersion).

Quitosano / Alginato Aceite esencial de  Método en Actividad antibacteriana.  Iran (86)

de sodio menta solucion.

Para los desarrollos tecnol6gicos que tienen como punto de partida a los CPEs que incluyen
compuestos quimicos con actividad antimicrobiana, es mas frecuente encontrar informacion
en patentes de invencion que en articulos cientificos. Su aplicacion se da hacia diferentes
campos como la construccion, los materiales biomédicos, los alimentos, la industria textil,
etc. En la Tabla 1-5 se presenta un recuento cronoldgico de algunas patentes relacionadas
con CPEs empleados como sistemas preservantes y, ademas, cémo han variado las
aplicaciones de las invenciones a través del tiempo, pasando de ser sistemas
antimicrobianos con una Unica funcion a ser sistemas polifuncionales y con aplicaciones
biomédicas especificas.

Tabla 1-5 Patentes de invencidon con complejos con polielectrolitos empleados como
preservantes.

Numero Patente Producto patentado Solicitante Pais Afio

1142629 CPE de preservacion para ROHM & HAAS EUA 1969
dispersiones o emulsiones. (87)

EP0528035 Agente antibacterial contenido en latron Laboratories, Japon 1993
un CPE. Inc (88)

53300287 Novedoso polimero antimicrobiano, Alcon Laboratories, EUA 1994
conservante cosmeético y Inc. (89)

farmacéutico.
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Numero Patente Producto patentado Solicitante Pais Afio

5578598 Un agente antimicrobiano incluido latron Laboratories, EUA 1996
en un CPE. Inc (90)

6017561 Composicién limpiadora con The Clorox Company EUA 2000
actividad germicida, que incluye (91)
una molécula cuaternaria y un
polimero aniénico.

W02004100664  Composicion que esta formada por  Arch UK Biocides EUA 2004
un copolimero &cido y un agente Limited (92)
antimicrobiano, para inhibicién de
crecimiento de microorganismo
sobre superficies.

20060183822 Composicion que contiene un Connolly Bove Lodge EUA 2006
copolimero anfolitico y un CPE, & Hutz Llp. (93)
para aplicaciones cosméticas y
recubrimientos de farmacos.

20070243237 Pelicula de recubrimiento delgada Khaled, Mazen etal. EUA 2007
gue es un CPE, el cual se aplica a (94)
materiales teniendo propiedades
biocidas.

20080206293 Apd@sitos para heridas y un agente Quick-Med EUA 2008
bioactivo (doxiciclina). Technologies, INC. (95)

9352068 CPE como material para la The Florida State EUA 2016
proteccion de heridas. University Research  (96)

Foundation, Inc.

8545862 Polielectrolitos aniénicos se utilizan  Quick-Med EUA 2013
como agentes de union para Technologies, Inc. 97)
reducir la solubilidad de
polielectrolitos catidnicos
antimicrobianos.

9,273,220 Composiciones acuosas de CPEs The Clorox Company EUA* 2016
con tensioactivos que contienen (98)

opcionalmente, agentes biocidas u
oxidantes, que pueden
proporcionar proteccién de la
superficie de los articulos tratados.

* EUA = Estados unidos de América

En cuanto a la evaluaciéon del método de obtencién de CPEs, ésta ha sido abordada

superficialmente, ya que las investigaciones se han enfocado principalmente en la

modificacion del comportamiento de liberacion o de la solubilidad de la molécula que se

desea complejar, mas que en la metodologia de obtencién.

Los sistemas obtenidos por secado por aspersion (Spray Dry, SD) y por extrusion por fusién

(Hot melt extrusion, HME), en la mayoria de las investigaciones han sido estudiados para

evaluar aplicaciones de los CPEs como trasportadores de farmacos (99—-105). Aunque se

pueden encontrar investigaciones donde se evalla la actividad antimicrobiana del CPE o la

de un preservante que ha sido incluido en la matriz de este, las metodologias empleadas
son diferentes a HME y SD (106-112).
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2. Obtencion de los complejos

Los complejos polielectroliticos se pueden obtener después de su formacién en dispersion
(hidrogeles) o en estado sodlido, lo que dependera de la metodologia empleada y de la
aplicacion buscada (113). La seleccion de la metodologia de obtencion del CPE, depende
en gran medida de las caracteristicas fisicoquimicas del PE y del ingrediente farmacéutico
activo (IFA) y va a influir de manera importante en las propiedades finales del complejo (29).
En la Figura 1-4 se muestran los métodos empleados para la obtencion de CPEs y CIPEs,
en los que los materiales de partida pueden estar en solucién o en estado sélido. Aunque,
la mayoria de los procedimientos mostrados en la Figura 2-1 tienen en dispersion los
materiales de partida, al final los sistemas son llevados al estado sélido. Los procedimientos
de extrusion por fusién y Kinetisol® (que se explica mas adelante), parten de materiales en
el estado sélido, lo cual trae algunas ventajas con respecto a los otros procedimientos como

el no uso de solventes orgénicos y la produccién continua a escala industrial (114,115).

Kinetisol® es una tecnologia de alto cizallamiento adaptada de la industria del plastico, que
opera segun el principio de fusién para preparar dispersiones sélidas. Esta técnica implica
un principio combinatorio novedoso de fuerza cortante y friccion para la transformacion
rapida de la mezcla en un estado fundido para producir una dispersion solida homogénea
(116). Aunque las investigaciones demuestran potencial de la tecnologia para la produccion
de dispersiones sdlidas en la industria farmacéutica, no hay investigaciones que detallen

cémo impacta la tecnologia en el desarrollo de CPEs.
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Figura 2-1 Métodos de obtencion de complejos polielectroliticos, adaptado de Olivera 2017
y Mendonsa 2020 (113,117).

Polielectrolito en Polielectrolito en Polielectrolito en IFA en
dispersién [ | dispersién dispersién solucién
CIPE en Y Hidrogel
dispersién PE-IFA
CPE
Autoensambleje CPE de
capa por capa baja solibilidad
<
0 |
O
, ., |
- Secado por aspersion| | jofjlizaciébn ~ Coacervacion

Evaporacién de solvente

Productos -
Sélidos - Filtracion
t Kinetisol® |
. B Polielectrolito + IFA
Extrusion por fusion Sélidos

En este estudio se aplicaron dos metodologias, la de secado por aspersién (partiendo de
los componentes en dispersion) y extrusion por fusion (partiendo de los componentes en el
estado sélido). Esta seleccién de las metodologias tuvo en consideracion los estudios
previos en los que se demostré la formacion de CPEs entre Eu y moléculas organicas de
bajo peso molecular (20-22,40,52,118-120), y la posibilidad de contar con procesos que

fueran escalables a nivel industrial.

2.1 Método de secado por aspersion

El secado por aspersion es una metodologia basada en la transformacion de un fluido en
un polvo seco, mediante la atomizacion del fluido en una corriente de gas de secado en

caliente (121). Involucra cuatro pasos:

(0 atomizacion de la alimentacion liquida,
(ii) secado de la aspersion con el gas caliente (nitrégeno o aire),

(i) formacion de particulas secas,
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(iv) separacion y recoleccion del producto seco.

En la Figura 2-2 se muestra el esquema basico y los procesos relacionados con un equipo
de secado por aspersion. El proceso comienza con la toma del fluido, que esta incluido en
un recipiente, mediante una bomba peristaltica. Este fluido pasa hacia el atomizador o
boquilla, generando unas gotas a escala micrométrica. Las gotas se secan rapidamente por
accion del flujo de gas caliente, dando lugar a la formacién de particulas secas que son
atrapadas por medio de un ciclén. Finalmente, las particulas se depositan en un vaso
recolector.

Figura 2-2 Etapas béasicas del secado por aspersion (122).

Contenedor de alimentacion

Bomba de
alimentacidén

Boquilla de
atomizacion

Salida de
gas de secado

Camara de
secado

Ciclon

N\

Colector

La operacién del proceso de secado por aspersion puede estar configurada en bucle abierto
o bucle cerrado. El primero usa aire para secar, que no es recirculado, mientras que el bucle
cerrado emplea un gas inerte que se recircula. El bucle abierto es preferido cuando se
quiere un mejor costo beneficio, se emplea agua como solvente y el material a secar es

estable frente a la oxidacion (123). En cuanto al modo cerrado, este es de elecciéon cuando
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se emplean solventes organicos (ya que elimina el riesgo de explosion) y para evitar el

deterioro de las sustancias sensibles al oxigeno (124).

Las variables que afectan las caracteristicas de un producto (para este caso un CPE)
pueden estar relacionadas con el proceso, con las propiedades del fluido de alimentacion

o con las asociadas al disefio del equipo (Figura 2-3).

Figura 2-3 Variables que pueden afectar el proceso de secado por aspersion (Modificado
de Sosnik 2015 y Paudel 2013) (124,125).

Variables de la solucion de alimentacion

Concentracion Dinamica de soluciones
Viscosidad Estado de interaccion
Densidad Estabilidad quimica
Tension superficial Conformacion de polimero
Relacion de proporciones Variables del equipo

Activo / polimero

Flujo contracorriente

. Flujo co-corriente
Variables de proceso F\u}o mezclado

Porcentaje de aspiracion Atomizacion
Velocidad de alimentacion -
Temperatura de entrada Flujo de gas

Diametro de boquilla

Flujo de gas de secado Presion de la boquilla

Tipo de gas

De acuerdo con lo anterior, aunque se conozcan las variables que pueden afectar la
obtencion de un sistema tipo CPE, es necesario encontrar los valores mas adecuados de
ellas, bajo las condiciones que se estudien, con las que se obtenga un producto con las
caracteristicas buscadas. Para esto, emplear herramientas como el disefio estadistico

experimental (DEE), permite establecer los valores requeridos de dichas variables.
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2.2 Método de extrusion por fusidn en caliente

Desde la década de 1930, la extrusién por fusién en caliente o extrusion por fusion (HME
por sus siglas en inglés) encontrd su lugar como un proceso establecido en las industrias
de plasticos y alimentos. Ya en la década de 1980, HME se utilizé por primera vez en la
formulaciéon de productos farmacéuticos (126). La HME es un proceso continuo que
consiste en bombear materiales poliméricos con un tornillo giratorio a temperaturas
superiores a su temperatura de transicion vitrea (Ty) y, a veces, por encima de la
temperatura de fusién (Tm) para lograr la mezcla a nivel molecular de los compuestos

activos y ligantes termoplasticos, polimeros o ambos (127).

El proceso de HME se puede dividir en varios pasos, que incluyen: la alimentacion, el
calentamiento del material, la mezcla, la homogenizacion, el flujo a través de la matriz, el
enfriamiento y el procesamiento final del material. Cada uno de estos pasos puede
controlarse y a su vez influir sobre las propiedades finales del complejo. En la Figura 2-4 se

esquematiza un sistema tipico de extrusion.

Figura 2-4 Representacién esquematica del sistema de extrusion por fusion (fuente propia).
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Polimero
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Fusién Mezcla Homogenizacién 11 |I
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| L |
Barril de calentamiento
Extrusado

Una extrusora consiste en un barril que se calienta a la temperatura deseada y encierra un

tornillo sin fin simple o un par de estos. Estos transportan el material alimentado que al
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mismo tiempo se calienta, formando un sistema ablandado, que posteriormente se fuerza
por la accion mecénica del tornillo o los tornillos, hasta salir por una abertura al final del
barril, esta abertura puede tener diferentes formas. Debido al calor externo y al corte que
proporcionan los tornillos, el polimero se plastifica y por lo tanto, reduce su viscosidad. El
material es alimentado por un lado de la extrusora y el material extruido sale por el otro
lado, siendo asi un tipico proceso continuo (128). Algunos de los parametros que juegan un
papel importante en el aseguramiento de la calidad de los materiales obtenidos por HME,
reportados en la literatura son: el tiempo de residencia, la viscosidad, la temperatura, el
disefio del tornillo y la velocidad (129). Estos pardmetros pueden influir en la metodologia
de HME (Figura 2-5), impactando en la cristalinidad, miscibilidad y la liberacién del activo

desde el extrusado.

Figura 2-5 Factores influenciados por los parametros de proceso en HME. Adaptado de
Thiry et al., 2015.(130)

Temperatura del barril Alimentacion

Degradacion del IFA/palimero Precision de la alimentacion
Viscosidad del fundido
Amorfizacién del IFA

Pureza de co-cristal

Llenado del barril

Presion de salida

Tiempo de residencia

Tamano,configuracion Velocidad de Tornillo
y tipo de tornillo
Amorfizacion del IFA Viscosidad de fundido

Solubilizacion del IFA

Tiempo de residencia

Tiempo de residencia

Energia mecanica

Pureza de co-cristal ) .
Velocidad de llenado del barril

Corte del extrusado Presion de salida

De manera similar a lo mencionado para el secado por aspersion, el empleo del DEE se
convierte en una herramienta esencial para establecer las condiciones de las variables

asociadas a la extrusion. Previo al disefio experimental, es necesario conocer informacién
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derivada de los diagramas de fases de la composicion del CPE en funcién de la

temperatura.

Los diagramas de fases son fundamentales, ya que el proceso de extrusion involucra un
sistema bifasico (activo-polimero), el activo queda inmerso en la matriz polimérica esto es
comunmente conocido como dispersion sélida amorfa (DSA) la cual se define como una
dispersién molecular del activo en el polimero amorfo (122). Este proceso reduce la
movilidad molecular, la nucleacién y el crecimiento de cristales del activo mejorando asi la
estabilidad cinética. La idea es que la concentracion a la que se encuentre el activo en el
polimero esté por debajo de su solubilidad, es decir de la concentracién de saturacion, esto
asegura esa estabilidad y al estar a nivel molecular permite que ocurran las interacciones

quimicas para obtener los CPEs por esta metodologia (131).

Un diagrama de fases de composicion en funcién de la temperatura muestra el grado de
depresion de la temperatura de fusion de un activo en presencia del polimero, lo cual
proporciona un marco racional para disefiar procesos de extrusion por fusion en caliente
para DSAs y asi evitar el contenido cristalino residual, delimitando la temperatura minima

de procesamiento basada en las consideraciones termodinamicas (132).

Uno de los métodos para poder construir el diagrama de fases es el uso de la depresion del
punto de fusién la cual ocurre en muchos sistemas, y se ha documentado para diferentes
mezclas (activo : polimero) (133—-136). La adicion de un polimero amorfo al cristal puede (si
es miscible) reducir el potencial quimico del material cristalino, lo que lleva a la depresion

del punto de fusién.

La depresion del punto de fusion es un fendmeno que se describe mediante la teoria de
Flory-Huggins, la cual representa la energia libre de la mezcla del polimero con pequefias
moléculas, de acuerdo con la Ecuacion 2-1:

AG = RT[¢plng + =2In(1 - ¢) + xp(1 — )] (2-1)
Donde AG es la energia libre de Gibbs, R es la constante de los gases, T es la temperatura
en Kelvin, ¢ es la fraccion en volumen del activo, m es la relacion del volumen del activo en

el polimeroy y es el parametro de interaccion de Flory-Huggins.
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Por otro lado, el punto de fusion de un farmaco se produce cuando el potencial quimico de
las formas cristalina y fundida son iguales. En presencia de un polimero miscible, la mezcla
exotérmica en combinacion con una entropia favorable de la mezcla dar4 como resultado
un punto de fusion deprimido, ya que el potencial quimico del sistema farmaco-polimero se
reduce en comparacion con el del farmaco puro (133,137). Por lo tanto, los sistemas
farmaco-polimero miscibles presentaran una depresion del punto de fusion. En
consecuencia, se puede relacionar la temperatura de fusion del farmaco puro, Tm, y el punto
de fusién deprimido del activo en el sistema activo-polimero (denominado aqui temperatura
critica Tc¢), como se observa en la Ecuacion 2-2, donde AH es el calor de fusion del activo
(132).

re =t = ~agling + (=1 = ¢) + x(1 - ¢)?] (2-2)

Tc ™m

En la Ecuacion 2-2, Tc se refiere a la temperatura a la que el farmaco alcanza la solubilidad
en el polimero, a una composicion fija, de manera que se puede calcular el pardmetro de
interaccion y. Con el valor de y, se puede obtener el punto de fusiéon deprimido del sistema
activo-polimero de manera tedrica (calculado), y compararlo con el punto de fusién
deprimido experimental para una misma composicién. Cuando el punto de fusién deprimido
tedrico se desvie del valor experimental, se tomara como Tc el valor siguiente al punto de
fusién deprimido que se desvid. Esta temperatura corresponde al limite inferior de la
temperatura de procesamiento, en la que todo el farmaco cristalino puede disolverse en el
polimero fundido. Este limite inferior de procesamiento se utilizard como punto de referencia

en la variable de temperatura del barril en la metodologia de HME.

2.3 Metodologia

2.3.1 Materiales

Acido benzoico (99 % de pureza), acido salicilico (99 % de pureza) y acido 4-
hidroxibenzoico (98 % de pureza) fueron comprados a Merck grado analitico; 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 (grado reactivo, Merck). En todos los experimentos se emple6 agua desionizada

(conductividad menor de 5,5 uyS/m).
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2.3.2 Métodos

= Cuantificacion de los grupos aminos del Eudragit E100

Con el fin de determinar los equivalentes de basicidad del PE y por consiguiente establecer
los grupos amino neutralizables (grupos dimetilaminoetilo 6 DMAE), se siguid la
metodologia dada por la Farmacopea Europea (138), que comprende una titulacion en
medio no acuoso con el &cido perclérico 0.1 N como agente titulante. Este ensayo se realizé

por triplicado.

= Porcentajes de neutralizacion de los complejos a obtener

Los porcentajes de neutralizacion de los CPEs se definieron con base en los resultados de
las investigaciones previas, seleccionando los complejos con AB que presentaron mejor
actividad antimicética (21). Estos mismos porcentajes de neutralizacion se consideraron
para los CPEs con AS y AHB. En la Tabla 2-1 se muestran las composiciones de los
complejos mencionados y la homenclatura empleada para identificarlos. La neutralizacion
del PE (Eu) para algunos complejos se realiz6 con HCI, ademas del &cido organico con

actividad antimicrobiana, de acuerdo con lo llevado a cabo en los estudios previos.

Tabla 2-1 Composiciones y nomenclatura de los complejos a elaborar siguiendo las dos
metodologias de procesamiento.

Nomenclatura Porcentaje (%) de grupos amino neutralizados
complejos

AB AS AHB HCI
EuB7sCla2s 75 - - 25
EuB1o0o 100 - - -
EuAS75Cla2s - 75 - 25
EuASioo - 100 - -
EuHB75Cl2s - - 75 25
EuHB 100 - - 100 -

Eu: Eudragit E100; AB: acido benzoico; AS: acido salicilico; AHB: acido 4-hidroxibenzoico.

Estos complejos se obtuvieron empleando las metodologias de secado por aspersion y
HME.
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2.3.3 Complejos obtenidos por secado por aspersion

Para la elaboracién de los CPEs siguiendo esta metodologia, se emple6 el equipo de
secado por aspersion Buchi B290, utilizando una boquilla con un orificio de 1.5 mm de
didmetro y usando un deshumidificador e Inert loop B 295 para secado con solventes
organicos, configurado como sistema en bucle cerrado, acoplado a un generador de
nitrégeno de membrana (modelo: N341M, Proton on site). El procedimiento comprende la
preparacion de la dispersion a atomizar y la definicion de las variables asociadas al proceso,
haciendo uso del DEE.

= Preparacion de las dispersiones de los complejos antes del secado por
aspersion
La cantidad establecida del PE y del &cido correspondiente, se pesaron y disolvieron en
vasos de precipitado independientes con etanol al 96%. Posteriormente, las dos soluciones
se mezclaron en un balén aforado de 250ml, con agitacién constante por 20 minutos y
llevado a volumen con el mismo solvente. Para aquellos complejos en los que la
neutralizacion del PE involucr6 al HCI, ademas del preservante acido, se adiciond un
volumen de concentracion definida del &cido inorganico antes de aforar, de acuerdo con el

grado de neutralizacién requerido segln la composicién del CPE (Tabla 2-1).

= Definicion de las variables asociadas al proceso mediante la aplicacion de un
disefio estadistico experimental

Las variables relacionadas con el proceso que podrian presentar una influencia importante
en los complejos obtenidos son: la temperatura de inyeccion, la velocidad de flujo del gas
de secado, el ajuste de la alimentacion, la concentracién de la solucion a atomizar y el

porcentaje de aspiraciéon del sistema.

Para definir los valores en los que se debian trabajar las variables mencionadas, se hizo
uso de un DEE tipo factorial 2°*. Los valores de los niveles asociados a las variables del
proceso de secado se seleccionaron de acuerdo con ensayos preliminares (Tabla 2-2). La

matriz del DEE empleado se presenta en la Tabla 2-3.
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Tabla 2-2 Niveles de las variables asociadas al proceso de secado por aspersién,

seleccionados para el disefio estadistico experimental.

Variables del ensayo Nivel Bajo (-) Nivel alto (+) Unidades
A. Temperatura de Inyeccién 80 120 °C
B. Velocidad del flujo de N2 400 600 L/h
C. Ajuste de alimentacion 10 30 %
D. Ajuste del aspirador 80 100 %
E. Concentracion de la dispersion 5.0 15.0 %(p/v)

Tabla 2-3 Matriz del disefio estadistico experimental para secado por aspersion de los

complejos.
Ensayo A C D E
1 + + + + +
2 - - + +
3 - + - + +
4 + - - + +
5 - + - +
6 - - +
7 + - - +
8 - - - - +
9 - + + -
10 - + + -
11 + - + -
12 - - - + -
13 + + - -
14 - - + - -
15 - + - - -
16 + - - - -

A=Temperatura de inyeccion; B=velocidad de flujo de N2z; C= Ajuste de alimentacién; D= Ajuste del aspirador;

E= Concentracion de la dispersion.
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2.3.4 Complejos obtenidos por extrusion por fusion en caliente

Para la obtencién de los complejos siguiendo esta metodologia, se emple6 la extrusora
HAAKE MiniLab Il Thermo Scientific, con dos tornillos gemelos cénicos co-rotatorios de
acero inoxidable 1.4122, un barril de calentamiento de acero inoxidable 1.4122, con sistema
de enfriamiento con aire, sistema neumatico de alimentacién y una capacidad maxima de

produccion de cuatro gramos por lote, sin recirculacion del material.

Las variables asociadas a esta metodologia consideradas importantes para la obtencién de
los CPEs fueron: la velocidad de los tornillos, el tiempo de residencia y la temperatura del
barril. Para definir los valores de las variables mencionadas se propuso un DEE tipo factorial
23 completo (Tabla 2-4), cada uno de los niveles asociados a las variables del proceso de

extrusion fueron seleccionados a partir de ensayos preliminares y diagramas de fases (132).

Tabla 2-4 Disefio estadistico experimental para extrusién por fusién para la obtencion de
los complejos polielectroliticos.

Ensayo A
1 + + +
2 - + -
3 - - +
4 - - -
5 - + +
6 + - -
7 + - +
8 + + -

A=Temperatura del barril; B= Velocidad de los tornillos; C= Tiempo de residencia

= Diagramas de fases para el proceso de extrusion

La medida de la Tc, que como se mencioné corresponde el punto de fusién deprimido del
activo en el sistema activo-polimero, se realiz6 siguiendo la metodologia de Tao et al., 2009
(135). Se pesaron 3-5mg de las mezclas geométricas® activo-polimero. Los valores de Tc
(para cada una de las mezclas), de Tm (tomados como el onset del pico correspondiente
de cada acido) y de AH fusion para cada uno de los &cidos, se midieron mediante

calorimetria diferencial de barrido (DSC, equipo 822e Mettler Toledo), en un rango de

@ Mezclas que provienen de una dilucién geométrica, donde se mezclan dos polvos con cantidades
desiguales, el polvo de menor peso (normalmente el ingrediente activo), se tritura primero con una
masa igual a la del polvo diluyente. Esta primera dilucion se mezcla luego con una porcién igual de
diluyentes. Este proceso se repite hasta que todos los polvos estén intimamente mezclados (381).
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temperatura de 70-240°C, con una rampa de calentamiento de 5°C/min en atmosfera de

nitrégeno (flujo de 20ml/min). Cada ensayo se realiz6 por triplicado.

A partir de esta informacion experimental, empleando la Ecuacién 2-2 presentada en el
marco conceptual de este capitulo, se determiné el parametro de Flory-Huggins y se estimoé
matematicamente la relacion de la temperatura con la composicién de los sistemas activo-
polimero, empleando valores obtenidos de la literatura para los parametros, densidad y
peso molecular del Eu, y de los activos [30,33]. Los valores calculados y experimentales
(obtenidos a partir de las mezclas del polimero y el acido correspondiente, por medio de
DSC), del punto de fusién deprimido se compararon, lo que permitié definir la Tc para cada

sistema y la fracciébn méaxima del 4cido en el polimero.

Adicionalmente, de manera experimental, se estableci6 el valor de la temperatura minima
de procesamiento del polimero y del acido correspondiente (Tmin). Para ello, la temperatura
de extrusion de las mezclas proporcionales de polimero (Eu y EuClxs®) con acido en
cantidades equivalentes a la usadas para producir los CPEs, se redujo desde 120°C hasta

65°C, con el fin de lograr el torque maximo de la extrusora (limite operacional 5 Nm).

De acuerdo con los resultados de los ensayos preliminares, incluyendo los derivados de los
diagramas de fases, se definieron los niveles de cada una de las variables asociadas al
DEE (Tabla 2-5).

Tabla 2-5 Niveles de las variables del disefio estadistico experimental para la metodologia
de extrusion por fusion.

Variables Nivel Bajo (-) Nivel alto (+) Unidades
Temperatura del barril 75 852
85 95P
115 125¢ °C
120 130¢
Velocidad de los tornillos 60 120 rpm
Tiempo de residencia 15 30 min

3EUB100,’EUB75Cl25,°EUAS100 Y EUHB100, YEUAS75Cl2s Y EUHB75Cl2s,

b Para la obtencién del ionémero EuClzs, recordando que por HME se debe partir de los materiales
en el estado sélido, se neutralizé el 25% de los grupos amino del Eu con HCI, siguiendo la misma
metodologia utilizada en SD para la preparacién de las dispersiones, pero el secado del material, en
este caso, se realizé en una estufa (Memmert) a 30°C hasta peso constante.
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2.3.5 Variables respuesta evaluadas en los DEE planteados para
las dos metodologias

Se evalué el rendimiento del proceso y el porcentaje de unién entre el Eudragit E100 y el
acido organico (AB, AS, AHB), denominado porcentaje de activo retenido por el complejo.
Para cada uno de los ensayos realizados en el DEE se verificé la interaccién iénica entre
Eu y los acidos, por medio de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(Espectrofotometro IRPrestige-21/ATR, Shimadzu) empleando la técnica de reflectancia
total atenuada (ATR).

= Rendimiento del proceso

El rendimiento se calculé como la relacion entre el peso del polvo seco obtenido y el

contenido inicial de sélidos pesados.

= Porcentaje de activo retenido por el complejo

Este se evallo empleando filtros para centrifuga Amicon® Ultra 0,5ml 10K. En el
compartimento superior del sistema se adicion6 500 pyL de la dispersion acuosa del
complejo a una concentracion del polimero de 0,5% y se procedié a centrifugar por 10
minutos a una velocidad de 14,000 G. Finalizado el proceso de centrifugacion se cuantificd
el contenido del activo filtrado por espectrofotometria UV, siguiendo metodologias analiticas
previamente validadas (UV-VIS 1800, Shimadzu).

. Caracterizacion por espectroscopia infrarroja

Para los doce CPEs obtenidos, los tres acidos, el Eudragit E100 y las mezclas fisicas
equivalentes entre el Eudragit E100 y los acidos, se realizé la caracterizaron mediante
espectroscopia infrarrojo, de acuerdo con lo mencionado previamente, en un rango de
longitud de onda entre 3500 cm y 400 cm?, con 62 escaneos, una resolucion de 4cm, a

una temperatura de trabajo de 20 £ 2°C, y una humedad relativa entre 20% y 55%.
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2.4 Analisis estadistico

2.4.1 Tratamiento estadistico de las variables respuesta

Todos los resultados obtenidos para cada una de las variables se trataron estadisticamente

para obtener un valor promedio de los datos y su respectiva variacién o desviacion estandar.

2.4.2 Tratamiento estadistico del disefio experimental

Los resultados del DEE fueron evaluados estadisticamente por analisis de varianza
(ANOVA por siglas en ingles); el efecto de cada factor principal, asi como de sus
interacciones a dos factores se estimaron con el calculo del coeficiente estimado. La
significancia estadistica se establecié a través del valor de p, valores inferiores a 0.05
indicaron que el factor es estadisticamente significativo con al menos 95% de confianza.

Todos los andlisis se realizaron en el software RStudio versiéon 3.4.1.

2.5 Presentacion y discusion de los resultados

Previo a la obtencion de los complejos, con el fin de establecer las cantidades de AB y HCI
requeridos para la neutralizacion del PE, se realizdé la determinacién de los grupos
ionizables del grupo DMAE, obteniéndose un valor de 3,16 x 10-® moles de grupos DMAE
por gramo de Eu con un coeficiente de variacién (CV) de 1,90%. A partir de esta
informacidn, se realizaron los calculos para obtener los complejos de acuerdo con lo ya

presentado en la Tabla 2-1.

2.5.1 Complejos obtenidos por secado por aspersion

Para obtener la concentracién indicada de la dispersion de cada complejo se requirié
neutralizar el 100% de los grupos amino del Eudragit E100, empleando alguno de los acidos
organicos y/o el HCI (Tabla 2-1), partiendo del valor de los grupos ionizables previamente
determinado. Para ello se realizaron los calculos que se presentan en las Ecuaciones 2-3
a 2-10, suponiendo una neutralizacion del 75% del Eudragit E100 con un &cido organico y
de un 25% con HCI.
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oW _ Sélidos totales (g) -
fo = B0 4 100 (2-3)

Volumen (mL)

Solidos totales = Euy + acidog + HC, (2-4)
Solidos totales = Eug + Eug x FA+ Eug * FHCI (2-5)
Factor del acido organico (FA) = %* 3,16x1073 x PMacido (2-6)
Factor del HCL (FHCI) = 7 * 3,16x107 x PMHC (2-7)

Reemplazando las Ecuaciones 2-6 y 2-7 en la Ecuacion 2-5, se obtiene la Ecuacion 2-8
Solidos totales = Euy [1 + % * 3,16x1073 x PMHCL + Z * 3,16x1073 * PMécido] (2-8)

Las dispersiones de los complejos estaban a dos concentraciones, 15,0 % y 5,0 % (Tabla
2-2), y se llevaron a un volumen de 250ml con etanol al 96%. Las Ecuaciones 2-9 y 2-10
presentan la manera de calcular la cantidad de Eudragit E100, suponiendo las
concentraciones mencionadas expresadas en términos de solidos totales y empleando la
Ecuacion 2-8.

Eug = [37,5,]/[1+1 316x107% « PMHCI +2 + 3,16x107 « PMacido| (2-9)

Eug = [12,5,]/[1+3#3,16x107 s PMHCL + 31631072 « PMécido] (2-10)

De manera similar a lo explicado anteriormente, se obtuvieron las Ecuaciones 2-11y 2-12
para el célculo de la cantidad de Eudragit E100 en gramos, para producir dispersiones al
15,0% y 5,0% en solidos totales, cuando se neutraliza el Eudragit E100 al 100% con el
acido orgénico.

Eu, = [37,5,4]/[1 + 3,16x10* » PMécido] (2-11)

Eu, = [12,5,]/[1 + 3,16x107% » PMécido] (2-12)
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Los resultados del rendimiento y del porcentaje de activo retenido por el complejo, de los

DEE aplicados para cada uno de los CPEs obtenidos por secado por aspersion se muestran

en la Tabla 2-6. El andlisis estadistico correspondiente se presenta en la Tabla 2-7.

Tabla 2-6 Resultados de las variables respuesta del disefio estadistico experimental para
los seis complejos obtenidos mediante secado por aspersion.

EuB1o0o EuB7sCl2s EuHB 100 EuHB75Cl2s EuAsio00 EuAs7sClzs

Ensayo RP PAR RP PAR RP PAR RP PAR RP PAR RP PAR
1 71,2 929 85,1 90,1 870 734 828 899 84,2 896 83,0 67,9
2 77,7 914 819 88,7 83,7 91,4 885 930 883 81,8 89,8 73,0
3 741 91,3 746 895 76,3 920 754 929 789 850 76,3 73,8
4 442 957 694 924 709 942 825 93,3 890 86,4 91,0 752
5 795 914 704 88,1 720 909 790 932 789 842 77,3 751
6 781 918 783 899 80,1 92,3 883 90,6 84,0 805 91,2 69,3
7 65,8 924 77,7 889 795 915 77,8 906 74,8 80,1 74,1 735
8 809 915 708 89,1 725 916 828 863 80,8 919 875 74,0
9 715 914 569 886 58,2 912 735 905 694 832 81,7 684
10 580 940 689 93,2 456 948 828 90,1 786 814 87,4 70,8
11 53,0 96,5 61,4 94,7 628 959 655 930 574 872 750 72,7
12 71,4 936 67,3 908 688 929 680 931 77,8 843 88,7 71,3
13 64,7 92,7 66,0 894 674 919 772 941 770 86,1 775 71,7
14 69,2 914 710 839 726 87,7 755 930 759 830 87,4 72,0
15 659 92,1 619 89,3 633 91,8 77,2 933 61,0 81,3 70,9 71,7
16 495 96,1 64,7 94,7 66,2 959 756 93,1 73,6 87,6 83,0 64,0

RP = Rendimiento del proceso en porcentaje (%); PAR = Porcentaje de activo retenido por el complejo (%)

Tabla 2-7 Los valores del estadistico F y p-valor para los factores principales asociados al
disefio estadistico experimental.

EuB100 EuB7sCl2s
RP PAR RP PAR
Factor Est. F p-valor Est. F p-valor Est. F  p-valor Est. F  p-valor
A 14,792 0,0032** 23,936 0,0006*** 0,631  0,4455 13,022  0,0047**
B 0,754 0,5569 1,702 0,2212 0,755  0,4046 0,342  0,5716
C 2,093 0,0393* 10,996 0,0078** 2,131 0,1750 6,230 0,0316**
D 0,047 0,8323 4,046 0,0720 0,050 0,8276 4,396  0,0624
E 18,349 0,0322* 6,528 0,0686 18,357 0,0016** 1,270  0,2861
EuHB100 EuHB75Cl2s
RP PAR RP PAR
Factor Est. F p-valor Est. F p-valor Est. F p-valor Est. F  p-valor
A 0,057 0,8163 0,000 0,9850 0,676 0,4301 0,004  0,9490
B 0,034 0,8576 1,170 0,3050 5,396 0,0425* 0,293  0,6000
C 0,036 0,8530 2,461 0,1480 7,799 0,0190* 0,017  0,8990
D 0,375 0,5537 0,144 0,7120 0,883 0,3695 0,030 0,8660
E 12,494 0,0054** 1,460 0,2550 16,260  0,0023** 1,268  0,2860
EuAs100 EuAs75Clas
RP PAR RP PAR
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Factor Est. F p-valor Est. F p-valor Est. F p-valor Est. F  p-valor
A 0,170 0,6887 0,071 0,7950 0,090 0,7770 1,418 0,2610
B 12,982 0,0048** 0,000 0,9900 107,985 1,12e-06*** 0,190 0,6720
C 5,444 0,0418* 0,794 0,3940 11,009  0,0077** 0,450 0,5170
D 0,912 0,3620 0,071 0,7950 7,645 0,0199* 0,023  0,8830
E 22,905 0,0007** 0,118 0,7380 4,592 0,0577 2,593  0,1380

A = Temperatura de inyeccion. B = Velocidad del flujo de N2. C= Ajuste de alimentacién. D = Ajuste del aspirador.
E = Concentracién de la dispersion. Est.F= Estadistico F. RP = Rendimiento del proceso en porcentaje (%).
PAR = Porcentaje de activo retenido por el complejo (%). *p<0,05; ** p<0,01; ***p<0,001.

A continuacion, se presenta el andlisis de las variables respuesta considerando los
resultados y analisis estadisticos realizados.

= Rendimiento del proceso

Los resultados del rendimiento para los CPEs obtenidos por secado por aspersion (Tabla
2-6), varian desde el 44,2% hasta el 91,2%.

El andlisis del DEE (Tabla 2-7) evidencia el efecto significativo de la cantidad de solidos
totales (Factor E) sobre el rendimiento, para cinco de los seis CPEs (p < 0,01); este factor
en su nivel superior promueve el aumento del rendimiento para todos los complejos. Este
comportamiento podria atribuirse a la disminucion en la velocidad de evaporacion por el
aumento en la concentracion de alimentacion, en comparacién con el disolvente puro o la
solucion diluida, lo que lleva a la formacion de particulas mas grandes; estas fluyen mas
facilmente y no generan adherencia sobre la superficie de la cAmara de secado del sistema
(139). En contraste, las particulas pequefias generalmente provienen de soluciones diluidas
y se caracterizan por presentar alta electrostatica (140), lo cual favorece su adherencia
sobre la superficie interna del sistema de secado reflejandose en bajos rendimientos del

proceso.

Para los complejos que incluyen el AHB y el AS, el rendimiento se vio afectado por la
velocidad del flujo de N» (Factor B) y el ajuste de la alimentacion (Factor C), logrando
rendimientos altos en el nivel bajo (400L/h) del factor B y en el nivel alto (30% de bomba)
del factor C. Este resultado se relaciona con la formacion de particulas mas grandes, similar
a lo explicado anteriormente, pero en este caso debido a una mayor permanencia de las
particulas en la cAmara de secado (141). Adicionalmente, las dispersiones con los AHB y
AS tienen un mayor punto de evaporacion en comparacion con las dispersiones del AB, lo
cual sumado a una mayor cantidad de material en la cAmara, conduce a que las goticulas
formadas durante la aspersion se fundan con otras obteniéndose particulas de mayor

tamano.
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El rendimiento del complejo EuB1oo Se vio afectado por la temperatura de inyeccion (Factor
A) y el ajuste de la alimentacién (Factor C), obteniéndose rendimientos mayores cuando el
Factor A estuvo en su nivel bajo (80°C) y el Factor C en su nivel alto (30% de bomba). El
comportamiento del rendimiento de este CPE podria estar relacionado con que el acido es
el de menor peso molecular entre los acidos empleados y sus dispersiones las de menor
viscosidad, lo que hace que se requiera una temperatura mas baja para secar. En cuanto
al ajuste de la alimentacién, es evidente que a medida que hay mas cantidad de material
dentro la camara de secado hay una mayor aglomeracién de las particulas y por

consiguiente un mayor rendimiento.

= Porcentaje de activo retenido por el complejo

La cantidad de acido retenido después de hacer el proceso de filtracién es aquel que esta
interaccionando con el polimero, formando asi el CPE. Los resultados del DEE muestran

porcentajes de acido complejado entre el 64,0 y el 96,5 % (Tabla 2-6).

El analisis estadistico del DEE para esta variable respuesta (Tabla 2-7), arroja que solo los
complejos que contienen AB fueron afectados por los factores temperatura de inyeccion
(Factor A) y ajuste de alimentacion (Factor C). Con un nivel alto de temperatura de (120°C)
se obtuvo un mayor porcentaje de complejacién para EuB1o0 y EuB7sClzs, 10 cual concuerda
con lo encontrado por Bhise et al., 2008 (142), quienes sefialan que a una temperatura de
inyeccion cercana al punto de fusién del activo, se mejoran las propiedades micrométricas,
la complejacién y el rendimiento del proceso. En cuanto al factor C, el porcentaje de
complejacion aumentdé en el nivel bajo de la velocidad de alimentacién (10%), posiblemente
debido a que en esta condicién se mantiene al nitrégeno a una mayor temperatura, secando
mas facilmente las gotas, lo que a su vez reduce el tamafio y la cristalinidad, favoreciendo

esta variable (143).

. Evaluacion general del proceso de secado

Basado en el analisis estadistico realizado, en la Tabla 2-8 se presentan las variables
respuesta del proceso de secado por aspersién (rendimiento y porcentaje de activo retenido
por el complejo), el efecto esperado y la influencia que los factores del disefio tienen sobre

ellas.
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Tabla 2-8 Resumen del andlisis de las variables asociadas al proceso de secado por
aspersion.

Variable Efecto Factor Factor Factor Factor Factor Complejo
respuesta deseado A B C D E
No No No No + EuBuioo
No No No No + EuB75Clzs
Rendimiento No No No No + EUHBlOO
No - + No + EuHB75Cl2s
No - + No + EUAS100
No - + + No EuAs75Clzs
+ No - No No EuB1oo
+ No - No No EuB75Cl2s
% Comp|ejacién No No No No No EUHBlOO
No No No No No EuHB75Cl2s
No No No No No EUASi100
No No No No No EuAs7sClzs

4 Aumento de la variable; No: El factor no tiene efecto estadisticamente significativo; +: El factor tiene efecto
estadisticamente significativo en su valor superior, favoreciendo la variable de acuerdo con el efecto deseado;
-: El factor tiene efecto estadisticamente significativo en su valor inferior, favoreciendo la variable de acuerdo
con el efecto deseado. A = Temperatura de inyeccion. B = Velocidad del flujo de N2. C= Ajuste de alimentacion.
D = Ajuste del aspirador. E = Concentracion de la dispersion.

A partir de este andlisis se seleccionaron las condiciones para la obtencién de los
complejos, mediante la metodologia de secado por aspersion, que se presentan en la Tabla
2-9.

Tabla 2-9 Condiciones seleccionadas para la obtencién de los complejos por medio de
secado por aspersion.

Temperatura  Velocidad de Ajuste de Ajuste de  Concentracién de la
Complejo de inyeccidn flujo de N2 alimentacion  aspirador dispersion (%p/p)
°C L/h % %
EuB100 120 400 10 80 15
EuB7sCl2s 120 400 10 80 15
EuHB 100 120 400 30 100 15
EuHB75Cl2s 120 400 10 80 15
EuAsioo 80 400 30 100 15
EuAs7sClas 80 400 30 100 15

Una vez establecidos los niveles de los factores de acuerdo con el andlisis del DEE, se
realizd un ensayo adicional para cada CPE bajo estas condiciones definidas, evaluando las
mismas variables respuesta. En la Tabla 2-10 se presentan los valores medios resultantes,
para las variables respuestas rendimiento del proceso y el porcentaje de activo retenido por

el complejo, cuando se utilizaron las condiciones seleccionadas dadas en la Tabla 2-9,
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comparandolos con los valores minimo y maximo resultantes, para las mismas variables
respuesta en el DEE (Tabla 2-6).

Tabla 2-10 Resultados del experimento final bajo las condiciones de secado seleccionadas,
comparadas con los valores maximo y minimo del disefio estadistico experimental aplicado
para la metodologia de secado por aspersion.

Complejo Porcentaje de rendimiento del proceso Porcentaje de activo retenido por el
(%) complejo (%)
Minimo Maximo Condiciones Minimo Maéaximo Condiciones
seleccionadas seleccionadas
EuB1oo 442 80,9 78,6 91,3 96,5 90,2
EuB7sCl2s 56,9 85,1 76,7 83,9 94,7 91,4
EuHB 100 45,6 87,0 89,3 73,4 95,9 90,3
EuHB75Cl2s 65,5 88,5 77,8 86,3 94,1 85,3
EuAsioo 57,4 89,0 92,0 80,8 91,9 90,5
EuAs7sClos 70,9 91,2 88,3 64,0 75,2 74,1

Los resultados de la Tabla 2-10 evidencian que las condiciones seleccionadas en el proceso
de secado por aspersion, para cada uno de los CPEs, proporcionan un buen porcentaje de
rendimiento y complejacion. A manera de ilustracion, en la Figura 2-6 se presenta el CPE

EuB100 obtenido por secado por aspersién, bajo las condiciones definidas.

Figura 2-6 Complejo polielectrolitico EuB1go obtenido por secado por aspersion.
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= Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de los CPEs obtenidos por
secado por aspersién

A cada uno de los complejos se les realiz6 un barrido en el espectro de infrarrojo desde 400
a 3500 cm?, identificando las bandas de absorcién principales en la formacién de los CPEs.
La Tabla 2-11 resume las bandas de absorcion de cada uno de los complejos y sus
precursores. Adicionalmente, en la Figura 2-7 se muestran los espectros de infrarrojo de
los CPEs EuBi00 y EuB75Cl2s obtenidos por SD, junto con el AB, el Eu y la mezcla fisica de
ambos. En el Anexo A se incluyen los espectros de infrarrojo de los deméas CPEs.

Tabla 2-11 Sefales principales de los complejos, precursores y mezcla fisica AB: Eu, por
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier.
COO-H del COO-H fueradel C=0O (COOH) de Dimetilamino de

acido (cm™) plano (cm) acido (cm™) Eu (cm™)
AB 2554-3070 931 679 0 -
AS 3180-3300 887 1652 -
AHB 3242-3402 923 668 000 -
Eu e e e 2770-2950
MF 2556-3073 934 1682 2772-2822
EuB1oo N.O N.O N.O N.A
EuB7sCl2s N.O N.O N.O N.A
EuHB 100 N.O N.O N.O N.A
EuHB75Cl2s N.O N.O N.O N.A
EuAsioo N.O N.O N.O N.A
EuAs7sCl2s N.O N.O N.O N.A

N.O: No se observa; N.A: No aplica.
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Figura 2-7 Espectros FTIR de los complejos EuBigo y EuB7sClzs, AB, Eu y la mezcla fisica

entre ABy Eu.
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Los espectros de los precursores de los complejos corresponden con lo reportado (20,144—

147), tanto para el Eudragit E100 como para los acidos benzoico, salicilico y 4-
hidroxibenzoico (Tablas 2-12 y 2-13).

Tabla 2-12 Sefiales importantes de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier,
de los acidos empleados en este estudio.

Numero de onda de la banda (cm™)

Transicion
vibracional asociada

Acido benzoico Acido salicilico Acido 4-
hidroxibenzoico
2554-3070 3300-3200 3349 Estiramiento O-H.
1676 1658 1663 Estiramiento C=0.
1601y 1582 1579 1560 Estiramiento c=C
aromatico.
1497y 1452 1490 1434 C-H del anillo
aromatico.
1419,1288 'y 1323 1384 y 1326 (Ph-OH) 1363 (Ph-OH) Acoplamiento del

estiramiento C-O vy
flexién OH en el plano.
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Tabla 2-13 Sefiales importantes de FTIR del Eudragit E100

Nimero 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
CH2-OR.
2882-2770 Estiramiento simétrico de los grupos CH:2
de la cadena ramificada “CH2-N-(CHs).".
1722 Estiramiento de C=0.
1454y 1487 Flexién de los grupos CH: de la cadena
principal.
1387 Estiramiento del grupo CHs.
1269y 1238 Estiramiento grupo ester C-O.

Los espectros de los CPEs confirman la interaccién iénica entre el Eudragit E100 y cada
uno de los acidos; los siguientes aspectos lo demuestran:

- Las bandas que corresponden al enlace O-H de los acidos (2550-3400 cm?) no se
observan en el complejo, esto es porque el acido se disocia y esta presente en su
forma ionica pudiendo asi interactuar con el Eudragit E100.

- El estiramiento simétrico de la cadena ramificada que contiene la amina en el
Eudragit E100 (2800-2400 cm™) no es observada en los complejos, esto se debe a
la protonacion de todos los N, debido a la cesién del proton por parte de cada activo
acido y su consiguiente interaccién con el acetato del acido correspondiente.

- Los espectros de FTIR de las mezclas fisicas entre el Eudragit E100 y los acidos

muestran la sumatoria de las bandas de absorcion caracteristicas de cada uno.

La interaccion entre el Eudragit E100 y otras moléculas ha sido reportada en varios estudios

(18,46,54,119,148-150), los cuales corroboran los resultados de la presente investigacion.

2.5.2 Complejos obtenidos por extrusion por fusidon en caliente

De manera similar a lo explicado para la metodologia de secado por aspersion, se
elaboraron los CPEs de acuerdo con las relaciones de neutralizacion en cada complejo y
con la composicién presentada en la Tabla 2-1. Para ello se consider6 el dato de la
determinacion de los grupos ionizables del grupo DMAE por gramo de Eu, que fue
mencionado anteriormente y la neutralizacion del 100% de estos grupos del PE con alguno
de los acidos organicos y/o el HCI. La diferencia fundamental respecto a la metodologia

anterior es que en este caso todos los componentes de partida debian ser sélidos, por lo
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que en aquellos complejos que requerian neutralizacion con HCI al 25%, se obtuvo primero
el sistema EuClys al estado sélido a partir de la dispersion, como se indicé en la

metodologia.

Para los complejos en donde el cien por ciento de la neutralizacién es con el acido organico,
las cantidades pesadas se calcularon de la siguiente forma (Ecuaciones 2-13 a 2-16),

recordando que la cantidad que se podia producir por lote en la extrusora era de 4 g.

4g de mezcla = Euy + Acidog (2-13)
Factor del 4cido (FA) = 3,16x1073 * PMacido (2-14)
4g = Eug + Euy x FA (2-15)
Eu, = 4/(1 + 3,16x1073 * PMacido) (2-16)

En cuanto a los complejos neutralizados al 75% con acido organico y 25% con HCI, primero
se obtuvo el sistema EuClzs solo, neutralizando el 25% de los grupos amino con HCI, de
acuerdo con lo sefalado en las Ecuaciones 2-5 y 2-7. Una vez elaborado el EuClys se
realizaron los calculos considerando las Ecuaciones 2-17 y 2-18.

Se calcula el FA teniendo en cuenta que se neutralizan solo el 75% de los grupos amino.

Factor del 4cido (FA) = %* 3,16x1073 x PMacido (2-17)
EuClys, = 4/(1 +7 * 3,16x107 + PMacido) (2-18)
= Diagramas de fases para el proceso de extrusién

Los AB, AS y AHB demostraron depresién en el punto de fusién en presencia de Eu y EuClzs
para las diferentes composiciones estudiadas. En la Figura 2-8 se muestra la miscibilidad
del AB en Eu a temperaturas elevadas. El AB tuvo una depresion de 22,6 °C cuando estuvo
mezclado con Eu en un fraccién de 60/40 (AB:Eu) y de 26,1°C cuando estuvo con EuClys
en la fraccion 65/35 (AB:EuClys) (Figura B1-Anexo B). El AHB present6 una depresion del
punto de fusién en 11,5 °C en la fraccién 75/25 con Eu (AHB:Eu) (Figura B2-Anexo B) y
19,5 °C con EuClys en la misma fraccion (AHB: EuClzs) (Figura B3-Anexo B); y el AS tuvo
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una depresion del punto de fusién en 12,9 °C cuando estuvo con Eu (AS:Eu) (Figura B4-

Anexo B) y 28,4°C con EuClys (AS: EuClys) en la fraccion de 70/30 ((Figura B5-Anexo B)).

Figura 2-8 Termogramas obtenidos por calorimetria diferencial de barrido representativos
de las endotermas de disolucion / fusion de las composiciones AB/Eu, y AB puro con una
rampa de calentamiento de 5 °C/min.
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Con la informacion obtenida a partir de la depresion del punto de fusion se calculd el
parametro de interaccion de Flory-Huggins, y, para cada uno de los sistemas estudiados.
Para ello, la Ecuacion 2-2 se reorganiz6 para plantearla en funcion de las variables de una
ecuacion lineal, generando los graficos correspondientes para cada composicion (Anexo

C), como el mostrado en la Figura 2-9 para el sistema AB:Eu, en el que, y es la pendiente

de la curva.

La Ecuacion 2-2, también permitio estimar matematicamente el valor de la Tc, relacionando
la temperatura con la composicién de los sistemas activo-polimero y empleando los valores
obtenidos de la literatura como se explicé en la metodologia. Los valores calculados vy

experimentales (obtenidos a partir de las mezclas de polimero y acido, por medio de DSC),
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del punto de fusién deprimido se compararon, permitiendo definir la Tc para cada sistema

y la fraccion maxima de &acido en el polimero.

En la Figura 2-10, se muestra el diagrama de fases para el sistema AB: Eu. En ésta se
relaciona la fracciéon de AB en el polimero en funcién de la temperatura, y los valores

experimentales que se comparan con los valores teéricos calculados con la Ecuacién 2-2.

Figura 2-9 Grafico derivado de la Ecuacion 2-2 reordenada, empleada para determinar el
pardmetro de interaccion, y, en el sistema Eu: AB. El valor de y se estima a partir de la
pendiente.
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Figura 2-10 Diagrama de fases de composicion para las mezclas AB:Eu, que muestra las
temperaturas experimentales (m), calculadas (=) y la temperatura critica para el sistema.
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Adicionalmente, de manera experimental se establecio el valor de la temperatura minima

de procesamiento del Eu y del EuClzs (Tmin), de acuerdo con lo explicado en la metodologia.

En la Tabla 2-14 se muestran los valores del pardmetro de interaccion, y, Tmin Y Tc de cada
uno de los sistemas. Los valores negativos del parametro de interaccion indican que los
activos son solubles en el Eu (151), y los valores experimentales concuerdan con los

predichos por el modelo para el rango de composiciones estudiadas.

Tabla 2-14 Parametros de interaccion de Flory-Huggins y, de temperatura critica (T¢) y de
la temperatura minima de procesamiento (Tmin), de los sistemas estudiados.

Complejo Parametro de Temperatura Fraccién de Tmin (°C)
interaccion y critica (°C) peso del
acido en Eu
EuB1oo -1,28 101,5+£1,7 (0,60) 70
EuB7sCl2s -2,94 945146 (0,70) 85
EuHB 100 -2,27 200,5+£0,3 (0,80) 110
EuHB7sCl2s -2,16 1956 £2,5 (0,75) 115
EuAsioo -1,12 145,7 £ 0,9 (0,70) 110
EuAs7sClos -3,30 130,4 £4,5 (0,70) 115

El valor del parametro de interaccion estd determinado por los efectos combinados de las
interacciones activo-activo, polimero-polimero y polimero-activo. Generalmente, un valor
positivo pequefio 0 negativo de y, sugiere que las interacciones activo-polimero (fuerzas

adhesivas) son més fuertes que las interacciones activo-activo y polimero-polimero (fuerzas
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cohesivas). Por el contrario, un gran valor positivo del parametro de interaccion indica que
los componentes tienden a interactuar con moléculas similares, lo que conduce a la
separacion de fases (152). Por lo tanto, de acuerdo con los resultados mostrados en la
Tabla 2-14, existen fuertes interacciones activo-polimero lo que favoreceria la dispersion

sélida y por consiguiente la formacion del CPE.

Resultados similares evaluando la miscibilidad de los compuestos con actividad
farmacologica en Eu han sido obtenidos por otros autores. Se destacan los trabajos
realizados por Tian et al., 2020 (153), quienes emplearon la metodologia de HME como
estrategia de manufactura y el Eu como plataforma portadora para indometacina,
naproxeno e ibuprofeno, demostrando que la implementacion de modelos termodinamicos
predictivos ayuda a la produccion de formas de dosificacion sélida. Otros autores como
Mamidi y Rohera (2021) (154), y Wiranidchapong et al., 2008 (155), lograron determinar las
condiciones 6ptimas de produccién mediante el estudio de los fendmenos de miscibilidad
de moléculas activas en Eu y Eudragit RS, empleando diagramas de fases para estos

sistemas dispersos.

Los resultados de las T. mostrados en la Tabla 2-14, corresponden al valor donde hay
congruencia entre lo experimental y lo calculado justo antes que se desvié de lo predicho
experimentalmente, a la fraccién correspondiente. Los datos reportados de temperatura
minima (Tmin), para cada uno de los complejos, representan el valor mas bajo al cual el
sistema puede ser procesado en la extrusora, y es dependiente de la composicion del CPE

y del equipo.

Para entender mejor la aplicabilidad de los resultados presentados en la Tabla 2-14, para
el sistema EuB100 por ejemplo, la temperatura minima de procesamiento seria de 70°C, y
para fracciones en peso de 0,6 se necesitaria una temperatura de 101,5°C, por lo que este

CPE se podria extruir en este rango de temperatura mencionada.

Un razonamiento similar se aplicé para lo deméas CPEs (ver Anexo D). Con esta informacion

y algunos ensayos preliminares se eligieron las condiciones de partida para el DEE.
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= Disefio estadistico experimental (DEE)

Los resultados de las variables respuesta (Rendimiento del proceso en porcentaje (%) y
porcentaje de activo retenido por el complejo (%)), para los DEE de cada uno de los CPEs
obtenidos por HME se presentan en la Tabla 2-15. El andlisis estadistico correspondiente
se presenta en la Tabla 2-16.

Tabla 2-15 Resultados de las variables respuesta del disefio estadistico experimental
para los seis complejos obtenidos mediante extrusion por fusion.

EuB100 EuB7sCl2s EuHB 100 EuHB75Cl2s EuASioo EuAS7sCl2s
Ensayo RP PAR RP PAR RP PAR RP PAR RP PAR RP PAR
55,7 91,7 574 89,7 470 86,1 446 82,1 419 954 422 97,9
499 913 334 928 295 856 439 859 31,7 959 453 97,3
58,1 889 46,0 91,1 46,7 86,1 722 858 30,1 96,2 541 97,7
432 92,2 378 909 132 875 284 852 218 96,1 424 96,1
498 916 504 881 20,2 84,1 305 81,1 370 97,2 450 97,8
59,8 912 23,7 883 441 865 47,1 856 493 976 52,2 93,6
448 920 570 89,1 489 818 36,7 80,7 52,7 976 509 97,3
471 910 335 869 216 87,2 456 86,6 324 96,5 48,1 97,4
RP = Rendimiento del proceso en porcentaje (%); PAR = Porcentaje de activo retenido por el complejo (%).

0N WN|EF-

Tabla 2-16 Los valores del estadistico F y p-valor para los factores principales asociados
al disefio estadistico experimental.

EuBioo EuB7sCl2s
RP PAR RP PAR
Factor Est.F p-valor Est.F p-valor Est.F p-valor Est.F p-valor
A 3,674 0,128 0,943 10,3865 1,087 0,3560 0,005 0,947
B 2,101 0,221 4636 0,0976 5,670 0,07/59 0,033 0,864
C 0,000 0,997 0,943 10,3865 0,135 0,7320 0,002 0,968
EuHB100 EuHB75Cl2s
RP PAR RP PAR
Factor Est.F p-valor Est.F p-valor Est.F p-valor Est.F p-valor
A 1,087 0,3560 0,005 0,947 6,086 0,0692 2,015 0,2287
B 5670 0,0759 0,033 0,864 10,511 0,0316* 20,861 0,0103*
C 0,135 10,7320 0,002 0,968 2,374 0,982 3,901 0,1195
EuAsioo EuAs7sClzs
RP PAR RP PAR
Factor Est.F p-valor Est.F p-valor Est.F p-valor Est.F p-valor
A 7,990 0,0475* 0,247 0,645 3,605 0,130 0,190 0,685
B 0,300 0,6131 0,002 0,966 3,841 0,122 0,414 0,555
C 6,059 10,0696 3,438 0,137 0,454 0,537 0,414 0,555
A = Temperatura del barril. B = Velocidad de los tornillos. C= Tiempo de residencia. Est.F= Estadistico F. RP =
Rendimiento del proceso en porcentaje (%). PAR = Porcentaje de activo retenido por el complejo (%). *p<0,05;
** p<0,01; ***p<0,001.

A continuacién, se presenta el andlisis de las variables respuesta considerando los

resultados y analisis estadisticos realizados.
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= Rendimiento del proceso

Los valores de rendimiento para los CPEs obtenidos por extrusion por fusién (Tabla 2-15),
mostraron resultados comprendidos entre el 13,2% y el 72,2%. El analisis del DEE (Tabla
2-16) demostro que el factor velocidad de los tornillos (Factor B) afecta el rendimiento de
uno de los seis complejos. Esta velocidad afecta la carga y el mezclado en el barril, ademés
de la velocidad de corte del proceso de extrusion (130). EI CPE en el que se evidencié la
influencia del factor B fue el EuHB7sClzs, en el que a un nivel bajo de velocidad (60rpm) se
obtuvo mejor rendimiento. Esto podria deberse a una mayor separacién de las cadenas del
polimero, dado por el grupo -OH fendlico en la posicion cuatro del anillo, favoreciendo una
mayor movilidad de estas y por consiguiente, haciendo que la viscosidad en el estado
fundido de la mezcla sea menor. Este comportamiento favorece el flujo de la masa por
cizallamiento, proporcionando un movimiento controlado del material a través de la
extrusora, haciendo que este fluya completamente y no se adhiera a las paredes del barril.
En contraste, una mayor velocidad de tornillos conlleva a que el sistema AHB: EuCl,s sea
demasiado liquido y el flujo del material sea incompleto, comprometiendo el rendimiento

porque parte del material se queda en el fondo del barril.

La temperatura del barril (Factor A) solo afect6é el rendimiento del complejo EuAsig. A
mayor temperatura hay mas facilidad en la mezcla de las fases, porque se logra una menor
viscosidad, lo que genera un mayor flujo por el barril (156,157). Aungue esto no es una
regla general y depende de cada sistema, para este caso, el nivel alto de temperatura
(125°C) promovié un mayor rendimiento. ES por esta razon que para cada mezcla
polimero/activo se necesita determinar la temperatura del barril para no tener un material

degradado o con pobre calidad (dos fases, baja mezcla, muy cristalino., etc.)(130).

= Porcentaje de activo retenido por el complejo

Los resultados del DEE muestran porcentajes de retencién de los activos entre el 86,6 y el
97,9 % (Tabla 2-15).

El analisis estadistico del DEE para esta variable respuesta (Tabla 2-16), muestra que solo
un complejo (EuHB7sCl2s) fue afectado por el factor velocidad de los tornillos (Factor B) y

gue en su valor mas bajo fue donde el porcentaje de activo retenido fue mayor.
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Una velocidad baja en los tornillos en un sistema de extrusion conduce a un mayor tiempo
de residencia entregandose una mayor cantidad de energia al sistema. Esta energia
proviene principalmente de la temperatura del barril (128), lo cual influye en el aumento de
las interacciones entre el PE con el activo, de esta manera entre mas tiempo esté en estas

condiciones, se presume que mas efectiva sera la interaccion.

= Evaluacién general del proceso de extrusién por fusién

De manera similar a lo presentado para SD, y basado en el andlisis estadistico realizado,
en la Tabla 2-17, se presentan las variables respuesta del proceso de HME (rendimiento y
porcentaje de activo retenido por el complejo), el efecto esperado y la influencia que los
factores del disefio tienen sobre ellas.

Tabla 2-17 Resumen del andlisis de las variables asociadas al proceso de extrusién por
fusion.

Variable Efecto Factor Factor Factor Complejo
respuesta deseado A B C
No No No EuBa1oo
No No No EuB7sClzs
Rendimiento No No No EuHB100
No + No EuHB7sCl2s
+ No No EuAs100
No No No EuAs75Clzs
No No No EuBioo
No No No EuB7sClazs
% Complejacion No No No EuHB100
No - No EuHB75Cl2s
No No No EuAS100
No No No EuAs75Clzs

f: Aumento de la variable; No: El factor no tiene efecto estadisticamente significativo; +: El factor tiene efecto
estadisticamente significativo en su valor superior, favoreciendo la variable de acuerdo con el efecto deseado;
-: El factor tiene efecto estadisticamente significativo en su valor inferior, favoreciendo la variable de acuerdo
con el efecto deseado. A = Temperatura del barril. B = Velocidad de los tornillos. C= Tiempo de residencia.

A partir del andlisis realizado al DEE presentado de manera resumida en la Tabla 2-17, se
seleccionaron las condiciones para la obtencion de los CPEs por extrusiéon por fusién, que
permitieran lograr un alto rendimiento y porcentaje de activo retenido por el complejo (Tabla
2-18).
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Tabla 2-18 Condiciones seleccionadas para la obtencién de los complejos por medio de
extrusion por fusion.

Complejo Temperatura del Velocidad de los tornillos Tiempo de residencia
barril °C rpm min

EuB10o 85 120 30

EuB7sCl2s 95 120 15

EuHB 100 125 60 30

EuHB75Cl2s 130 60 15

EuAsioo 125 120 30

EuAs7sCl2s 130 120 15

Una vez establecidas las condiciones para la obtencion de los CPEs por HME, se elaboro
un lote para cada complejo, evaluando las mismas variables respuestas del DEE. En la
Tabla 2-19 se muestran los valores medios para las variables rendimiento del proceso y el
porcentaje de activo retenido por el complejo, comparados con los valores minimos y
maximos para las mismas variables obtenidos a partir de los resultados del DEE.

Tabla 2-19 Resultados del experimento final bajo las condiciones de extrusiéon
seleccionadas, comparados con los valores maximo y minimo del DEE aplicado para HME.

Complejo Porcentaje de rendimiento del Porcentaje de activo retenido por el
proceso (%) complejo (%)
Minimo Méaximo Condiciones Minimo  Maximo Condiciones
seleccionadas seleccionadas
EuB100 43,2 59,8 60,2 88,9 92,2 98,2
EuB7sCl2s 23,7 57,4 59,7 86,9 92,8 98,3
EuHB 100 13,2 48,9 52,4 81,8 87,5 97,3
EuHB75Cl2s 28,4 72,2 54,3 80,7 86,6 98,1
EuAsi00 21,8 52,7 60,2 95,4 97,6 96,0
EuAs7sCl2s 42,2 54,1 63,4 93,6 97,9 99,6

Los resultados mostrados en la Tabla 2-19 evidencian que las condiciones elegidas para la
obtencion de CPEs por medio de HME suministran un buen porcentaje de rendimiento y de
complejacion. En la Figura 2-11, se presentan, a manera de ejemplo, los CPEs EuBioo,
EuB7s5Clas y EUHB100 Obtenidos por HME.
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Figura 2-11 Complejos polielectroliticos EuBi1oo (a), EuB75Clos (b) y EuHB100 (C) Obtenidos
por extrusioén por fusién.

= Caracterizacion por espectroscopia infrarroja de los CPEs obtenidos por HME

La caracterizacion por espectroscopia de infrarrojo se realiz6 de la misma forma que lo

mostrado para los complejos obtenidos por SD.

De manera particular, se quiso verificar que el PE no perdiera su integridad molecular al ser
extruido. Para ello se sometié a la condicibn mas extrema a emplear (130°C, 120 rpm,
30min). El espectro FTIR demostr6é que no hubo ningin cambio en las bandas de absorcién
caracteristicas del polimero, respecto al PE sin extruir (ver Figura 2-12).
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Figura 2-12 Espectro FTIR de Eudragit E100 sin extruir y extruido a 130°C.
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Los resultados de los espectros FTIR mostraron el mismo comportamiento que los
complejos obtenidos por secado por aspersion, en los que no se observan las bandas del
enlace O-H de los acidos (2550-3400 cm), ni las bandas correspondientes a la amina
(2800-2400 cm?) del Eudragit E100. En contraste, las mezclas fisicas siguen manteniendo
las bandas caracteristicas tanto para los acidos y el PE. En la Figura 2-13 se muestra el
espectro FTIR del complejo EuHB100 Yy EUHB75Cl2s que confirma lo mencionado. En el anexo

A se incluyen los espectros de infrarrojo de los CPEs restantes obtenidos por HME.
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Figura 2-13 Espectro de FTIR de EuHBioo y EUHB7s5Cls, mezcla fisica, acido 4-
hidroxibenzoico y Eudragit E100.
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Para las dos metodologias empleadas se obtuvieron CPEs, partiendo de Eu y AB, AS, AHB
y HCIl. En cuanto a las variables de proceso de las dos metodologias, estas fueron
diferentes; para SD se tuvieron en cuenta cinco y en HME tres, evidenciando la simplicidad
de la metodologia de HME en la obtencion de CPEs. Se observaron diferencias en el
porcentaje de rendimiento del proceso, el cual fue mayor en la metodologia de SD en
comparacion con HME; las caracteristicas fisicas del material producido fueron diferentes,
siendo un polvo blanco para los CPEs obtenidos por SD y un sélido quedradizo color ambar
cuando se obtuvo por HME; y hubo diferencias en el porcentaje de activo (acido) retenido
por el CPE, los cuales fueron mayores cuando los CPEs se elaboraron por HME en
comparacion con SD. Las diferencias en las propiedades medidas de los CPEs
relacionadas con la metodologia de obtencién, y especialmente su apariencia fisica es un

factor que seguramente impactara en su comportamiento fisicoquimico.
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2.6 Conclusiones

- EI DEE permiti6 establecer las condiciones de secado por aspersion para los CPEs,
las cuales fueron: concentracion de la dispersion 15 %p/p y velocidad de flujo de N2
400 L/h para todos los CPEs; temperatura de inyeccion de 120 °C (para CPEs
EuB100, EuB75Cl2s, EUHB100, EUHB75Cl2s) y de 80°C para EuASi00 Y EUAS75Clos; ajuste
de alimentacién de 30% para EuHB100, EUAS100 Y EUAS75Cl2s y del 10% para EuBago,
EuB75Clzs y EUHB75Cl3s.

- Los factores que mas influyeron sobre las variables respuesta evaluadas, al emplear
la metodologia de SD, fueron la cantidad de sdélidos, la velocidad de flujo de

alimentacién y la temperatura de entrada.

- La construccién de los diagramas de fas es para los sistemas de Eu y cada uno de
los &cidos proporcion6 los pardmetros de interaccion, cuyos resultados confirmaron
la miscibilidad de los acidos en las fracciones utilizadas y también suministré los
rangos de temperaturas para los DEE aplicables a la metodologia de extrusién por

fusion.

- El DEE aplicado en el procedimiento de extrusion por fusion, permitié obtener las
condiciones para la produccion de los CPEs por esta metodologia, las cuales fueron:
tiempo de residencia de 30 minutos para los CPEs EuBi00, EUHB100 Y EUAS100 Y de
15 minutos para EuBsClzs, EUHB75Clos y EuAS7sClos. Velocidad de los tornillos de
120 rpm para los CPEs EuBigo, EUB75Clzs, EUAS100 Y EUAS75Cl2s, y de 60 rpm para
los CPEs EuHB100 Y EUHB75Cl3s.

- Para la metodologia de extrusion por fusion, los factores mas influyentes sobre el
rendimiento del proceso y el porcentaje de activo retenido en el CPE, fueron la

velocidad de los tornillos y la temperatura.

- Se obtuvieron CPEs estequiométricos de Eu con AB, AHB y AS en el estado solido,
empleando dos metodologias distintas (SD y HME), que bajo las condiciones

seleccionadas se caracterizaron por lograr rendimientos adecuados (mayores para
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SD), tener altos porcentajes de activo retenido en el CPE (especialmente para HME)
y por evidenciar la formacion de la interaccion i6nica entre el Eu y cada uno de los

acidos estudiados.
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3.Determinacion de las propiedades
fisicoquimicas

La formacion y la estabilidad de los CPEs dependen de muchos factores, incluido el grado
de ionizacién de cada uno de los PE, la distribucion de carga sobre las cadenas poliméricas,
la concentracion de los PE, la relacién de mezcla, la naturaleza y la posicién de los grupos
ionicos, el peso molecular de los PE, la flexibilidad de la cadena del polimero, asi como de

la temperatura, la fuerza idnica y el pH del medio de reaccién (158).

Una vez formado el CPE, las propiedades que muestran son diferentes a sus precursores,
tanto en el estado sélido como en dispersion; estas propiedades tienen incidencia en
diferentes aplicaciones como son: la mejora de la solubilidad y de la estabilidad de activos,
la modulacién en la liberacién, entre otros. Una completa caracterizacion de las propiedades
fisicoquimicas de los CPEs, permite entender como los factores de obtencién y su
composicion afectan dichas propiedades y como se pueden modificar en funcién de la
aplicacion deseada.

3.1 Metodologia

3.1.1 Materiales

Fosfato monobasico de potasio (grado reactivo, J.T. Baker); hidroxido de sodio y acido
clorhidrico (grado reactivo, Merck); Eudragit E100 (grado farmacéutico, marca Evonik
Industries adquirido a Almapal-Bogota-Colombia); acido benzoico (99% de pureza), acido
salicilico (99% de pureza) y acido 4-hidroxibenzoico (98% de pureza) que fueron comprados
a Merck; y membrana de acetato de celulosa con peso molecular de 12 kDa (Sigma®).
Adicionalmente, los doce CPEs obtenidos en el capitulo anterior (seis obtenidos por HME
y seis obtenidos por SD). En todos los experimentos se emple6 agua desionizada

(conductividad menor de 5,5 pS/m).
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3.1.2 Métodos

A continuacion, se presenta la caracterizacion realizada a los diferentes CPEs formados
entre Euy los AB, AHB, ASy el acido clorhidrico, obtenidos por las dos metodologias (HME
y SD). En una primera parte, se muestra la caracterizacion en el estado sélido de todos los
complejos, seguido de la caracterizaciébn en dispersion acuosa para los CPEs que

presentaron mayor afinidad por el agua.

3.2 Caracterizacion en el estado sélido

Respecto a la caracterizacion fisicoquimica de algunas propiedades de los CPEs en el
estado sélido, se realizaron los ensayos de difraccion de rayos X en polvo (en inglés, X-Ray
Powder Diffraction o XRPD), calorimetria diferencial de barrido (en inglés, Differential
Scanning Calorimetry o DSC), espectrometria de fotoelectrones inducidos por rayos X (en
inglés, X-Ray Photoelectron Spectrometry, o XPS), microscopia electrénica de barrido (en

inglés, Scanning Electron Microscopy o SEM), y distribucion de tamafio de particula.

3.2.1 Difraccioén de rayos X en polvo (XRPD)

Los difractogramas de los CPEs en polvo, se determinaron empleando un difractometro
Rigaku SmartLab (Rigaku Americas, The Woodlands Texas) en modo Bragg-Brentano con
una fuente de radiacion Cu-ka y un ultra detector d/tex. Para sostener las muestras se
empleo un soporte de vidrio. Los difractogramas se obtuvieron en un rango de barrido de 5
a 50 ° (26 / 8), usando un tamano de paso de 0,02 ° y una velocidad de exploracion de

5°/min.

3.2.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Se evalu6 el comportamiento térmico de las muestras mediante calorimetria diferencial de
barrido (Equipo modelo 822e Mettler Toledo). El analisis se realizé bajo atmdsfera de
nitrégeno (flujo 50 ml/min) en un rango de temperatura entre 10 a 240°C. La rampa de
calentamiento empleada fue de 10°C/min. Se pes6 aproximadamente 5 mg de cada
muestra de polimero, complejo 0 mezcla fisica en una balanza (Mettler Toledo ME204).
Cada una de las muestras fue dispuesta en crisoles de aluminio con tapa, cerradas

herméticamente con una prensa (Mettler Toledo).
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3.2.3 Espectrometria de fotoelectrones inducidos por rayos X
(XPS)
El analisis por XPS se llevo a cabo en un espectrometro Kratos Axis Ultra DLD con radiacion
monocromatica de Al Ka (1486,6 eV), a una energia de paso de 20 y 160 eV, para los
espectros de alta resolucién y estudio, respectivamente. Se empled un neutralizador de
carga Kratos comercial para evitar la carga eléctrica no homogénea del polvo no conductor
y para lograr una mejor resolucion. La resolucién medida como ancho total en la mitad del
maximo de la curva, ajustada a los picos C 1s y N 1s fue de aproximadamente 1 eV. Los
valores de energia de unién (BE), referidos al borde de Fermi y la escala de energia, se
calibraron utilizando Au 4f;,, a 84,00 eV y Cu 2p3,, a 932,67 eV. El ajuste de la curva se
realizé después de una sustraccién de fondo lineal (N 1s), empleando lineas de Lorentzian

asimétricas con 80% de contribucion gaussiana (forma de linea CasaxXPS: LA (1.53,243)).

3.2.4 Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Se empled SEM para estudiar la morfologia de la superficie de los CPEs. Las muestras se
recubrieron con oro-paladio, y la microscopia se realizé con un equipo FEI Nova NanoSEM

450 USA, que opero a un voltaje de aceleracion de 15 kV.

3.2.5 Distribucion de tamafo de particula

La distribucion del tamafio de la particula se determiné mediante la técnica de difraccion de
luz con un laser He-Ne (Mastersizer 3000, Malvern Instruments, UK). Las muestras se
hicieron pasar a través de un Venturi con aire comprimido (Unidad Aero S, Malvern
Instruments, UK). La distribucion del tamafio de las particulas se obtuvo mediante un
programa informatico suministrado por el fabricante y su tamafio medio se expresé como el
didmetro medio del volumen, en micrémetros. Las mediciones se llevaron a cabo por

triplicado y se reportaron los valores promedio.

3.3 Caracterizacion en dispersion

Para la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los CPEs en dispersion, se
determinaron la solubilidad, el potencial { y el comportamiento de liberacion de cada uno

de los activos a partir de los sistemas estudiados.
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3.3.1 Solubilidad

La solubilidad cualitativa se determiné para los doce complejos, por medio de tres
metodologias, que se presentan a continuacion. Adicionalmente, se determind la solubilidad
hasta saturacion, que corresponde a la cantidad maxima aceptada de cada complejo en

agua.

= Primera metodologia

Se prepararon dispersiones acuosas de los CPEs que se llevaron a un volumen final de 3
ml, logrando una concentracion de 3,3 % del CPE en el sistema. Las dispersiones se
colocaron en tubos de volumen aproximado de 10 ml, que fueron mantenidos bajo agitacion
mecanica, en un bafio a 25°C % 0,05°C durante 24 horas (Ind. Céntrico). A las 24 h, segln
su apariencia, se clasificaron de acuerdo con las categorias de solubilidad cualitativa

descritas en la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) (159).

= Segunda metodologia

Se prepararon dispersiones acuosas de los CPEs que se llevaron a un volumen final de 3
ml, alcanzando una concentracion de los acidos (benzoico, salicilico y 4-hidroxibenzoico)
equivalente al 0,6%. Las dispersiones se agitaron por 24 horas a 25°C = 0,05°C (Ind.
Céntrico). Adicionalmente se determiné el pH final (Hanna HI 2221) para cada una de las
dispersiones, y se observé si se disolvian completamente 0 no en la concentraciéon

evaluada. Se realizaron tres réplicas por ensayo.

= Tercera metodologia

Los CPEs se dispersaron en soluciones buffer de fosfato de potasio a pH 5,8 - 6,0 — 6,3 —
6,6 -69—-7,2-7,6Yy 8,0, auna concentracion de los acidos (benzoico, salicilico y 4-
hidroxibenzoico) equivalente al 0,6% y al final del ensayo se les determiné el pH (Hanna HI
2221). Se observo la apariencia de cada dispersion y se clasificé en soluble, parcialmente
soluble e insoluble. De manera similar, se realizaron dispersiones de los CPEs sin buffer,
ajustando el pH mediante la adicion de solucién de NaOH al 1M en el medio acuoso. Los
valores de pH estudiados fueron 5,8 - 6,0 - 6,3 - 6,6 - 6,9 y 7,2. Todos los analisis se
realizaron por triplicado, a las mismas condiciones de temperatura y agitacion de la segunda

metodologia.
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= Cantidad méaxima aceptada de complejo en agua

Se sigui6é la metodologia empleada por Dallos (2019) (21), en la cual se establecio la
capacidad que tiene un volumen fijo de agua para aceptar diferentes cantidades de cada
uno de los complejos. Para esto, en tubos tapa rosca se incluyeron 2 ml de agua en cada
uno, se les adicioné de manera continua 150 mg de cada CPE, cada 24 horas hasta que al
sistema no se le pudiera incorporar mas soélido. La temperatura se mantuvo a 25,0 + 0,5°C
de temperatura, con agitacion mecanica constante (Ind. Céntrico). Los resultados fueron
expresados como la cantidad de complejo aceptada por mililitro de agua (en gramos) y en

el equivalente en masa de los acidos para cada uno de los sistemas.

3.3.2 Evaluacion del potencial ¢

El potencial ¢ de las dispersiones de los CPEs se determiné mediante un equipo Zetasizer
nano ZS con laser rojo (633 nm) He / Ne de Malvern Instrument UK. Se prepararon
dispersiones de los CPEs al 0,06% en acido con NaCl 10mM y, se analizaron 15 minutos
después de preparadas. Las condiciones de lectura en el equipo fueron, tiempo de equilibrio
de 60 segundos, 5 mediciones, 20 corridas manuales, temperatura 25°C, indice de
refraccion 1,33 (agua desionizada ~ 18 Mohm cm), en una celda universal Dip, haciendo el

ensayo por triplicado.

3.3.3 Comportamiento de liberacion de los CPEs

La evaluacion de la liberacion in vitro de los acidos desde dispersiones de CPEs, se realiz6
mediante celdas de difusiobn bicompartimentales tipo Franz de volumen 58 + 1ml en el
compartimento receptor y area en la zona de contacto de los dos compartimentos de
3,51cm? (Silicer SAS - Figura 3-1). Los dos compartimientos, uno donor y otro receptor,
estaban separados por una membrana de dialisis que permite la difusiéon de la molécula

activa (de menor tamafio molecular) y retiene las moléculas de mayor tamafio.
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Figura 3-1 Representacion de una celda de Franz y partes que la conforman (fuente:
Elaboracién propia).
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Para la evaluacion del comportamiento de liberacion se sigui6 la metodologia de Baena et
al.,, 2011 (52), haciendo algunas modificaciones. Las condiciones operacionales fueron
temperatura 25°C * 0,5°C, velocidad de agitacién 400 rpm, volumen de muestreo 2 ml,
concentracién de los CPEs 0,6% en equivalente de acido, volumen del compartimiento
donor de 1ml, volumen del receptor 58 + 1 ml y una membrana de dialisis (12000 Da,
Sigma). EIl medio receptor correspondié a buffers acuosos de fosfato de potasio ajustado
a pH 6,0 — 6,9 y agua grado cromatografico (Tipo I, conductibilidad < 0,5 uS/cm). La
frecuencia de muestreo fue de 15 minutos durante la primera hora, 30 minutos en la
segunda hora y de ahi en adelante cada hora hasta completar 8 horas. La evaluacién se
realizd por triplicado y la cuantificacion de cada 4cido se realizé por espectrofotometria UV
(espectrometro de barrido UV-Visible, Shimadzu 1800), siguiendo metodologias analiticas
que ya estaban validadas al interior del grupo de investigacion.

El estudio del comportamiento de liberacién de los acidos benzoico, salicilico y 4-
hidroxibenzoico desde los CPEs, se analizé por medio de los modelos matematicos de
orden cero, orden uno, Higuchi y Korsmeyer-Peppas, que se explican mas detalladamente
en los resultados.

El analisis comparativo de los perfiles obtenidos se realizé mediante el calculo de los

factores de similitud f, (Ecuacion 3-1) y de diferencia f; (Ecuacion 3-2).
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f2= 50.L0g{ — o.s} (3-1)
[1+(3) 2Ry (Re-T0)?]
f1= %} 100 (3-2)

Donde n es el nimero de puntos de tiempo evaluados, R: es el valor de porcentaje liberado
del ensayo que se tome como referencia en el momento t, y T es el valor de porcentaje
liberado del ensayo que se tome como prueba en el mismo tiempo t. Para que las curvas
se consideren practicamente iguales, los valores de f; deben estar cerca de 0, y los valores
de f, deben estar cerca de 100. Por lo general, los valores de f; hasta 15 (0-15) y los valores
de f; mayores que 50 (50-100) aseguran diferencia (f1) o similitud (f;) estadistica,

respectivamente, de los dos perfiles (160).
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3.4 Presentacion y discusion de los resultados

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de acuerdo con lo planteado en la
metodologia estan divididos en dos partes: la caracterizacion en el estado solido y la

caracterizacion en dispersion.

3.5 Caracterizacion en el estado sélido

Como se indicé en la metodologia, la caracterizacion fisicoquimica de los CPEs en el estado
solido se realizé mediante los ensayos de XRPD, DSC, XPS, SEM y distribucion de tamafio
de particula. Estas caracterizaciones contribuyeron al entendimiento de la asociacion
electrostatica entre el PE y cada uno de los &acidos estudiados, asi como acerca de su
posible afectacion por la metodologia de obtencidén. Adicionalmente, este estudio dio
insumos para la comprensidn de las propiedades de los CPEs a nivel macro, que pudieran

afectar su futura aplicacion a nivel industrial.

3.5.1 Difracciéon de rayos X (XRPD)

La difraccién de rayos X se ha descrito como el estdndar para la caracterizacién de
materiales farmacéuticos en el estado sélido (161). Cuando se utiliza XRPD se obtiene
informacién importante sobre los materiales, como la evaluacién de los cambios en la
cristalinidad y el polimorfismo de los sistemas después de la fabricacién o durante los

estudios de estabilidad. En las Figuras 3-2, 3-3 y 3-4 se comparan los patrones de XRPD
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de los CPEs que contienen AB, obtenidos por las metodologias HME y SD, con sus

respectivos materiales de partida y la mezcla fisica entre ellos.

Figura 3-2 Patrones de XRPD de los complejos con acido benzoico (AB) obtenidos por
extrusion por fusion (HME) y secado por aspersion (SD), los precursores y la mezcla fisica.
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Figura 3-3 Patrones de XRPD de los complejos con acido salicilico (AS) obtenidos por
extrusion por fusion (HME) y secado por aspersion (SD), los precursores y la mezcla fisica.
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Figura 3-4 Patrones de XRPD de los complejos con &cido 4-hidroxibenzoico (AHB)
obtenidos por extrusion por fusion (HME) y secado por aspersién (SD), los precursores y la
mezcla fisica.
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Los tres acidos empleados, muestran en su difractograma patrones propios de materiales
cristalinos, con sefiales bien definidas. Asi el AB (Figura 3-2) tiene sefales a 8,8° 16,9°
17,6° 19,5° 21,5° 24,2° 26,2° 28,1° 30,6° 35,3° 36,4° 37,6° y 39,2°; el AS (Figura 3-3) con
sefiales a 11,4° 17,6° 25,6° 28,4° 29,0° 31,0° 38,2° y 40,3°; y el AHB tiene sefiales a 17,7°
19,8° 22,7° 24,7° 26,2° 30,2° 33,6° 37,6° 39,8° y 43,7°(Figura 3-4), las cuales concuerdan
con lo reportado en otras investigaciones (162-165). Para el caso del Eu, su difractograma
presenta un comportamiento representativo de un material amorfo, distinguiéndose tres
picos anchos a 7,9° 17,8° 31,0° y 42,5° (Figuras 3-2, 3-3 y 3-4); este patrén coincide con lo
publicado previamente para el Eu (55,166—-169).

Para las mezclas fisicas, los difractogramas exhibieron la sumatoria de las sefiales de los
materiales que las componen, en los que claramente se distinguen las sefiales del AB, AS
y AHB (ver Figuras 3-2, 3-3 y 3-4); estas sefiales se muestran sobre el difractograma

formado por el polimero Eu.

Los doce CPEs (EuBigo, EUB75Clzs, EUAS100, EUAS75Cl2s, EUHB100, EUHB75Cl2s5) obtenidos
por HME y SD, evidenciaron en sus difractogramas patrones de sefales tipicas de un
material amorfo parecido al del Eu, sin presentar ninguna sefial relacionada con los acidos
empleados. Adicionalmente, se pudo constatar que la intensidad del patréon de XRPD

disminuy6 para todos los complejos en comparacion con el Eu. Tomando como punto de
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referencia el valor de 17,8° en el difractograma del Eu y comparandolo con los CPEs (Tabla
3-1), la intensidad disminuye cuando el PE interactia, ademas del acido orgénico
correspondiente, con los iones cloruro. Este cambio en la intensidad puede deberse a un
proceso de hidrolisis de los ésteres del Eu por la presencia del HCl empleado como un
neutralizante adicional en la formacién del CPE, como lo evidencié Dallos et al., 2019 (22),
generando una posible desestructuracion de la organizacion del polimero y por lo tanto una
reduccién en la intensidad de la sefial. Esto ocurre para ambas metodologias de obtencion,
aunque la disminucién es mas pronunciada para HME. Esta disminucién, puede deberse a
un mayor tiempo de exposicion a altas temperaturas (15 o 30 minutos) cuando se emplea
HME, favoreciendo la hidrélisis, en comparacion con lo que ocurre en el proceso por SD en
el que esta exposicion se da por un tiempo muy corto (menos de 1 segundo).

Tabla 3-1 Intensidad de la sefial a 17,8° en los difractogramas obtenidos a partir de los
complejos producidos por secado por aspersion y extrusion por fusion.

Secado por aspersioén Extrusion por fusion

Complejos Intensidad (cps) Complejos Intensidad (cps)
EuHB 100 56483,33 EuAsi00 66410,00
EuAsioo 55113,33 EuHB 100 63596,66
EuBioo 52396,66 EuBioo 59573,33
EuHB75Cl2s 48246,66 EuAs7sClzs 47300,00
EuAs7sClzs 47180,00 EuHB75Cl2s 43780,00
EuB7sClz2s 46140,00 EuB7sClz2s 40786,66
Eudragit E100* 69846,67

* Polimero

La ausencia de sefiales correspondientes a los &cidos en los difractogramas de los CPEs,
indica la obtencidn de dispersiones soélidas amorfas (DSA), en las cuales el activo (acido)
esté disperso a nivel molecular en la matriz polimérica del Eu; lo que era de esperarse dado
que ambas metodologias, HME y SD, conducen a la produccién de este tipo de sistemas
(170).

El término "dispersion sélida" fue introducido por Chiou y Riegelmann en 1971, quienes la
definieron como "una dispersion de uno o mas ingredientes activos en un vehiculo inerte en
estado s6lido” (171). Estas dispersiones se pueden clasificar teniendo en cuenta el estado
del activo (amorfo o cristalino) a dispersar y las fases que la componen. En la Tabla 3-2 se

muestra la clasificacion (171).
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Tabla 3-2 Clasificacion de las dispersiones solidas segun el nimero de fases y el estado
del activo disperso.

NUmero de fases

Estado del activo 1 2
Cristalino Solucion sélida Mezcla eutéctica
Amorfo Solucién de vidrio Suspension de vidrio

Todos los CPEs obtenidos, se encuentran clasificados como una solucion solida en donde
el acido esta incorporado en la red polimérica del Eu y del EuClzs. Adicionalmente, por el
tamafo menor de los acidos en comparacion con el polimero, estos sistemas se consideran
soluciones sélidas intersticiales. En este caso las moléculas de activo tienen la posibilidad

de ocupar los espacios intersticiales en la red polimérica (Figura 3-5).

Figura 3-5 Representacion de las soluciones sélidas intersticiales adaptada de Sandhu et
al., 2014 (170).
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/

Lograr DSAs verificadas por XRPD, no demuestra la generacion de los CPEs, dado que
solo evidencia que el activo esté en dispersion dentro del PE. En la Tabla 3-3 se muestran
algunos estudios previos, donde se ha demostrado la formacién DSAs por XRPD, en los
cuales la serie de polimeros Eudragit E (Eudragit E100, Eudragit E PO) se emplearon y no

interaccionaron con el activo.

Tabla 3-3 Estudios de XRPD para dispersiones soélidas con Eudragit E100.

Autores  Afo Dispersion solida DRX Resultado
Al- 2016 Sildenafil citrato-Eu En mezclas 1:2 se formé un sistema
Shdefat, amorfo.

Ramadan
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y col
(172)
Pradhan, 2016 Valsartan-Eu PO-Polaxamer 47 Se evidencié una dispersion del valsartan
Roshany en los polimeros.
col
(168)
He, 2010 Fenofibrato-Eu, El fenofibrato se dispersa en un estado
Haibing y amorfo o molecular en el Eu.
col
(167)
Six, Ky 2003 Itraconazol — Eu Se disperso el itraconazol en el Eu, sin
col interaccion.
(173)

Sin embargo, que el activo esté disperso a nivel molecular es el primer paso requerido para
gue se logre la interaccion con el polimero, siempre y cuando estos tengan los grupos
funcionales que lo permitan, como sucede para los CPEs de este estudio. Por esta razoén,
la técnica de difraccion de rayos X es complementaria, y no puede ser empleada como
herramienta Unica para comprobar la interaccion idnica en la formaciéon de este tipo de

complejos, que como se explico en el Capitulo 2, se demostro por IR.

3.5.2 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

Los resultados de los analisis de calorimetria diferencial de barrido se presentan en las
Figuras 3-6, 3-7 y 3-8. En el eje X se graficé la temperatura, en grados Celsius y en el gje
Y el flujo de calor en mili vatios (mW). En cada una de ellas se muestran los termogramas

del Eu, de los CPEs, de la mezcla fisica y del acido empleado.
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Figura 3-6 Termogramas de los complejos obtenidos por secado por aspersion (SD) y
extrusion por fusién (HME), que incluyen al acido benzoico (B) y al Eudragit E100 (Eu).
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En la Figura 3-6, en el termograma que corresponde al AB se puede observar la endoterma
de la transicién termodinamica, del paso de sdélido a liquido (temperatura de fusion Tr,). Este
evento térmico inicia en 122,5°C y su maximo de pico se da a 124,47°C, estos datos
concuerdan con lo previamente reportado para este acido (174,175). De manera similar, en
las Figuras 3-7 y 3-8 se presentan los termogramas del AS y del AHB, con temperaturas de
fusién de 156,0°C y 214,5°C, respectivamente, semejante a lo encontrado en la literatura
cientifica (71,176). Para los acidos en los diferentes termogramas, la forma del pico
confirma su estado cristalino. En el rango de temperatura evaluado para cada uno de los

sistemas no se evidencié degradacion o algun otro tipo de fenémeno termodinamico.
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Figura 3-7 Termogramas de los complejos obtenidos por secado por aspersion (SD) y
extrusion por fusion (HME), que incluyen al &cido 4-hidroxibenzoico (HB) y al Eudragit E100

(Eu).
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En cada una de las Figuras 3-6, 3-7 y 3-8, se presenta el termograma para el polimero Eu,
este tuvo su pico mas pronunciado a 54,5°C y su Tg fue de 46,0°C, este valor se encuentra
dentro el rango declarado por el fabricante (45 = 5°C) y acorde con los publicado en

investigaciones previas (61,177,178).
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Figura 3-8 Termogramas de los complejos obtenidos por secado por aspersion (SD) y
extrusion por fusién (HME), que incluyen al acido salicilico (AS) y al Eudragit E100 (Eu).
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Los termogramas de las mezclas fisicas, entre Eu y los acidos (Figura 3-6, 3-7 y 3-8)
presentaron un pico endotérmico con un inicio que estuvo entre los 46 a 52°C, el cual esta
asociado a la Tg del Eu (Tabla 3-4). Solamente la mezcla fisica de Eu y AB mostré un
segundo pico endotérmico a 121,4°C relacionado con el punto de fusion del AB, aunque
con menos intensidad debido a que a esta temperatura no todas las cadenas del polimero
estan abiertas y la inclusion del AB en la matriz polimero no es completa. Para los otros dos
sistemas, posiblemente la temperatura (156°C para AS/Eu y 215°C para AHB/Eu) ayudé al
desdoblamiento de las cadenas del Eu, favoreciendo la inclusion de los acidos en la matriz

polimérica y por este motivo no se observé un segundo pico endotérmico.

La disminucién o el ensanchamiento del pico del acido en las mezclas, se debe a la
interaccion entre el polimero y el acido propiciada por las condiciones del ensayo de DSC,
donde el aumento de temperatura desdobla las cadenas poliméricas y facilita la inmersion
del &cido en la matriz; fenbmeno ya reportado en procesos de obtencion de dispersiones
solidas (131,179-182).

Adicionalmente, en la mezcla fisica hay un aumento en la Tg en comparacién con la Tg del
polimero sin mezclar. Este aumento esta relacionado con el punto de fusién del acido; en
el momento del desdoblamiento de las cadenas del polimero, la penetracion del acido

dependera de la cantidad de energia necesaria para que los cristales comiencen a fundirse
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y hacer parte de la matriz polimérica. Asi, cuanto mayor es el punto de fusién del acido
mayor serd el cambio en la Tg (Tabla 3-4).

Tabla 3-4 Picos endotérmicos mostrados para las mezclas fisicas del polimero y los acidos
en comparacion del polimero sin mezclar, mediante el ensayo de DSC.

Ubicacién de picos

Material Tg (°C) Tm (°C)
Mezcla fisica Eu:AB 46,88°C 119,77°C
Mezcla fisica Eu:AS 50,81°C N.O

Mezcla fisica Eu:AHB 52,63°C N.O
Eudragit E100 puro 46,00°C

N.O = no observable

En cuanto al analisis de los termogramas de los CPEs (Figura 3-9), se observd un pico
endotérmico de baja intensidad en el rango de 33°C a 86°C para todos los complejos, el
cual esté relacionado con la Tg del Eu; resultados similares se han reportado previamente
(166,178). Este pico aparece a una menor temperatura con respecto a la Tg del Eu, solo
para los complejos del AB. De manera general los CPEs obtenidos por HME presentan
dicho pico a una menor temperatura en comparacion con lo observado para los complejos
elaborados por SD.

Figura 3-9 Relacién entre la Tg (°C) de los complejos y las técnicas de obtencion
empleadas.
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La disminuciéon de la Tg de los CPEs que incluyen al AB, ha sido reportado en estudios

previos (18,183-186). Estas investigaciones demostraron que la adicion de compuestos
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organicos a polimeros reduce el valor de su Tg. Esto es atribuido a que dichas moléculas
se ubican entre las cadenas poliméricas, aumentando el espacio entre ellas debido a su
volumen molar (para AB de 102,0 + 3,0 cm?®) (175), produciendo una mayor movilidad y
disminuyendo las fuerzas cohesivas entre ellas, necesitando asi menos energia para el
paso del estado vitreo a uno mas fluido (“‘cauchoso”). Caso contrario ocurre con los CPEs
formados con AS y AHB, en los que hay un aumento de la Tg. Este comportamiento se
puede deber al menor volumen molar de estos acidos (100,4 £3 cm?® para ambos)(187,188),
impactando en menor proporcion al volumen libre entre las cadenas y por lo tanto
manteniendo mas compacto el sistema en comparacién con los obtenidos con AB. Por otra
parte, la temperatura de fusion de los &cidos (AS =158,0°C y AHB = 215,0°C) influye
notoriamente en este desplazamiento, debido al mayor requerimiento de energia para que
el entramado polimérico se “ablande” cuando estan presentes estos acidos en la matriz del

polimero, lo que se refleja en un valor mas alto de la Tg.

La neutralizacion de los CPEs con el ion cloruro, aumenté la Tg para todos los sistemas, lo
gue pudo deberse al pequeiio tamafio de este ion (0,181 nm)(189), que facilita una mayor
interaccion con los grupos dietilamino del Eu en comparacion con los aniones de los &cidos
organicos. Esta mayor interacciéon conduce a una compactacion de la red polimérica por

disminucion del volumen libre, reflejandose en el termograma en una Tg mayor.

Con respecto a la técnica de obtencion, la Tg fue mayor para los CPEs que se obtuvieron
por SD en comparacion con los elaborados por HME. Esta diferencia en las dos
metodologias es causada principalmente por la estructura de las particulas formadas. La
técnica de secado por aspersion puede generar diferentes tipos de particulas (Figura 3-10),
lo cual dependera de la velocidad de secado y la interaccién entre los materiales; para los
CPEs de este estudio, el proceso de elaboraciéon permitio obtener particulas esféricas y
huecas para todos los complejos. Estas caracteristicas dificultan la conduccion del calor a
través del material, lo que hace necesario un suministro de mayor energia para superar la

temperatura de transicion vitrea del CPE.

Para los procesos llevados a cabo por HME, el material que se obtiene es sélido y compacto
porque no hay formacion de espacios al interior de las particulas (Figura 3-10), debido al
ablandamiento del polimero y a la inclusion del activo en la matriz polimérica; al no tener
espacios intra-particula la conduccion del calor es homogénea, promoviendo una rapida
transicion desde el estado vitreo hasta el estado “cauchoso” en comparacién con las

particulas de secado por aspersion.
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Figura 3-10 Representacion esquematica de las particulas de los complejos obtenidos por
secado por aspersion y extrusion por fusion.
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Ademas del desplazamiento de la Tg, el segundo fendmeno presentado consistié en la
desaparicion del pico endotérmico de la fusion del &cido en todos los complejos. Este
comportamiento evidencia la distribucion a nivel molecular del activo en el polimero, lo que

se ha demostrado en sistemas similares de CPEs (55,190-192).

La técnica de DSC no tiene el alcance para indicar si hay interacciones entre el acido y el

polimero, pero nos da informacién sobre el nUmero de fases presentes en el sistema.
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3.4.3 Espectrometria de fotoelectrones inducidos por rayos X
(XPS)

La espectroscopia de fotoelectrones inducidos por rayos X, ha demostrado ser una

poderosa herramienta para la caracterizacién quimica de superficies con una notable

sensibilidad para todos los elementos, con excepcion del hidrégeno y del helio (193),

basdndose en las concentraciones atomicas. Un espectro XPS es especifico para las

energias de union quimica (BE, por sus siglas en ingles) de la mayoria de los elementos de

interés en compuestos organicos.

El cambio en la BE en un compuesto, se puede aprovechar para estudiar las interacciones
de dicho compuesto en una mezcla, por ejemplo entre farmacos y polimeros en sistemas
de dispersion sdlida (194). Los desplazamientos en la BE se pueden discriminar para un
atomo en especifico posibilitando la identificacion del tipo de interaccion que se esta
presentado (enlaces de hidrogeno, interaccion electrostética, protonacién, entre otras). Por
ejemplo, en investigaciones previas se ha observado que un valor de desplazamiento en la
BE del N1s positivo de + 2,3 eV esta dado para la protonacion de un nitrégeno aromatico
en la teofilina, asi como para un nitrégeno alifatico en el grupo piperidina (195). XPS también
se ha empleado para identificar la naturaleza del tipo de unién en sistemas en los cuales
estén presentes PEs, como la investigacion de Bukhovets et al., 2020 (196), en la que en
el complejo inter polielectrolitico entre Eudragit EPO y Eudragit S100 se evidencié que los
grupos que contenian nitrégeno estaban presentes en varias formas: el estado fundamental
(399,5 eV), grupos amino neutros, grupos con puentes de hidrogeno (400,5 eV,
desplazamiento quimico de grupos neutros +1,0 eV) y grupos en forma iénica (401,7 eV,
desplazamiento quimico de grupos neutros +2,2 eV), demostrandose la gran especificidad

gque posee esta metodologia.

Especificamente, XPS también tiene una sensibilidad excelente para evaluar el grado de
protonacién midiendo los cambios en la energia de unién de los atomos seleccionados. Por
ejemplo, en un sistema donde se forma una sal como el caso del acido 3,5-
diaminobenzoico, en el cual el grupo -NH, sufre un cambio por protonacién a —NH3 con un
incremento de +2,4 eV (197).

En la Tabla 3-5, se presentan los porcentajes de area correspondientes a la composicion
de cada uno de los atomos que conforman los CPEs y los materiales precursores. Se

observa gue en los complejos el porcentaje de nitrégeno disminuye respecto al Eu, por la
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inclusion de otros atomos en la mezcla. De manera particular, en los CPEs con AS la
disminucién fue menor con respecto a los demas complejos. Esto podria atribuirse a la
proporcion del AS que estaria en su forma molecular, la cual se sublima en el proceso de
analisis por XPS debido a que el cambio en su entalpia sublimacién es menor en
comparacion con el AB y el AHB (198). La presencia del ion cloruro en los CPEs también
fue observada en aquellos espectros donde el Eu fue neutralizado con HCI; los porcentajes
de cloro en los complejos no guardaron ninguna relacion con la metodologia o el acido
utilizado.

Tabla 3-5 Posicion y porcentaje de area de los atomos de O, C, Ny Cl en los activos acidos,
el Eudragit E100 y los complejos.

Materiales Area (%)

0,1s C1s N,1s Cl,2p
AHB 48,89 51,11 - -
AS* -- -- -- --
AB* -- -- -- --
Eu 39,66 54,64 5,70 --

Secado por aspersion
EuB1oo 36,82 58,25 4,93 --
EuB7sCl2s 38,90 55,94 4,65 0,30
EuHB 100 39,39 55,63 4,98 -
EuHB75Cl2s 38,85 55,90 4,99 0,27
EuAsioo 38,62 55,72 5,66 --
EuAs7sCla2s 37,46 57,04 5,32 0,26
Extrusién por fusion

EuB1oo 35,49 59,59 4,92 --
EuB7sCl2s 44,75 49,55 4,84 0,28
EuHB 100 39,18 55,85 4,98 --
EuHB75Cl2s 38,95 55,91 4,81 0,33
EuAsioo 38,68 56,01 5,31 -
EuAs7sCl2s 37,60 56,88 5,26 0,25

* Se produjo sublimacién en el andlisis por XPS.

La Figura 3-11 muestra el espectro de XPS del Eu, en el que se observa los picos de los
atomos de oxigeno, nitrégeno y carbono. La posicion de estos picos estan de acuerdo con
los rangos reportados (199), y su intensidad esta relacionada con la abundancia de cada

atomo en la molécula.
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Figura 3-11 Espectro de rayos X fotoeléctrico del Eudragit E100.
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Como se mencion6 anteriormente, la energia de unién exacta de los electrones que estan
alrededor de un nucleo esté influenciada por el entorno quimico inmediato de ese atomo y
las alteraciones de energia se conocen como cambios quimicos. Las alteraciones que
conducen a estos cambios quimicos en un espectro XPS, las podemos distinguir por las
diferencias en estados de oxidacion de los atomos en la molécula, los diferentes grupos
funcionales y la carga, obteniendo un cambio de energia para cada 4&tomo. Para los CPEs
los cambios quimicos estan relacionados con las interacciones de los grupos funcionales
gue los conforman, produciéndose asi desplazamientos en la energia de union la cual se
calcula a partir del espectro. En la Figura 3-12, se muestra el del CPE EuBiq obtenido por
secado por aspersion, en el que la grafica de resolucién para el oxigeno estd compuesta
por dos picos, los cuales corresponden a los grupos funcionales O=C-OH y C-O. En el

anexo D se incluyen los espectros de XPS para los todos complejos.
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Figura 3-12 Espectro XPS del complejo EuB100 Obtenido mediante secado por aspersion y
gréafica de la resolucion para oxigeno O1s.
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El ambiente quimico de los oxigenos cambia cuando se forma el CPE promoviendo un
desplazamiento en la union. En la Figura 3-13 se muestra el cambio quimico del oxigeno

en eV de cada uno de los CPEs por las dos metodologias empleadas.
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Figura 3-13 Diferencias en energias de unién para el oxigeno, en los complejos obtenidos
por SD y HME, para los grupos C-O y O=C-OH.
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La interaccion esta dada por el carbono carboxilico de los acidos y el oxigeno del polimero
[O=C --- (- O -)], a su vez el carbono carboxilico del polimero con los oxigenos de carga
negativa de los acidos (-C-O-C-), siendo esta ultima mas débil, lo cual es confirmado por la
intensidad en el cambio quimico. Esta intensidad fue mayor en todos los CPEs obtenidos
por SD en los que no se emple6 HCI para neutralizar el polimero, en comparacion con los
obtenidos por HME. Este comportamiento es debido a que, en SD la metodologia involucra
la dispersién del polimero en el solvente (etanol 96%), generando una relajacion de sus
cadenas lo que facilita la proximidad de los grupos funcionales y por ende su interaccion.
Por el contrario, en HME, la movilidad de las cadenas poliméricas esta limitada y
condicionada a la temperatura de produccién, por lo que se dificulta la interaccion entre los
grupos funcionales. Por otra parte, el desplazamiento quimico fue mayor en los CPEs que
contienen AS y AHB (+0,19 y +0,16, respectivamente), principalmente porque estos acidos
tienen un grupo hidroxilo fendlico (-OH) que también puede interactuar con el carbono del

grupo carboxilico del Eu.

En cuanto al nitrégeno del Eu, que es una amina terciaria (-NR3), presenta su pico en el
espectro de XPS en una posicion de energia de union a 396,8604 eV (Figura 3-10), que
esta en concordancia con lo reportado en otras investigaciones que incluyen aminas
terciarias ~ 389,500-399,700 eV (195,199). Como se indic6 anteriormente, una de la
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alteraciones que conducen a un cambio quimico es la carga del &tomo, para el nitrégeno
se ha demostrado que al aumentar la carga aumenta la BE (200). Para nuestro estudio el
nitrégeno del grupo dimetilamina del Eu se carga positivamente, esto genera un
apantallamiento de los electrones 1s del nitrdgeno necesitindose mas energia para
eyectarlos de ese nivel, reflejandose en el espectro XPS en un desplazamiento positivo en
la BE (Figura 3-14).

Figura 3-14 Protonaciéon de una amina terciaria y aumento de la energia de unién.

+ H
H | +
R—I}I—CH3 — R—I?I—CHS
CH, CH,
Aumento de Energia de Union (eV)

>

En los CPEs obtenidos por las dos metodologias (HME y SD), se observé en sus espectros
de XPS la aparicién de una nueva sefial en el rango de nitrégeno N1s de 389,500 a 402,035
eV (201), correspondiente al nitrégeno protonado. En la Figura 3-15 se muestra el espectro
de alta resolucion del nitrdgeno N1s para el complejo EuB10o Obtenido por SD, detallandose
las dos sefales del nitrégeno N1s.

Figura 3-15 Espectro de resolucion para el N1s del complejo EuBioo Obtenido mediante
secado por aspersion.
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Es de resaltar que no todo el nitrégeno del Eu se alcanza a protonar, como se ilustra en la
Tabla 3-6 en la que se relacionan los desplazamientos de todos los complejos con respecto
al N1s del PE solo y su porcentaje de protonacion. Para todos los CPEs el desplazamiento
fue positivo y en general fue mayor en los CPEs obtenidos por HME, siendo un resultado
que esta posiblemente asociado a la energia proporcionada por las fuerzas mecanicas y a
la temperatura del proceso. Estos resultados sugieren, que esta energia afecta a los &tomos
vecinos del nitrégeno N1s del polimero, llevando a un cambio de entorno quimico que se

refleja en un mayor desplazamiento en la BE.

En los CPEs que fueron neutralizados con HCI, su desplazamiento en la BE fue mayor en
comparacion con los CPEs que solamente se neutralizaron con el acido organico
correspondiente. La principal razén es que el HCI al protonar algunos grupos amino del PE,
facilita su dispersion, permitiendo que las cadenas del polimero se expandan posibilitando
una mayor interaccién con los activos (AB, AS y AHB). Este comportamiento fue observado
para las dos metodologias empleadas (Tabla 3-6).

Tabla 3-6 Cambio quimico del N1s del Eudragit E100 y los CPEs obtenidos por SD y
HME.

Nitrégeno N1s (amina terciaria)

Material Posicion del pico (eV) Cambio quimico (eV) % de protonacion

Secado por aspersion

Eudragit E100  ~396,8406 - —

EuB 100 ~397,7350 +0,89 22,7
EuB7sCl2s ~398,4200 +1,58 33,9
EuHB 100 ~398,1605 +1,32 34,2
EuHB75Cl2s ~398,2186 +1,38 38,7
EuAsioo ~398,2186 +1,38 25,8
EuAs7sClas ~398,2591 +1,42 26,3
Extrusion por fusion
EuB 100 ~397,9162 +1,08 13,5
EuB7sCl2s ~398,2566 +1,42 20,3
EuHB 100 ~398,7999 +1,79 29,0
EuHB75Cl2s ~398,6278 +1,96 31,2
EuAsioo ~398,3345 +1,49 23,1
EuAs7sClos ~398,3674 +1,53 24,9

Los porcentajes de protonacién en los CPEs no sobrepasaron el 35% (Tabla 3-6), con lo
cual se infiere que la proporcion estequiométrica de neutralizacién calculada no asegura el
100% de la neutralidad de los grupos amina del Eu. Para asegurar una mayor neutralizacion

se deberia cargar el polimero con mas acido y asegurar que las cadenas de polimero que



81

aln no estén totalmente relajadas puedan estarlo, de esta manera se tendria una mayor
probabilidad de protonacién para los nitrégenos N1s. Cargar el polimero con mayor
cantidad del activo es una forma de asegurar la interaccién, como se ha propuesto en varias
investigaciones sobre DSA en las que el polimero es cargado en varias proporciones,
buscado maximizar la funcionalidad del sistema y al mismo tiempo asegurando su
estabilidad (202,203).

El mayor porcentaje de protonacion se observo en los CPEs obtenidos por secado por
aspersion. El procedimiento de dispersién del polimero y del activo en un medio liquido
(etanol al 96%) previo al secado, permite que las cadenas del polimero estén totalmente
expandidas, de esta manera la aceptacion del ion hidronio por parte del nitrégeno del grupo
amina se lleve a cabo con més facilidad. En la Figura 3-16 se muestra la relacion de los
porcentajes de protonacion con los pKa de los acidos organicos, en la que hay una leve
relacién entre el aumento del porcentaje de protonacién y el pKa. Aunque para el caso del
acido salicilico su pKa es menor, la presencia en su estructura molecular de un grupo
hidroxilo fendlico ionizable (pKaz) proporciona mas iones hidronio en comparaciéon con el
acido benzoico reflejandose en un porcentaje de protonacidén superior, aungue menor que
el obtenido para los CPEs del acido 4-hidroxibenzoico. Esto Ultimo se puede explicar si
comparamos el AS con el AHB. Cuando el AS pierde el primer proton queda una carga
negativa en el grupo carboxilico, que es estabilizada por el grupo -OH de la posicion orto
mediante puentes de hidrogeno intermoleculares, haciendo que la liberacion del segundo
proton se dificulte. Para el AHB, la formacién de puentes intermoleculares no se presenta
permitiendo que el grupo -OH fendlico libere méas facilmente el protdn que el AS (204) . Este
evento, se refleja en los pKa, de los acidos (13,6 para AS y 9,3 para AHB) (71,176) y el

porcentaje de protonacién obtenido de los espectros de XPS mostrados en la Tabla 3-6.
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Figura 3-16 Relacion entre los pKa de los &cidos utilizados en cada uno de los CPEs
obtenidos por HME y SD.
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En la Figura 3-17 se representa de manera esquematica la interaccion de enlace de
hidrégeno entre el Eu y los acidos utilizados. Como se dijo anteriormente la eficiencia de
interaccion no solo es atribuible al pKa de los acidos, también dependera de la disposicion
espacial y la proximidad de los grupos amina del Eu y el grupo carboxilico del &cido
empleado, asi como de la influencia del impedimento estérico que ejercen las unidades
monomeéricas del polimero (193). Por otro lado, los fendmenos asociados al proceso de

mezcla también pueden explicar la efectividad de la protonacién para el caso de HME.
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Figura 3-17 Sitio propuesto para los enlaces de hidrégeno entre el Eudragit E100, acido
salicilico, acido 4-hidroxibenzoico y acido benzoico.
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3.4.4 Microscopia electronica de barrido (SEM)

El principal uso de la SEM es analizar la morfologia, las propiedades de superficie y una
vision general del tamafio de particula de un material (186). La microscopia electrénica de
barrido puede ser usada para evaluar la variacién de las propiedades de las particulas,
obtenidas por diferentes metodologias como extrusién por fusion, secado por aspersion,
electrohilado y secado al vacio (203). La sensibilidad de la SEM para detectar pequefias
particulas sobre la superficie de las muestras analizadas, como cristales la convierte en un
complemento de informacion para XRPD y DSC (205,206), e incluso junto con XPS, ha sido

empleada para caracterizar las interacciones entre activos y polimeros (201).

Para las metodologias empleadas (SD y HME), conocer la morfologia de las particulas
obtenidas es de suma importancia para explicar las propiedades farmacotécnicas como
fluidez, voluminosidad, densidad, entre otras, requeridas para futuras aplicaciones de estos
CPEs (207). En la Figura 3-18 se muestran las fotografias de los CPEs obtenidos por
secado por aspersion, en los que la forma esférica fue la constante para cada sistema, con

evidencia de aglomeracién en los complejos formados con el AB, que presentan una
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superficie algo rugosa. Las particulas de los CPEs que incluyen el AS fueron esféricas
huecas y con friabilidad, observdndose muchas particulas quebradas. Aquellas que
contienen el AHB, fueron mas aglomeradas y con gran cantidad de pequefas particulas
sobre su superficie. La morfologia observada podria estar relacionada con factores

asociados al proceso, como la velocidad de secado y con la composicion del CPE (208).

La friabilidad de algunas de las particulas obtenidas por SD podria asociarse con la
viscosidad de la dispersion a secar. La formacion de las goticulas y el grosor de la pared
depende en gran medida de esta propiedad. El Eu se disuelve mejor en pHs inferiores a 5
(209) y entre mas bajo sea el pH la dispersién se torna mas fluida; de los tres acidos
estudiados el de menor pKa es el AS proporcionado al medio un pH mas bajo que disminuye
la viscosidad. De esta manera, entre menos viscosidad tiene la dispersion que se atomiza
en el equipo, el espesor de pared se hace menor, aumentado la difusion del disolvente a la
superficie de la particula, creando esferas huecas y fragiles (208,210).

El fendmeno de friabilidad se alcanza a disminuir con la inclusibn del HCI en la
neutralizacion del polimero, lo cual se observa en la Figura 3-18 (d), en la que las particulas
estan aglomeradas, pero no quebradas. Esto podria deberse a la mayor interaccién entre
el Euy el 4&cido empleado, de acuerdo con lo explicado en los resultados de XPS, formando

goticulas mas resistentes.
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Figura 3-18 Particulas de los complejos obtenidos por secado por aspersion. a) EuBigo b)
EUB75C|25 C) EuAsioo d) EUAS75C|25 E) EuHB 100 Yy f) EuH B75C|25 (5000)( a-d) (2500X ey f)

Los CPEs obtenidos por HME no exhibieron cristales del activo en la superficie, solo se
observan pequefios fragmentos de extruidos (Figura 3-19). Los CPEs son compactos sin
partes huecas y visualmente rigidos. La ganancia de rigidez (dureza), es una propiedad que
se presenta en los extruidos debido al incremento de densidad y al posible cambio de la

orientacion del Eu, la cual no significa cambios quimicos en su compaosicién (211).

En general, los resultados de la SEM muestran como la metodologia de obtencion de los
CPEs impacta a nivel microscépico las particulas obtenidas y ayuda a complementar los
resultados de DSC, XRPD y XPS.



86  Evaluacion del comportamiento fisicoquimico y antimicrobiano de complejos con
polielectrolitos

Figura 3-19 Particulas de los complejos obtenidos por extrusién por fusion a) EuBigo b)
EUB75C|25 C) EuAsioo d) EUAS75C|25 e) EuHB 100 Yy f) EuH B75C|25 (SOOOX)

3.4.5 Distribucion de tamafo de particula

Los resultados de la distribucion del tamafio de particula para los CPEs obtenidos por
secado por aspersion se muestran en la Tabla 3-7. Cabe indicar que, por los aspectos
inherentes al proceso de obtencion de los CPEs por HME, que involucra una operacion de
molienda al final, no tenia mucho sentido la evaluacion del tamafio de particula para
aquellos obtenidos por esta metodologia. Se destaca que el tamafio alcanzado en este
ultimo caso dependi6 de esta operacion.



87

Tabla 3-7 Tamafo de particula de los CPEs obtenidos por secado por aspersion.

Complejos dvs &(um) Span
EuB10o 860,77 + 1,33 1,2
EuB7sCl2s 59,77 £ 2,50 4,1
EuHB 100 16,97 + 0,30 2,6
EuHB75Cl2s 13,57 + 0,30 3,1
EuAsioo 14,50 £ 0,10 2,7
EuAssCl2s 10,33+ 0,10 2,7

aPromedio * coeficiente de variacién (CV).

Los resultados del tamafio y de la distribucion de tamafio de las particulas, obtenidas por la
metodologia de SD, estan influenciados principalmente por los parametros del proceso
(212). Por ejemplo, un aumento en el porcentaje de alimentacion puede llevar a una
disminucién en el tamafio de las particulas (213). Para los CPEs con AS y para el EuHB 100,
el porcentaje de alimentacién estuvo en el nivel mas alto (30%) en comparacién con las
condiciones de obtenciéon de los demas CPEs, siendo ellos los que tuvieron tamafios de
particula menores, con excepcion del CPE EuHB7sClys (porcentaje de alimentacion de
10%), en el que posiblemente también influyeron otras variables asociadas al proceso.

Otro aspecto que influyd en los resultados fue la composicion de los CPEs. La adicién del
HCI en los complejos generdé una disminucién del tamafio de particula, lo que fue
consistente tanto para el dvs (Dso) como para el Dgg Yy el D1o. En la Figura 3-20 se muestran
comparativamente los tamafios de particula de los diferentes CPEs, también se incluy6 al
ionémero EuCligo, todos obtenidos por SD. Esta disminucion del tamafio de particula podria
estar relacionada con la mayor acidez conferida al medio de dispersion por parte de
aquellos complejos que contenian cloruros. La explicacion seria similar a la dada
anteriormente para la SEM, y es que esta mayor acidez ocasiona una disminucion en la
viscosidad de la dispersién a atomizar. A menor viscosidad se logra un menor espesor de
la pelicula que se forma en el proceso de secado alrededor de las particulas esféricas, lo
que produce un aumento en la difusion del etanol hacia la superficie. La pérdida del solvente
por difusién se traduce en una disminucion de la expansion del solvente al interior de las

esferas que se refleja en la obtenciéon de un menor tamafio de particula.
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Figura 3-20 Distribucion de tamafio de particula (Dgo, Dso ¥ Dio) de los CPEs y EuClioo
obtenidos por secado por aspersion.
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3.5 Caracterizacion en dispersion

La caracterizacion en dispersion de un CPE ayuda a entender como este actla frente al
medio donde se encuentra y, cdmo algunas caracteristicas especificas del medio como pH,
fuerza idnica, concentracion de solidos, carga, entre otras, pueden afectar la forma de
interaccion con dicho medio. Adicionalmente, esta caracterizacion permite interpretar el
comportamiento del CPE con relacién a las interacciones electrostéaticas que lo conforman
y, cOmo estas afectan caracteristicas macro como la liberacién y su estabilidad fisica en
dispersién. Como se mencioné en la metodologia, para cada uno de los CPEs estudiados,

se determind la solubilidad cualitativa, el potencial ¢ y el comportamiento de liberacion.

3.5.1 Solubilidad cualitativa

La solubilidad es una propiedad termodindmica que corresponde a la concentracion de la

solucion saturada del soluto en estudio, en un solvente especifico a unas condiciones
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definidas. Ocurre en equilibrio dinamico, lo que significa que resulta de los procesos
simultaneos y opuestos de disolucidn y separacion de fases (por ejemplo, precipitacion de
sélidos). Puede expresarse en unidades de concentracion como molalidad, fraccién molar,

entre otras (214).

La determinacién de la solubilidad para los CPEs tiene varias limitantes, la principal es el
aumento de la viscosidad del sistema que dificulta llegar al estado de equilibrio,
posiblemente dado por la generacién de agregados micelares (215). Por este motivo,
muchas de las investigaciones en este campo enfocan sus esfuerzos en evaluar la
liberacion y la velocidad de disolucion del farmaco complejado (216), en comparacion con
el mismo farmaco libre (217), méas que en la determinacion del valor de solubilidad. Por esta
razon, los resultados que se muestran a continuacibn son mas de tipo cualitativo o
cuantitativo, pero con alcance limitado, siguiendo los procedimientos que se describieron

en la metodologia.

= Primera metodologia

De acuerdo con la USP, la solubilidad cualitativa se puede expresar 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” (Tabla 3-8 )
(159). De los doce complejos evaluados, diez se clasificaron en la categoria de “soluble”,
es decir, cada uno requiri6 de 10 a 30 partes de solvente por una parte de soluto,
observandose una apariencia traslicida y sin presencia de sélido; dos complejos, EuASioo
HME y EuAsioo SD, presentaron particulas en suspension dificilmente dispersables, por lo

que se clasificaron como insolubles.

Tabla 3-8 Descripcion de la solubilidad cualitativa segun la USP.

Término descriptivo Partes de solvente requerido por 1 parte de
solvente

Muy soluble Menos de 1

Totalmente soluble Delal0

Soluble De 10 a 30

Escasamente soluble De 30a 100

Ligeramente soluble De 100 a 1000

Muy ligeramente soluble De 1000 a 10000

Practicamente insoluble, o insoluble Mayor que o igual 10000
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" Segunda metodologia

Los polielectrolitos son polimeros ionizables que cambian sus conformaciones poliméricas
segun sus cambios ambientales, la ionizacion ocurre por los grupos que estan a lo largo de
su estructura que se disocian en disolventes polares como el agua, dejando cargas en las
cadenas del polimero y liberando contraiones en la solucion (218,219). EI comportamiento
en solucién es controlado principalmente por el pH del medio y la fuerza idnica, el pH fue
medido en dispersiones de 0,6% de &acido de los complejos en agua. Se tomé este valor
porque es la concentracién que es superior a los tipicos valores de concentracién minima
inhibitoria (CMI) del AB frente a levaduras y hongos filamentosos (220). Adicionalmente,
esta concentracion fue punto de referencia en investigaciones previamente realizadas al
interior del grupo de investigacion con el AB, esperando mas adelante observar un efecto
antimicrobiano para los sistemas con los otros acidos, a este mismo nivel de concentracioén.
Los resultados fueron congruentes con la etapa anterior (primera metodologia), en la que
solo los complejos con AS neutralizados al 100% fueron dificilmente dispersables

(insolubles).

Como se indic6 en la caracterizacion en el estado sélido, los sistemas obtenidos por SD y
HME son DSAs, en los que una molécula esta dispersa en un polimero amorfo. En las DSAs
se produce una estabilizacion de la molécula dispersa siendo una consecuencia de factores
como las interacciones intermoleculares, efecto antiplastificante ejercido por el polimero,
barreras fisicas para el proceso de cristalizacién y una reduccién en el potencial quimico de
la molécula (221). Las interacciones intermoleculares entre el polimero y la molécula

dispersa son el punto clave porque dan como resultado la formacién de los CPEs (222,223).

El aumento de la solubilidad de un activo, al hacer parte de una DSA o de un CPE ha sido
estudiado ampliamente (129,167,168,190,216,224,225). Los resultados mostrados en la
Tabla 3-9, muestran la concentracién de 4cido que estaria disuelto al pH de la dispersién
([acido]®) del CPE. Esto es un claro incremento de la cantidad de activo solubilizado en
agua, lo que resulta fundamental para asegurar posteriormente un efecto antimicrobiano de
los acidos. ElI aumento en solubilidad, se debe principalmente al estado amorfo, donde no
hay requerimiento de energia para romper la red cristalina de la moléculas dispersas en la
matriz del polimero, de modo que estas puedan interactuar con las moléculas del solvente
y se disuelvan (122). Adicional a este aspecto, en los CPEs el aumento de la solubilidad

esta dado por la formacion del par iénico soluble entre el PE y el activo, que es como se
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encuentran de manera predominante los acidos estudiados, de acuerdo con lo presentado
en el Capitulo 2 (Tablas 2-6 y 2-15).

Tabla 3-9 Resultados de la solubilidad y pH, empleando la metodologia 2, para los
complejos en dispersion al 0,6% en acido.

[CPE] mg/mlI Soluble pH [acido]? [4cido]P
mg/ml mg/ml
Secado por aspersion
EuB100 15,40 Si 4,74 (0,41) 6,0 22,5
EuB7sCla2s 20,70 Si 4,95 (0,35) 6,0 15,2
EuHB 100 14,00 Si 4,98 (0,27) 6,0 25,4
EuHB75Cl2s 18,80 Si 5,15 (0,83) 6,0 17,6
EuAsioo 14,00 No --- 6,0 ---
EuAssCl2s 18,80 Si 4,31 (0,94) 6,0 47,8
Extrusion por fusion
EuB100 15,40 Si 5,10 (0,69) 6,0 30,4
EuB7sCla2s 20,70 Si 5,25 (0,89) 6,0 415
EuHB 100 14,00 Si 5,20 (0,56) 6,0 27,9
EuHB75Cl2s 18,80 Si 5,27 (0,66) 6,0 31,9
EuAsioo 14,00 No --- 6,0 ---
EuAssCl2s 18,80 Si 4,40 (0,78) 6,0 58,4

Entre paréntesis: valores de coeficiente de variacion (CV).
a Concentracion estequiométrica de AB, AS y AHB en la dispersion.
b Solubilidad en agua del acido al pH medido para cada dispersion.

Teniendo en cuenta los resultados de la Tabla 3-9, se decidi6 verificar si hay una relacion
entre el pH y el porcentaje del Eu en los CPEs. En la Figura 3-21 se puede visualizar que a
medida que aumenta el porcentaje de polimero en la dispersion, el pH aumenta para cada
uno de los sistemas con excepcién del CPE EuAs+sClzs. Para los CPES EuBago, EUB75Clys,
EuHB100 Y EUHB75Cl2s5, el aumento de pH es posiblemente debido a la cantidad de grupos
dietilamino disponibles en los CPEs que contienen mas polimero, estos captaran mas iones
hidronio (H*) del medio disminuyendo su concentracion y, reflejandose en un aumento de
pH. En cuanto al CPE EuAs7sClzs su pH disminuye probablemente por la influencia del pKa
del AS, propiciando una mayor cantidad de iones H* en el medio los cuales desbordan la

capacidad de captacién del polimero, produciendo una disminucion en el pH.

Al hacer una comparacién de la solubilidad que alcanzarian los acidos, con respecto al pH
y la metodologia de obtencién (Tabla 3-9, [acido]?), se podria decir que los CPEs producidos
por HME solubilizan mas acido que su contraparte obtenida por SD (Figura 3-22). Esto
posiblemente es debido, a que en la metodologia de HME se genera un CPE seco (sin
residuos de solvente) con una mayor capacidad de humectacion. Esto facilitaria que las

moléculas del acido interaccionen con las moléculas del medio (agua) mas facilmente en
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comparacion con los producidos por SD. Esto también aplica para las cadenas poliméricas
del Eu posibilitando la captacion de iones hidronio por parte de estas, y como se explico,

conllevando a un aumento del pH para los CPEs producidos por HME.

Figura 3-21 Valores de pH promedio de las dispersiones acuosas de los complejos
obtenidos por SD y HME a 0,6% en acido, en el eje X se presenta el porcentaje de Eudragit
E100 en la dispersion.

5,4 -
EuHB“CIM
EuHBqu o
et o E"'Bwo ™
®
5,0 -
T 4,8 4
[ =
4,6 -
. a SD EuA.s;mClz5
: e HME
]
4,2 T T T T 1
14 1,6 1,8 2,0 2,2

% de Eudragit E100

Figura 3-22 Relacion de los pH obtenidos de las dispersiones acuosas de los CPEs,
producidos por HME y SD a 0,6% en acido.
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= Tercera metodologia

Para evaluar el comportamiento de la solubilidad de los CPEs a pH superiores al pKa de
los acidos que lo conforman, se llevé a cabo un analisis de la solubilidad en 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 %
del acido correspondiente. En la Tabla 3-10 se muestran los resultados para todos los
complejos.

Tabla 3-10 Solubilidad cualitativa de los doce complejos a una concentraciéon de 0,6 % del
acido, en buffer de fosfatos, a diferentes valores de pH.

[CPE] mg/ml 58 60 63 66 69 72 76 80
Secado por aspersién
EuB100 15,40 S S S S S S S P
EuB7sCl2s 20,70 S S S S S S S P
EuHB 100 14,00 S S S S S S S P
EuHB75Cl2s 18,80 S S S S S S S P
EuAsioo 14,00 I I I I I I I I
EuAssClzs 18,80 S S S S S S S P
Extrusion por fusion
EuB100 15,40 S S S S S S S P
EuB7sCl2s 20,70 S S S S S S S P
EuHB 100 14,00 S S S S S S S P
EuHB75Cl2s 18,80 S S S S S S S P
EuAsioo 14,00 I I I I I I I I
EuAssClzs 18,80 S S S S S S S P

S (soluble); P (parcialmente soluble); I (Insoluble).

Los resultados de la Tabla 3-10 muestran una tendencia a la disminucion de la solubilidad
de los CPEs en la medida que aumenta el pH, debido a la variacion en el grado de ionizacién
del Eu. En condiciones alcalinas, valores cercanos o superiores a su pKa (8,45 +0,15 (226)),
estd menos disociado lo que favorece la interaccion entre las cadenas llevando a una

aglomeracion y formacién de particulas.

Con respecto al EuAsi00 quedé en evidencia su dificil dispersion a diferentes valores de pH,
a la concentraciéon evaluada. Esto posiblemente se debe al equilibrio tautomérico que
presenta el acido salicilico (227-229), por lo que la carga negativa se distribuye entre los
grupos hidroxilo y carboxilico con una disminucién de la densidad electronica, limitando la
apertura de las cadenas del Eu y, disminuyendo las probabilidades de interaccién con el

medio donde esta disperso.
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Por otro parte, los sistemas buffer empleados para la regulacion del medio, pueden actuar
como generadores de cargas pudiendo afectar el equilibrio propio de los CPEs. Para
evidenciar si hubo tales interferencias en los resultados se realizé el mismo ensayo, pero
con ajuste de pH con NaOH diluido (Tabla 3-11).

Tabla 3-11 Solubilidad cualitativa de los diez complejos a una concentracién de 0,6 % del
acido en agua, a diferentes valores de pH.

[CPE] mg/ml 5,8 6,0 6,3 6,6 6,9 7,2 7,6
Secado por aspersién
EuBioo 15,40 S S S S S S P
EuB7sClzs 20,70 S S S S S S P
EuHB 100 14,00 S S S S S S P
EuHB75Cl2s 18,80 S S S S S S P
EuAsioo 14,00 I I I I I I I
EuAs7sClzs 18,80 S S S S S S P
Extrusion por fusion
EuBioo 15,40 S S S S S S P
EuB7sCla2s 20,70 S S S S S S P
EuHB 100 14,00 S S S S S S P
EuHB75Cl2s 18,80 S S S S S S P
EuAsioo 14,00 I I I I I I I
EuAs7sClzs 18,80 S S S S S S P

S (soluble); P (parcialmente soluble); I (Insoluble).

En la Tabla 3-11 estan los resultados de solubilidad cualitativa de las dispersiones de los
CPEs cuando se varié el pH con NaOH diluido. Aqui todos los complejos se comportaron
de igual manera que cuando se ajusté el pH con buffer fosfato, manteniéndose las
dispersiones transllcidas hasta pH 7,2. Estos resultados indican, que la presencia de
buffers como los fosfatos, no afectan el resultado de solubilidad cualitativo evaluado en este

rango de pH.

A pH 7,6 si se evidenci6 una diferencia en la solubilidad cualitativa cuando se ajusté con
NaOH en vez de buffer de fosfatos, en la que los CPEs se comportaron como parcialmente
solubles. Este comportamiento, se puede deber a las cargas contra iGnicas presentes en el
medio como lo son los benzoatos, salicilatos, cloruros que estan interaccionando de forma
i6bnica con los grupos dieltilamino del Eu, ejerciendo una barrera que obstaculiza la
neutralizaciéon adicional que puedan ejercer los grupos fosfatos y los grupos hidroxilos.
Adicionalmente, la mayor area de superficie polar (86,2 A?)(230) de los fosfatos en
comparacion con el OH- (1A2)(231), podria impedir que en presencia de buffer fosfato se
produzca la precipitacion debida a una neutralizacion mayor del PE y con NaOH si ocurra,

favorecido ademas de su menor tamafio, por su caracter de base fuerte. Esto ha sido
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confirmado por C. Sester et al., 2020 (209), quienes demostraron que a pH 5,2, con buffer
fosfato, el Eu esté disperso y, que en las mismas condiciones pero empleando NaOH, este

precipita.

Hay que aclarar que, de acuerdo con los resultados de solubilidad, debido a la dificil
dispersion del complejo EuAsioo €n agua, este no se evalué en ninguno de los ensayos

siguientes.

= Cantidad méaxima de complejo aceptada en agua

En las metodologias anteriores hubo un comportamiento similar para la solubilidad
cualitativa para todos los complejos en las condiciones evaluadas de pH y concentracion.
Para tener una vision mas clara sobre la mejora en la solubilidad de cada uno de los acidos
complejados, se empled la metodologia de cantidad maxima de CPE aceptada en agua,
para diferenciar de manera cuantitativa los sistemas. Hay que tener en cuenta que esta
metodologia no es una determinacién de solubilidad propiamente dicha (no se alcanza el
equilibrio termodinamico), y cuenta con limitantes como la falta de consideracion del
volumen desplazado por la adicion del soluto. Sin embargo, con las limitaciones
mencionadas, ha sido un punto de partida para investigaciones donde se evalla el
comportamiento de saturacion de los CPEs (99,232,233). En la Tabla 3-12 se muestran los
resultados para la cantidad maxima de CPE aceptada en agua y la concentracion de los

acidos calculadas estequiométricamente.

Tabla 3-12 Cantidad maxima de complejo aceptada en agua [CPE], concentracién de acido
solubilizado [4cido] y porcentaje de acido correspondiente a la cantidad de CPE, [4cido]%.

[CPE] mg/ml [acido] [acido] %
mg/ml

Extrusion por fusion
EuBioo 890,50 (0,15) 247,8 24,8
EuB7sCla2s 920,15 (0,35) 202,2 20,2
EuHB 100 901,01 (0,35) 273,7 27,4
EuHB75Cl2s 910,20 (0,25) 219,7 22,0
EuAs7sClzs 568,74 (0,50) 172,8 17,3

Secado por aspersioén
EuBioo 905,70 (0,24) 252,1 25,2
EuB7sClz2s 995,60 (0,32) 218,5 21,9
EuHB 100 915,82 (0,40) 278,2 27,8
EuHB75Cl2s 970,25 (0,35) 234,2 23,4
EuAs7sClzs 603,64 (0,62) 183,4 18,3

Entre paréntesis, valores de coeficiente de variacion (CV).
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La Tabla 3-12 sefiala, el aumento de la cantidad méxima de CPE aceptada por el agua
cuando en el complejo esta presente el ion cloruro, y se evidencia una diferencia dada por
la metodologia de procesamiento empleada (SD o HME). Como se indicé en los ensayos
anteriores, la inclusion del ion cloruro favorece la apertura de las cadenas del polimero y su
facil humectabilidad, constituyéndose en una estrategia para la obtencion de CPE entre Eu
y activos aniénicos para obtener dispersiones acuosas traslicidas, incrementando su
compatibilidad con el agua (46,54,150). Para analizar la cantidad de &cido solubilizado por
los CPEs, su relacién con la metodologia de produccion y la constante de disociacion de
los activos, se construy6 la Figura 3-23. De los resultados, se observa una tendencia de
aumento de la cantidad de acido disuelto en la medida que el pKa del 4cido aumenta y una
diferencia entre las metodologias de obtencién, siendo para SD levemente mayor que para
HME. A pesar de las diferencias en las propiedades fisicoquimicas (debidas a la interaccion
entre los componentes), en los CPEs obtenidos por ambas metodologias el comportamiento
es muy similar, lo que ya ha sido demostrado en otras investigaciones como la de Benes et
al.,, 2017 quienes compararon diferentes metodologias para la obtencién de DSAs,
encontrando una tendencia similar en el aumento de la solubilidad del activo in-vitro para
SD y HME (234). La cantidad de acido solubilizado se favorecié cuando la neutralizacion
fue del 100% con el preservante, con excepcion de lo ocurrido con el &cido salicilico.

Figura 3-23 Cantidad maxima de acido solubilizado en agua para los CPEs obtenidos por
HME y SD.
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De esta manera, la formacion del complejo mejora la solubilidad en agua de los &cidos en
estudio (excepto para EuAsioo), respecto a la solubilidad de partida de los activos (Tabla 1-

3), y del Eu, que es insoluble a un valor de pH superior de 5 en agua (235).

3.5.2 Evaluacion del potencial ¢

Cuando hay una interfase sélido-liquido se presenta una distribucién de cargas eléctricas
alrededor de las particulas del soélido, dicha distribucidn se conoce como doble capa
eléctrica (DCE) y también se evidencia en la superficie de las nanoparticulas dispersas en
un liguido. La DCE se forma debido a la disociacién de grupos superficiales, la adsorcion
de iones determinantes de carga y la sustitucion isomorfica (236). Esta carga superficial
crea un campo electrostéatico que afecta la distribucién local de iones en la mayor parte del
liquido. Este campo electrostatico, en combinacion con el movimiento de los iones, crea

una contra carga y, por lo tanto, apantalla la carga eléctrica superficial.

La carga eléctrica neta en esta capa difusa de apantallamiento es igual en magnitud a la
carga superficial neta, pero tiene el signo opuesto. Como resultado, la estructura completa
es eléctricamente neutra. Algunos de los contraiones podrian adsorberse especificamente
cerca de la superficie y contribuir a lo que se llama la capa de Stern (Figura 3-24). La parte

exterior de la capa de apantallamiento se suele denominar capa difusa.

La capa difusa, o al menos parte de ella, puede moverse bajo la influencia de una tension
tangencial. Hay un plano de deslizamiento introducido convencionalmente que separa el
fluido movil del fluido que permanece adherido a la superficie. El potencial eléctrico en este

plano se denomina potencial electrocinético o potencial ¢ (237).
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Figura 3-24 Representacion de la estructura de la doble capa eléctrica segun el modelo de
Gouy-Chapman-Stern (adaptado de la ISO 13099-1) (238).
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Las particulas cargadas en su superficie, dispersas en un medio, pueden tener movimiento
y desplazarse en dicho medio. En consecuencia, la velocidad de desplazamiento (V) de la
particula es directamente proporcional al producto de su carga (q) y el gradiente de
potencial eléctrico (E), e inversamente proporcional al coeficiente de friccion (f) relativo a la
forma y el tamafo de particula, lo cual esta relacionado con la viscosidad del medio
(Ecuacion 3-3).

V= 4k (3-3)

f

La movilidad electroforética (u) es un caso particular de la velocidad de desplazamiento de
una particula cargada, cuando se aplica un campo eléctrico y su signo es igual al de la
carga de la particula. Se puede decir que la p de una particula coloidal que se mueve en
un liquido bajo un campo eléctrico aplicado es una cualidad importante que proporciona
informacion sobre las propiedades eléctricas de la superficie de la particula.

Para el calculo de la p hay varias formulas, como la de Smoluchowski (Ecuacion 3-4) que

relaciona la p y el potencial ¢ de la particula.

p = Socmé (3-4)

n
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Donde €, y €m soOn las constantes dieléctricas en el vacio y en el liquido de las particulas,
respectivamente, y n es la viscosidad dinamica del medio (237). El potencial ¢ es una
propiedad que no puede ser medida directamente, para su determinacion es necesario
medir una sefal electrocinética y aplicar un modelo matematico apropiado que permita su
conversién (239). De esta manera, midiendo la movilidad electroforética se puede obtener
el potencial ¢, mediante alguna de las ecuaciones existentes, cada una fundamentada en
una teoria particular. Dependiendo de la dureza de la particula se han generado tres teorias
de la electroforesis para calcular y: 1) para particulas duras o sélidas, 2) para polielectrolitos
esféricos (o esferas porosas) y 3) para particulas suaves o blandas (Figura 3-25).

Figura 3-25 Teoria de la electroforesis para particulas esféricas duras, suaves y para

polielectrolitos esféricos, y los autores que la desarrollaron (adaptado de Electrophoresis of
soft particles Ohshima, Hiroyuki 1995) (240).

Polielectrolito esférico Particula suave Particula dura

Hermans, Fujita, Overbeek, Donath, Pas- tuschenko, Smoluchowski, Htickel,
Stigter. Jones, Wunderlich, Levine, Henry, Overbeek, Booth,
Sharp, Brooks, Ohshima. Dukhin, Derjaguin, O'Brien,

White, Hunter.

La aproximacién de Smoluchowski aplica para particulas soélidas y las teorias de
polielectrolitos esféricos y particulas suaves no incluyen en su modelo matematico la
relacion con el potencial ¢ (240,241). Por lo tanto, para ninguna de las teorias mostradas
en la Figura 3-25 se ha desarrollado un modelo que se ajuste a las particularidades del
sistema a evaluar, de esta manera, en este estudio no se midié un potencial ¢ verdadero,
dado que no se generd un modelo matematico de conversién de la movilidad electroforética
de un PE a potencial ¢, asi que para guardar una logica con lo explicado se utilizo la
expresion pseudo potencial ¢ (F-). Sin embargo, para efectos practicos los resultados
reportados permiten reconocer tendencias y hacer comparaciones, puesto que,

dependiendo de su valor, pueden reflejar la presencia de una movilidad electroforética
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positiva 0 negativa y pueden confirmar la presencia de moléculas cargadas. Se tuvieron en
cuenta todas las caracteristicas que describen y acompafan el informe de la medicion del

potencial {, como pH, concentracion de electrolitos, temperatura y tiempo de lectura (242).

En esta investigacién se empled el instrumento Zetasizer Malvern Nano ZS, que permite
hacer la medicion del potencial ¢ a partir de la sefial electrocinética correspondiente a pJ y

la aplicacion de la ecuacién de Henry (Ecuacion 3-5).

__ 2emlka

3N (3-5)

Donde ka es la funcion de Henry, la cual generalmente usa valores de 1,5y 1,0. Las
determinaciones electroforéticas del potencial ¢ se realizan con mayor frecuencia en medios
acuosos y con una concentracion moderada de electrolitos; para estos casos se utiliza ka
1,5 que se conoce como aproximacion de Smoluchowski. La p se obtiene por electroforesis,
y el instrumento somete a la solucion de moléculas o a la dispersion de particulas a un
campo eléctrico, generando el movimiento de estas en funcion de su potencial ¢, a una
velocidad que es determinada por la técnica de velocimetria laser Doppler. Para este
estudio se aplicé la aproximaciéon de Smoluchowski, que ha sido reportada en estudios

previos de sistemas tipo complejo polielectrolito (18,118,243—-245).

Teniendo en cuenta la metodologia planteada, se realizaron las mediciones del F-C a
dispersiones de los CPEs a una concentracion de 0,06% en &cido, valor que permite
comparar con las otras propiedades fisicoquimicas evaluadas en dispersion, incluida la
evaluacion antimicrobiana (Capitulo 4), en condiciones de pH ligeramente &cidas. El rango
de concentracion del polimero para cada uno de los sistemas estuvo entre 0,14 y 0,21%,

cercano a lo recomendado por investigaciones con sistemas similares (226,245-247).

Los resultados de F-C y pH para las dispersiones de los complejos se presentan en la Tabla
3-13. El F- vario6 entre 24,3 y 40,2 mV, congruente con los potenciales positivos generados
por dispersiones de PE basicos, y similar a lo reportado por Quinteros 2010,

especificamente para los complejos con acido benzoico y salicilico (248).

Las dispersiones muestran valores positivos F-, aunque los CPEs tengan un alto
porcentaje de condensacion contraionica. ElI comportamiento observado puede
interpretarse de acuerdo con los modelos teéricos de doble capa eléctrica dado por

Jimenez-Kairuz 2004, como un modelo constituido por dos fases interpenetradas: fase
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macromolecular y fase fluida (249). EI modelo propone que, en condiciones de equilibrio un
PE acido que interacciona con un contraion, conforma un microentorno macromolecular
donde la concentracion de especies catidénicas es mayor que en el seno de la solucién. Esto
ocurre como consecuencia de la atraccidon electrostatica de las cargas negativas
remanentes del PE que estan siendo neutralizadas con el contraiébn positivo por
condensacion iénica, en equilibrio con una proporcion de contraiones con mayor grado de
libertad, algunos de los cuales poseen suficiente energia cinética para migrar al seno de la
solucion. De esta manera, el microentorno macromolecular tendra permanentemente

cargas ionicas con capacidad de interactuar con un campo eléctrico.

Por otra parte, en la practica valores positivos 0 negativos de F-{ cercanos a -30,0 y +30,0
mV en un sistema disperso (como es el caso de los CPEs obtenidos, Tabla 3-13) se
relacionan con su alta estabilidad coloidal (250), lo que concuerda con la investigacion
hecha por Alarcén L (2017), en la que se estudio la interaccién acido-base entre PE &acidos
y fArmacos de caracter basicos, demostrando la estabilidad de las dispersiones (243).

Tabla 3-13 Valores de pseudo potencial zeta (F-C) para los diez complejos en dispersion.

Concentracién al 0,06 % en &acido y, medio dispersante agua desionizada con 10uL de NaCl
10mM.

Secado por aspersién
F- mV (CV) pH (CV)

EuB1oo 26,9 (2,2) 4,9 (0,4)
EuB7sCl2s 24,3 (1,2) 5,6 (0,9)
EuHB100 28,1 (3,4) 5.1 (1,3)
EuHB7sCls 24,8 (2,1) 5,6 (0,7)
EuAssCls 40,2 (3,1) 41(1,2)

Extrusiéon por fusiéon
F-CmV (CV) pH (CV)

EuB100 34,7 (1,84) 4,7 (0,8)
EuB7sClzs 32,5(3,3) 55(1,1)
EuHB100 30,5 (4,4) 5,0 (0,6)
EuHB7sCls 26,9 (4,1) 5,4 (0,9)
EuAs7s5Clas 35,8 (2,6) 4,5(1,4)

*Coeficiente de variacion (CV)

Los resultados ilustran una tendencia de disminucién del F- cuando los CPEs tiene en su
composicion al ion cloruro. La presencia de este ion, por la neutralizacion con el HCI, podria
facilitar la apertura de las cadenas del PE, lo que a su vez promoveria la condensacion
i6nica llevando a un descenso del F-C. En la literatura se observa que las variaciones en

composicion cuando no hay ninguna interaccién electrostatica entre el activo y el PE, no



102 Evaluacion del comportamiento fisicoquimico y antimicrobiano de complejos con
polielectrolitos

afectan el potencial electrocinético del sistema a diferencia de lo que sucede para los CPEs
de este estudio. Ejemplo de ello son las dispersiones sélidas entre Eudragit E100 y

curcumina (251) y el sistema ciprofloxacina- Eudragit RS100 (249).

Por otra parte, dada la relevancia del pH sobre el potencial electrocinético en una dispersion
de CPE, se evalu6 el potencial electrocinético de las dispersiones en un rango de pH de 4,5
a 9,0. En las Figuras 3-26 a la 3-30 se muestran los resultados del F-C en funcién de esta
variable, para cada una de las dispersiones. Adicionalmente, se compara el F- entre CPEs

semejantes pero obtenidos por HME y SD.

Figura 3-26 Efecto del pH sobre el F-{ a 25°C para EuB1go Obtenido por HME y SD.
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Figura 3-27 Efecto del pH sobre el F- a 25°C para EuB+sCls obtenido por HME y SD.
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Figura 3-28 Efecto del pH sobre el F-{ a 25°C para EuHB100 Obtenido por HME y SD.
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Figura 3-29 Efecto del pH sobre el F-{ a 25°C para EuHB75Cl2s obtenido por HME y SD.
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Figura 3-30 Efecto del pH sobre el F-{ a 25°C para EuAssClzs obtenido por HME y SD.
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De los resultados presentados en las Figuras 3-26 a 3-30, se evidencia una tendencia de
la disminucién del F-¢ con el aumento del pH. Esto podria relacionarse con la variacién en
el grado de ionizacién de los grupos amino expuestos del Eu, lo cual es consistente con lo
reportado por Salamanca et al., 2019 para el ionémero EuCligo (245). A pH cercano al valor
del pKa (a pH superiores de 8,0), los CPEs disminuyen su ionizacién a tal grado, que se
promueve el acercamiento entre ellos, generando agregados y formaciéon de miltiples redes

que aumentan el tamafio de particula y la polidispersidad del sistema (252).

Adicionalmente, se observa la influencia de la metodologia de obtencién del CPE en el F-
{. Los valores son ligeramente mayores para los obtenidos por HME y especialmente los
neutralizados con AB y AHB. Esta diferencia se entiende por la manera en que las cadenas
del polimero se hidratan, siendo més facil en aquellos CPEs elaborados por SD, en los que
las cadenas estdn menos compactadas favoreciendo la entrada de medio, lo cual conlleva
a una relajacién de las cadenas poliméricas, permitiendo la neutralizacion de las cargas

positivas en toda su estructura.

Para evaluar la influencia del 4cido que hace parte del CPE sobre el F-{, se construyo la
gréfica de la Figura 3-31, empleando los resultados a pH 7,0. Se observa que a medida que
el pKa de los acidos aumenta, los valores F- de los CPEs se diferencian entre si, incluso
a un mismo valor de pKa. Adicionalmente, se evidencia la influencia de la metodologia de
obtencion sobre esta propiedad (con excepcién del EuAs7sClzs). Este comportamiento
podria estar relacionado con que, a este valor de pH los &cidos con pKa menor se
encuentran mas ionizados, resultando en mas cargas en el medio que podrian neutralizar
las del Eu. Cuando el pKa es mayor, la ionizaciébn ocurre en menor proporcion, de tal
manera que los grupos amino protonados del Eu estaran menos neutralizados con la carga
negativa de los acidos, reflejandose en una diferencia en los F-¢ de los CPEs. La inclusion
de iones cloruro tuvo una gran influencia en la diferenciacion de los valores de F- en los
CPEs. Esta diferenciacion fue notoria en los CPEs con AHB aumentando el F- cuando se
incluyeron iones cloruro, lo que podria deberse a que el &cido AHB se disocia menos por la
presencia de altas cantidades de ion H* proporcionadas por el HCI, manteniéndose las

cargas positivas en la estructura del PE al disminuir su neutralizacion.
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Figura 3-31 Relacion entre los pKa de los acidos estudiados y el F-{ de las dispersiones de
los CPEs a pH 7,0, con 0,06% en &cido.
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3.5.3 Comportamiento de liberacién de los CPEs

La evaluacion de la liberacién de un activo desde una forma de dosificacion solida,
incluyendo las DSAs, se hace habitualmente mediante el ensayo de disoluciéon de la
farmacopea utilizando los diferentes aparatos (cominmente 1y 2), (58,105,167). En los
CPEs, a diferencia de las DSAs, el activo esta principalmente interactuando iGnicamente
con el PE, asi que el ensayo de disolucion por si solo no tiene la capacidad de diferenciar
entre el activo libre y el complejado, siguiendo metodologias analiticas sencillas como la
espectrofotometria UV. Las celdas bicompartimentales de difusién estéticas y de flujo
continuo, se convierten en una buena opcion y son recomendadas por varias guias
internacionales (253), y aplican para el estudio de la liberacion de activos a partir de CPEs,

cuando se emplea una membrana de dialisis entre los dos compartimentos.

Para una celda de Franz, el compartimiento donor es aquel donde se adiciona la dispersion,
solucion o semisolido que contiene el activo a evaluar; éste pasa por la membrana hacia el
compartimiento receptor, de donde se toman las muestras correspondientes a intervalos de

tiempo establecidos, para la posterior cuantificacion del activo. Este proceso de difusion del
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activo puede verse afectado por las condiciones y parametros de operacion del ensayo,
tales como: la temperatura, la velocidad de agitacién, el tipo y naturaleza de la membrana,
la composicién del compartimento receptor y el tener o no garantizadas las condiciones sink

(sumidero o maximo gradiente) (254,255).

A partir de los resultados de la cuantificacion del activo a cada tiempo de muestreo,
empleando las celdas bicompartimentales, se puede evaluar la cinética de liberacion,
especialmente cuando se parte de sistemas de cesion controlada de moléculas
biolégicamente activas (52), como son los CPEs. Los modelos mateméaticos empleados
para tal fin, describen la dependencia de la liberacién en funcion del tiempo (256). Estos
modelos son una herramienta importante para disefiar formulaciones farmacéuticas,
evaluar procesos de liberacion de activos in vitro e in vivo y, en general, idear el disefio

Optimo para nuevos sistemas (257).

Existen diferentes modelos matematicos que tienen en cuenta los fendmenos
fisicoguimicos y las caracteristicas propias del sistema de liberacién (por ejemplo, la forma).
Entre los principales modelos cinéticos de liberacion se destacan, orden cero, primer orden,
Higuchi, Hixson—-Crowell, Korsmeyer—Peppas, Baker—Lonsdale, Weibull, Hopfenberg, y
Gompertz. En la Tabla 3-14 se presentan las ecuaciones asociadas a cada uno de éstos y
las caracteristicas que lo representan. Aunque, para los sistemas de CPEs no todos los
modelos cinéticos aplican, en la Tabla 3-15 se hace un recuento de algunos de los estudios
en los que se hizo uso de las celdas de Franz, para la evaluacion de los ensayos de
liberacion a partir de CPEs y complejos interpolielectrolito (CIPES), las condiciones de las
metodologias y el modelo matematico de liberacién empleado.

Tabla 3-14 Modelos matematicos utilizados para analizar la cinética de liberacion de
activos.

Modelo Ecuacion Caracteristicas

Orden cero Ce = Cy + kot (3-6) La liberacion se da en funcién del tiempo a una velocidad
constante, independiente de la concentracion del activo
(258). Ct es la cantidad de activo liberado en tiempo t, Co
es la cantidad inicial de activo. ko constante de liberacion

del modelo.

Orden Uno LnC, = LnCy + kyt (3-7) La cantidad liberada es proporcional a la cantidad de activo

que permanece en el sistema matricial (258).

C: es la cantidad de activo liberado en tiempo t, Co es la
cantidad inicial de activo. ki constante de liberaciéon del

modelo.
Higuchi M _ é (3-8) La liberacion es directamente proporcional a la raiz
Meo " cuadrada del tiempo (259). M/M- es la fraccion de activo

liberado en tiempo t, kn constante de liberacion para el

modelo.
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Hixson-
Crowell

VCo = YCe + kyct (3-9)

Aplica a formas de dosificacion tales como tabletas, en las
que la disolucion ocurre en planos paralelos a la superficie
de la forma de dosificacién; esta superficie disminuye
proporcionalmente con el tiempo y la forma geométrica se
mantiene constante (260).

Ct es la cantidad de activo liberado en tiempo t, Co es la
cantidad inicial de activo, knc constante de liberacion para
el modelo.

Korsmeyer-
Peppas

M
= kypt™ (3-10)

Dependiendo del valor de n es posible establecer el
mecanismo de liberacién (261).

Mi/M- es la fraccion de activo liberado en tiempoty n es el
exponente de liberacion, kkp constante de liberacién para el
modelo.

Baker-
Lonsdale

{7 -

M _ 3D Cins
Mo

r0C,

—t(3-11)

El modelo se describe para la liberacion controlada de
farmacos a partir de matrices esféricas (262).

M¢M- es la fraccién de activo liberado en tiempo t, Dm es el
coeficiente de difusion, Cms la solubilidad del farmaco en la
matriz, r° es el radio de la matriz esférica.

Hopfenberg

Coao

kot 1%(3.12)

Utilizado para explicar la liberacion del farmaco a partir de
polimeros erosionables y diversas formas geométricas
(263). M/M- es la fraccion de activo liberado en tiempo t, ko
la constante de velocidad de erosién, Co la concentracion
inicial, ao es el radio inicial (esfera o cilindro) o la mitad del
espesor (lamina) del sistemas y n es un factor de forma que
toma valor 1, 3 o 3 para laminas, cilindros o esferas,
respectivamente.

Weibull

m=1—exp[_

(t-TpP
a

] (3-13)

Este modelo se considera mas Util para comparar los
perfiles de liberacién de farmacos de los sistemas de matriz
(264). m es la fraccion de farmaco acumulado en el tiempo,
Ti es el pardmetro de localizacion, a es el parametro de
escala y define la escala de tiempo del proceso y b es el
parametro de forma el cual es caracteristico del tipo de
curva.

Gompertz

X = Xmaxexp[—aePtod O] (3-14)

Util para comparar los perfiles de liberacion de farmacos
que tienen buena solubilidad y tasa de liberacién intermedia
(265). Xt es el porcentaje disuelto en el tiempo t dividido por
100, Xmax e€s la disolucibn maxima, a determina la
proporcion no disuelta en el tiempo t = 1 y se describe como
ubicacion o parametro de escala, g tasa de disolucion por
unidad de tiempo descrita como parametro de forma.

Tabla 3-15 Estudios de
bicompartimentales.

liberacion de sistemas CPEs en celdas de difusion

Autor

ARfo

Vol
Donor

(ml)

Receptor

Vol Vol. (ml)

Muestra

Areade tfinal Medio
difusion  (h)

(cm?)

CPE
Evaluado

Modelo
matematico

Palena
(266)

2012

1g

(ml)
15

1

1.25 7 H20,
NacCl,
pH 6.8

pH 1.2

CIPE Eu-Fx-
Eu

(Fx: At, Pry
Me)

K-P

Quinteros
(267)

2012

76

N.R 7 NaCl

Eu-Fx
(Fx: Flur,
Nap, Ket,

Ind,D)

Cero

Saladini
(103)

2012

15mg

12

0.1

15 6 pH 5.5

CIPE CH-
Trac-Peptina

N.R

Battistini
(268)

2013

17

0.9

N.R 3 H20

HA-Fx
Fx: At, Pr,Li

N.R
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Autor Afio Vol Vol Vol. (ml) Areade tfinal Medio CPE Modelo
Donor Receptor Muestra  difusion (h) Evaluado matematico
(ml) (ml) (cm?)
Ramirez- 2014 4 76 15 N.R 7 H20y Eu-EnM Cero
Rigo (18) NaCl
Palena 2015 1 15 1 1.25 7 H20, CIPE Eu- K-P
(244) NacCl, Fx50-EuL50
pH 6.8 Fx: AS, AB,
pH 1.2 Ket y Nap
Cerchiara 2016 10 mg N.R N.R N.R 6 pH 2.0 CH-VM-CMC N.R
(269) pH7.4
Sonje 2016 3 N.R N.R N.R 8 pH 6.6 CH-Ond-Gell Cero, unoy
(270) Higuchi
Bijukumar 2016 2 8 1 1.767 8 pH 7.4 CIPE Alg- N.R
(250) HA-CH (Fx:
Ind)
Garcia 2016 0.5g 15 1 1.25 24 H20 Dep-Cip Higuchi
(271) NaCl
pH 6.8
Guzman 2016 1 16 1 N.R 5 H20 Eu-Ris N.R
(148) NaCl
FGS
Alarcon 2017 1 16 0.9 1.25 3 H20 ADN-Fx Higuchi
(243) NaCl Fx: Li, At, Pr
Lefnaoui 2018 N.R 15 1 15 24 pH 7.4 CH-Alg N.R
(272) Fx: KF
Carton 2019 2 10 1 N.R 72 pH 7.4 HA- N.R
(273) Pentamina
Sumaila 2019 3 N.R 3 1.77 8 pH 6.8 CIPE SL-CH N.R
(274) Fx: RIF
Dubey 2020 3 20 2 N.R 8 FLS CIPE CH- N.R
(275) Peptina
Fx: BZN

Convenciones: Vol. Donor: volumen en el compartimento donor; algunos estudios reportan el contenido en
peso, estos fueron indicados en gramos (g) y miligramos (mg). 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; Medio: el empleado en el compartimento receptor; t final: tiempo total de
ensayo en horas; Modelo: modelo cinético utilizado para estudiar la liberacién. N.R: no reportada; pH 2: buffer
a pH 2; pH 1.2: buffer a pH 1.2; H20: agua; NaCl: solucion acuosa de NaCl al 0,9%; pH 6,8: buffer de fosfatos
a pH 6,8; FGS: fluido gastrico simulado; FLS: fluido lacrimal simulado; CH: quitosano; SL: lecitina de soya; Alg:
Alginato; DeP: polimero dendronizado; CMC: Carboximetilcelulosa; Gell: Goma gellan; VM: Vancomicina; AS:
acido salicilico; AB: acido benzoico; Ind: indometacina; Li: lidocaina; Cip: ciprofloxacina; Me: metoclopramida;
Eu: Eudragit E; At: atenolol; CIPE: complejo interpolielectrolito; Fx: farmaco o activo; Pr: propranolol; Flur:
flurbiprofeno; Nap: naproxeno; Ket: ketoprofeno, D: diclofenaco; HA: acido hialurénico; Ond: clorhidrato de
ondansetrén; EnM: enalapril maleato; Trac: hidrocloruro de tacrina; Me: metoclopramida; Ris: risedronato; KF:
Ketotifeno fumarato; RIF: Rifampicina; BZN: Brinzolamida; K-P: Korsmeyer-Peppas; Cero: cinética de orden
cero; Uno: cinética de orden uno.

Para describir el comportamiento de liberacion de los CPEs se seleccionaron las
condiciones teniendo en cuenta los estudios mostrados en la Tabla 3-15 y la investigacion
realizada por Dallos (2019) (21). De esta manera, para el volumen del compartimiento donor
se eligi6 1ml, valor empleado en algunas investigaciones para CPEs. Para el
compartimiento receptor se tuvo en cuenta que el volumen fuese suficiente para mantener

las condiciones sink, utilizandose un area superficial de 3,51cm? y un volumen de 58ml,
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muestreando 2ml con reposicion. En cuanto a la temperatura, en la mayoria de los estudios
presentados estuvo en 37°C, cambiando a 32°C cuando se desafido un sistema para
liberacion ocular. Sin embargo, los acidos evaluados en este estudio presentan una éptima
actividad antimicrobiana en el rango de 25 a 35°C, por lo que se selecciona la temperatura
de 25°C para poder relacionar posteriormente estos resultados con los de actividad. Se
eligié ocho horas como tiempo total del estudio, suficiente para evaluar la cinética de
liberacion del activo desde un CPE. Se emplearon agua y buffer de fosfatos a pH 6,0 y 6,9,
como fluidos a incluir en el medio receptor, muy empleados en este tipo de estudios, con el
fin de correlacionar posteriormente los resultados de la liberacion con los de la actividad

antibacteriana determinados en estas condiciones.

Teniendo en cuenta los estudios mostrados, para el andlisis cinético del comportamiento
de liberacion de los CPEs de este estudio, se emplearon los modelos cinéticos de orden
cero, primer orden, Higuchi y Korsmeyer—Peppas.

= Determinacion de las condiciones sink

En los ensayos de liberacion es fundamental asegurar las condiciones “sink”, para lo cual
se realizaron los calculos de solubilidad para cada uno de los sistemas estudiados,
fundamentados en la metodologia propuesta por Quinteros et al., 2008 (46). En la Tabla 3-
16 se presenta la informacién relacionada con la maxima concentracién que se podria
alcanzar en el compartimento receptor si difundiera el 100 % del activo a través de la
membrana de dialisis. Adicionalmente, se incluye la solubilidad del AB, del AS y del AHB al
pH del fluido del medio receptor y se determina cuantas veces cabria esa cantidad mas alta
de activo disuelto, en el volumen establecido (factor de saturacién). Hay que tener en cuenta
que para garantizar las condiciones sink o condiciones de inmersion perfectas, la
concentracion del activo en el medio receptor no debe superar el 10% de la solubilidad del
activo en el medio utilizado o segun otros autores, tener un medio de disoluciéon que
corresponda al menos de tres a diez veces el equivalente al volumen de saturacién (276—
279). En la Tabla 3-16, se observa que los factores calculados estdn muy por encima de
los valores mencionados, indicando que se garantizaron las condiciones sink para la
evaluacion de todos los CPEs, en las diferentes condiciones de fluido receptor estudiadas.
En cuanto a los valores de pH, se observa que cuando el medio era buffer (pH 6,0 y 6,9),
el valor de las dispersiones no cambi6, mientras que en agua si tuvo pequefias variaciones,

como era de esperarse (Tabla 3-16).
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Tabla 3-16 Demostracion de las condiciones sink de los ensayos de liberacién (Vol donor:
1ml, concentracion de complejo: 0,6% en &cido, medio dispersién agua y buffer fosfato de
potasio a pH: 6,0 y 6,9).

Complejo Concentracién pH? So del Factor de saturacion*
maxima acido
(mg/ml)* (mg/ml)3
HME (medio de liberacién agua)
EuB1oo 0,1034 5,06 28,0 271
EuB7sCla2s 0,1034 5,20 37,4 362
EuHB 100 0,1034 5,31 34,4 333
EuHB75Cl2s 0,1034 5,63 66,5 643
EuAs7sClaos 0,1034 3,72 13,9 134
SD (medio de liberaciéon agua)
EuB1oo 0,1034 5,01 25,4 245
EuB7sCl2s 0,1034 5,12 31,7 306
EuHB 100 0,1034 5,11 23,6 228
EuHB75Cl2s 0,1034 5,35 37,3 360
EuAs7sCl2s 0,1034 3,61 11,2 109
HME y SD (pH 6,0)
EuB1oo 0,1034 6,00 217,9 2107
EuB7sCl2s 0,1034 6,00 217,9 2107
EuHB 100 0,1034 6,00 149,2 1442
EuHB75Cl2s 0,1034 6,00 149,2 1442
EuAs7sCl2s 0,1034 6,00 2242,0 21672
HME y SD (pH 6,9)
EuB1oo 0,1034 6,90 1707,4 16505
EuB7sClz2s 0,1034 6,90 1707,4 16505
EuHB 100 0,1034 6,90 1150,4 11121
EuHB75Cl2s 0,1034 6,90 1150,4 11121
EuAs7sCl2s 0,1034 6,90 1054,6 10194

*Los miligramos de &cido en el compartimento receptor en el t=0, fue de 6mg para todos lo CPEs. 'Maxima
concentracion de acido posible en el compartimento receptor asumiendo el 100% de la liberacion (volumen de
las celdas de Franz 58.0 + 1ml), 2pH de la solucién de acido a la maxima concentracion posible; 3solubilidad del
acido al pH medido; “relacién entre la solubilidad (concentracion de saturacion) y la concentracion maxima
posible.

De acuerdo con lo mencionado, los ensayos se liberacidn se realizaron en tres medios

diferentes: agua, y buffers pH 6,0 y 6,9, como se presenta a continuacion.

= Liberacion en agua

Los resultados de la liberacién acumulada del AB, el AHB y el AS a partir de los complejos
obtenidos por HME y SD se presentan en las Figuras 3-32, 3-33 y 3-34. La liberacién de los
activos a partir de los CPEs, implica Unicamente el paso de las especies de bajo peso
molecular a través de una membrana de acetato de celulosa semipermeable (Sigma 12

kDa), lo que impide la difusion del Eudragit E100 y del CPE hacia el medio receptor. Se
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observa que los porcentajes de liberacion a partir de los CPEs no sobrepasaron el 45%,
comportamiento acorde con sistemas similares con una cesion controlada del activo
(46,55). Los &cidos sin complejar presentaron porcentajes de liberacion superiores al 95%
indicando un comportamiento de liberacion inmediata.

Figura 3-32 Perfiles de liberacion de acido benzoico en agua, desde los CPEs obtenidos
por HME y SD.
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Figura 3-33 Perfiles de liberacion de acido 4-hidroxibenzoico en agua, desde los CPEs
obtenidos por HME y SD.
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Figura 3-34 Perfiles de liberacion de &cido salicilico en agua, desde los CPEs obtenidos
por HME y SD.
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La liberacion del activo se da cuando la especie disociada (A- o H*) y la no disociada (HA)
atraviesan la membrana, teniendo en cuenta que por su tamafio son las Unicas que podrian
hacerlo. De acuerdo con algunas investigaciones con CPEs (41,267) se ha establecido que
el mecanismo de liberacién se da principalmente por la difusién de la especie neutra del
activo, ya que la especie ionizada es retenida en el CPE, mediante la interaccion
electrostatica que presenta con el PE, Eu en este estudio (Figura 3-35). Cuando la liberacién
del activo es baja, es una consecuencia de la baja concentracion de HA libre debido al alto
grado de condensacion contraiénica. A medida que HA difunde hacia el medio receptor y
se aleja del entorno del complejo, el equilibrio se desplaza y provee de “nuevo HA”,

convirtiendo al CPE en reservorio del activo, modulando de esta manera la liberacion.

En la Tabla 3-17 se observa la disminuciéon del pH en el compartimento receptor
transcurridas las ocho horas del estudio, o que estaria confirmando la teoria de que
predominantemente la especie sin disociar es la que atraviesa la membrana de acetato de
celulosa. De ahi que los CPEs con las liberaciones mas altas fueron las que presentaron

un menor pH en el compartimento receptor al final del estudio.

Los CPEs que tuvieron como contraion al Cl- presentaron una menor tasa de liberacion,
posiblemente debido a la mayor proporcion de Eu en los CPEs con neutralizacion del 75%

(Tabla 3-17). Esto aumenta la probabilidad de interaccion del PE con el 4cido conllevando
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a una mayor retencion en el CPE. Adicionalmente, la neutralizacion con el HCI genera un
medio més acido que podria favorecer la disociacion del Eu, lo que a su vez contribuye a

que el activo sea retenido en el CPE.

Figura 3-35 Equilibrio entre el CPE y un &acido organico de bajo peso molecular y, su paso
por una membrana semipermeable.

HA <—— HA
Eu+ HA % EuH*+ A" 5 [EuH*A] =

Compartimiento A+ H* Compartimiento
Donor Receptor

Eu = Eudragit E100; HA = &cido orgénico de bajo peso molecular; [EuH*A] = par i6nico formado.

Tabla 3-17 Valores de porcentaje maximo liberado de acido al t=8h y de pH relacionados
con los ensayos de liberacién. El pH del medio receptor (agua) en t=0 fue 5,45.

Porcentaje de Porcentaje pH del pH del ApH
Complejos acido de Eudragit compartimento compartimento

liberado t=8h  E100 en el donor (t=0) receptor (t=8h)

CPE

HME
EuB1oo 37,4 (1,8) 1,5 5,14 4,64 0,50
EuB75Cl2s 21,6 (1,1) 2,1 5,26 4,87 0,39
EuHB 100 31,0 (0,2) 14 5,22 4,76 0,46
EuHB75Cl2s 20,7 (1,0) 1,9 5,58 5,10 0,48
EuAssCl2s 23,9 (1,0) 1,9 4,11 3,42 0,69
SD
EuBioo 40,6 (3,6) 15 4,95 4,25 0,70
EuB7sClazs 28,1 (1,6) 2,1 5,18 4,62 0,56
EuHB 100 32,6 (1,5) 14 5,08 4,80 0,28
EuHB75Cl2s 28,2 (1,4) 19 5,41 5,23 0,18
EuAs7sClzs 28,7 (0,8) 1,9 4,20 3,82 0,38

El tipo de &cido organico que hizo parte del CPE también tuvo incidencia sobre la cantidad
liberada. EI comportamiento fue de mayor a menor asi, AS > AB > AHB para los CPEs
obtenidos por HME cuando estuvieron neutralizados en un 75% con el acido organico y
25% con HCI. Por otra parte, los CPEs obtenidos por SD no tuvieron una influencia tan

marcada como en HME por el tipo de acido, aunque la tendencia se mantuvo (Tabla 3-17).
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La diferencia en el comportamiento para los CPEs, parece estar relacionada con la
constante disociacién, presentdndose una mayor liberacion a menor valor de esta
constante. Esto podria relacionarse con una mayor concentracion de la especie neutra que
es favorecida con la inclusién de HCI al sistema, y como se explicé anteriormente beneficia

la difusién del activo a través de la membrana semipermeable (ver Figura 3-35).

Al comparar los perfiles de liberacion teniendo en cuenta la metodologia de obtencion, se
aprecia que los complejos producidos por extrusion por fusion tienen un menor porcentaje
de liberacion. Este comportamiento podria deberse a la menor difusion de los acidos a partir
de los CPEs obtenidos por esta metodologia debido a la miscibilidad farmaco-polimero que
favorece las interacciones por puentes de hidrogeno (280), dipolo-dipolo y van der Waals
(133,152), sin dejar de lado las interacciones intermoleculares de tipo electrostatico, que
estan presentes en los complejos obtenidos por los dos métodos (281). Estas interacciones
hacen que el activo se retenga mas tiempo dentro la matriz polimérica, que estaria mas

“compacta”, generando que la liberacién se desarrolle con mayor dificultad.

Los perfiles de liberacion, diferenciados por su método de obtencién, se analizaron
estadisticamente. En la Tabla 3-18 se presentan los valores calculados de los factores de
similitud (f2) y diferencia (f1) para los complejos obtenidos por HME y SD. De acuerdo con
estos resultados, se puede afirmar que solo los perfiles de liberacién de los complejos
EuHB:100 fueron similares, confirmando que para los demas casos el método de obtencion
si influyd en el comportamiento de liberacién de los acidos a partir de los CPEs (234).

Tabla 3-18 Factores de similitud y diferencia, para los perfiles de liberacién en agua de los
CPEs producidos por HME y SD.

Extrusion por fusion Vs Secado por aspersién

Factores EuB1oo EuB7sClzs EuHB100 EuHB75Cl2s EuAs7sClos
Diferencia (f1) 27 61 6 39 35
Similitud (f2) 57 54 91 65 65
Similares no no Si no no

Para identificar los mecanismos que rigen la cinética de liberacion de los acidos a partir de
las dispersiones de los CPEs y encontrar el modelo matematico al que mejor se ajusta su
comportamiento, se determinaron los pardmetros propios de los modelos matematicos de
orden cero, orden uno, Higuchi y Korsmeyer-Peppas. Para ello, se tuvieron en cuenta las

ecuaciones planteadas en la Tabla 3-16, empleando el porcentaje de liberacién para los
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modelos de orden cero, uno y Higuchi, y la fraccion liberada para el modelo de Korsmeyer-

Peppas.

Los resultados del analisis matematico realizado se presentan en la Tabla 3-19. Los
mejores ajustes, evidenciados por altos coeficientes de determinacion, fueron para los
modelos de Higuchi y de Korsmeyer-Peppas.

Tabla 3-19 Parametros y coeficientes de determinacién de varios modelos cinéticos de

liberacion para la dispersion de complejos entre Eu y los acidos AB, AS y AHB (con
concentracion equivalente en acido de 0,6 % y agua como medio receptor).

Orden Cero Orden Uno Higuchi Korsmeyer-Peppas
Complejos Ko R2 K1 R2 Kn R? n Ki-p R2
%*h-l h-l %*h-O.S h™m
HME
EuB100 3,44 0,913 0,170 0,850 12,13 0,983 0,40 0,167 0,995
EuB7sClzs 2,15 0,952 0,160 0,800 7,48 0,996 0,45 0,086 0,998
EuHB 100 3,04 0,972 0,237 0,870 10,44 0,997 0,46 0,120 0,998
EuHB75Cl2s 2,36 0,980 0,171 0,896 8,01 0,996 0,62 0,058 0,999
EuAs7sClzs 2,49 0,996 0,200 0,944 8,39 0,981 0,57 0,071 0,994
SD
EuB1oo 2,57 0,959 0,084 0,928 8,88 0,990 0,22 0,255 0,986
EuB7sClz2s 1,64 0,967 0,076 0,939 5,66 0,996 0,20 0,181 0,988
EuHB 100 3,43 0,979 0,203 0,885 11,75 0,997 0,54 0,106 0,999
EuHB75Cl2s 3,17 0,971 0,230 0,855 10,92 0,997 0,59 0,083 0,999
EuAs7sClzs 3,04 0,901 0,219 0,705 10,74 0,975 0,50 0,103 0,987

En la Figura 3-36, se comparan las constantes de velocidad asociadas al modelo de Higuchi

y el porcentaje liberado a las ocho horas para los complejos estudiados.
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Figura 3-36 Constantes de liberacién de Higuchi, de los CPEs obtenidos por HME y SD v,
porcentaje de acido liberado a las ocho horas.
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De la Figura 3-36 se observa que esta constante de liberacion disminuyé con la inclusion
del ion cloruro en los CPEs, asi como el porcentaje de acido liberado. Este resultado esta
acorde con la explicacién dada previamente, que a mayor presencia de especies con carga
en el CPE se favorecen las interacciones idnicas que promueven la retencion del activo en
el complejo. Al contrastar el comportamiento de los CPEs EuBi00 Yy EuB7sCl2s obtenidos por
HME con los elaborados por SD, se evidencia por HME una mayor constante de liberacion
y un menor de porcentaje de acido liberado a las ocho horas. Esta tendencia se invierte en
los deméas complejos, lo que podria estar relacionado con la presencia del grupo hidroxilo
adicional en el anillo aromatico en las posiciones cuatro y dos del anillo (AHB y AS
respectivamente), que influiria en la liberacién del acido al medio. Este grupo hidroxilo,
interactdia con las cadenas cercanas del Eudragit E100 provocando que estas se expandan
mas facilmente, lo que combinado con la menor compactacién de los CPE cuando se

obtiene por SD (208), permitirian la entrega del acido a una mayor velocidad.

En cuanto a los mecanismos que rigen la liberacién de los acidos desde los CPEs, se puede
afirmar que los complejos obtenidos por la interaccion del Eu con AHB y AS tienen una
difusién anémala o no Fickiana (0,45< n < 0,89), por lo que el mecanismo de la liberacién

del activo estaria gobernado por la misma difusion y la expansién de las cadenas
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poliméricas (282), indistintamente del método de obtencién empleado. Para los demas
complejos se observa un n < 0,5 lo que indica una difusién Fickiana, donde la velocidad de
transporte del disolvente es mucho mayor que el proceso de relajacion de la cadena del

polimero, lo cual genera velocidades mayores de liberacion (283).

= Liberacion a pH 6,0

Para la evaluacién de la liberacion de los CPEs a este pH se empled como medio receptor
una solucién acuosa de buffer de fosfato. En las Figuras 3-37, 3-38 y 3-39 se presentan los
perfiles de liberacion acumulada para los activos, a partir de los CPEs obtenidos por las
metodologias de HME y SD. Para los CPEs evaluados, la tendencia a la modulacion de la
liberacion se mantiene, asi como los acidos sin complejar tuvieron un comportamiento de
liberacion inmediata.

Figura 3-37 Perfiles de liberacion del acido benzoico en buffer pH 6,0, desde los CPEs
obtenidos por HME y SD.
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Figura 3-38 Perfiles de liberacion del &cido 4-hidroxibenzoico en buffer pH 6,0, a partir de
los CPEs obtenidos por HME y SD.
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Figura 3-39 Perfiles de liberacion del &cido salicilico en buffer pH 6,0, a partir de los CPEs
obtenidos por HME y SD.
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De acuerdo con los comportamientos de liberacion presentados, es evidente la similitud de
los perfiles de liberacion para los diferentes CPEs producidos por las dos metodologias, lo
que se confirmd con el calculo de los factores f; y f, que se ilustran en la Tabla 3-20. Estos
resultados coinciden con lo reportado por Bene$ et al.,, 2017, donde las caracteristicas

fisicoguimicas como tamafo de particula, Tg, area de superficie y espectros de IR fueron
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diferentes entre mdultiples sistemas de DSAs obtenidos por HME y SD, pero el
comportamiento de liberacion a un pH constante fue similar (234). Esto puede deberse a
gue los cambios en las propiedades fisicas no fueron significativos, como para provocar un
cambio en el comportamiento del perfil de liberacion del acido desde el CPE, en estas
condiciones.

Tabla 3-20 Factores de similitud y diferencia, para los perfiles de liberacion en buffer pH 6,0
de los CPE producidos por HME y SD.

Extrusion por fusiéon Vs Secado por aspersion

Factores EuB100 EuB7sClzs EuHB 100 EuHB7sCl2s EuAs7sCl2s
Diferencia (f1) 3 4 9 5 10
Similitud (f2) 82 79 62 71 70
Similares Si Si Si Si Si

Al realizar la comparacioén de los perfiles de liberacion entre los que incluyen y no incluyen
el ion cloruro, para los CPEs producidos por la misma metodologia y que contienen el
mismo activo (exceptuando el EuAs7sClzs que no tenia comparador), se observa que no son
similares (Tabla 3-21). Estos resultados demuestran que, a este valor de pH la
concentracion del PE tendria influencia en la liberacion del activo. Para complementar esta
explicacién, en la Figura 3-40, se grafica el porcentaje de Eudragit E100 que contiene cada
CPE frente al porcentaje liberado del 4cido correspondiente a las ocho horas, para las dos
metodologias de obtencibn empleadas. Se observa una relacion inversamente
proporcional, es decir a menor concentracion del PE mayor porcentaje de liberacion para
un mismo activo, dado por la cantidad de grupos ionizables disponibles del PE que retienen
al 4cido y evitan que se liberen de manera importante.

Tabla 3-21 Factores de similitud y diferencia, para los perfiles de liberacién en buffer pH 6,0

de los CPEs producidos por HME y SD, evaluando una misma metodologia, pero
cambiando la composicién del CPE.

Factores EuB10o Vs EuB75Cl2s EuHB 100 Vs EUHB75Cl2s
Extrusion por fusion

Diferencia (f1) 18 33

Similitud (f2) 46 34

Similares No No

Secado por aspersion

Diferencia (f1) 12 23

Similitud (f2) 49 45

Similares No No
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Figura 3-40 Relacién entre el porcentaje de Eudragit E100 para cada CPE y porcentaje
méaximo liberado de activo (t=8h) para los ensayos de liberacion a pH 6,0.
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Los resultados del modelamiento matematico asociado a la cinética de liberacion se
presentan en la Tabla 3-22. De manera similar al comportamiento mostrado en agua, se
observa que los coeficientes de determinacion para Higuchi y Korsmeyer-Peppas son los
mas altos. Para todos los sistemas las constantes de velocidad Ky y Kkp aumentaron
respecto a lo observado en agua, posiblemente debido al efecto del pH. Al aumentar el pH
del medio, el grado de ionizacién del Eudragit E100 se hace menor al acercarse a su pKa
(8,45)(150), lo que podria estar influyendo en la formaciéon de menos pares iénicos entre el
PE vy el activo, quedando un mayor porcentaje libre y por consiguiente llevando a una mayor

concentracion de acido liberado.

El valor de n obtenido a partir del modelo de Kosrmeyer-Peppas, para todos los sistemas
corresponde a una liberacion no Fickiana y fue similar para ambos métodos de produccién,
corroborando que en estas condiciones de pH solo el porcentaje de polimero en el CPE

afectaria el comportamiento de liberacion.
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Tabla 3-22 Parametros y coeficientes de determinacion de varios modelos cinéticos de

liberacion para la dispersion de complejos entre Eu y los acidos AB, AS y AHB, a pH 6,0.

Orden Cero Orden Uno Higuchi Korsmeyer-Peppas
Complejos Ko R? Ki R? K R? n Ki-p R?
%*h-l h—l %*h-O.S h—n
HME
EuB10o 8,71 0,810 0,160 0,670 31,64 0,921 0,63 0,445 0,999
EuB7sClzs 9,07 0,900 0,200 0,790 31,98 0,980 0,59 0,315 0,999
EuHB 100 7,72 0,747 0,162 0,609 28,46 0,881 0,67 0,402 0,996
EuHB75Cl2s 7,43 0,858 0,193 0,762 26,53 0,948 0,63 0,267 0,997
EuAs7sCl2s 7,77 0,929 0,353 0,667 27,67 0,984 0,69 0,153 0,985
SD
EuB100 8,52 0,830 0,160 0,699 30,79 0,939 0,55 0,429 0,998
EuB7sClzs 8,53 0,890 0,170 0,795 30,22 0,966 0,54 0,347 0,995
EuHB 100 7,36 0,830 0,160 0,724 26,53 0,937 0,56 0,368 0,992
EuHB75Cl2s 8,23 0,863 0,210 0,694 29,45 0,959 0,68 0,279 0,997
EuAs7sClzs 7,24 0,896 0,380 0,692 25,48 0,962 0,71 0,135 0,970

Liberacion apH 6,9

Los perfiles de liberacion a estas condiciones de estudio se presentan en las Figuras 3-41,

3-42 y 3-43, evidenciando un aumento en el porcentaje de liberacion para todos los acidos

a este pH, en comparacién con los medios previamente estudiados, pero manteniéndose la

modulacion de la liberacion para los CPEs y la liberacién inmediata para los acidos sin

complejar. Al igual que lo ocurrido a pH 6,0, no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los perfiles de liberacion de un mismo CPE obtenido por diferentes

metodologias, de acuerdo con los factores f; y f, presentados en la Tabla 3-23.
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Figura 3-41 Perfiles de liberacion de acido benzoico en buffer pH 6,9, desde los CPEs

obtenidos por HME y SD.
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Figura 3-42 Perfiles de liberacion de acido 4-hidroxibenzoico en buffer pH 6,9, desde los

CPEs obtenidos por HME y SD.

120
. :
= . . L 4 & 5N -4
£ 100 4 49
o /
E ’
S g - . g i
i 4 . ,--"% 2 __—_
8 ' 1l.- . 5 e - :
S 60+ ' ,l f'/,"
= b i'; 1 = EuHB, HME
o 7 i st L
B ool HE g * EuHB, Cl, HME
3 Loig A EuHB_ SD
- i 4i- r 100
S % v EuHB,Cl_ SD
&g 204 < AHB
¢
T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Tiempo (h)



124 Evaluacién del comportamiento fisicoquimico y antimicrobiano de complejos con
polielectrolitos

Figura 3-43 Perfiles de liberacién de acido salicilico en buffer pH 6,9, desde los CPEs
obtenidos por HME y SD.
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Tabla 3-23 Factores de similitud y diferencia, para los perfiles de liberacion en buffer pH 6,9
de los CPE producidos por HME y SD.

Extrusion por fusion Vs Secado por aspersién

Factores EuB1o0o EuB7sClzs EuHB 100 EuHB75Cl2s EuAs7sCl2s
Diferencia (f1) 10 11 9 14 12
Similitud (f3) 55 54 62 56 57
Similares Si Si Si Si Si

En la Tabla 3-24 se presentan los resultados de la comparacion estadistica de los perfiles
de liberacion de los CPEs que contenian cloruros frente a los que no, producidos por una
misma metodologia. Se observa similitud entre la mayoria de ellos, con excepcion de los
complejos EuHB1go Y EUHB75Cl2s obtenidos por HME que mostraron diferencias. Esto se
explica debido a la facil penetracion del solvente en las cadenas poliméricas de los sistemas
obtenidos por HME, que facilitan la aparicion de mas grupos ionizables en el polimero que
interactuan con el AHB, el cual esta méas disociado a pH 6,9 y junto con la inclusién de HCI
hace que este se libere menos, evidenciado la diferencia en los factores f1 y fs.

Tabla 3-24 Factores de similitud y diferencia, para los perfiles de liberacion en buffer pH 6,9

de los CPEs producidos por HME y SD, evaluando una misma metodologia, pero
cambiando la composicién del CPE.

Factores EuB10o Vs EuB75Cl2s EuHB 100 Vs EuHB75Cl2s
Extrusion por fusion

Diferencia (f1) 8 20
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Similitud (f2) 58 44
Similares Si No
Secado por aspersion

Diferencia (f1) 13 1
Similitud (f2) 51 92
Similares Si Si

En la Tabla 3-25 se ilustran los parametros y coeficientes de determinacion de los modelos
cinéticos estudiados. Los valores de R? demuestran que el modelo de Korsmeyer-Peppas
es el de mejor ajuste, lo que estaria relacionado con la mayor liberacién que se obtuvo en
esta condicién de pH, comparada con las anteriores, considerando que para este modelo
se requieren datos por debajo del 60%.

Tabla 3-25 Parametros y coeficientes de determinacién de varios modelos cinéticos de
liberacion para la dispersion de complejos entre Eu y los acidos AB, AS y AHB, a pH 6,9.

Orden Cero Orden Uno Higuchi Korsmeyer-Peppas
Complejos Ko R? K1 R? K R? n Ki-p R?
%*h—l h-l %*h-O.S h"
HME
EuB100 9,279 0,822 0,153 0,677 33,563 0,933 0,64 0,512 0,999
EuB7sClazs 9,651 0,876 0,168 0,760 34,381 0,965 0,53 0,426 0,999
EuHB 100 6,923 0,702 0,131 0,578 25,823 0,847 0,66 0,498 0,999
EuHB75Cl2s 7,679 0,793 0,185 0,672 28,024 0,911 0,70 0,315 0,999
EuAs7sClas 8,535 0,829 0,253 0,613 30,796 0,936 0,82 0,244 0,995
SD
EuB10o 6,848 0,771 0,114 0,661 25,112 0,901 0,46 0,529 0,999
EuB7sCl2s 7,941 0,811 0,163 0,682 28,818 0,927 0,59 0,386 0,999
EuHB 100 4,048 0,752 0,144 0,632 25970 0,885 0,59 0,415 0,997
EuHB75Cl2s 6,925 0,767 0,139 0,668 25,400 0,896 0,55 0,538 0,997
EuAs7sClzs 6,749 0,796 0,157 0,671 24,570 0,916 0,61 0,347 0,998

Con respecto al mecanismo de liberacion de los acidos desde los CPEs, los valores del
exponente n del modelo de Kormeyer-Peppas estuvieron en el rango de 0,46 a 0,82 (ver
Tabla 3-25) indicando una difusion no Fickiana o difusion anémala (284). A este pH (6,9),
el mecanismo de liberacion esta regido por la expansion de las cadenas del Eu, permitiendo
las interacciones con iones diferentes al acido, neutralizando parte de las cargas del
polimero y “desplazando al activo (AS, AB y AHB) del CPE, la evidencia de lo anterior es la
disminucién del F-{ de los CPEs a pH 7,0 (Figuras 3-26 a 3-30).

Al comparar de manera conjunta las constantes de velocidad de liberacion determinadas

para los CPEs en los diferentes medios y para los dos métodos de obtencién, de acuerdo



126 Evaluacion del comportamiento fisicoquimico y antimicrobiano de complejos con
polielectrolitos

con el modelo de Korsmeyer-Peppas (Figura 3-44), se observa la influencia del pH sobre
la constante de velocidad. A estos valores de pH se promueve en la mayoria de los CPEs
estudiados, mecanismos de liberacion andomalos o “no Fickianos” que reflejan un control de
la liberacién dado por la disociacion del par i6bnico PE-activo seguido del movimiento de
este activo en el medio, que corresponde a un mecanismo de difusion Fickiano (118).

Figura 3-44 Constantes de velocidad para el modelo de Korsmeyer-Peppas en los
diferentes medios usados, para los CPEs obtenidos por HME y SD.
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El aumento de liberacién que sucede tanto a pH 6,0 como a pH 6,9, lleva a pensar que
ademas del impacto que tendria la modificacién del pH sobre este comportamiento, como
ya se ha explicado, podria atribuirse al favorecimiento del intercambio i6nico dado por la
presencia de los iones fosfato del medio y los contraiones benzoato, p-hidroxibenzoato y

salicilato, como se ha reportado para otros estudios similares (21,46,150).

En la Figura 3-45, se hace una comparacion para el CPE EuBio en los diferentes medios
empleados y por metodologia de obtencién. Se demuestra claramente la influencia del pH
del medio sobre la liberacion de AB a partir de los CPEs, en contraste con el AB sin
complejar, que no se vio afectado por la variacion en el pH, evidenciando la incidencia que

tiene la composicion del CPE en el resultado alcanzado.
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Figura 3-45 Perfiles de liberacién del acido benzoico sin complejar y complejado desde el
CPE EuB10o, obtenido por SD y HME. Medios evaluados: agua (pH 5,5), buffer fosfato 6,0
y 6,9.
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Es de resaltar que aunque la liberacibn aumenta a medida que se incrementa el pH, el

control de la liberacién de AB a partir de los CPEs se mantiene, en contraste con la rapida

liberacion que muestra el acido benzoico sin complejar, lo que ha sido demostrado para

los CPEs que contienen AS y AHB.

otros sistemas de CPEs (284,285). Por otra parte, para todos los CPEs el efecto del método

de obtencién sobre la liberacion es notorio a los pHs ensayados, aplicando también para
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3.6 Conclusiones

- Latécnica de XRPD evidenci6 el caracter amorfo de los CPEs obtenidos por secado
por aspersion y extrusion por fusién, y a su vez la definicién de estos sistemas como
dispersiones sélidas amorfas en donde el activo esta disperso homogéneamente a

nivel molecular en el polimero.

- El ensayo de DSC, revel6 que la inclusion del ion cloruro genera un aumento de la
Tg de los CPEs debido a una mayor interaccion con el PE. De manera similar,
cuando se emplea la metodologia de obtencion por SD se generan estos aumentos
en la Tg, pero en este caso por la diferencia en conduccién de calor dada por las

caracteristicas fisicas de los materiales resultantes.

- La técnica de XPS evidencio interacciones entre los oxigenos del polimero y los
carbonos carboxilicos de los acidos, ademas de las interacciones ionicas, siendo
estas de mayor intensidad para los CPEs obtenidos por secado por aspersion en
comparacion con los de extrusion por fusion. La interaccion idnica se observa entre
la amina terciaria protonada del Eudragit E100 y el contraion correspondiente a los
acidos ionizados, lo que se confirma con el desplazamiento quimico del nitrégeno,
que se ve afectado por el cambio del entorno quimico debido a la presencia de HCI,

el tipo de acido organico y la metodologia de obtencidn.

- La SEM permiti6 establecer que los CPEs obtenidos por secado por aspersién,
presentan una morfologia correspondiente a particulas esféricas y quebradizas, que
mejoran en este Ultimo aspecto en la medida que aumenta la solubilidad del acido
organico en el Eudragit E100 y se incluye al HCI en el CPE. No se evidencio

separacion de fases para los CPEs obtenidos por extrusion por fusion.

- La distribucién de tamafio de particula para los CPEs obtenidos por secado por
aspersion decrecié a medida que se disminuyé la velocidad de alimentacion del
sistema de secado. También se evidencié una disminucion en los tamafios de
particula con relacion al &cido organico empleado, AB> AHB> AS, y con la inclusion
de HCI al sistema.

- Los estudios de solubilidad cualitativa demostraron la solubilidad en agua de 10 de

los 12 complejos obtenidos, solo el EuAsiao fue dificilmente dispersable. De igual
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manera, se demostré la solubilidad de los 10 complejos en buffer hasta pH 7,6 y en
agua hasta pH 7,2 a una concentracion de 0,6%. La cantidad de &cido solubilizado
aument6 a medida que el pKa de los 4cidos organicos empleados era mayor. La
metodologia de secado por aspersién produjo una mayor solubilizacién de cada uno
de los acidos en comparacion con HME, debido a la naturaleza fisica del material

obtenido.

Los valores de F-{ de las dispersiones de los CPEs presentaron valores positivos
debido al caracter catiénico del Eu. A una concentracion de 0,06% de acido en los
CPEs obtenidos por secado por aspersion, se evidenciaron mayores valores de F-{
en comparacion con los obtenidos por extrusion por fusion, debido a la mayor
protonacion que proporciona el método (confirmado por XPS). A una concentracion
fija de &cido en los CPEs, el F- disminuye a medida que aumenta el pH, con la

presencia de aglomeraciones cuando el pH es superior a 8.

El comportamiento de liberacién de los CPEs en agua fue controlado, sin superar el
45% de la liberacion del activo a las ocho horas de duracion del ensayo. La menor
velocidad de liberacién se dio para el complejo EuAs7sClys, lo cual esta relacionado
probablemente con su bajo pKa. La inclusion del ion cloruro en los CPEs,
independiente de la metodologia de obtencion, disminuye la velocidad de liberacion
del activo debido a la mayor protonacion de los grupos del Eu, teniendo mayores
puntos de interaccion con los acidos. De los diez CPEs solo dos tuvieron similitud
en los perfiles de liberacion, evidenciado la influencia de la metodologia de

obtencion en el comportamiento de liberacion.

La velocidad de liberacion de los activos a pH 6,0 y 6,9, demostrd que la cantidad
de polimero en el CPE rige el comportamiento de liberacion y es independiente de
la metodologia de obtencién. Los CPEs con menor cantidad del PE, generan menor
concentracion de pares idnicos y por consiguiente hay mas activo libre, lo que

promueve una mayor velocidad de liberacion.

De acuerdo con el modelamiento de Korsmeyer-Peppas, el mecanismo que
gobierna la liberacion de los activos desde los CPEs, es del tipo anémalo o “no

Fickiano”, que involucra la disociacion del par iénico PE-activo, que controla el
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proceso, seguido de la difusion del activo libre. Esta disociacion esta influenciada
por el aumento de pH, lo que genera una mayor velocidad de liberacion
independiente de la metodologia de obtencion y del &cido organico empleado como

activo.
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4.Actividad antimicrobiana

Los medicamentos, cosméticos y alimentos, en su mayoria, son productos susceptibles a
la contaminaciéon microbiana, especialmente si contienen un alto contenido de agua,
asociado con la presencia de compuestos organicos e inorganicos que sirven de nutrientes
para el crecimiento microbiano (286,287). La biocarga del producto se relaciona con las
materias primas empleadas, los procesos de fabricacion, el personal, las condiciones de
almacenamiento, entre otras (288). El control del crecimiento microbiano en los productos
mencionados, que dependera de si el producto es estéril o no, sigue algunos principios de

conservacion que se aplican a nivel mundial (289):

1. Asepsia (mantiene los microorganismos fuera de la corriente del proceso),
adherencia a las buenas practicas de manufactura (BPM) vigentes, validacion
microbioldgica de procesos de limpieza y programas de desinfeccion.

2. Eliminacion de microorganismos, lavado, filtracion, clarificacion, sedimentacién y
centrifugacion (290).

3. Retraso del crecimiento o eliminacién de microorganismos a altas temperaturas
(esterilizacion por calor, pasteurizacion), bajas temperaturas (refrigeracion,
congelacién), secado (actividad de agua baja), pH alto / bajo, eliminacién de
sustratos que sirven de nutrientes, atmésfera anaerdbica (CO,, empaque de gas
N>), conservantes o preservantes / biocidas, irradiacion, rotura mecanica (molienda,

alta presion).

De los principios anteriormente mencionados, el retraso del crecimiento o la eliminacion de
los microorganismos es relevante en la presente investigacién, mediante el empleo de
sistemas preservantes que actlen frente al crecimiento de hongos, bacterias y levaduras.
En este capitulo se presenta la evaluacion antibacteriana y antimicética de los CPEs,
obtenidos por HME y SD, para evaluar su potencialidad de ser futuramente empleados

como sistemas preservantes.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana in vitro de un compuesto puro o de un sistema
preservante, incluye los métodos de difusion en disco, dilucion en caldo o agar, prueba de
tiempo muerto, bioluminiscencia de ATP y los de citometria de flujo. Este ultima,

proporciona informacién sobre la naturaleza del efecto inhibidor (bactericida o
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bacteriostatico, dependiente del tiempo o dependiente de la concentracion) y del dafio

celular infligido al microorganismo de prueba (291).

Para algunos de los métodos mencionados, existen protocolos para la evaluacién del efecto
antimicrobiano en el ambito clinico, como los establecidos por el “Clinical and Laboratory
Standards Institute” (CLSI) donde especifican los métodos de referencia para la evaluacion
de la sensibilidad de bacterias, hongos y levaduras. Aun cuando, los protocolos de la CLSI
para la evaluacion del efecto antimicrobiano estan hechos para la practica clinica, han sido
empleados en otros campos como el fitoterapéutico, ingenieria de materiales e incluso para
sistemas de CPEs (16,20,252,292-296). En la Tabla 4-1 se mencionan los medios de
cultivo, el tamafio del inéculo microbiano y las condiciones de incubacion para los métodos

de prueba de susceptibilidad a los agentes antimicrobianos recomendados por CLSI.

Tabla 4-1 Métodos recomendados por la CLSI para evaluacion de susceptibilidad de
bacterias, hongos y levaduras frente a agentes antimicrobianos (291).

Microorganismo  Medio de Tamaiio final Temperatura Tiempo de Referencia
crecimiento  del inéculo de incubacién incubacién
Q) (h)

Difusién por Bacteria MHA (0,5 McFarland (1-2) x 108 35%2 16-18 MO02-A
disco. UFC/mi

Levadura MHA+GMB (0,5 McFarland (1-5) x 106 35%2 20-24 M44-A

UFC/mlI

Mohos MHB (0,4-5) x 10° UFC/ml - - M51-A
Microdilucion  Bacteria MHB 5x10% UFC/ml 35+2 20 MO7-A
en caldo. Levadura RPMI 1640 (0,5-2.5)x10* UFC/ml 35 24-48 M27-A

Mohos RPMI 1640 (0,4-5)x10* UFC/ml 35 48 M38-A
Macrodilucié  Bacteria MHB 5x10° UFC/ml 35+2 20 MO7-A
n Levadura RPMI 1640 (0,5-2.5)x10% UFC/ml 35 46-50 M27-A
en caldo. Mohos RPMI 1640 (0,4-5)x10* UFC/ml 35 48 M38-A
Dilucién en Bacteria MHA 10* UFC/mancha 352 16-20 MO7-A
agar.
Prueba de Bacteria MHB 5x10° UFC/ml 35+2 0,4,18,y 24 M26-A
tiempo
muerto.

MHA: Mueller Hinton Agar; MHB: Mueller Hinton Caldo.

GMB: Medio suplementado con 2% de glucosa y 0.5mg/ml de azul de metileno.

RPMI: Medio del Roswell Park Memorial Institute.
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4.1 Métodos para la evaluacion de la actividad
antimicrobiana

Como se ilustré en la Tabla 4-1 existen diferentes metodologias para la evaluacion de la
susceptibilidad de un microorganismo a un determinado agente a continuacion, se explican

brevemente:

4.1.1 Método de difusion por disco

En este método se realiza la inoculacion y siembra de bacterias, hongos o levaduras
sobre la superficie del agar correspondiente que estd en una caja de Petri.
Posteriormente se impregnan discos de papel filtro con concentraciones conocidas
del agente antimicrobiano, los discos son ubicados sobre la superficie del agar y se
dejan reposar por alrededor de 30 minutos para evaporar el liquido. Finalmente se
incuba la caja de forma invertida bajo las condiciones de temperatura y tiempo
establecidas para cada microorganismo; la actividad del agente microbiano se mide
en funcion de los halos de inhibicion (297-299).

4.1.2 Métodos de dilucién

Estos métodos se pueden clasificar en dos grandes grupos segun el estado fisico
del medio de cultivo utilizado, dilucién en agar y dilucion en caldo; este Ultimo se

puede subclasificar en microdilucion y macrodilucion.

= Dilucién en caldo

Pueden emplearse métodos de diluciéon en caldo para medir cuantitativamente la
actividad in vitro de un agente antimicrobiano frente a un microorganismo aislado
dado (bacteria, hongo o levadura). Para realizar las pruebas se prepara una serie
de tubos con un caldo (macrodilucion), al que se afiaden diversas concentraciones
del agente antimicrobiano. A continuacion, los tubos se inoculan con una suspension
estandarizada del microorganismo de prueba; adicionalmente se evalla un control
negativo (sin agente microbiano) y un control positivo (con un compuesto de accién
microbiana comprobada). Después de la incubacién, se evalla el crecimiento del
microorganismo en cada uno de los tubos, empleado alguna técnica de punto final

(colorimetria, turbidez, liberacion de CO,, determinacién de ATP) y se determina la
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CMI. El mismo procedimiento puede seguirse con cantidades inferiores de volumen
de caldo (inferior a 300 L), en este caso estariamos en microdilucion, en la que se
emplean placas multipozos. El resultado final esta significativamente influenciado
por la metodologia, que debe controlarse cuidadosamente si se quieren lograr

resultados reproducibles (intralaboratorio e interlaboratorio)(300-302).

= Dilucion en agar

En este método el agente antimicrobiano se incorpora al medio de agar a una
temperatura de 40-50°C, y se sirve en cajas Petri, alcanzando concentraciones
diferentes. Seguido de lo anterior, se deja solidificar el agar y se aplica una cantidad
del in6culo sobre la superficie del agar a cada caja Petri, procediendo a la incubacion
del sistema incluyendo los controles positivos y negativos correspondientes. Para
este método, la CMI se define como la menor concentracion capaz de inhibir al
microorganismo y por lo tanto no hay crecimiento visible al compararlo con los
controles (300).

De los métodos descritos anteriormente, en este estudio se emple6 el de la microdilucion
en caldo teniendo en cuenta los resultados encontrados por Dallos 2019 (21). Aplicando
esta metodologia se determind la CMI, la concentracion minima bactericida (CMB) y la
concentracién minima fungicida (CMF). En los estudios previos del grupo de investigacion,
se habia demostrado para los métodos de dilucion en agar y difusion por disco, que se
presentaba una interaccion de los CPEs con el agar de cultivo empleado, problemas en el

ajuste de pH para el agar, y dificultad en la lectura de los halos en los discos.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana de los CPEs se realizé frente a Candida
albicans, Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Se eligieron estos microorganismos
porque son los que referencia la USP para las pruebas de eficacia antimicrobiana (303). Se
seleccionaron los valores de pH 6,0 y 6,9 debido a que los &cidos estudiados en esta
investigacion tienen poca o nula actividad antimicrobiana en estas condiciones. A
continuacion, se describen las caracteristicas principales de los microrganismos

empleados:
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Candida albicans

Clasificacion taxondmica (304)

Reino: Fungi

Divisién: Ascomycota
Subdivision: Saccharomycotina
Clase: Saccharomycetes
Subclase: Saccharomycetidae
Orden: Saccharomycetales
Familia Saccharomycetaceae
Género Candida

Especie: albicans

Caracteristicas morfologicas

Candida albicans es un hongo patégeno oportunista que existe como comensal inofensivo
en los tractos gastrointestinal y genitourinario en alrededor del 70% de los humanos y
alrededor del 75% de las mujeres sufren de infeccion por C. albicans al menos una vez en
su vida. Sin embargo, se convierte en patdgeno oportunista para pacientes
inmunodeprimidos, para algunos individuos inmunolégicamente débiles o incluso para
personas sanas. La infecciébn causada por C. albicans se conoce comunmente como
candidiasis (305).

C. albicans se encuentra mas comunmente en forma de levadura o filamentosa. Las
levaduras son células de forma ovalada de gemacion Unica, tipicamente de varios micrones
de didmetro. Por el contrario, los filamentos son células alargadas unidas de un extremo a
otro. Los filamentos hifales tienen tipicamente alrededor de 2,0 um de diametro, tienen
paredes de lados paralelos y carecen de constricciones en las uniones septales. Los
filamentos pseudohifas, por otro lado, suelen ser algo mas anchos en diametro (= 2,8 um),
carecen de lados paralelos y tienen constricciones en las uniones septales, asi como en el
cuello de la yema madre (306). Aunque C. albicans se ha descrito durante afios como la
principal especie de infecciones flungicas invasivas, también se reconocen a la Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata y otras Candida spp. Las tasas de
mortalidad en pacientes criticamente enfermos con infecciones invasivas por C. albicans
son altas, oscilando entre el 40% y 70%, dependiendo de la gravedad de la infeccién.
Incluso entre los pacientes que reciben tratamiento antifingico, la tasa de mortalidad puede
alcanzar el 67% (307).
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Escherichia coli

Clasificacién taxonomica (308)

Dominio: Bacteria

Reino: Eubacteria

Filo: Proteobacteria

Clase: Gammaproteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Escherichia

Especie: Escherichia coli

Caracteristicas morfologicas

Escherichia coli son bacterias gramnegativas, en forma de bastoncillo (2,0 a 6,0 um de
longitudy 1,1 a 1,5 um de ancho bacilos) con extremos redondeados. Sin embargo, la forma
real de estas bacterias varia desde células esféricas (cocos) hasta bastones alargados o
filamentosos. La Escherichia coli no forma esporas y suele ser mévil mediante la accién de
los flagelos peritricos. La Escherichia coli es facultativamente anaerdbica y, produce gas a
partir de la fermentacion de carbohidratos, como la lactosa que es fermentada en un rango
37 a 44°C de temperatura (309). Escherichia coli se asocia con una variedad de infecciones
humanas, cuando se disemina en los intestinos causa diarreas, y es la causa mas comdn
de infecciones urinarias agudas y sepsis del tracto urinario (309,310). Aunque desde la
implementacion de las buenas practicas de manufactura para productos farmacéuticos y
cosméticos, la contaminacion microbiana ha desaparecido, algunos estudios al respecto

muestran hallazgos sobre estos y en especial de Escherichia coli (311,312).

Staphylococcus aureus

Clasificacion taxondmica

Dominio: Bacteria

Filo: Firmicutes

Clase: Bacilli

Orden: Lactobacillales

Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus
Especie: Staphylococcus aureus

Caracteristicas morfolégicas

Los estafilococos fueron aislados por primera vez del pus humano en 1880 por el cirujano

escocés Alexander Ogston: el nombre deriva de estafilo (racimo de uvas) y kokkos (baya)
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porque las bacterias se parecian a racimos de uvas cuando se miraban microscépicamente.
En 1886, Anton J. Rosenbach, un cirujano aleman, aisl6 el S. aureus, llamado asi por el
color de las colonias pigmentadas (aureus significa color dorado en latin) (313). El S.aureus
€s un coco grampositivo, anaerobio facultativo. Staphylococcus aureus es un patégeno
humano oportunista lider, reconocido por su capacidad para evadir el sistema inmunol6gico
y causar una variedad de infecciones diferentes. Las infecciones por S.aureus pueden
variar desde lesiones cutaneas superficiales, pasando por abscesos profundos hasta sepsis
potencialmente mortal. La diversidad de modalidades de enfermedad ha dificultado la
comprension de los principios subyacentes de la infeccion y se presenta principalmente en
las fosas nasales, de donde puede sembrar la infeccion (314).

4.1.3 Estudios complementarios parala evaluacién de los cambios
en la morfologia y potencial  en la superficie de las bacterias

Adicional a la evaluacion de la capacidad de un sistema para inhibir el crecimiento o eliminar
microorganismos (bacterias o levaduras), es importante el entendimiento del mecanismo o
los posibles mecanismos involucrados. La practica mas comdn en este sentido son los
estudios convencionales en los que se estudia la respuesta del microorganismo a los
sistemas antimicrobianos en cultivos a granel, aportando informacion para el uso adecuado
de ellos, profundizando en cémo los microrganismos se vuelven resistentes. Por otro lado,
desde el enfoque de la biologia fisica, se hacen analisis de las células individuales, lo que
permite una comprension de cédmo ocurre la muerte celular después de la interaccion

principal: antimicrobiano-objetivo (315).

Los estudios con las células microbianas se realizan mediante un analisis individual
orientado a examinar los cambios; de este grupo de células son preferidas las bacterias,
por desarrollar mas facilmente resistencia a los antibidticos (316). Entre los cambios
superficiales estudiados, se destacan la topografia y la carga eléctrica de la membrana
bacteriana después de haber estado en contacto con un sistema antibacteriano. Para el
caso de la topografia de la membrana celular, se emplea la técnica de microscopia de
fuerza atébmica (AFM por sus siglas en ingles). Las imagenes de alta resolucion a partir de
muestras biolégicas, proporcionan informaciéon significativa sobre propiedades
estructurales, dimensionales y funcionales con un detalle superior a las obtenidas por

microscopia electrénica (317-319).
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La técnica de AFM permite el examen de muestras en diversos entornos sin pretratamiento,
como fijacion quimica, deshidratacion, sequedad y/o recubrimientos metalicos, que pueden
provocar cambios en las propiedades de la superficie. Puede emplearse tanto para obtener
imégenes de la topografia de la superficie a alta resolucion, como para medir localmente
los datos tridimensionales verdaderos, la fuerza de adhesién y las propiedades mecénicas
a nivel molecular (320). Adicionalmente, permite la medicion precisa de la rugosidad de la

superficie (321).

Por otra parte, la evaluacién de la carga superficial de las membranas bacterianas se hace
indirectamente mediante la evaluacion del potencial { y esta determinado por la carga
eléctrica neta de las moléculas expuestas en la superficie de las membranas (322). Esta
caracteristica fisica es fundamental para mantener una funcién celular éptima, y en general
su comportamiento dependera de la bacteria y del compuesto estudiado. Se ha establecido
una relacion del potencial ¢ y la viabilidad bacteriana, convirtiéndose en una herramienta
muy util para desentrafiar el efecto antimicrobiano de un sistema probado directamente
sobre bacterias (323).

En esta investigacion, se evalud el cambio morfolégico, la rugosidad y el potencial  en
funcién del tiempo de la E.coli frente al CPE de mejor actuacion en la inhibicién del
crecimiento bacteriano. La eleccion de la E.coli, obedece a su alto porcentaje de resistencia

frente a los antibiéticos (316).

4.2 Metodologia

La metodologia estuvo dividida en cuatro partes: ensayos de actividad antibacteriana,
ensayos de actividad antimicoética, evaluacion de los cambios en la morfologia y de la carga

superficial de la E.coli .

4.2.1 Materiales

Acido benzoico (99% de pureza) Merck®, hidréxido de sodio Merck®, acido clorhidrico, acido
salicilico (99% de pureza) Merck®, acido 4-hidroxibenzoico (98% de pureza) Merck®,
Solucién de NaCl 0,9%, resazurina sodica Merck®, todos de calidad analitica. Los medios
de cultivo utilizados fueron, agar tripticasa de soja (TSA por sus siglas en inglés) marca
Scharlau®, caldo Miiller Hinton (MHB por sus siglas en inglés) marca Merck®, agar papa

dextrosa (PDA por sus siglas en inglés) marca Scharlau® y caldo Sabouraud dextrosa (SDB
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por sus siglas en inglés) marca Difco™ preparados segun las instrucciones de la etiqueta.
Se utilizaron cepas derivadas ATCC® de Escherichia coli ATCC® 43890™, Staphylococcus
aureus ATCC® BAA-1708™ y Candida albicans ATCC®10231 de la marca Microbiologics

Inc®. Para las reconstituciones y preparaciones se empleé agua desionizada.

4.2.2 Evaluacion antibacteriana

Se realizd la activacion y la creacion de un cepario para cada una de las bacterias (Anexo
F). Las cepas bacterianas empleadas estan clasificadas, segun la descripcion general dada
por ATCC, en el nivel 1 de bioseguridad para el manejo de agentes infecciosos. Este nivel
de bioseguridad, indica que los microorganismos estan completamente caracterizados y no
ocasionan enfermedad, representando un minimo riesgo o ninguno, para el personal de
laboratorio o para el medio ambiente. Es importante aclarar que las concentraciones
utilizadas en los ensayos de actividad microbiolégica se realizaron en funcién de la
concentracion del acido correspondiente que hace parte del CPE. De los métodos
explicados al inicio de este capitulo, se decidié emplear la diluciéon en caldo, debido a la
formacion de precipitado que se presentd entre el agar y los CPE (ensayos preliminares),

lo que dificultaba las lecturas.

. Dilucién en caldo

Los ensayos de actividad antibacteriana por la metodologia de dilucion se llevaron a cabo
en dos fases. En la primera fase se buscaba evaluar la actividad antimicrobiana y
determinar la CMI y la CMB para cada uno de los CPE a pH 6,0 y 6,9. En la segunda fase
se evalud la cantidad de células que quedaron viables después de estar en contacto con el
CPE y el iondbmero EuCligo en un periodo de tiempo de 20 horas, a las mismas condiciones
de pH.

-  Fasel.

El procedimiento realizado se describe de manera resumida en la Figura 4-1. En esta fase
se realizd la evaluacion de la actividad antimicrobiana siguiendo las pautas de la técnica
normalizada de microdilucion en caldo para bacterias (300). Se evaluaron las
concentraciones de 0,300%; 0,150%; 0,075%; 0,038%; 0,019% y 0,009% en &cido para
cada uno de los CPEs obtenidos por HME y SD (exceptuando al EuAsioo por su dificultad

para dispersarse en agua), empleando placas multipozos. Los CPEs fueron dispersados en



140 Evaluacion del comportamiento fisicoquimico y antimicrobiano de complejos con
polielectrolitos

MHB, el pH ajustado a 6,0 y 6,9 de manera independiente y esterilizados por calor himedo
mediante el empleo de autoclave (All American®, modelo 75X). Posteriormente, una
suspension de bacterias en caldo, de 5 x 10° UFC/ml, se agrego a las dispersiones de los
CPEs preparadas previamente, manteniendo el pH indicado (Anexo F). Estas dispersiones
de los CPEs con el in6culo de bacterias correspondiente se llevaron a las placas multipozos
y se incubaron a 37°C + 0,5°C por 20 horas. Finalizado este tiempo, se realizé la lectura de
la densidad 6ptica a 590 nm (lector de placas Biochrom Asys Expert Plus®) y se verifico
visualmente con la adicion de una solucién de 700uM de resazurina (color azul violeta
negativo y, rosa positivo para bacterias viables). Finalmente, se realiz6 un repique en placa
sobre agar TSA para establecer la CMB de los CPEs en estudio.

Figura 4-1 Representacion esquematica del procedimiento de microdilucién en caldo para
bacterias recomendado por CLSI, a pH ajustado a 6,0 0 6,9.
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-  Fase 2.

En esta etapa se realizé un conteo en placa para cuantificar el niumero de UFC viables,
después de estar en contacto con un CPE a una determinada concentracién. Aqui se
empled el método de vertimiento en placa por triplicado para cada uno de los sistemas
evaluados'y, se hizo uso del recuento medio de los resultados. Para las bacterias se preparo

una dispersion en caldo BHM (1 x 108 UFC/ml), la cual se incub6 por 24 horas a 37°C +
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0,5°C con cada uno de los CPEs a diferentes concentraciones y a dos pHs. Una vez
terminado el tiempo de incubacidn, una porcién de la dispersion se agregd a una caja Petri
vacia y, luego se verti6é en ella agar TSA (temperatura no mayor de 50°C). La caja se dejé
enfriar, y posteriormente se incub6 a 37°C + 0,5°C durante 20 horas, el conteo de las UFC
se realizd después de este tiempo (UFC muestras). Simultaneamente, se preparé un
in6culo con la misma concentracion de UFC/ml de las preparaciones anteriores
incubandose en idénticas condiciones, pero sin la presencia del CPE (UFC control). Hay
que aclarar que para los sistemas donde hubo mucho crecimiento microbiano en las placas,
se realiz0 las respectivas diluciones con agua peptonada ajustada al pH correspondiente.
La reduccién logaritmica de UFC se calculé con la siguiente ecuacion:

Reduccion logaritmica de UFC = [log,,(UFC control) — log,,(UFC muestra)] (4-1)

En esta fase se evaluaron los diez CPEs frente a E. coli y S. aureus a una concentracion
de 0,3%; 0,015%; 0,075% y 0,038% equivalente en acido, en caldo BHM ajustado a un pH
de 6,0y de 6,9. No se evalud la concentracién de 0,6% porgue en ensayos previos no crecié
ninguna colonia y, por lo tanto, se descart6. Se incluy6 el ionémero EuCligo, con la finalidad
de evaluar el polimero sin ninguin acido. En este sistema se neutraliz6 el 100% de los grupos

del dietilamino con HCl y, se evalué en las mismas concentraciones de los CPEs de EuB .

4.3 Evaluacion antimicotica

Para los ensayos antimicéticos se asegurd el adecuado manejo de bioseguridad para las
cepas que, de manera similar a lo explicado para los ensayos antibacterianos, estan
catalogadas segun la descripcion general dada por ATCC, en nivel de bioseguridad 1. Para
los microrganismos utilizados se realizd su activacion y su respectivo cepario (ver Anexo
F), semejante a lo realizado para la evaluacion frente a bacterias. Las concentraciones
empleadas se calcularon en funcion del acido correspondiente al CPE que lo contiene y se

empled el método de microdilucion en caldo dividido en dos fases.

- Fasel.

Para esta fase se sigui6 la técnica normalizada de microdilucién en caldo para hongos y
levaduras (301,302). El procedimiento, fue similar al utilizado en la fase 1 de evaluacion

antibacteriana, pero el caldo usado para las dispersiones de los CPEs fue el SDB. En el
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caso de la levadura (C.albicans) se realiz6 la lectura de la placa a 600nm (lector de placas)
después de la incubacién por 24 horas a 37°C + 0,5°C. También se incluy6 la adicion
solucion de resazurina para visualizar mejor la inhibicién que causan los CPEs. Durante el
procedimiento se empleé Fungizol en un rango de concentraciones de 15ug/ml a

0,117pg/ml, como control positivo de la actividad antimicotica.

Las dispersiones de los CPEs fueron esterilizadas por calor himedo empleando una
autoclave (All American®, modelo 75X). Finalmente, para establecer la CMF de los CPEs

se realizé un repique sobre agar PDA de cada uno de los CPE evaluados.

-  Fase 2.

Para esta etapa de manera similar a la fase 2 de la evaluacion antibacteriana, se realiz6 un
conteo de las células viables en el punto final por la técnica de conteo por placa. En esta
fase se empled el caldo SDB y para el recuento de las placas agar PDA. Este conteo se

llevé a cabo después de la incubacion (37°C + 0,5°C por 24 horas).

Se evaluaron todos los CPEs (exceptuando al EuAsigp) frente a C.albicans, en las
concentraciones de 0,300%; 0,015%; 0,075% y 0,038% equivalente en acido en el caldo
SDB, a un pH ajustado de 6,0 y de 6,9. De manera similar, se incluyé una dispersiéon de
C.albicans sin CPEs (UFC control) y una dispersion con el iondmero EuClig. La reduccion

logaritmica de UFC se calcul6 con la Ecuacién 4-1.

4.4 Evaluacién de la influencia de la presencia de un CPE
sobre la morfologia y rugosidad de la E.coli

La evaluacion de la superficie y la morfologia de la bacteria Escherichia coli, expuesta al
CPE con menor CMI, se realiz6 mediante AFM. Las condiciones para la obtencion de las
imagenes fueron las siguientes: un cultivo fresco de células de E.coli se incub6 a 37°C £
0,5°C junto con el CPE en la CMI correspondiente, en caldo MHB ajustado a pH 6,9 y se
tomaron imagenes a los tiempos de contacto de 30, 45 y 60 minutos. Se tuvo en cuenta
como control la dispersién de E.coli en las mismas condiciones mencionadas, pero sin la
adicion del CPE.

Para la consecucion de la imagen, se aplicaron 100uL de la dispersion de bacterias de cada
tiempo ensayado sobre un portaobjetos de vidrio revestido con poli-L-lisina (MasterFlex®,

referencia: 067-CP) se dejo reposar por 15 minutos a 25°C + 0,5 °C en una camara de flujo
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laminar (estos 15 minutos fueron tenidos en cuenta al momento de la toma de la muestra).
Después de la deposicion, la muestra se lavo seis veces con agua Mili-Q con la finalidad
de retirar el exceso de medio de cultivo, y después se secd en corriente de aire a 25°C +
0,5 °C. Se obtuvieron células bacterianas individuales a alta resolucion para cada tiempo
de incubacioén evaluado. Este experimento se realizé con cultivos duplicados para el CPE
probado. La morfologia de la bacteria se examiné con un microscopio de fuerza atémica
MFP-3D (Asylum Research, Oxford instruments, Reino Unido) en modo de contacto
intermitente utilizando una sonda AC160TS (20 N/m a 300 kHz, Olympus Instruments,
Japon).

Para el andlisis de la rugosidad superficial, se tomaron los datos generados a partir de
algunas de las imagenes de altura de AFM. Utilizando el software Gwyddion v2.59 (Instituto
de Metrologia Checa, Brno, Republica Checa), se estimé la forma de las células bacterianas
mediante la aplicacion de un filtro medio a los datos brutos. La sustraccién de la imagen
tratada de la original generd una representacién aplanada de la superficie de la célula
bacteriana (retroceso de deflexién). La rugosidad de la superficie en una dimension fue
calculada a partir de una linea recta (1nm) dentro de la imagen aplanada. De esta manera,
se obtuvo la desviacion promedio del perfil de rugosidad de todos los puntos, de una linea
media a lo largo de la longitud de evaluacién, lo cual se conoce como rugosidad promedio
(Ra) (Ecuacion 4-2).

R, = % ?’:1|Zj — Z_| (4-2)
Donde, N es el nimero total de puntos en la longitud de evaluacion, z; es la altura del punto

J Y Z es la altura media (324,325). La lectura fue hecha por triplicado.

4.5 Evaluacion de lainfluencia de la presencia de un CPE
sobre del potencial { de las dispersiones de E.coli

Partiendo de un cultivo fresco preparado en caldo MHB, el cual fue incubado a 37°C + 0,5°C
por 360 minutos, se prepard una dispersién de bacterias de aproximadamente 1,1 x 10°
UFC/ml, (ODs90=0,4). Las dispersiones de las bacterias se llevaron a tubos cénicos, las
cuales fueron centrifugadas a 10000 rpm por 20 minutos (centrifuga, Thermo Scientific Her-
aeus Megafune 16 USA), y lavadas cinco veces con buffer fosfato de potasio 0,5mM (pH

6,9). La dispersion final de las bacterias se ajusté a una ODsgo entre 0,12 - 0,15, y fueron
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lavadas e incubadas a 37°C £ 0,5°C con el CPE de mejor desempefio, a la concentracion
minima inhibitoria. Paralelamente se prepard una dispersion de las bacterias en las mismas
condiciones mencionadas, la cual fue empleada como control. Las medidas de potencial ¢
se realizaron a estas dispersiones, a 0, 30, 45 y 60 minutos siguiendo la metodologia dada
por Halder et al., 2015 (326), a un pH de 6,9 (buffer 0,5mM fosfato de potasio). El potencial
¢ se midié con la ayuda de un dispositivo Zetasizer Nano ZS 90 Malvern equipado con laser
de Helio-Nedn (633 nm) como fuente de luz, con la deteccion en un angulo de dispersion

de 90 grados a temperatura (28°C). Las lecturas fueron realizadas por triplicado.

4.6 Analisis estadistico de la reduccion logaritmica del
crecimiento de las bacterias y la C.albicans

Para el manejo de los resultados se realizé inicialmente un andlisis de varianza (ANOVA),
con un nivel de significancia de 0,05, que se traduce en una confianza del 95%.
Posteriormente se aplicé el método de Tukey y el de minima diferencia significativa (DMS),

para evidenciar si existian o no estas diferencias entre tratamientos.
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4.7 Presentacion y discusion de los resultados

4.7.1 Evaluacion antibacteriana
Como se indic6 en la metodologia, la evaluacion antibacteriana se realizé en dos fases:

- Fasel.

En la Figura 4-2 se puede observar, a manera de ejemplo, la evaluacion de los CPEs EuB100
y EuB7sClys obtenidos por HME, a pH 6,9 frente a E.coli después de la adiciéon de 10uL de

solucion de resazurina e incubacién por 2 horas a 37°C + 0,5°C.

Figura 4-2 Resultados de la metodologia de dilucién en caldo MHB a pH 6,9, para la
determinacion de la CMI de EuBi1ooy EuB75Cl2s obtenidos por HME frente a Escherichia coli.

EuB1oo EuB7sCl2s - ;
8 e S mc * Control de * Control de
Réplicas Réplicas CPE EuB100 CPE EuB75Cl25

o g

Porcentaje de acido

w
o P

4 AN " S o . Sa : -
Crecimiento bacteriano ’l ,

**Control de medio: caldo MHB ajustado a pH 6,9
*Control de CPE EuBiq y EuB+5Cl,s: dispersién de los CPE sin inéculo de E.coli

En la Figura 4-2 se evidencian los resultados satisfactorios para los controles de crecimiento
(color rosado); los controles negativos: correspondientes al medio de cultivo y a las
dispersiones de cada CPE en el medio de cultivo, ambas sin ningn inéculo (color violeta);
y para el &cido benzoico que no presenta ninguna actividad a este pH (color violeta). Aunque
el tono del color es muy leve en las Ultimas concentraciones, con la lectura de densidad
Optica (ver Anexo G), previa a la adicion de resazurina, se pudo constatar la CMI para cada

sistema. Esta concentracion se establecié en el cambio de coloraciéon a una concentraciéon
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posterior a la de 0,038% para el EuBig y de 0,019% para EuB7sClys. Este valor de
concentracion en donde no hubo crecimiento (color violeta), previo al cambio de color (color

rosado) es el dato que se tomé como CMI.

En la Figura 4-3, también a manera de ejemplo, se ilustra el crecimiento en placa de cada
una de las concentraciones de los CPEs EuBi1o0 Y EuB75Clzs obtenidos por HME, a pH 6,9
frente a E.coli, después del periodo de incubacion correspondiente. Estos resultados
confirman el mayor efecto bactericida del CPE EuB7sCl,s en comparacién con el EuBioo,

como se evidenciaba en los resultados de la Figura 4-2.

Figura 4-3 Resultados de repique en agar TSA incubados a 37°C = 0,5°C por 20 horas para
determinar la CMB de los CPEs EuBi1oo Yy EuB7sClzs, frente a Escherichia coli utilizando caldo
MHB ajustado a pH 6,9.

0.009%
Ve

EuBico

0.019% |

Los resultados de la CMI y de la CMB de todos los complejos a pH 6,0 y a pH 6,9 frente a
E.coli y S.aureus se presentan en las Tablas 4-2 y 4-3. Estos resultados muestran que en
ambas condiciones de pH y frente a las cepas empleadas, los CPEs obtenidos por las dos
metodologias mantuvieron la actividad antibacteriana. La actividad antibacteriana depende
de varios factores como son el pH, la fuerza iénica, el peso molecular del compuesto a
evaluar, entre otros. En este estudio ademas del pH, las variables estuvieron asociadas con

el tipo de acido que forma parte del CPE y su método de obtencion.

En cuanto al tipo de &cido y su comportamiento frente a E.coli, se evidencia una mayor
actividad en los CPEs que contienen AB, reflejado en una menor CMI, seguidos de los que

contienen acido AHB y AS (AB>AHB>AS), esto se relaciona con el porcentaje de AB
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liberado a pH 6,0 el cual fue mayor para los CPEs EuBioo (Figura 3-40). Los valores de la
CMI frente a S. aureus fueron mayores o se mantuvieron iguales en comparacion con los
obtenidos frente a E.coli (Figura 4-4). Estos resultados son légicos, teniendo en cuenta que
la E. coli es una bacteria Gram negativa mientras el S. aureus es Gram positivo, lo que se
relaciona con la capacidad de interaccién por cargas del CPE con la célula bacteriana
correspondiente, siendo esta interaccién uno de los mecanismo aceptados de actividad
antibacteriana para sistemas macromoleculares (327). El aumento en la CMI frente al S.
aureus estaria dado por la disminucién de la interaccién electrostatica entre el CPE y la
membrana plasmatica, teniendo en cuenta que los CPEs son de carga positiva mostrando
valores que van desde +4,0 hasta +32,0 mV en los pHs de 6,0 y 6,9, por lo que primaria
una mayor afinidad con las bacterias Gram negativas como lo es E.coli.

Tabla 4-2 CMI y CMB frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus para los diez CPEs,

obtenidos por las dos metodologias, a pH 6,9 incubados a 37°C + 0,5°C por 24 horas en
caldo MHB.

Escherichia coli Staphylococcus aureus
CMmI CMB CMmI CMB
(% de acido) (% de acido) (% de acido) (% de acido)

Extrusién por fusion
EuBioo 0,038 0,300 0,150 0,300
EuB75Clzs 0,019 0,038 0,150 < 0,300
EuHB100 0,075 0,150 0,150 0,300
EuHB7sCl2s 0,075 0,150 0,075 0,300
EuAs7sClzs 0,150 0,300 0,300 <0,300
Secado por aspersion
EuBioo 0,300 0,300 0,300 0,300
EuB75Clzs 0,150 0,150 0,150 0,300
EuHB100 0,300 0,300 0,075 0,300
EuHB7sCl2s 0,075 0,150 0,075 0,150
EuAs7sClzs 0,150 0,300 0,150 0,300

Tabla 4-3 CMI y CMB frente a Escherichia coli y Staphylococcus aureus para los diez CPEs,
obtenidos por las dos metodologias, a pH 6,0 incubados a 37°C + 0,5°C por 24 horas en
caldo MHB.

Escherichia coli Staphylococcus aureus
CMmI CMB CMmI CMB
(% de acido) (% de acido) (% de acido) (% de acido)

Extrusién por fusion
EuBioo 0,019 0,150 0,150 0,300
EuB75Clzs 0,009 0,075 0,075 0,150
EuHB100 0,075 0,075 0,150 0,150
EuHB7sCl2s 0,075 0,075 0,075 0,300

EuAs7sCles 0,150 0,300 0,300 0,300
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Secado por aspersion

EuBi1oo 0,075 0,150 0,075 0,150
EuB7sClzs 0,075 0,150 0,075 0,150
EuHB100 0,300 0,300 0,150 0,150
EuHB7sCl2s 0,075 0,150 0,150 0,150
EuAs7sClzs 0,150 0,300 0,075 0,300

La interaccién electrostatica funciona de dos maneras. La primera, permeando la superficie
celular conduciendo a la salida de constituyentes intracelulares (como acidos nucleicos,
proteinas, materiales de bajo peso molecular), perturbando las actividades fisioldgicas de
los microorganismos (292). La segunda, permitiendo la entrada de sustancias que estén
préximas al sitio de la interaccién electrostatica (328—-331). Los dos mecanismaos de accién
basados en la interaccién electrostatica, en conjunto, inhiben el crecimiento celular de las

bacterias.

En el caso de los &cidos sin complejar, a los pH de estudio (6,0 y 6,9), estos se encuentran
predominantemente disociados y con carga negativa dificultdndose la permeacién hacia
dentro de la bacteria. En contraste, cuando el acido estd complejado en dispersion, las
cargas positivas predominantes dan lugar a una interaccion con las cargas negativas de la
superficie de las bacterias. Esta alta densidad de cargas positivas sobre la membrana, lleva
a una anormal asimetria en la distribucién de estas, ocasionando que las cargas negativas
de las moléculas lipidicas se concentren y agrupen fuera de la membrana (efecto “flip-flop”)
(332,333). De esta manera, se promueve al maximo las interacciones con las cargas
positivas externas dadas por el CPE, llevando a la disrupcion de la membrana favoreciendo

el flujo de acido (AB, AHB o AS), disociado y sin disociar al interior de la bacteria.

En cuanto a la influencia del pH, se evidencié actividad antibacteriana en las dos
condiciones estudiadas (Figura 4-4). Los valores de la CMI de los CPEs aumentaron o se
mantuvieron iguales a pH de 6,9, en comparacion con lo sucedido a pH 6,0. Esto estaria
relacionado con la disminucion de las cargas positivas en el CPE a pH 6,9, que llevaria a
un aumento en la liberacion del a&cido al medio (al desestructurarse el par i6nico), en gran
parte en forma ionizada, lo cual limitaria su difusion al interior de la bacteria de manera
similar a lo que ocurre cuando el 4cido no estd complejado. Por otra parte, la disminucién
de cargas eléctricas reduciria la interaccién electrostatica con la membrana celular de la
bacteria, lo cual esta relacionado con la dependencia del F-{ con el pH. Para los CPEs hubo
una disminucién del potencial a medida que el pH aumenté y por consiguiente un

incremento en el porcentaje de acido liberado de acuerdo con lo mostrado en el Capitulo 3.
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Figura 4-4 CMI de los complejos obtenidos por HME y SD a pH 6,0 y 6,9 frente a E.coliy
S.aureus.

E.coli

S.aureus
0.30 - 0,30 v
T
i ,- b
0.25 4 S 0.25 e i
5 pH 6.9 SD
[ e ety
H 6.9 HME s 5 7
P 5 (24%78%%% ottt s
[ o AR
0.20 pecetioes 0.20 | [ e
- 0204 it o K
e > pEatatytel )
> [rocseiae = aee
— e R iy
Baeer & n v/
=9 s oyt f
i oot ace 7
& 015 bR 35 0.5 [ 7
- RERRR) R P = R 7 7 77
) s = Sl " v
= RESE 2 e = peersssne 7 ’
Frd i st B :
st b Booss O e e R
Q fette] b [rotssd tatatals < ey <
SIE : B Coog e 7
X P o QXX R A A
e, PRy AR R e /.
ey P Ko e tetets - KA ’
bt b e i S 7
Bt ¥ s o ASRE 2 ’
e S R R
0.05 4 posessrsty b a0 0.05 - 7 / IITY o, e
B P Becsgieads R R g R
e s e S jissecrces WO o N ]
e o - 1 R ~
pi] ool R et / s 7 )
LK F fseteses, iy eeee o et - s
] s fosts el y
S o ’ e [ o
e 0 & R ik e %
0.00 A ey ! T Nel 0.00 ! . .
EuB EuB, Cl UAS EuB _Cl_ EuHB EuAs Cl
100 7525 75 25 sl . EUHBﬁCIzs 6% g
0.30 4 0.30 CPE
0.25 4 0.25 |
pH 6.0 HME pH 6.0 SD
0.20 4 - 0.20 4
= Z
-} -3
o o
-2 ] 2
e LhLL) R et 7 = 015 4 7
] Pl ] KX e '
= 2] Pecaeesd L R /
= ] RS s = psessasd
0 c.o't‘ "0.0.... / bﬁ....".{ g
) S b ; 3] 7 i
o Bsosss Z sl 7
Ll ] b 0.10 - 7 [ I
e PR /. || 7, ’
et pesTabyeyt B 7y
e ot e [
s B Feooe /
e et e
deterel 18% St s
i s R ) B |~
0.05 4 Bl b o 0.05 - A ohsistetsl
] [ox P o Fniri / ..
b fistelatele! o [t ’
< [’ Py, A fieeiond] s
| 1% PR 2 KRN s
= Lo o R ’ /
i P 7 eeysese .
Kz o o ] o] s
0.00 e B 5 | i e I rs
' EuHB L e, T Ea I EuAs CI_
100 76 26 100 6 26 76 26

La influencia de las dos metodologias de obtencién de los CPEs se puede apreciar en la
Figura 4-4. En la mayoria de los casos, los CPEs elaborados mediante HME tuvieron una
menor CMI en comparacion con los obtenidos por SD. Estos resultados estarian
relacionados con la diferencia en la velocidad de liberacion del &cido hacia el medio de
cultivo, lo que concuerda con los resultados de liberacion del capitulo anterior, presentados
aca como la velocidad de liberacion ajustados a una cinética de orden cero para los
primeros 90 minutos de liberacion (Tabla 4-4). Para los CPEs obtenidos por HME esta
velocidad es mayor a pH 6,0 y 6,9, en comparaciéon con los elaborados por SD. Si la
liberacion se da de manera mas rapida las posibilidades de interaccion del PE con la
superficie bacteriana aumentan, debido a una mayor cantidad de cargas disponibles lo que
conlleva a que los mecanismos de accion ya mencionados, de permeacion de la superficie

de la bacteria y el aumento de la difusion del 4cido, sean los predominantes.
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Tabla 4-4 Velocidades de liberacion de los CPEs estudiados, calculados en los primeros
90 minutos a partir de los resultados de liberacion reportados en capitulo 3.

Velocidad de liberacién (%/min)

pH 6,0 pH 6,9
Extrusién por fusion
EuB 100 35,07 33,97
EuB7sClz2s 20,09 25,40
EuHB 100 31,77 32,35
EuHB75Cl2s 23,35 26,15
EuAs7sClos 14,30 24,62
Secado por aspersion
EuB1oo 31,68 23,65
EuB75Cl2s 19,75 23,43
EuHB 100 31,48 29,22
EuHB75Cl2s 16,27 23,11
EuAs7sClos 12,11 23,08

Los resultados de la actividad antibacteriana mostrados para los CPEs con los diferentes
acidos son muy promisorios (Tabla 4-2 y 4-3), al comparar con las CMI que se han reportado
para los acidos sin complejar, frente a E.coli y S.aureus. La CMI del 4cido benzoico esta en
un rango del 0,5% al 1,0% (334), para el acido 4-hidroxibenzoico entre 0,14% y 0,28% (335)
y para el acido salicilico fluctia entre 0,25 % y 0,5% (336). Las CMI mencionadas de la
literatura cientifica fueron determinadas a un pH no mayor de 5, ya que como se conoce,
estos acidos pierden su actividad a valores de pH superiores. La investigacion desarrollada
evidencia de manera general, una disminucién de las CMI frente a las cepas estudiadas y
una notable ampliacién en el rango de pH en el que los &cidos evaluados presentan

actividad antibacteriana cuando hacen parte del CPE.

Por otra parte, la actividad bactericida o bacteriostatica de un agente depende de su
mecanismo de accién, y por lo tanto de su estructura, pero también contribuyen
paralelamente otros factores como la concentracion alcanzada en el sitio de crecimiento, el
tipo de microorganismo, el tamafio del indculo, el tiempo de accion y la fase de crecimiento
(337). Para el caso de los acidos débiles, la difusién de moléculas de &cido (sin disociar) a
través de la membrana citoplasmética de las bacterias es un paso crucial para la actividad
de inactivacién y, su posterior mecanismo de accion (338). Esta difusién de moléculas de
acido es facilitada por las disrupciones a nivel de la membrana de la bacteria provocadas
por las interacciones de los CPEs ya comentadas anteriormente, lo que conlleva a una
disminucion de la concentracién del acido necesario para inhibir y eliminar las bacterias.

Dado que la cantidad de acido disponible difunde en mayor proporcion al interior de las
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bacterias cuando estd haciendo parte del CPE se alcanzan valores de la CMI y de la CMB

mucho menores que los &cidos sin complejar.

-  Fase 2.

En esta etapa se realizé el conteo de los microorganismos que se reducen por la accion de
los CPEs a unas condiciones especificas, mediante la cuantificaciéon de las unidades
formadoras de colonias (UFC) viables. Esta etapa permitié conocer el efecto de la
concentracion y el pH sobre la capacidad bacteriostatica o bactericida de los CPEs
estudiados. Con la inclusion del iondmero EuClioo se verifico el efecto del PE sin el &cido,
al que se le neutralizé el 100% de los grupos DMAE con &cido clorhidrico. La concentracion
empleada correspondi6 a la que esta presente en las dispersiones de EuBigo; se eligi6 este
complejo porque fue uno de los que conté con mayor actividad (segun la etapa previa) y
porque su dispersiéon cuenta con la menor concentracién del polimero, condiciéon que

desafia aun mas el efecto del EuCliqo.

En las Tablas 4-5 a 4-8, se muestra la reduccién logaritmica de las UFC para las bacterias
E.coli y S.aureus cuando estuvieron en contacto con los CPEs obtenidos por HME y SD a
dos condiciones de pH. Al igual que en la fase anterior hay una evidente relacion entre la
inhibicion, la concentracion y el pH del medio. En las Tablas indicadas se discrimino también
la reduccion logaritmica con respecto al método de obtencion, observdndose una mayor
influencia sobre el crecimiento de las colonias de las bacterias de E.coli, cuando el método

de obtencién fue el de HME.

Tabla 4-5 Reduccién logaritmica de UFC de E.coli como respuesta a la aplicacion de los
CPEs obtenidos por HME, a diferentes concentracionesy a pH 6,0 y 6,9.

Reduccién logaritmica de UFC a diferentes porcentajes del acido

0,300% 0,150% 0,075% 0,038%
pH 6,0
EuB1oo 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 7,30 (16,04) 6,78 (11,90)
EuB7sCla2s 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 8,68 (2,57)
EuHB 100 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 6,05 (18,78)
EuHB75Cl2s 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 7,24 (6,82)
EuAs7sCl2s 8,68 (2,57) 6,36 (9,29) 5,51 (8,23) 4,84 (8,27)
EuClioo 5,74 (7,63) 4,25 (6,92) 2,01 (12,37) 1,19 (7,21)
pH 6,9
EuB1oo 8,01 (5,21) 7,30 (9,92) 6,34 (6,48) 5,00 (17,43)
EuB7sCla2s 8,01 (5,21) 8,01 (5,21) 8,01 (5,21) 8,01 (5,21)
EuHB 100 8,01 (5,21) 8,01 (5,21) 5,33 (11,23) 4,63 (10,97)
EuHB75Cl2s 8,01 (5,21) 8,01 (5,21) 6,15 (7,46) 5,12 (9,47)

EuAs7sClas 8,01 (5,21) 6,02 (8,73) 4,00 (13,18) 3,75 (14,68)
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EuCl1ioo

5,23 (18,04)

2,66 (12,48)

1,04 (47,21)

0,67 (28,20)

Entre paréntesis, el coeficiente de variacion (CV).

Tabla 4-6 Reduccién logaritmica de UFC de S.aureus como respuesta a la aplicacion de

los CPEs obtenidos por HME, a diferentes concentracionesy a pH 6,0y 6,9.

Reduccién logaritmica de UFC a diferentes porcentajes del acido

0,300% 0,150% 0,075% 0,038%

pH 6,0
EuB1oo 8,06 (5,89) 5,31 (11,65) 4,43 (7,83) 3,22 (4,39)
EuB7sCla2s 8,06 (5,89) 8,06 (5,89) 4,90 (11,03) 4,02 (18,69)
EuHB 100 8,06 (5,89) 8,06 (5,89) 4,21 (10,31) 3,52 (8,40)
EuHB75Cl2s 8,06 (5,89) 8,06 (5,89) 4,26 (14,17) 3,81 (4,70)
EuAs7sClzs 8,06 (5,89) 4,41 (8,93) 2,15 (7,62) 1,81 (7,09)
EuClioo 4,02 (18,9) 3,13 (9,10) 1,52 (13,62) 1,09 (3,99)

pH 6,9
EuB1oo 7,67 (2,45) 3,76 (20,18) 2,79 (19,01) 1,58 (54,37)
EuB7sCla2s 5,16 (9,71) 4,62 (9,46) 3,42 (19,91) 1,92 (9,43)
EuHB 100 7,67 (2,45) 3,01 (16,76) 2,04 (26,93) 1,44 (43,26)
EuHB75Cl2s 7,67 (2,45) 3,76 (20,38) 2,18 (23,95) 1,87 (7,88)
EuAs7sClzs 4,21 (5,77) 2,77 (26,53) 2,07 (11,84) 0,80 (11,82)
EuClioo 3,02 (10,96) 2,12 (16,26) 0,90 (15,82) 0,73 (7,39)

Entre paréntesis, el coeficiente de variacion (CV).

Tabla 4-7 Reduccién logaritmica de UFC de E.coli como respuesta a la aplicacion de CPEs

obtenidos por SD, a diferentes concentracionesy a pH 6,0y 6,9.

Reduccién logaritmica de UFC a diferentes porcentajes del acido

0,300% 0,150% 0,075% 0,038%
pH 6,0
EuB10o 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 6,95 (6,43) 6,12 (9,99)
EuB7sClas 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 7,81 (10,56) 6,80 (17,15)
EuHB 100 8,68 (2,57) 7,10 (4,73) 6,40 (6,55) 4,67 (18,69)
EuHB75Clzs 8,68 (2,57) 8,68 (2,57) 6,95 (11,21) 4,94 (8,24)
EuAs7sClas 8,68 (2,57) 6,25 (7,95) 5,30 (8,51) 4,05 (14,36)
EuClioo 5,74 (7,63) 4,25 (6,92) 2,01 (12,37) 1,19 (7,21)
pH 6,9
EuB10o 8,01 (5,21) 6,42 (5,31) 5,33 (7,57) 3,47 (16,79)
EuB7sClas 8,01 (5,21) 8,01 (5,21) 5,65 (6,28) 5,33 (7,52)
EuHB 100 8,01 (5,21) 5,57 (13,04) 4,72 (11,42) 3,81 (28,99)
EuHB7sClzs 8,01 (5,21) 8,01 (5,21)) 5,15 (11,33) 4,45 (5,76)
EuAs7sClas 8,01 (5,21) 5,32 (5,05) 3,27 (8,85) 2,37 (25,57)
EuClioo 5,23 (18,04) 2,66 (12,48) 1,04 (47,21) 0,67 (28,20)

Entre paréntesis, el coeficiente de variacion (CV).

Tabla 4-8 Reduccién logaritmica de UFC de S.aureus como respuesta a la aplicacion de
CPEs obtenidos por SD, a diferentes concentracionesy a pH 6,0y 6,9.

Reduccién logaritmica de UFC a diferentes porcentajes del acido

0,300% 0,150% 0,075% 0,038%
pH 6,0
EuB100 8,06 (5,89) 8,06 (5,89) 3,82 (0,61) 2,49 (0,59)
EuB75Cl2s 8,06 (5,89) 8,06 (5,89) 4,16 (0,45) 3,24 (0,32)
EuHB 100 8,06 (5,89) 8,06 (5,89) 3,37 (0,30) 2,68 (0,51)
EuHB7s5Cl 25 8,06 (5,89) 8,06 (5,89) 2,36 (0,30) 1,48 (0,15)




153

EuAs7sClas 8,06 (5,89) 3,29 (0,21) 1,80 (0,53) 1,27 (0,29)
EuClioo 3,41 (9,71) 3,13 (9,10) 1,52 (13,62) 1,09 (3,99)
pH 6,9
EuB10o 7,67 (2,45) 2,80 (0,64) 2,24 (0,45) 1,12 (0,32)
EuB7sClas 4,21 (0,80) 3,41 (0,70) 2,41 (0,45) 1,59 (0,65)
EuHB 100 7,67 (2,45) 2,44 (0,60) 1,62 (0,20) 0,77 (0,06)
EuHB7sClzs 7,67 (2,45) 3,09 (0,19) 1,79 (0,06) 1,42 (0,11)
EuAs7sClas 3,69 (0,66) 2,44 (0,72) 1,79 (0,06) 0,73 (0,05)
EuClioo 3,02 (10,96) 2,12 (16,26) 0,90 (15,82) 0,73 (7,39)

Entre paréntesis, el coeficiente de variacion (CV).

Teniendo en cuenta las Tablas 4-5 a 4-8, de reduccion logaritmica de crecimiento y para
una mejor comprensién de los resultados se construyeron las Figuras 4-5 a 4-12, en las
que se relacionan la reduccién logaritmica con la concentracion del acido del CPE, para

cada uno de los métodos de obtencion.

Las Figuras 4-5 y 4-6 corresponden a los resultados presentados en la Tabla 4-5,
relacionados con el comportamiento de los CPEs obtenidos por la metodologia de HME
frente a E.coli, a pH 6,0 y 6,9. Al analizar los resultados, las tendencias son similares a lo
presentado en la fase 1, con excepcién de lo obtenido para el acido AHB. Se observa un
aumento en la reduccién logaritmica de las colonias a medida que la concentracion
aumenta, salvo en el complejo EuB+sClzs el cual tuvo una reduccion logaritmica constante
de las colonias, independiente de la concentracion y este comportamiento se mantuvo en
las dos condiciones de pH empleadas. Este comportamiento podria estar relacionado con
F-, debido a que este CPE fue el que presento6 los més altos valores (Figura 3-27), lo cual
facilita la interaccion con la E.coli y su mejor desempefio a los pH estudiados. El crecimiento
de las colonias estuvo afectado por el pH del medio de forma similar a lo explicado en la
fase anterior, de manera que a pH 6,9 la reduccion logaritmica de las colonias disminuyé
en comparacién con lo ocurrido a pH 6,0. Con relacion al tipo de CPE, la reduccién
logaritmica del crecimiento se dio en el siguiente orden: EuB7sClzs > EUHB75Cls > EuB1go >
EuHB100 > EuAs7sClas > EuCligo. Esta relacion muestra que la inclusion del ion cloruro al
sistema, favorece la reduccién de las colonias para los CPEs que contienen acidos cuyo

pKa estd mas cercano al pH del medio.

Frente a S.aureus tanto a pH 6,0 como a 6,9 (Figuras 4-7 y 4-8), la reduccion del crecimiento
fue menor en comparacion con lo obtenido frente a E.coli, que como se explic6 para la fase
1, se debe principalmente a la mayor interaccién de los CPEs con las cargas negativas de
las superficie de las bacterias (E.coli), que ha sido demostrada para sistemas de

macromoléculas, nanoparticulas y algunos CPEs en estudios de terapia antimicrobiana
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(339). De manera similar a lo que ocurrio frente a E.coli, la reduccion logaritmica de las
colonias de S.aureus estuvo afectada por el pH siendo menor a pH 6,9. y el orden en la

reduccion logaritmica con relacion a los CPEs se comporté de manera parecida.

Figura 4-5 Reduccion logaritmica de UFC de E.coli como respuesta a la aplicacién de los
CPEs obtenidos por HME a pH 6,0.
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Figura 4-6 Reduccion logaritmica de UFC de E.coli como respuesta a la aplicaciéon de los
CPEs obtenidos por HME a pH 6,9.
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Figura 4-7 Reduccion logaritmica de UFC de S.aureus como respuesta a la aplicacién de
los CPEs obtenidos por HME a pH 6,0.
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Figura 4-8 Reduccion logaritmica de UFC de S.aureus como respuesta a la aplicacion de
los CPEs obtenidos por HME a pH 6,9.
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De forma analoga a lo descrito para los CPEs obtenidos por HME, las Figuras 4-9 y 4-10
ilustran los resultados de los CPEs obtenidos por SD frente a E.coli a pH 6,0 y 6,9
(resultados mostrados en la Tablas 4-7). Se evidencia una mayor reduccién de las colonias

a medida que la concentracién del &cido en el CPE aumenta y un mayor crecimiento cuando



156 Evaluacion del comportamiento fisicoquimico y antimicrobiano de complejos con
polielectrolitos

el pH es mas alto. También es evidente, que no hubo una inhibicion completa del
crecimiento de las colonias por parte de las dispersiones de los CPEs en las
concentraciones evaluadas, siendo los de mejor desempefio el EuB75Clys y el EuHB75Clos,
manteniendo una tendencia similar a la presentada en HME y un comportamiento parecido
al observado en la fase 1.

Como era de esperarse y, de acuerdo con lo ya explicado, la reduccién logaritmica de
colonias encontrada para S.aureus fue menor en comparacion con la alcanzada para E.coli,
manteniendo la misma tendencia. Los CPEs con mejor desempefio fueron EuB7s5Clas,
EuHBsClzs y EuBi1go de manera similar al orden que se mostr6 para HME (Figuras 4-11y 4-

12 construidas a partir de los resultados presentados en la Tabla 4-8).

Como se haindicado la interaccion electrostéatica de los CPEs con la membrana celular, es
uno de los fendbmenos cruciales en la actividad antibacteriana de estos sistemas. Esta
interaccion electrostatica es favorecida en la medida que el CPE tenga mas cargas en su
estructura. Para los CPEs evaluados, los de mayor proporcion de Eu son los CPEs
EuB7sClss (2,1% de Eu), obtenidos por ambas metodologias, los cuales presentaron el
menor valor de CMI en los pHs estudiados. ElI CPE elaborado por HME presenté un pseudo
potencial de +25,4 mV, superior a los deméas CPEs, lo que explica su mejor desempefio en
términos de su actividad antibacteriana.

Figura 4-9 Reduccion logaritmica de UFC de E.coli como respuesta a la aplicacion de los
CPEs obtenidos por SD a pH 6,0.
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Figura 4-10 Reduccion logaritmica de UFC de E.coli como respuesta a la aplicacién de los
CPEs obtenidos por SD a pH 6,9.
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Figura 4-11 Reduccion logaritmica de UFC de S.aureus como respuesta a la aplicacion de
los CPEs obtenidos por SD a pH 6,0.
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Figura 4-12 Reduccion logaritmica de UFC de S.aureus como respuesta a la aplicacion de
los CPEs obtenidos por SD a pH 6,9.
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En cada uno de los ensayos de reduccién de crecimiento de colonias el iondmero EuCligo
mantuvo actividad antibacteriana frente a los dos microorganismos, la cual fue inferior a la
registrada por los CPEs (Figuras 4-5 a 4-12). Este resultado, esta acorde con
investigaciones previas en las que se ha comprobado la capacidad que tiene el ionGmero
de establecer interacciones de tipo electrostaticas con las membranas celulares, entre las
cargas cationicas del polimero y los grupos negativos de la superficie de la célula
bacteriana, lo que conlleva a una aglomeracién entre el polielectrolito y las estructuras de
la membrana de tipo hidrofébico (340-343). De manera similar, en varias investigaciones
donde se empleo el polimero Eudragit E100 asociado a un compuesto antimicrobiano, se
evidencid un efecto potenciador sobre la actividad antibacteriana contra P.aeruginosa,
E.coli, S.aureus y Staphylococcus pneumonia atribuido al aumento de la permeacion por
parte del compuesto antimicrobiano y a la interaccion de los grupos amina terciaria
protonados (dimetilaminoetilo) del polimero (56,344,345).

4.7.2 Andlisis estadistico de la reducciéon logaritmica del
crecimiento de las bacterias

Con la finalidad de poder analizar estadisticamente la capacidad bactericida de los CPEs

obtenidos por las dos metodologias, se evaluaron las diferencias entre los resultados para

cada uno de los CPEs y el iondmero EuClig a los valores de pH estudiados, y a todos los
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CPEs en conjunto. En la Tabla 4-9 se muestran las agrupaciones mediante analisis
estadistico de Tukey de los CPEs obtenidos por las metodologias de HME y SD. En cada
agrupacién se tuvo en cuenta la reduccion de las UFC, la concentracion de acido y el pH
del medio. Los grupos que corresponden a una misma tendencia estadistica de
comportamiento frente a los microrganismos se nombraron con las letras del alfabeto
siendo la letra “A” la correspondiente al mejor desempefio antibacteriano, cuando hay varios
grupos.

Tabla 4-9 Agrupacion por reduccion logaritmica de UFC de E.coli y S.aureus de los CPEs
y EuCligo en dispersion.

Extrusion por fusion Secado por aspersion

E.coli (grupos) S.aureus (grupos) E.coli (grupos) S.aureus (grupos)

pH 6,0
EuB1oo A A B A
EuB7sCla2s A A A A
EuHB 100 A A B A
EuHB75Cl2s A A B A
EuAs7sCl2s B A B A
EuClioo C A C A

pH 6.9
EuB1oo B A A A
EuB7sCl2s A A A A
EuHB 100 B A A A
EuHB75Cl2s B A A A
EuAs7sCl2s B A A A
EuClioo C A A A

En la Figura 4-13 se puede ver de manera grafica las agrupaciones de los CPEs obtenidos
por HME y el EuClioo considerando su actividad frente a E.coli. Las agrupaciones
presentadas confirman su comportamiento dependiente del pH y se diferencian
estadisticamente en tres grupos que cambian su conformacién cuando el pH pasa de 6,0 a
6.9. Aunque, en la mayoria de los casos los CPEs que forman los grupos cambian con el
pH (Figura 4-13 y Tabla 4-9), el CPE EuB7sCl:s mantiene su actividad superior a los demas
y se diferencia como un grupo aparte a pH 6,9. Por el contrario, el iondmero EuClioo
mantuvo una actividad antibacteriana muy reducida en comparacion con el EuB7sClys,

presentando a los dos pHs el menor desempefio en reduccion de colonias de E.coli.
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Figura 4-13 Agrupacion de los CPEs obtenidos por HME y EuCligo con respecto a la
reduccién de las colonias de E.colia pH 6,0 y 6,9.
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Para los CPEs obtenidos por SD su comportamiento en la reduccién de colonias de E.coli
solo se diferencié estadisticamente en grupos cuando el pH fue 6,0 y el CPE con mejor
desempefio fue el EuB7sClys (Tabla 4-9). Este comportamiento confirma lo explicado en la
fase 1, que se relaciona con las velocidades de liberacién que tienen los CPEs obtenidos

por SD a pH 6,9 (Tabla 4-4) y las cargas que se generan a este valor de pH.

En cuanto a los resultados de reduccion de colonias de S.aureus por parte de los CPEs y
el ionémero EuClig, obtenidos por las dos metodologias (Tabla 4-9), no hubo un
comportamiento diferenciador entre los sistemas evaluados ni cuando se modificé el pH,
esto indica que la reduccién de colonias de S.aureus depende mas de la concentracién que

del tipo de complejo empleado (Figuras 4-5 a la 4-12).

Adicionalmente, se realiz6 un analisis conjunto en el que se agruparon los sistemas
empleados de acuerdo con el comportamiento de reduccidn de colonias, sin tener en cuenta
la metodologia de obtencion (Tabla 4-10). Se encontré que algunos CPEs tienen una
tendencia similar en reducciéon de colonias independientemente del método de obtencién,
aunque cabe destacar al EuB75Clzs obtenido por HME quien se diferencié de su contraparte
obtenida por SD en su comportamiento frente a E.coli. Este comportamiento se puede

explicar por el mayor F-( positivo del EuBsCl,s HME a ambos valores de pH, lo cual
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favorece la interaccion con la membrana de la bacteria. Frente a S.aureus, como era de
esperarse solo se tiene una agrupacion para todos los CPEs, presentando un
comportamiento homogéneo a los valores de pH trabajados, indistinto del método de
obtencion.

Tabla 4-10 Agrupacién estadistica de los CPEs (obtenidos por ambas metodologias),

teniendo en cuenta la reduccion logaritmica de colonias frente a E. coliy S. aureus a pH 6,0
y 6,9.

E.coli pH 6,0 E.coli pH 6,9 S.aureus pH 6,0 S.aureus pH 6,9
EuB75Clos HME EUB/5Cls HME [A]
EuHB100 HME [A] EuB1o HME
EUHB75C|25 HME EUB750|25 SD EuB;00 HME
EUBloo SD EUB75C|25 SD
EUHBsClos SD [A] EUuBwoSD
EUBL50 HME EUHB 100 SD EUHB15Clzs SD [A]
EUB100 HME EUB75C|25 SD EUA575C|25 HME EuHB 100 SD
EUB-Cle SD [B] EuBigo SD EUAS75C|25 SD EUA575C|25 HME
UB7sCl2s B EuClyeo HME EuAs75Clps SD
EuHB75Clas SD [B] EuClioo SD EuClioo HME
EuHB10 SD EUClyo0 HME EuClyoo SD
Euas75Cls HME EUCly SD EUCligo HME
EUAS750|25 SD EUCIlOO SD
EuB1oo SD EuClio HME [C]
Eu HB750|25 SD EUCIIOO sSD
EUHB100 SD [C]

EUA575C|25 HME
EUAS75C|25 SD

EUC|100 HME
EUC|100 SD [D]

4.7.3 Evaluacion antimicotica

Como se indicé en la metodologia, de manera similar a lo realizado para la actividad

antibacteriana, la evaluacion antimicética se realizo en dos etapas:

-  Fasel.

En la Figura 4-14, a manera de ejemplo, se muestra el resultado de actividad del CPE
EuAs7sClzs obtenido por SD frente a Candida albicans. La CMI que se observa es de 0,038%
apH 6,0 yde0,075% a pH 6,9. En la Figura 4-15 se ilustra la imagen del repique en placa,
en la que se puede establecer la CMF del CPE EuAs7sClys a los dos pHs, que concuerdan

con los resultados de la CMI.
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Figura 4-14 Resultados de la metodologia dilucion en caldo para la determinacion CMI de
EuAs7sClzs obtenido por SD frente a Candida albicans, utilizando caldo SDB ajustado a pH
6,0y 6,9.
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**Control de medio: caldo SDB ajustado a pH 6.9.
*Control de CPE EuAs7sClzs: dispersion de los CPE sin indculo de Candida albicans.

Figura 4-15 Resultados de repique en agar TSA para determinar la CMF del CPE
EuAs7sClzs obtenido por SD frente a Candida albicans, utilizando caldo SDB ajustado a pH
6,0y 6,9.
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Los valores de CMI y CMF frente a Candida albicans, para los diez CPEs obtenidos por las
dos metodologias y evaluados a pH 6,0 y 6,9, se presentan en la Tabla 4-11. En los
resultados se aprecia que la CMI se mantuvo en 0,038% para nueve de los diez CPEs
estudiados. A pH 6,0, solo el CPE EuAs7sClzs obtenido por HME tuvo un valor mayor que
fue de 0,150%. A pH 6,9 hubo un aumento de la CMI para la mayoria de los CPEs, con
excepcion de EuBigo Y EuB7sClys obtenidos por SD, que mantuvieron su CMI a pesar del
cambio del pH. La CMF fue de 0,038% para ocho de los CPEs a pH 6,0. A pH 6,9 la CMF
aumento para casi todos los CPEs, excepto para el EuB+sCls obtenido por SD, la cual se
mantuvo en 0,038%.

Tabla 4-11 CMI y CMF frente a Candida albicans para los diez CPEs, obtenidos por las dos
metodologias, en caldo SDB ajustado a pH de 6,0y 6,9.

Candida albicans

pH 6,0 pH 6,9

CMmI CMF CMmI CMF
Extrusién por fusion
EuBioo 0,038 0,038 0,150 0,300
EuB7sClzs 0,038 0,038 0,075 0,150
EuHB100 0,038 0,038 0,150 0,300
EuHB75Cl2s 0,038 0,038 0,075 0,150
EuAs75Clzs 0,150 0,300 0,300 0,300
Secado por aspersion
EuBioo 0,038 0,075 0,038 0,300
EuB7sClzs 0,038 0,038 0,038 0,038
EuHB100 0,038 0,038 0,075 0,150
EuHB75Cl2s 0,038 0,038 0,075 0,075
EuAs75Clzs 0,038 0,038 0,075 0,075

De acuerdo con lo explicado, la CMI frente a C.albicans fue diferente para algunos CPEs,
destacando que la CMI mas baja obtenida (0,038%), fue inferior a estudios reportados en
la literatura en los que emplearon a los AB, AS y AHB (Tabla 4-12). Esta mayor inhibicion
del crecimiento de las colonias de la C.albicans por estos CPEs, se atribuye a un
mecanismo sinérgico entre el PE y el &cido que hacen parte del CPE, que impactan sobre
la membrana celular del hongo; un sinergismo similar ha sido demostrado entre timol y AS
frente a Fusarium solani, lo cual se ha relacionado con el contenido de ergosterol en la
membrana plasmatica del hongo, que disminuye por efecto de la inhibicion de la ruta
biosintética (346).

El ergosterol es el esterol mas abundante en las membranas celulares de los hongos,

regulando la permeabilidad y, es el responsable de mantener la funcion y la integridad
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estructural a nivel celular (347). La inhibicion de una o varias rutas de biosintesis del
ergosterol provoca un aumento del valerato de metilo, destruyendo las estructuras de la
membrana e inhibiendo el crecimiento de las células fungicas (346). Una las principales
propiedades que tienen moléculas pequefias como el AS, el AB y el AHB es su caracter
lipofilico, que le permite disolverse en el biofilm del hongo reduciendo la sintesis de
ergosterol, lo que sumado a la interaccién disruptiva que ejercen las cargas positivas de los
CPEs, provoca la fuga de sustancias intracelulares, la reduccién en el crecimiento y la
proliferacion de colonias (348—350).

Tabla 4-12 Valores de CMI del acido benzoico, acido salicilico y 4-hidroxibenzoico frente a
C. albicans reportados en la literatura.

Acido CMI reportada pH Referencia
Acido benzoico >1,0mg/ml 7,0 (351)
Acido salicilico 1,0mg/ml No especificado (352)
Acido 4-hidroxibenzoico 1380ug/mi No especificado (353)

-  Fase 2.

Para esta etapa, empleando un procedimiento similar a lo realizado frente a bacterias, se
efectud el conteo de las UFC viables de C.albicans que disminuyeron por la accion de los
CPEs y también se incluyd el ionémero EuClig. Las concentraciones evaluadas fueron
0,300; 0,150; 0,075 y 0,038% del acido correspondiente. La reduccién de crecimiento fue

calculada con la Ecuacion 4-1.

En las Tablas 4-13 y 4-14, se presentan los resultados de la reduccion logaritmica de las
UFC para C.albicans después de su exposicién a los CPEs, obtenidos por HME y SD, a pH
6,0 y 6,9. Se observa una inhibicion casi completa a pH 6,0 con todos los CPEs,
independiente de la metodologia de obtencién y de la concentracion. A pH 6,9, la reduccion
en el crecimiento disminuye al bajar la concentracion, encontrando la mayor reduccién a
concentracion de 0,300% del acido. El iondmero EuClig también mostré actividad, incluso
mayor que algunos CPEs, confirmando la influencia del PE que hace parte del CPE sobre
la actividad antimicética. El nivel de actividad del ionbmero se mantuvo independientemente

de la concentracion empleada, pero disminuy6 con el aumento del pH.

Como se explico en la fase 1, la posible disrupcién ejercida por el CPE conlleva a la pérdida
de la estructura de la C.albicans, esto combinado con el aumento de la permeaciéon y la
liberacion controlada de los acidos son la clave de la actividad antifungica. Esto concuerda

con lo evaluado en otros estudios como los de Karlsson et al., 2010, y Gifu et al., 2019 en
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los que el empleo de un PE y la conformacién de sistemas de liberacion de agentes
antifangicos reduce la formacion de biopeliculas e inhiben el crecimiento de las colonias de
C.albicans (354,355). Para el caso especifico del ionémero EuCligo, la interaccién por medio
de sus cargas son la posible explicacién de su actividad. Por otra parte, el aumento del pH
provoca sobre el iondmero una redistribucion de las cadenas del polimero, y una
disminucion del F-¢ cuando el pH es superior a 6.5 (245). Este resultado se asocia con una
menor densidad de cargas positivas y mayores aglomeraciones en el CPE que dificultan la
interaccion con la C.albicans lo que implica una disminucion de la actividad antifingica.

Tabla 4-13 Reduccion logaritmica de UFC de Candida albicans como respuesta a la

aplicacion de CPEs obtenidos por HME a diferentes concentraciones y ajustado a pH 6,0 y
6,9.

Reduccién logaritmica de UFC a diferentes porcentajes del acido

0,300 0,150 0,075 0,038

pH 6.0
EuBioo 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuB7sClzs 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuHB 100 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuHB75Cl2s 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuAssCl2s 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 3,27 (21,62) 3,18 (8,88)
EuClioo 4,15 (7,59) 3,98 (5,08) 4,05 (9,88) 3,98 (11,53)

pH 6.9
EuBioo 7,20 (1,93) 3,57 (7,58) 3,16 (7,75) 2,04 (10,03)
EuB7sCl2s 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 3,82 (5,05) 3,57 (7,76)
EuHB 100 7,20 (1,93) 3,08 (5,12) 2,44 (14,78) 2,03 (13,50)
EuHB75Cl2s 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 3,44 (10,49) 2,36 (7,64)
EuAssClzs 7,20 (1,93) 2,89 (7,44) 2,13 (12,93) 1,33 (6,99)
EuClioo 2,88 (7,26) 2,93 (8,54) 2,81(5,79) 2,89 (11,28)
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Tabla 4-14 Reduccion logaritmica de UFC de Candida albicans como respuesta a la
aplicacion de CPEs obtenidos por SD a diferentes concentraciones y ajustado a pH 6,0 y
6,9.

Reduccidn logaritmica de UFC a diferentes porcentajes del acido

0,300 0,150 0,075 0,038

pH 6,0
EuB1oo 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 2,38 (8,62)
EuB7sCla2s 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuHB 100 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuHB75Cl2s 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuAs7sCl2s 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74) 7,53 (1,74)
EuClioo 4,15 (7,59) 3,98 (5,08) 4,05 (9,88) 3,98 (11,53)

pH 6,9
EuB1oo 7,20 (1,93) 3,73 (8,55) 3,07 (9,74) 1,95 (11,42)
EuB7sCla2s 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 7,20 (1,93)
EuHB 100 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 2,53 (16,91) 2,16 (12,08)
EuHB75Cl2s 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 2,42 (6,22)
EuAs7sCl2s 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 7,20 (1,93) 1,38 (8,09)
EuClioo 2,88 (7,26) 2,93 (8,54) 2,81(5,79) 2,89 (11,28)

Para facilitar la comprension del efecto de los CPEs sobre la reduccion logaritmica de las
UFC de C.albicans, se presentan los resultados de las Tablas 4-13 y 4-14 a pH 6,9, en las
Figuras 4-16, 4-17, 418 y 4-19. En ellas se evidencia de manera mas marcada la influencia
de la concentracién del 4cido y del método de obtencion. Se observa, que a medida que
aumenta la concentracion del acido en el CPE, la reduccién logaritmica de las colonias se
hace mayor. En cuanto al desempefio de los CPEs en la reduccion del crecimiento, se
evidencio el siguiente orden, EuB5Clos > EUHB75Cl25 > EuB100 > EUHB100 > EUAS75Clas, que

es independiente del método de obtencién. Para el EuClioo el efecto de la reduccion en el
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crecimiento se dio independiente de la concentracion, ya que no se presentan diferencias

estadisticamente significativas entre los cuatro valores de concentracion estudiados.

Figura 4-16 Efecto de la concentracion de &acido en la reduccion logaritmica de UFC de C.
albicans para los CPEs obtenidos por HME y el ionémero EuClio a pH 6,9.
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Figura 4-17 Efecto de la concentracién de acido en la reduccién logaritmica de UFC de C.
albicans para los CPEs obtenidos por SD y el ionémero EuClioo a pH 6,9.
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Figura 4-18 Efecto de la concentracion de acido en la reduccion logaritmica de UFC de C.
albicans para los CPEs obtenidos por HME y el ionémero EuClio a pH 6,0.
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Figura 4-19 Efecto de la concentracion de acido en la reduccion logaritmica de UFC de C.
albicans para los CPEs obtenidos por SD y el ionédmero EuClig a pH 6,0.
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4.7.4 Evaluacion estadistica de la reduccion logaritmica de las
colonias de C.albicans

En la Tabla 4-15 se muestran las agrupaciones mediante el analisis estadistico de Tukey
de los CPEs obtenidos por SD y HME, similar a lo realizado en el andlisis de la evaluacion
frente a bacterias. Cada grupo corresponde a un mismo comportamiento o tendencia en la
reduccion de las unidades formadoras de colonias de la C.albicans, de acuerdo con lo
explicado en la metodologia. Estos grupos se nombraron con letras del alfabeto, de esta
manera los de mejor actuaciéon son los agrupados con la letra “A”. Los resultados de
agrupacién muestran que para pH 6,0 hay tres grupos, independiente del método de
obtencion, estando acorde con lo indicado en las graficas de reduccion 4-18 y 4-19. Los
sistemas de peor desempefio fueron el EuAs7sClzs y el ionémero EuCligo.

Tabla 4-15 Agrupacion por reduccién logaritmica de UFC de Candida albicans de los CPEs
y del EuCligo en dispersion.

Extrusion por fusion Secado por aspersién

pH 6,0
EuB1o00 A A
EuB7sCla2s A A
EuHB 100 A A
EuHB75Cl2s A A
EuAs7sCl2s B B
EuCl1oo C C

pH 6,9
EuB1o00 A A
EuB7sCl2s A A
EuHB 100 A A
EuHB75Cl2s A A
EuAs7sCl2s A A
EuClioo A A

A pH 6,9, el andlisis estadistico no mostré ninguna agrupacion, debido principalmente a que
en el promedio las medias de la reduccién logaritmica de las UFC entre los CPEs
son iguales. Este efecto lo propicia la primera concentracién (0,3%), en donde para
todos los sistemas (exceptuando el ionémero EuClio) el crecimiento fue inhibido.
Por lo que se decidi6 hacer una comparacion multiple descartando la primera
concentracion, y utilizando el método de DMS con una confianza del 95%, este
método es menos conservador que la prueba de Tukey, permitiendo ver diferencias

entre los grupos de estudio.
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De esta manera, este analisis estadistico evidencia tres grupos para HME a pH 6,9 y

ninguna diferencia para los sistemas obtenidos por SD a pH 6,9 (Tabla 4-16).

Tabla 4-16 Agrupacion por reduccion logaritmica de UFC de Candida albicans de los CPEs
y del EuClygo en dispersion, a pH 6.9, mediante la prueba estadistica de DMS.

Extrusion por fusion Secado por aspersién
pH 6,9

EuB 100
EuB7sCl2s
EuHB 100
EuHB75Cl2s
EuAs7sClz2s
EuCl1oo

0O0wmO >0
> > > > > >

Los resultados mostrados en la Tabla 4-16, estan acordes con la tendencia vista en las
Figuras 4-16 y 4-17 e incluso con los datos de la evaluacién bacteriana, destacando al CPE
EuBsCl,s como el de mayor efecto sobre la reduccién de colonias y al ionémero EuClioo
como el de menor efecto. Adicionalmente, se evidencia que los CPEs obtenidos por HME
presentaron un mejor comportamiento frente a la reduccion de colonias (Tabla 4-13 y 4-14),
lo que también coincide con los resultados de la reduccién bacteriana.

4.7.5 Evaluacién de la influencia de la presencia un CPE sobre la
morfologia y rugosidad de la E.coli
Los resultados de inhibicion para la bacteria E.coli, mostraron que el CPE EuB7sCls
obtenido por HME tuvo la menor CMI (0,019% - Tabla 4-2), por lo que fue elegido para
observar los cambios en morfologia y rugosidad de la bacteria, mediante AFM. La Figura 4-
18 ilustra una bacteria de E.coli sin tratamiento con el CPE, bajo la condiciones de
evaluacion, en la que se observa la integridad de la célula bacteriana, sin rupturas ni poros
visibles en toda la superficie (Figura 4-20, A). A partir de esta imagen, se establecieron las
dimensiones de la célula no tratada, trazando una linea longitudinal sobre el plano de la
bacteria y midiendo su distancia. Por otro lado, se extrajeron las medidas de altura y ancho
a partir de la seccion transversal de la imagen, utilizando la herramienta perfiles a lo largo
de los ejes del software Gwyddion (Figura 4-20, By C). Los datos promedio de ancho, altura
y longitud fueron de 1,23 + 0,11um; 0,21 + 0,01um; 3,30 £ 0,02um, respectivamente,

estando de acuerdo con lo encontrado en otras investigaciones (356,357).

Como se indicé en la metodologia, se tomaron las imagenes de las células tratadas con el

CPE EuB7sClzs en los tiempos 0, 30, 45 y 60 minutos. En la Figura 4-21, se puede apreciar
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el cambio morfolégico y superficial que tiene la célula con el tratamiento. La corrugacion de
la membrana celular es evidente desde los primeros 30 minutos de contacto, y aunque
ninguno de los componentes del CPE intervienen en rutas biosintéticas, el dafio superficial
es parecido al de los antibidticos betalactamicos mostrado por Laskowski et al., 2018 (358).
El cambio morfolégico mostrado confirma lo que se ha explicado para E.coli previamente
en esta investigacion, relacionado con la interaccién electrostatica del CPE con los
componentes de la membrana celular y la posterior liberacion del AB hacia el interior de la
bacteria. La afectacion de la E. coli que se va evidenciando en funcién del tiempo, también
podria estar relacionada con el control en la liberacion del activo, que contribuye a la pérdida
de la rigidez y al ablandamiento de la membrana.

Figura 4-20 Imagenes obtenidas por AFM de una célula de E.coli sin tratamiento, secada
a corriente de aire.
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Los cambios de morfologia mostrados en la Figura 4-21, sugieren que la alteracion de la
superficie de la membrana externa de la bacteria causa cambios en las propiedades
mecénicas de la superficie, especificamente en la rugosidad. Los resultados de las
imégenes planas obtenidas de AFM, fueron analizadas para calcular el R, de la distribucion

de los picos en una linea recta (1um) dentro de la célula bacteriana.

Figura 4-21 Imagenes AFM de E. coli, antes y después del tratamiento con EuB7sClys a
37°CypH6,9.
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En la Figura 4-22, se presentan los resultados de la R, en los intervalos de tiempo
evaluados, observandose una fuerte disminucién en la rugosidad que fue progresiva en el
tiempo. Algunos estudios han demostrado un comportamiento contrario al presentado en
este estudio, es decir el aumento de la rugosidad cuando la E. coli ha sido expuesta a
sustancias que alteran la morfologia (356,359). Este Ultimo comportamiento ha sido
caracteristico de compuestos que intervienen en rutas biosintéticas de la membrana
citoplasmatica modificando la estructura de los lipopolisacaridos (bacterias gram negativa).
Esta modificacion altera el transito normal de nutrientes y otras moléculas, conduciendo a
un ablandamiento y adhesividad de la membrana junto con un cambio evidente de la
morfologia, intensificando las fuerzas de adhesiéon de la membrana con la punta del AFM,
resultando asi un aumento de la rugosidad de la superficie (358).

En el caso de esta investigacion, la neutralizacion como fendmeno de interaccion
electrostatica, fue evidenciado con el cambio de potencial ¢ cuando la E.coli estuvo en
contacto con el CPE (ver seccion 4.5.4). Esta neutralizacion de las cargas de superficie en
la bacteria por parte del CPE causan que la red de la membrana celular pierda su fuerza,
lo que sumado a la metodologia de preparacion de las bacterias (secado en flujo de aire),
hace que la membrana se haga mas blanda. Paralelamente la fuerza de adhesién entre la
punta del sonda del AFM con la bacteria disminuye, posiblemente debido a la interaccién
del CPE con los lipopolisacaridos de la membrana y no con la punta de la sonda; un
comportamiento similar fue descrito por Soon et al., 2011 (360). Como resultado, la punta
de la sonda del microscopio de fuerza atébmica penetra mas facil la superficie de la bacteria,
y no encuentra picos de distorsion topografica ni fuerzas de adhesion que aumenten la Ra.

Esto se representa en la Figura 4-23.
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Figura 4-22 Andlisis de la rugosidad promedio (Ra) de las células de E.coli tratadas y no
tratadas con el CPE EuB7sClys a pH 6,9.
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Figura 4-23 Representacion esquematica de la interaccion de una punta de AFM con una
célula bacteriana sin tratamiento A) y después del tratamiento B). (Adaptado de Laskowski,
et al., 2018 )(358).
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4.7.6 Evaluacién del potencial { de las dispersiones de E.coli

De manera similar a lo explicado para los estudios realizados por AFM, se seleccion¢ al
CPE EuB+sClys obtenido por HME, teniendo en cuenta su mejor desempefio en comparacion
de los deméas complejos. La evaluacion del potencial { de las dispersiones de bacterias de
E. coli en presencia y ausencia del CPE, se muestran en la Figura 4-24. Se evidencia el
potencial ¢ negativo para las bacterias de E.coli en funcion del tiempo, como era de
esperarse. El cambio de la carga superficial de las bacterias, en presencia del CPE en
funcion del tiempo, estaria confirmando la interaccion electrostética que se esta dando entre
el CPE y la superficie de la bacteria, o que se refleja en una inversién del potencial { en
sus dispersiones (361). Es importante destacar que esta inversion del potencial { se ve aln
mas favorecida si se considera que el pseudo potencial ¢ que mostré la dispersion de este
CPE a pH 7,0 (Capitulo 3), fue positivo y el mayor de todos.

Figura 4-24 Efecto del CPE EuB7sClys sobre el potencial ¢ de las dispersiones de
Escherichia coli, en solucién tampdén de fosfato de potasio 0,5 mM a pH 6,9.
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Las dispersiones de E. coli, en ausencia de los CPE, presentaron un potencial { negativo
que estuvo en un rango de -25,4 a -29,4 mV durante los 60 minutos de ensayo, lo que
coincide con los estudios realizados por Alves et al., 2010 sobre la perturbacién en la

superficie de esta bacteria (356). La inversion del potencial ¢ de las dispersiones de E. coli
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en presencia del CPE, es debida a la interaccion electrostatica de los grupos amino
protonados presentes en el complejo con los lipopolisacaridos, fosfolipidos y proteinas de
la membrana de E. coli, lo que facilita la entrada del AB a la bacteria. De acuerdo con estos
resultados, se podria decir que la modificacion en la carga y magnitud del potencial ¢ de la
superficie de la bacteria es el resultado de tal interaccidn, convirtiéndose este fenbmeno en

un indicativo de la actividad del CPE como agente antimicrobiano (362).

Los CPEs obtenidos por SD y HME tuvieron actividad antimicrobiana, demostrando que las
metodologias de obtencidn no influyeron en forma cualitativa sobre dicha propiedad. Sin
embargo, los resultados encontrados mostraron una mejora considerable en la accion
antimicrobiana, en especial para los CPEs obtenidos por HME, posiblemente debido a los
cambios en el rearreglo quimico que experimentan los materiales al ser extruidos para
formar los CPEs. Desde esta Optica, la metodologia de obtencién impacté en el
comportamiento de algunas propiedades finales de los CPE (solubilidad, F-C, liberacion,
protonacién de grupos) (234,363), que a su vez incidieron en la magnitud de la actividad
evidenciada. Finalmente, la mayor proporcion de Eu y la generacién de un alto F-C en
dispersion, hicieron que el EuB7sClys fuese el CPE de menor CMI entre los sistemas
evaluados en los pH 6,0 y 6,9. De este manera, este CPE es el mejor sistema preservante
con un mejor espectro de accidén que el 4cido benzoico, demostrandose por primera vez
una accién bactericida de la que carece como molécula sin complejar y una actividad a

valores de pH en los que normalmente este acido no actia.



177

4.8 Conclusiones

- Las dispersiones acuosas de todos los CPEs presentaron actividad antimicrobiana frente
C.albicans, E.coliy S.aureus a las concentraciones de 0,6; 0,3; 0,15; 0,075; 0,038 y 0,019%

equivalentes en acido.

- La actividad de los CPEs frente a bacterias Gram negativas como E. coli fue mayor en
comparacion con el comportamiento encontrado frente a bacterias Gram positivas, lo que
se atribuye a la variacion en la composicion de las membranas celulares entre estos grupos

de bacterias.

- La actividad antimicrobiana fue dependiente del pH del medio, siendo mayor la actividad

a pH 6,0, sin embargo la actividad fungicida y bactericida se mantuvo incluso a pH 6,9.

- La metodologia de obtencion de los CPEs afecto la actividad antimicrobiana; aquellos
complejos obtenidos por HME tuvieron menor CMI y mayor reduccidn de colonias que los
obtenidos por SD, lo que esta asociado a las diferencias de cada uno de los materiales al
estado soélido que impactaron su comportamiento en dispersién, como lo es su velocidad

de liberacion.

- El CPE EuB7sClss tuvo el mejor desemperio frente a E.coli, S.aureus y C.albicans entre
los CPEs evaluados, debido en gran medida al mayor porcentaje de Eu dentro de su
composicion, lo que favorece la interaccion con las macromoléculas de la superficie de la

membrana celular.

- La influencia de la composicién de los CPEs obtenidos por las dos metodologias, sobre la
reduccién de colonias bacterianas y de levaduras mostrd el siguiente comportamiento de
mayor a menor con respecto al tipo de CPE: EuBsClzs > EUHB75Clos > EuB1go > EUHB 100 >
EuAs7sClzs > EuClioo.
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- El ionbmero EuClig presentd la menor actividad frente a C.albicans, E.coli y S.aureus,
mostrando frente a las bacterias una disminucién en el recuento de colonias con la
concentracion, en contraste con lo ocurrido con la cepa de C.albicans en la que la reduccion

fue independiente de este factor.

- La variaciéon en la morfologia de la bacteria E.coli en presencia del CPE EuB7sClss,
confirma el dafio generado a la membrana bacteriana en los primero 60 minutos de contacto
cuando se emplea una concentracion correspondiente a la CMI a un pH de 6,9, evidenciado
por una deformacion topografica de la bacteria cuantificada a través del parametro
mecénico de rugosidad, el cual fue disminuyendo de manera progresiva en funcion del

tiempo.

- La evaluacién del potencial ¢ de las dispersiones de E.coli, cuando estuvieron en contacto
con el EuBsClzs a la CMIy a pH 6,9, confirman el principal mecanismo de accién de este
tipo de sistemas frente a bacterias Gram negativas, dado por la interaccién entre el CPE y
la superficie de la bacteria que conlleva a la inversién en la carga y por consiguiente al dafio

en la membrana bacteriana.
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5. Correlacion entre las propiedades
fisicoquimicas y la actividad antimicrobiana

En el campo de la investigacién con compuestos que presentan actividad antimicrobiana,
es importante entender la influencia que tienen las propiedades fisicoquimicas sobre dicha
actividad y de esta manera, comprender mejor los posibles mecanismos involucrados al
ejercer su accién y cémo la variacion de estas propiedades repercuten en el desarrollo de
nuevos compuestos con este desempenfo. En este estudio no se estd haciendo referencia
a un activo aislado sino a un sistema que incluye un compuesto con esta actividad, por lo

cual podria realizarse un analisis similar al planteado.

En este tipo de investigaciones las propiedades fisicoquimicas pueden o no tener alguna
relacion con la actividad antimicrobiana; por ejemplo, en el estudio de Ebejer et al., 2016
relacionaron las propiedades fisicoquimicas de compuestos con actividad antibacteriana
comparandolos con compuestos empleados para otras patologias, mediante un analisis
quimico-informético (utilizando la base de datos ChEMBL). Concluyeron que para
compuestos con actividad antibacteriana sus propiedades fisicoquimicas estan alejadas de
aquellas relacionadas con otras patologias, sin embargo, tenerlas no significa garantizar la
actividad antibacteriana, ya que pueden existir compuestos que actian por medio de otros
mecanismos no ligados a estas propiedades fisicoquimicas. Por tal razén se necesita
suficiente informacién para comprender a gran escala las relaciones entre estas
propiedades y la actividad (364). Asi mismo, también es posible hacer relaciones un poco
mas especificas con el mecanismo de accién, para compuestos o sistemas con actividad.
En la investigacion de Mugumbate y Overington (2015), se evidencian las relaciones entre
propiedades como peso molecular, lipofilicidad y polaridad, con los objetivos moleculares
de compuestos antibacterianos, permitiendo discriminarlos en categorias de acuerdo con
el ligando al que se unen, lo que da un valor agregado al futuro descubrimiento y

optimizacion de un antibacteriano (365).

De esta manera, las posibles relaciones entre las propiedades fisicoquimicas y la actividad
antimicrobiana brindan una informacién primordial para el disefio, desarrollo y produccién
de compuestos o sistemas con capacidad mejorada. En la Tabla 5-1, a modo de ejemplo,
se muestran algunos otros estudios donde se relacionaron las propiedades fisicoquimicas

con esta actividad.
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Tabla 5-1 Investigaciones en las que se relacionan las propiedades fisicoquimicas con la
actividad antimicrobiana.

Compuesto o sistema Caracteristica Variable de Relacién Referencia
evaluado fisicoquimica actividad planteada
microbiolégica

Sulfonamidas pKa. CMI Gréfica Log 1/CMI Mengelers et

versus pKa. al.,
(366).
Isotiazolonas Lipofilicidad. CMI Correlacion de Rezaee et al,
fenilsustituidas Spearman entre CMIl y (2009) (367).
LogP.

Derivados de la tiazol- Peso molecular. CMI Relacion estructura Singh et al.,

1,3,5-triazina MiLogP. actividad (SAR por sus (2012) (368).

siglas en inglés).

Particulas de 6xido de Tamafo de poro, tamafio Grafica de actividad Pasquetetal.,
de  cristal, é&rea de versus propiedades (2014) (369).
superficie, distribucion de CMmI fisicoquimicas.
tamafio de particula.

Complejo de poliiones Peso molecular del UFC/mI Grafica de UFC/ml Insuaetal.,

con Polimixina B poliion. versus tipo de complejo  (2017) (370).

de poliiones (diferentes
relaciones).
Derivados cuaternarios Concentracién micelar CMmI Correlacion de Perinelli et
leucina y la critica (CMC por sus Pearson entre CMI y al., (2019)
metionina siglas en inglés). CMC. (371).

CMI: Concentracién minima inhibitoria

Como se presento en la Tabla 5-1, las variables cuantitativas asociadas con la actividad
antimicrobiana pueden ser la CMI y las UFC, que se relacionan frente a cualquier propiedad
fisicoguimica, calculada tedricamente o determinada en el laboratorio. Para establecer las
posibles correlaciones entre las variables mencionadas, frecuentemente se hace uso de
herramientas estadisticas, ademas de las relaciones simples, la tabulacién en tablas y los

graficos de actividad versus propiedad fisicoquimica.

En cuanto a los métodos estadisticos empleados estan: las correlaciones de Pearson,
Spearman, de rango de Kendall, bicor, de la distancia, porcentual de curvatura, policorica,
entre otras (372). El correcto uso del coeficiente de correlacion depende del tipo de variable
estudiada, para las relaciones entre actividad y propiedades fisicoquimicas puede
emplearse el método de correlacion de Pearson. Este es uno de los mas utilizados, y se
calcula a través de la Ecuacion 5-1, en donde SDy y SDy corresponden a la desviacion
estandar de las variables X y Y, respectivamente, y cov(x,y) a la covarianza normalizada
entre Xy Y (373).

cov(x,y)

Coeficiente de correlacion de Pearson (rxy) = (D) (SDY)
x)* y

(5-1)
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Una de las caracteristicas mas importantes del rxy es que puede tomar valores desde -1 a
+1, indicando la fuerza de relacion entre las dos variables aleatorias X y Y. Si rxy es cero,
se dice que las variables no estan correlacionadas o la correlacion no es lineal (puede ser
cuadratica, exponencial, etc.); también se podria decir que son independientes. Cuanto mas
cercano es el valor de rxy a 1, mas fuerte es la correlaciéon entre las dos variables. El signo
positivo del rxy indica una relacion directa ya que a un mayor valor de la variable X
correspondera un mayor valor de la variable Y. Cuando el signo es negativo denota una
relaciéon inversa, en este caso a un menor valor de la variable X correspondera un mayor
valor de la variable Y (374). Cuando se evaltan dos variables que estan correlacionadas,
esta correlacion puede deberse a diversas razones como son (375):

a) que la variable X influencie o cause Y,
b) que la variable Y influencie o cause X,

c) que las variables X e Y estén influenciadas por terceras variables que las modifiquen a

ambas a la vez.

Por consiguiente, la interpretacion de los resultados debe ser lo mas estricta posible para

evitar caer en inferencias erréneas.

5.1 Metodologia

Para establecer las correlaciones entre las propiedades fisicoquimicas y la actividad
antimicrobiana de los CPEs, obtenidos por extrusion por fusién y secado por aspersion, se
realizd una seleccion previa de las variables evaluadas en los Capitulos 3 y 4. Esta
seleccion se enfoco principalmente en la inspeccion de los resultados de las variables
antimicrobianas y de las variables fisicoquimicas, considerando las condiciones en las que

se obtuvo cada uno de los resultados.

Una vez seleccionadas las variables, se procedi6 a realizar las correlaciones construyendo
las gréaficas de la actividad antimicrobiana versus la propiedad fisicoquimica, a las que se
les calculd la regresion lineal y el coeficiente de correlaciéon de Pearson (rxy). A este ultimo,
se le categoriz6 la fuerza de la relacion entre las variables y se le realizé el analisis
estadistico para establecer su significancia. Para las graficas en las que se relacioné la
propiedad fisicoquimica frente a las UFC, cuya correlacion de Pearson fue alta y con

significancia estadistica, se incluyeron en el documento.
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5.2 Presentacion y discusion de los resultados

5.2.1 Seleccion de las variables de la actividad antimicrobiana

Se eligieron como variables las dos evaluadas: la concentracion minima inhibitoria (CMI) y
la reduccién logaritmica de unidades formadoras de colonias (UFC). Los resultados
empleados corresponden a los presentados en el Capitulo 4, en las Tablas 4-11, 4-13, 4-
14, 4-2, 4-3, 4-5, 4-6, 4-7 y 4-8, evaluados a los valores de pH 6,0 y 6,9 y empleando las
dos metodologias de obtencién (secado por aspersion y extrusion por fusion).

5.2.2 Seleccion de las variables fisicoquimicas

De las variables fisicoquimicas presentadas en el Capitulo 3, se eligieron aquellas de

magnitud cuantitativa, la cuales fueron:

- Temperatura de transicién vitrea (Tg) para DSC (Figura 3-8).

- Porcentaje de protonacion de los CPEs (Tabla 3-6).

- Cantidad maxima de acido aceptada en agua (en porcentaje de acido) (So) (Tabla
3-12).

- Pseudo potencial zeta (F-{) de las dispersiones de los CPEs (Tomados de las
Figuras 3-24 a 3-28).

- Porcentaje de acido liberado por los CPEs en el punto final (Tablas 3-22 y 3-25).

- Constante de liberacion de Higuchi (Ky) (Tablas 3-22 y 3-25).

Determinacién de las correlaciones

Los resultados de las correlaciones se dividieron en dos partes que corresponden a las

relaciones con la CMI y con el factor UFC.

Parte 1

En esta parte se presentan las relaciones entre la CMI y las variables fisicoquimicas de los
CPEs obtenidos por SD y HME. En las Tablas 5-2 y 5-3, se ilustran las ecuaciones y el r?

de la regresion lineal entre las variables mencionadas, en las que se evidencia una baja
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relacion directa, solo para seis casos se tuvo un r? > 0,7 (valores sefialados en negrilla en
las Tablas 5-2 y 5-3).

Tabla 5-2 Ecuaciones y el r? de la regresion lineal entre la CMI para cada uno de los
microorganismos evaluados y las variables fisicoquimicas, de los CPEs obtenidos por SD.

pH 6,0 pH 6,9
Variable FQ Ecuacion r Ecuacion r
Tg y=0,024x-0,0015 0,2540 y=-0,0019x+0,3089 0,1449
So y=0,013x-0,1574 0,2086 y=0,0019x-0,2409 0,4380
E.coli % Protonacion  y=0,019x+0,0760 0,0158 y=-0,0082x+0,4455  0,2780
F-( y=0,0137x-0,0394 0,3501 y=-0,017x+0,3341 0,2614
% Liberacion  y=-0,0016x +0,2565 0,0530 y=0,0082x-0,4578 0,2417
Kn y=-0,0302x+0,9960 0,5276 y=-0,0138x+0,5497 0,0628
Tg y=0,0015x-0,0103 0,6004 y=-0,0039x+0,3864 0,7492
So y=0,0007x-0,0529 0,3447 y=-0,0001x+0,1782 0,0022
S.aureus % Protonacion y=0,047x-0,0415 0,5526 y=-0,0122x+0,5307 0,7467
F-C y=0,0036x+0,0591 0,1372 y=0,0086x+0,0794 0,0807
% Liberacion y=0,0001x+0,0973 0,0120 y=0,0108x-0,7113 0,5049
Kn y=-0,0034+0,2024 0,0383 y=-0,0168x+0,5835 0,1125
Tg y=8e-19x+0,038 NA y=0,001x+0,0017 0,9422
So y=-0,0005x+0,1727 0,2977 y=-3e-5x+0,0641 0,0027
C.albicans 9% Protonacion y=-4e-18x+0,038 NA y=0,0013x+0,0211 0,1615
F-C y=0,038 NA y=-0,0013x+0,0839 0,2446
% Liberacion  y=0,038 NA y=-0,0028x+0,286 0,7131
Kn y=0,038 NA y=-0,0039x+0,1612  0,1254

NA: no aplica; So: cantidad maxima aceptada en agua; FQ: fisicoquimica; Ky: constante de Higuchi; % protonacion: del N1s
en el CPE; % Liberacion : del acido desde el CPE; Tg: Temperatura de transicion vitrea. Nota: las unidades de la ecuacién
no fueron incluidas para efectos practicos.

Tabla 5-3 Ecuaciones y el r? de la regresién lineal entre la CMI para cada uno de los
microorganismos evaluados y las variables fisicoquimicas, de los CPEs obtenidos por HME.

pH 6,0 pH 6,9
Variable FQ Ecuacion r Ecuacion r
Tg y=0,0033x-0,0987 0,5633 y=0,0027x-0,0601 0,4541
So y=-0,0006x+0,2025 0,1823 y=-0,0006x+0,199 0,1995
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E.coli % Protonacion y=0,0044x-0,0394 0,3099 y=0,0033x-0,0065 0,2144
F-C y=-0,0052x+0,1625 0,5293 y=-0,0033x+0,1158 0,2267
% Liberacion y=-0,0039x+0,3668 0,7945 y=-0,003x +0,3272 0,6566
Kn y=-0,0183x+0,5995 0,6224 y=-0,0059x+0,2504 0,1796
Tg y=0,0014x+0,0807 0,0377 y=0,0005x+0,1393 0,0064
So y=-0,0009x+0,3578 0,1578 y=-0,0012x+0,4301 0,3210
S.aureus % Protonacion  y=-0,0006x +0,1651 0,0024 y=-0,0019x +0,2109  0,0278
F-C y=-0,0076x+0,2935 0,4354 y=-0,0012x+0,181 0,0191
% Liberacion y=-0,0038x+0,4421 0,2806 y=-0,0014x+0,2836 0,0526
Kn y=-0,01x+0,44370 0,0707 y=0,0044x+0,0321 0,3690
Tg y=0,0014x+0,0087 0,1258 y=0,0014x+0,0807 0,0377
So y=-0,0009x+0,2655 0,5172 y=-0,0009x+0,3578 0,1578
C.albicans 9% Protonacion y=0,0006x+0,0456 0,0078 y=-0,0006x +0,1651  0,0024
F-C y=0,0002x+0,0581 0,0002 y=0,008x+0,0479 0,1372
% Liberacion  y=-0,003x+0,2900 0,5830 y=-0,0025x+0,3613 0,1337
Kn y=-0,0075x+0,2798 0,1328 y=-0,0012x+0,1854 0,0021

NA: no aplica; So: cantidad méxima aceptada en agua; FQ: fisicoquimica; Ky: constante de Higuchi; % protonacion: del N1s
en el CPE; % Liberacién : del 4cido desde el CPE; Tg: Temperatura de transicion vitrea. Nota: las unidades de la ecuacion
no fueron incluidas para efectos practicos.

Al analizar el porcentaje de liberacion del acido frente a la CMI, para E.coli y C.albicans, se
encontraron relaciones negativas (pendiente negativa) cuando los CPEs se obtuvieron por
HME (frente a E.coli) y por SD (frente a C.albicans). En el primer caso a pH 6,0, el r>fue de
0,7945, el cual disminuyé cuando el pH fue de 6,9 (r?: 0,6566); para los CPEs obtenidos por
SD a pH 6,9 el r? fue de 0,7131. Los resultados frente a E. coli concuerdan con lo discutido
en el Capitulo 4, en donde los CPEs obtenidos por HME mostraron un mejor desempefio

sobre la inhibicién de las bacterias.

Cuando se relacion6 la CMI de la C.albicans y S.aureus (pH 6,9) frente a la Tg de los CPEs
obtenidos por SD, los r? de las correlaciones lineales fueron mayores de 0,7 (r>:0,9422 y
r2:0,7492, respectivamente). Frente a la C.albicans la relacién fue alta porque la CMI fluctué
solo entre dos valores extremos (0,038 y 0,075), que formaron dos grupos, para los cuales
una linea recta se ajusté facilmente; a pesar de la buena correlacion, no se considera
confiable para indicar una relacién directa entre las variables. Algo similar se presento para
la relacién de la CMI del S.aureus frente al porcentaje de protonacion de los CPEs obtenidos
por SD, a pH 6,9, en la que los resultados de la CMI también varian entre dos grupos de
valores (0,015 y 0,075). Adicionalmente, para algunas de las relaciones se evidencié poca

variabilidad de la CMI, lo que hace que el r? de la correlacion lineal no se pueda calcular (no
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hay una relacion entre las dos variables); un ejemplo de esto fue lo encontrado para las
relaciones de la CMI de los CPEs obtenidos por SD y las correspondientes variables

fisicoguimicas a pH 6,0.

Cabe resaltar, que la regresion lineal entre dos variables depende de sus unidades,
pudiendo esto influir en la conclusion dada sobre la relacion investigada, por lo tanto, el
grado de linealidad encontrado debe ser complementado con otro estadistico que no
dependa de estas unidades, como es el coeficiente de Pearson. Estos coeficientes son
categorizados segun la fuerza con la que estén relacionadas las variables, y se pueden
interpretar de acuerdo con lo propuesto por Chan et al., 2003 (376,377), de la siguiente

manera (Tabla 5-4):

Tabla 5-4 Interpretacion del coeficiente de correlacion de Pearson.

Coeficiente de correlacion

de Pearson rxy Fuerza
+1,0 -1,0 Perfecta
+0,9 -0,9 Muy fuerte
+0,8 -0,8 Muy fuerte
+0,7 -0,7 Moderada
+0,6 -0,6 Moderada
+0,5 -0,5 Regular
+0,4 -0,4 Regular
+0,3 -0,3 Regular
+0,2 -0,2 Pobre
+0,1 -0,1 Pobre

0,0 0,0 Ninguna

En la Tabla 5-5, se muestran los coeficientes de correlacion de Pearson para cada una de
las relaciones de la CMI y las variables fisicoquimicas de los CPEs obtenidos por SD y
HME. De acuerdo con lo planteado en la Tabla 5-4, los resultados indican relaciones muy
fuertes (sefialadas en negrilla en la Tabla 5-5), para el porcentaje de liberacion de acido
frente a la CMI de E.coli, cuando los CPEs se obtuvieron por HME, a los dos pHs. Por otra
parte, la Tg también tuvo una relacién muy fuerte frente a la CMI de S.aureus y C.albicans,
a pH 6,9, cuando los CPEs fueron obtenidos por SD. Las dos correlaciones mencionadas
evidencian que los resultados también estan influenciados por la metodologia empleada en
la obtencion de los CPEs. El comportamiento de estas relaciones cambia cuando los
coeficientes se determinan a varios pHs y con diferentes cepas, lo que posiblemente esta
relacionado con la poca variabilidad de la CMI para cada uno de los CPEs, cuando se

considera una misma variable fisicoquimica.
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Tabla 5-5 Coeficientes de correlacion de Pearson entre la CMI y las variables fisicoquimicas
de los CPEs abtenidos por SD y HME, para los microrganismos en estudio a los pH 6,0 y
6,9.

pH 6,0 pH 6,9
E.coli S.aureus C.albicans E.coli S.aureus C.albicans

Tg 0,504 0,775 NA -0,381 -0,866 0,971~

So 0,457 0,587 NA 0,662 -0,047 -0,052
SD % 0,126 0,743 NA -0,527 -0,864 0,402

Protonacié

n

F-C 0,592 0,370 NA -0,511 0,284 -0,495

% -0,230 0,035 NA 0,492 0,711 -0,844

Liberaciéon

K -0,726 -0,196 NA -0,251 -0,335 -0,354

Tg 0,751 0,194 0,355 0,674 0,080 0,194

So -0,427 -0,397 -0,719 -0,447 -0,567 -0,397
HME % 0,557 -0,049 0,088 0,463 -0,167 -0,049

Protonacié

n

F-C -0,728 -0,660 0,015 -0,476 -0,105 0,370

% -0,891* -0,530 -0,764 -0,810 -0,229 -0,366

Liberacién

K -0,789 -0,266 -0,364 -0,424 0,192 -0,046

NA: no aplica; So: cantidad maxima aceptada en agua; FQ: fisicoquimica; Ky: constante de Higuchi; % protonacion: del N1s
en el CPE; % Liberacion : del acido desde el CPE; Tg: Temperatura de transicion vitrea; *: correlaciones con significancia
estadistica (p < 0,05).

Para los CPEs obtenidos por HME, especificamente con las variables fisicoquimicas
pseudo potencial zeta, porcentaje de liberacién y la constante de liberacién de Higuchi,
frente a la bacteria E.coli, un aumento de estas propiedades disminuye la CMl a pH 6,0 y
6,9, lo que concuerda con lo discutido en el Capitulo 4, relacionado con la interaccion

electrostatica con la membrana celular.

De todas las correlaciones mostradas en la Tabla 5-5 solo dos tuvieron significancia
estadistica (p < 0,05): el porcentaje de liberacién de acido desde los CPEs obtenidos por
HME a pH 6,0 frente a la CMI de la E.coli (rxy =-0,891), y la temperatura de transicién vitrea
de los CPEs obtenidos por SD a pH 6,9 frente a la CMI de la C.albicans (rxy = 0,971).

En cuanto al porcentaje de liberacion del acido desde el CPE, esta relacion se sustenta en
gue habra mayor cantidad de acido disponible lo que favorece la inhibicion del crecimiento
de los microorganismos. La alta correlaciéon de la Tg y la CMI para los CPEs obtenidos por
SD frente a C.albicans a pH 6,9, como ya se menciond, posiblemente es debida a la
variacion de la CMI en dos valores extremos posibilitando la correlacion entre los grupos de

datos.
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Al observar los resultados de manera global, se evidencia una tendencia a la linealidad para
muchas de las correlaciones, sin embargo, no todas tienen significancia estadistica. Se
sugiere que las correlaciones que fueron muy fuertes, pero no presentaron significancia
estadistica, podrian tenerla en la medida en la que se cuente con una mayor cantidad de

datos para hacer la correlacion.

Parte 2

Como se indicé en la metodologia, en esta seccion se relacionaron la reduccién de las
unidades formadoras de colonias con las variables fisicoquimicas seleccionadas. En las
Tablas 5-6 y 5-7, se muestran las ecuaciones de las regresiones lineales dadas entre las
variables mencionadas, discriminando por pH y por metodologia de obtencion. Los
resultados evidencian que hubo diferencias importantes entre ellos, encontrando valores de
coeficientes de correlacion lineal (r?), en su mayoria menores de 0,7 (en las Tablas 5-6 y 5-
7 se resaltan en negrilla los valores mayores a 0,7) y se destacan dos propiedades que
tuvieron un coeficiente de correlacién mayor a este valor, correspondientes a la constante
de liberacion de Higuchi (Ky) y al pseudo potencial zeta, para algunas condiciones
especificas de pH, microorganismo y metodologia.

Tabla 5-6 Ecuaciones y el r? de la regresion lineal entre la reduccion UFC para cada uno de

los microorganismos evaluados y las variables fisicoquimicas, de los CPEs obtenidos por
SD.

pH 6,0 pH 6,9
Variable FQ Ecuacion r? Ecuacion r?
Tg y=-0,0695x +8,759  0,6258 y=-0,015x +4,605 0,0280
So y=0,0034x +5,549 0,0145 y=0,005x +2,566 0,0301
E.coli % Protonacion y=-0,104x +7,797 0,4376 y=0,007x +3,727 0,0018
F-C y=0,097x +3,483 0,4783 y=0,104x +0,249 0,4621
% Liberacion y=0,067x +0,165 0,5879 y=0,029x +1,436 0,1243
Kn y=0,401x -6,426 0,7616 y=0,054x +2,236 0,0315
Tg y=-0,039x +4,179 0,3655 y=-0,009x +1,546 0,0798
So y=0,010x +0,113 0,1200 y=-0,0015x +1,451 0,0222
S.aureus % Protonacion  y=-0,051x+3,427 0,1862 y=-0,008x +1,323 0,0238
F-C y=0,098x +0,379 0,8827 y=0,042x +0,558 0,6359

% Liberacion  y=0,054x -1,900 0,6843 y=0,0,1x +0,271 0,1262
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Kn y=0,275x -5,813 0,6481 y=0,049x -0,386 0,2202
Tg y=0,061x +3,501 0,1120 y=0,058x + 5,907 0,0982
So y=0,018x +2,566 0,0900 y=-0,012x +5,664 0,0384
C.albicans 9% Protonacién y=0,089x +4,383 0,0752 y=-0,071x +4,713 0,0455
F-C y=-0,220x +10,638 0,5763 y=0,300x -1,004 0,8368
% Liberacion  y=0,052x +10,498 0,0836 y=0,008x -3,590 0,1971
Kn y=-0,592x +23,829 0,3916 y=0,342x -7,415 0,2742

So: cantidad maxima aceptada en agua; FQ: fisicoquimica; Ky: constante de Higuchi; % protonacion: del N1s en el CPE; %
Liberacion : del acido desde el CPE; Tg: Temperatura de transicion vitrea. Nota: las unidades de la ecuacion no fueron
incluidas para efectos practicos.

Tabla 5-7 Ecuaciones y el r? de la regresion lineal entre la reduccion logaritmica de las UFC
para cada uno de los microorganismos evaluados y las variables fisicoquimicas, de los

CPEs obtenidos por HME.

pH 6,0 pH 6,9
Variable FQ Ecuacion r? Ecuacion r?
Tg y=-0,046x +8,792 0,1660 y=-0,053x +7,902 0,1732
So y=0,003x +6,103 0,0076 y=-0,032x +6,005 0,0059
E.coli % Protonacion  y=-0,046x +3,09 0,0517 y=-0,064x +6,827 0,0803
F-( y=0,133x 4,230 0,5457 y=0,197x +2,664 0,7803
% Liberacion y=0,060x +2,110 0,2611 y=0,065x -0,244 0,3011
Kn y=0,320x -2,650 0,2995 y=0,242x -2,086 0,2984
Tg y=-0,013x +3,937 0,0379 y=-0,010x +2,011 0,0783
So y=0,011x +0,831 0,2417 y=0,00x +0,647 0,1165
S.aureus % Protonacion  y=0,008x +3,089 0,0041 y=-0,003x+ 1,597 0,0003
F-C y=0,084x +1,705 0,5774 y=0,031x +1,110 0,2420
% Liberacion y=0,040x +0,183 0,3482 y=0,014x +0,298 0,1867
Kn y=0,108x +0,103 0,0913 y=0,0197x +0,923 0,0249
Tg y=-0,054x +9,344 0,1258 y=-0,021x +3,315 0,1080
So y=0,036x -1,306 0,5172 y=0,003x +2,194 0,0002
C.albicans 9% Protonacién y=-0,024x +7,235 0,0078 y=-0,002x +2,15 0,0266
F-C y=0,164x +3,586 0,4457 y= 0,094x +1,001 0,6874
% Liberacion  y=0,117x -2,257 0,5830 y=0,029x -0,240 0,2357
Kn y=0,291x -1,862 0,1328 y=0,094x -0,617 0,1741

So: cantidad maxima aceptada en agua; FQ: fisicoquimica; Ky: constante de Higuchi; % protonacién: del N1s en el CPE; %
del acido desde el CPE; Tg: Temperatura de transicion vitrea. Nota: las unidades de la ecuacion no fueron
incluidas para efectos practicos.

Liberacion :

Para las dos propiedades mencionadas, cuando el r? fue mayor de 0,7, el aumento en la

magnitud de estas conllevo al aumento de la reduccion logaritmica de las UFC. Esto
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sugiere, que a mayor densidad de carga positiva en el CPE y mayor acido libre en el medio
se produce una disminucion importante del crecimiento microbiano. Esta tendencia se
mantuvo cuando se relacion6 el F-C con la reduccion logaritmica de UFC para E.coli, en las
dos condiciones de pH empleadas para todos CPEs obtenidos por HME, (r> = 0,7) (Figura
5-1). Como se ha explicado anteriormente la interaccion electrostatica entre las cargas
positivas del amonio cuaternario, y la membrana celular de la bacteria tiene un efecto sobre
la actividad antimicrobiana (378), que se evidencia principalmente frente a la E.coli debido
a su superficie cargada negativamente. En la medida en que el CPE exhibe mayor cantidad

de cargas la correlacion con la reduccion de UFC es positiva.

Figura 5-1 Influencia del pseudo potencial zeta (F-) de las dispersiones de los CPEs
obtenidos por HME en la reduccion logaritmica de las UFC de E.colia pH 6,0y 6,9.
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En la Tabla 5-8, se presentan los resultados de los coeficientes de correlacién de Pearson
para las relaciones entre la reduccién logaritmica de UFC de los microrganismos empleados
y las variables fisicoquimicas evaluadas a los CPEs, obtenidos por HME y SD (en esta
Tabla se resaltaron en negrilla las relaciones fuertes). Las variables Tg, So y porcentaje de
protonacion, presentaron correlaciones desde moderadas hasta ninguna correlacion, para

las dos metodologias de obtencién. Esto podria estar relacionado con que la Tg y el
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porcentaje de protonacion, al ser propiedades que miden un cambio en el estado sélido y
no en dispersiodn, no ejercen impacto directo sobre la actividad antimicrobiana. El efecto de
la variable So no se observo en la reduccién de colonias, dado que todos los CPEs

evaluados fueron solubles en agua a los pHs evaluados.

Para las variables F-C, porcentaje de liberacién y Ky la correlacién fue positiva, (con
excepcion de C.albicans a pH 6,0 en SD, donde fue negativa para las tres variables). Las
dos variables asociadas a la liberacion de &cido al medio (porcentaje de liberacion y Ky),
mostraron una fuerza de relacién desde pobre a muy fuerte. Se mantuvo la tendencia de
que, a mayor velocidad de liberaciéon del acido mejor es el efecto antimicrobiano,
relacionado con la disponibilidad del agente preservante libre en solucién que facilita su
ingreso a la célula. En el caso especifico de la variable F-C, los resultados de correlacion
variaron desde regulares hasta muy fuertes, siendo esta la variable fisicoquimica con mejor
ajuste entre las evaluadas. Como se ha venido mencionando a lo largo de esta
investigacion, la interaccién por cargas es el principal mecanismo involucrado que favorece
el paso del preservante a través de la membrana del microorganismo, especialmente
cuando hay cargas negativas en su superficie. De esta manera, se presenta una relacion
directa entre F-C y la actividad antimicrobiana, por lo que las cargas positivas del CPE son
facilitadoras de la entrada de los compuestos acidos con esta actividad, mediante la
disrupcién de los procesos metabdlicos de la membrana celular (292,379,380).

Tabla 5-8 Coeficientes de correlacién de Pearson entre la reduccién logaritmica de las

UFC vy las variables fisicoquimicas de los CPEs obtenidos por SD y HME, para los
microrganismos de estudio a los pH 6,0 y 6,9.

pH 6,0 pH 6,9
E.coli S.aureus C.albicans E.coli S.aureus C.albicans
Tg -0,791  -0,605 0,335 -0,167  -0,282 -0,313
So -0,661 -0,431 0,274 0,043 -0,154 -0,213
SD % Protonacion 0,120 0,447 0,300 0,173 -0,149 -0,196
F-C 0,692 0,940% -0,759 0,680 0,797 0,915*
% Liberacion 0,767 0,827 -0,289 0,353 0,355 0,444
KH 0,873 0,805 -0,626 0,177 0,469 0,524
Tg -0,407 -0,195 -0,355 -0,416  -0,280 -0,329
So -0,227 0,064 -0,088 -0,283  -0,050 -0,163
HME 9% Protonacién 0,087 0,492 0,719 -0,077 0,341 0,015
F-C 0,739 0,760 0,668 0,883* 0,492 0,829
% Liberacion 0,540 0,590 0,764 0,549 0,432 0,485
KH 0,547 0,302 0,364 0,546 0,158 0,471

So: cantidad maxima aceptada en agua; FQ: fisicoquimica; Ky: constante de Higuchi; % protonacién: del N1s en el CPE; %
Liberacion : del acido desde el CPE; Tg: Temperatura de transicion vitrea. *: Significancia estadistica (p < 0,05).



191

De todos los coeficientes mostrados en la Tabla 5-8, solo tres tuvieron una correlacion
estadisticamente significativa con un p < 0,05. Estos coeficientes fueron 0,940, 0,915 y
0,883, que corresponden a las relaciones de F-C con la reduccién de UFC de S.aureus,
C.albicansy E.colipara SD a pH 6,0, SD a pH 6,9 y HME a pH 6,9, respectivamente (Figuras
5-2, 5-3 y 5-4). Estos resultados confirman la causalidad de la correlacién para la variable
F-C con la reduccion logaritmica de UFC, e incluso la significancia de la correlacion es
independiente del pH empleado, con excepcion de la C.albicans para los CPEs obtenidos
por SD (Tabla 5-9).

Tabla 5-9 Coeficientes de correlacion entre el pseudo potencial zeta (F-¢) y la reduccion
logaritmica de UFC sin tener en cuenta el pH del medio.

E.coli S.aureus C.albicans
SD 0,733 0,640 0,271*
F-g
HME 0,836 0,651 0,639

*p>0.05

Los resultados de la Tabla 5-9, ilustran la fuerza de correlacion, entre moderada y muy
fuerte, del F-C frente a la reduccién logaritmica de UFC, alcanzando coeficientes mayores

cuando la metodologia de obtencion fue HME.

Figura 5-2 Influencia del pseudo potencial zeta (F-C) de las dispersiones de los CPEs
obtenidos por HME en la reduccién logaritmica de las UFC de E.coli a pH 6,9.
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Figura 5-3 Influencia del pseudo potencial zeta (F-C) de las dispersiones de los CPEs
obtenidos por SD en la reduccién logaritmica de las UFC de S.aureus a pH 6,0.
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Figura 5-4 Influencia del pseudo potencial zeta (F-C) de las dispersiones de los CPEs
obtenidos por SD en la reduccién logaritmica de las UFC de C.albicans a pH 6,9.
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Para hacer un analisis final de aquellas variables fisicoquimicas evaluadas en dispersion,

que presentaron algun tipo de influencia sobre la actividad antimicrobiana, se construyeron
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las Figuras 5-5 y 5-6. Se seleccionaron las variables F-C, Ky y porcentaje de acido liberado,
de los CPEs obtenidos por la metodologia de HME. La relacién del F- con las variables
asociadas a la liberacion de acido muestra zonas en donde una alta velocidad de liberacion
(34 < Ky > 31) coincide con un alto F- y una alta reduccién logaritmica de las UFC (Figura
5-5). No sucede lo mismo, cuando se trata del porcentaje de liberacion (Figura 5-6); cuando
este porcentaje es alto no coincide con altos valores de F-{ y reduccion de UFC, lo que
sugiere que la velocidad con que se libere el acido incide de manera mas marcada sobre el
crecimiento que la cantidad liberada del activo a partir de este tipo de sistemas.

Figura 5-5 Influencia de las variables F-C y Ky en la reduccién logaritmica de las UFC de
E.coli, de los CPEs obtenidos por HME.
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Figura 5-6 Influencia de las variables F-C y el porcentaje de liberacion de acido en la
reduccién logaritmica de las UFC de E.coli, de los CPEs obtenidos por HME.
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5.3 Conclusiones

La correlacion lineal entre las variables fisicoquimicas y la CMI obtenida es limitada,

en cuanto al efecto de las variables sobre la actividad microbiol6gica, debido
principalmente a la escasa variacion de la CMI.

La reducida variabilidad de la CMI dificulta las correlaciones de Pearson entre las
variables fisicoquimicas evaluadas para los CPEs, solo siendo significativa la

correlacion del porcentaje de liberacion sobre la CMI E.coli a pH 6,0, cuando los
CPEs fueron obtenidos por HME.

Para las variables fisicoquimicas analizadas, Tg, cantidad maxima aceptada en
agua, porcentaje de acido liberado en el punto final, constante de liberacion de
Higuchi y F- , solo esta ultima present6 una relacién directa y significativa con la

reduccién logaritmica de las UFC; el origen de esta correlacion esta dada por la
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interaccion entre las cargas positivas de los CPEs con las moléculas con carga
negativa que estan presentes en la membrana celular de E.coli, S.aureus y

C.albicans.

El F-Z de las dispersiones de los CPEs obtenidos por HME y SD afecta de manera
positiva la reduccion de la UFC de E.coli, S.aureus y C.albicans, indiferentemente si
elpHes 6,0 06,9.

Las variables Ky y F-C fueron las Unicas que presentaron una correlacién lineal
positiva sobre la reduccion logaritmica de las UFC, para los CPEs obtenidos por
HME.
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Conclusiones generales y recomendaciones

Conclusiones

- Se obtuvieron CPEs entre el polielectrolito Eudragit E100 y los acidos benzoico,
salicilico y 4-hidroxibenzoico, mediante dos metodologias escalables, secado por
aspersion y extrusion por fusion, cuya formacion se evidencié por medio de FTIR.
El caracter amorfo de los CPEs se establecié por medio de XPRD y DSC, indicando

que también se pueden catalogar como dispersiones sélidas amorfas.

- Mediante la aplicacién de disefios de experimentos y diagramas de fases se
establecieron las condiciones mas favorables para la elaboracién de los CPEs, en

funcién del rendimiento del proceso y el porcentaje de &cido retenido por el CPE.

- Las propiedades fisicoquimicas evaluadas en el estado solido (SEM, DSC, XPS y
XPRD) y en dispersion (solubilidad cualitativa, F-{ y liberacion), demostraron ser
dependientes de la composicidn de los CPEs y de la metodologia de obtencion. Los
CPEs de mejor desemperfio fueron los producidos por HME y especificamente los

que tuvieron valores mas altos de F-{.

- Laproporcién de Eudragit E100 en los CPEs, gobierna la velocidad de liberacion de
los &cidos cuando el pH del medio es de 6,0, y es independiente de la metodologia

de obtencion de los complejos.

- Los CPEs obtenidos por las dos metodologias tuvieron actividad antimicrobiana
superior, a pHs mayores de 6,0, en comparaciéon con los acidos de partida; el de
mejor desempefio fue el CPE EuB7sClzs en la reduccion logaritmica de las UFC de

los microorganismos evaluados.

- ElI CPE EuB7Cls modificd la morfologia de la bacteria E.coli cuando estuvo en
contacto a un pH 6,9, cambiando también la topografia y el potencial ¢ de las

dispersiones de la bacteria.

- Se evidencid una correlacién positiva entre los valores de F-{ de las dispersiones

de los CPEs obtenidos por HME y SD, vy la reduccion logaritmica de las UFC de
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E.coli, S.aureus y C.albicans, siendo estadisticamente significativa a pH 6,0 y 6,9.
Esta correlacion es causada principalmente por las interacciones entre las cargas
positivas de los CPEs con las estructuras cargadas negativamente de la superficie
de la membrana de los microorganismos empleados en este estudio, lo que

constituye el mecanismo principal mediante el cual actan estos sistemas.

- El mayor espectro de accidén y su mayor actividad en un rango mas amplio de pH,
hace que estos complejos puedan ser considerados como una nueva alternativa
frente a los preservantes existentes, con aplicacion en el campo farmacéutico y

cosmeético.

Recomendaciones

- Con el proposito de dilucidar el mecanismo de actividad antibacteriana de los CPEs
y sobre todo el de mejor desempefio, se recomienda hacer estudios con acido
marcado radioactivamente y confirmar el paso y las concentraciones de los acidos

fuera y dentro de la bacteria.

- Evaluar la compatibilidad fisicoquimica de los CPEs en formulaciones prototipo de
productos cosméticos o farmacéuticas y la prueba de desafio microbiolégica, en

aquellos en los que se haya demostrado la compatibilidad.

- Realizar estudios de estabilidad a escala piloto, de productos cosméticos o
farmacéuticos prototipo, que incluyan a los CPEs méas promisorios, y asi evidenciar
su potencial para ser empleados como preservantes que, a futuro, puedan ser

comercializados.
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A. Anexo: Espectros IR de los demas
complejos

Figura A 1 Espectro de IR de los complejos EuHB100; EUHB75Cl2s; Eu; AHB y mezcla fisica
de Eu y AHB, obtenidos por SD.
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Figura A 2 Espectro de IR de los complejos EuAsi00; EUHB75Clos; Eu; As y mezcla fisica de
Eu y As, obtenidos por SD.
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Figura A 3 Espectro de IR de los complejos EuBioo; EuB75Clas; Eu; AB 'y mezcla fisica de
Eu y AB, obtenidos por HME.
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Figura A 4 Espectro de IR de los complejos EuASi00; EUAS75Clas; Eu; As y mezcla fisica
de Eu y As, obtenidos por HME.
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B. Anexo: Miscibilidad de los acidos en Eu y
EuClazs

Figura B 1 Termograma de miscibilidad de AB en EuClzs, a diferentes fracciones de
mezcla.
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Figura B 2 Termograma de miscibilidad de AHB en Eu, a diferentes fracciones de mezcla.
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Figura B 3 Termograma de miscibilidad de AHB en EuClzs, a diferentes fracciones de

mezcla.
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Figura B 4 Termograma de miscibilidad de AS en Eu, a diferentes fracciones de mezcla.
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Figura B 5 Termograma de miscibilidad de AS en EuClzs, a diferentes fracciones de

mezcla.
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C. Anexo: Graficos para determinacion del
parametro de interaccion
Figura C1 Grafico derivado de la Ecuacion 2-2 reordenada, empleada para

determinar el parametro de interaccion, x, en el sistema Eu:AHB. El valor de x se
estima a partir de la pendiente.

aiil 1 —-|mo+(1 (1 0) 1-0)?

0.00 R Tc Tm n . x( )

_ _ B/
-0.05 =
-0.10

<
-0.15
-0.20 |
-0.25
0.00 0:)1 062 OIIJS 0.64 065 OI‘)B 067

Figura C2 Grafico derivado de la Ecuacion 2-2 reordenada, empleada para
determinar el parametro de interaccion, x, en el sistema Eu:AS. El valor de x se
estima a partir de la pendiente.
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Figura C3 Grafico derivado de la Ecuacion 2-2 reordenada, empleada para determinar el
parametro de interaccioén, x, en el sistema EuCl,s:AB. El valor de x se estima a partir de la
pendiente.

AHf1 1 inp 1 T
7)o (i-5)a-o 1
0.00 - T \ A=-,¢_B/

-0.08 4

=x(1-6)’

0.16 -

-0.24

0.32

-0.40 4

T T T T T T
0.00 0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
B

Figura C4 Gréfico derivado de la Ecuacion 2-2 reordenada, empleada para determinar el
pardmetro de interaccion, x, en el sistema EuCl.s:AHB. El valor de x se estima a partir de
la pendiente.
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Figura C5 Grafico derivado de la Ecuacién 2-2 reordenada, empleada para determinar el
pardmetro de interaccion, x, en el sistema EuClzs:AS. El valor de x se estima a partir de la
pendiente.
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D. Anexo: Diagramas de fases para los

sistemas AB:EuCl,s, AHB:Eu, AHB:EuUCls,
AS:Eu, AS:EuCls

Figura D 1 Diagrama de fases de composicién para las mezclas AB:EuClzs, que muestra
las temperaturas experimentales, calculadas y la temperatura critica para el sistema.
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Figura D 2 Diagrama de fases de composicion para las mezclas AHB:Eu, que muestra las
temperaturas experimentales, calculadas y la temperatura critica para el sistema.
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Figura D 3 Diagrama de fases de composicion para las mezclas AHB:EuClzs, que muestra
las temperaturas experimentales, calculadas y la temperatura critica para el sistema.
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Figura D 4 Diagrama de fases de composicion para las mezclas AS:Eu, que muestra las
temperaturas experimentales, calculadas y la temperatura critica para el sistema.
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Figura D 5 Diagrama de fases de composicion para las mezclas AS:EuCl.s, que muestra
las temperaturas experimentales, calculadas y la temperatura critica para el sistema.
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E. Anexo: Espectros de XPS para los CPEs
obtenidos por SD y HME

Figura E 1 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuBigo obtenido
por SD.
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Figura E 2 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuB7sClys

obtenido por SD.
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Figura E 3 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuHB:1 Obtenido
por SD.
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Figura E 4 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuHB75Clzs
obtenido por SD.
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Figura E 5 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuASigo obtenido

por SD.

Intensidad

Figura E 6 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuASsClzs
obtenido por SD.
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Figura E 7 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuBiqo Obtenido
por HME.
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Figura E 8 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuB+sCl3s
obtenido por HME.
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Figura E 9 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuHB190 0Obtenido

por HME.
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Figura E 10 Espectro de XPS y de resolucion para el Ols y N1s del CPE EuHB75Clys
obtenido por HME.
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Figura E 11 Espectro de XPS y de resolucién para el O1s y N1s del CPE EuASioo
obtenido por HME.
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Figura E 12 Espectro de XPS y de resolucién para el Ols y N1s del CPE EuASsClys
obtenido por HME.
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F. Anexo: Activacion de las cepas
preparacion de inoculos

1. CEPARIOS PARA LAS BACTERIAS

215

y

Para conservar las cepas certificadas adquiridas y garantizar una cantidad suficiente de

microorganismos a evaluar se procedié a la elaboracién de un cepario de las siguientes

especies que fueron empleadas en los ensayos de actividad antimicrobiana:
Escherichia coli (ATCCNS8 8739)
Staphylococcus aureus (ATCCN8 6538)

Tabla F 1 Activacion de la cepa

Paso Proceso

1 Se prepar6 una suspension de medio Mueller-Hinton agar equivalente a
37g de medio de cultivo en 1L de agua destilada. Se calentd con agitacion
frecuente y se dejo hervir durante un minuto. La esterilizacién se realiz6
por el método de calor humedo a 121°C durante 15 minutos.
Posteriormente, se enfrié a 45°C-50°C y se sirvié en cajas de Petri hasta
un nivel de 4mm en superficie horizontal.

2 De cada cepa certificada se tomé un inéculo con asa bacteriolégica
estéril y se sembré en la caja de Petri con el medio de cultivo por el
método de agotamiento.

Se incubd por 48h a 37°C.

4 Del cultivo obtenido, se tomé una colonia diferenciada y se sembro en
una nueva caja de Petri con el medio de cultivo por el método de
agotamiento.

5 Se incubd por 48h a 37°C.

6 Del cultivo resultante, se tomé una colonia diferenciada y se sembré en
una nueva caja de Petri con el medio de cultivo por el método de
agotamiento.

7 Se incubd por 24h a 37°C.
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Tabla F 2 Elaboracion del Cepario

Paso Proceso
1 De un cultivo de una cepa ya activada, se tomoé con un asa bacteriologica

estéril una colonia independiente y se llevd a suspension en agua
destilada con agente anticongelante (glicerina), en proporcion 50:50 en

un tubo de Epperndorf.

2 Se identificaron los tubos con las cepas sembradas, el origen y la fecha

de inoculacion.

3 Se almacenaron a -8°C.

2. ACTIVACION PARA LA LEVADURA

Para la activacion de la cepa empleada C. albicans de 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) que se incubaron
durante 24 horas a 35°C. Una vez transcurrido el periodo de incubacion se realizdé un
segundo repique, el cual fue realizado de manera semejante al inicial. Del crecimiento en
placa de los microorganismos en el segundo repigue, se obtuvo la dispersién de levaduras
en agua peptonada, a la que se le adicion6 como agente crio-protector 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.

Preparacion del in6culo de C. albicans.

Se sembrd una alicuota procedente de las cepas de reserva en una placa con agar
antibiético 19 y se incub6 por veinticuatro horas a una temperatura de 35°C. Se preparo el
inéculo “picando” cinco colonias de diametro aproximado de un milimetro de la superficie
de la placa y se suspendieron en agua estéril. La dispersion se homogenizé por quince
segundos haciendo uso de un agitador vortex (IKA® Vortex Genius 3), luego se ajusto la
concentracion de esporas con ayuda de un hemocitometro (cAmara de Neubauer), previa

adicién de azul de metileno para la tincion de las células.
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Tabla G 1 Densidad Optica de la cada una de las dispersiones de los CPEs después de la
incubacién con Escherichia colia pH 6,0y 6,9

Densidad 6ptica Escherichia coli

HME SD
pH 6,0 pH 6,9 pH 6,0 pH 6,9
Complejos Conc. % | Muestra | Control Muestra | Control | Muestra | Control | Muestra | Control
de acido
0,300 |0,3430 |0,3470 |0,4880 |0,4935 |0,0917 |0,0945 |0,3993 | 0,4130
0,150 |0,3813 |0,3895 | 0,4197 |0,4210 |0,0590 |0,0605 | 0,4387 | 0,4315
EuB1oo 0,075 |0,5827 |05841 |0,0960 |0,1095 |0,5010 |0,5085 |0,8187 |[0,8215
0,038 |0,0463 |0,0520 | 0,0503 |0,0545 |0,5507 |0,5445 | 0,0470 [ 0,0490
0,019 | 0,0473 |0,0485 |0,0437 |0,0485 |0,0554 |0,0535 | 0,0440 | 0,0475
0,090 |0,0524 |0,0490 |0,0650 |0,0640 |0,0637 |0,0525 | 0,0510 | 0,0525
0,300 | 0,3340 |0,3405 |0,2523 |0,2585 |0,0487 |0,0493 |0,8177 | 0,9730
0,150 | 0,7817 |0,8425 |0,1983 |0,2070 |0,1033 |0,1045 | 1,0440 | 1,0660
EuB7sClzs 0075 |0,6030 |0,6060 |0,2290 |0,2340 |0,4907 |0,4910 |12410 |1,2305
0,038 |0,1500 |0,1535 |0,0517 |0,0540 |0,7807 |0,7590 | 0,0660 | 0,0590
0,019 |0,0510 |0,0560 |0,0473 |0,0495 |0,0470 |0,0430 | 0,0480 | 0,0440
0,090 | 00,0643 |0,0625 |0,0537 |0,0505 |[0,0490 |0,0425 |0,0541 | 0,0535
0,300 |0,4470 | 04675 |0,1530 |0,1745 |0,1143 |0,1200 |0,2943 | 0,5135
EUHBu 0,150 | 0,4923 |0,4931 |0,3027 |0,3295 |0,9280 |0,6715 | 0,9653 | 0,9490
0,075 | 05327 |05370 |0,117 |0,4230 [0,7693 |0,7260 | 0,5353 | 0,5200
0,038 | 0,0520 | 0,0486 |0,2107 |0,0580 |0,0950 |0,0950 | 0,0544 | 0,0505
0,019 |0,0527 |0,0510 |0,2763 |0,0610 |0,0530 |0,0505 | 0,0636 | 0,0610
0,090 | 0,0533 |0,0500 |0,2637 |0,0605 |0,0507 |0,0490 |0,0554 | 0,0525
0,300 | 04400 |0,4665 |0,4730 |0,5650 |0,0517 |0,0545 |1,0297 | 1,0385
0,150 | 0,4834 |0,4895 |0,5363 |0,6035 |0,0600 |0,0640 |1,3990 | 1,5385
EuHB7sClos 0,075 |0,5383 |0,5390 |0,2140 |0,2175 |0,6200 |0,6250 | 0,8800 | 0,9135
0,038 |0,1413 ]0,1385 |0,1983 |0,1110 |0,7423 |0,7355 | 0,0627 | 0,0615
0,019 |0,0497 |0,0495 |0,2473 |0,1415 |0,0503 | 0,0500 | 0,0513 | 0,0485
0,090 |0,0637 |0,0625 |0,2670 |0,0840 |0,0488 |0,0485 | 0,0537 | 0,0530
0,300 | 0,2750 |0,2810 |0,5100 |0,5115 |0,0673 |0,0985 |0,8177 | 0,9730
0,150 | 0,2820 |0,2830 |0,5363 |0,5420 |0,5540 |0,5920 | 1,0983 | 1,0660
EuAs7sClas 0.075
, 0,3193 |0,3080 |0,2430 |0,2170 |0,7597 |0,7390 | 1,2410 | 1,1505
0,038 | 00470 |0,0470 |0,3440 |0,3270 | 0,0667 |0,0635 | 0,0660 | 0,0590
0,019 |0,0477 |0,0471 |0,3455 |0,3275 |0,0530 |0,0525 | 0,0548 | 0,0500
0,090 | 00527 |0,0480 |0,3600 |0,3540 |0,0568 | 0,0470 | 0,0580 | 0,0535

Muestra : CPE disperso en caldo MHB con in6culo después de la incubacion. Promedio de lectura de 3 pozos.
Control : CPE disperso en caldo MHB sin inéculo después de la incubacion. Promedio de lectura de 2 pozos.
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Tabla G 2 Densidad Optica de la cada una de las dispersiones de los CPEs después de la
incubacién con Staphylococcus aureus a pH 6,0y 6,9

Densidad 6ptica Staphylococcus aureus

HME SD
pH 6,0 pH 6,9 pH 6,0 pH 6,9
Complejos Conc. % | Muestra | Control Muestra | Control | Muestra | Control | Muestra | Control
de acido

0,300 |0,3660 |0,3745 | 0,2455 |0,2500 |0,0470 |0,0480 | 0,0583 | 0,0630

0,150 | 0,3940 |0,3965 |0,2515 |0,2820 |0,5390 |0,5444 |0,2577 | 0,2505

EuB1oo 0,075 |0,5380 |0,2910 |0,0555 |0,0535 |0,7383 |0,7515 | 0,0807 | 0,0455
0,038 |0,1370 |0,0495 |0,1675 |0,0505 |0,1477 |0,0535 |0,1353 | 0,0480

0,019 |0,1755 |0,0510 |0,2180 |0,0485 |0,1903 |0,0495 |0,2127 | 0,0500

0,090 |0,1710 |0,0460 |0,2295 |0,0775 |0,1690 |0,0485 |0,2360 | 0,0485

0,300 | 0,4135 |0,4200 |0,3465 |0,3490 |0,0530 |0,0560 |0,1810 | 0,4525

0,150 |0,7995 |0,8710 |0,4515 |0,4755 |0,2457 |0,2815 |0,1817 | 0,1960

EuB7sCles 0,075 |0,5630 |0,5710 |0,2650 | 0,2640 |0,7730 |0,7875 |0,1950 | 0,1890
0,038 |0,2310 |0,1080 |0,1495 |0,0510 |0,2590 |0,1100 | 0,1287 | 0,0480

0,019 |0,2095 |0,0540 | 0,218 |0,0475 |0,1907 |0,0585 | 0,2003 | 0,0495

0,090 |0,2270 |0,0735 |0,2260 |0,0490 |0,1747 |0,0505 |0,2197 | 0,0480

0,300 |0,5435 |0,5510 |0,3865 |0,3955 |0,0717 |0,0765 |0,0863 | 0,3020

0,150 | 0,4815 |0,4905 |0,3635 |0,3665 |0,7660 |0,7815 |0,2567 | 0,3115

EuHB1oo 0,075 |0,5920 |0,5305 | 0,0665 |0,0565 |0,6997 |0,6930 |0,0483 | 0,0545
0,038 |0,1435 |0,0480 |0,2030 |0,0485 |0,1450 |0,0510 | 0,1807 | 0,0485

0,019 |0,1555 |0,0485 |0,2390 |0,0480 |0,1530 |0,0490 | 0,2143 | 0,0495

0,090 |0,1765 |0,0455 |0,2300 |0,0550 |0,1663 |0,0475 | 0,2463 | 0,0485

0,300 |0,4765 |0,4780 |0,1800 | 0,1965 |0,0493 |0,0520 | 0,1507 0,1765

EUHB<Ch 0,150 | 0,5275 |0,5320 |0,1980 |0,2130 |0,8677 |0,8770 | 0,5500 | 0,6960
0,075 | 0,5025 |0,5810 | 0,0640 |0,0645 |0,7870 |0,7690 | 0,1860 | 0,2005

0,038 | 0,2000 |0,0690 |0,1210 |0,0500 |0,1703 |0,0545 | 0,2077 | 0,0535

0,019 |0,1840 |0,0490 |0,2375 |0,0495 |0,1760 |0,0515 |0,2007 | 0,0495

0,090 |0,2365 |0,0735 |0,2355 |0,0480 |0,1833 |0,0500 |0,2250 | 0,0495

0,300 |0,3240 |0,3310 |0,3420 |0,3570 |0,3530 |0,3860 |0,3943 | 0,4400

0,150 | 0,3495 |0,3465 |0,3935 |0,3940 |0,4590 |0,4605 | 0,4013 | 0,4630

EuAs7sCls 0,075 |0,2950 |0,2940 |0,1125 |0,1075 |0,4143 |0,4240 |0,0520 | 0,0515
0,038 | 0,0760 |0,0530 |0,0985 |0,0520 |0,0887 |0,0490 |0,1023 | 0,0535

0,019 |0,0925 |0,0500 |0,1825 |0,0515 |0,1387 |0,0470 | 0,1567 | 0,0495

0,090 |0,1130 |0,0480 |0,2165 |0,0550 |0,1427 |0,0455 |0,2217 | 0,0490

Muestra : CPE disperso en caldo MHB con inéculo después de la incubacion. Promedio de lectura de 3 pozos.
Control : CPE disperso en caldo MHB sin in6culo después de la incubacién. Promedio de lectura de 2 pozos.
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H. Anexo: Productos académicos

Articulos publicados:

“Nanoparticles based on a PEGylated methacrylate copolymer as vehicles for
hydrophilic antimicrobial additives: a study on chemical interactions with a benzoic acid
probe molecule”. Juan J. Carrascal, James M. Villegas, Claudia M. Baena-Aristizabal,
Yolima Baena, Leon D. Perez. Colloid and Polymer Science. 297 (6): 809-820 (2019).

“Benzoic acid complexes with Eudragit EL00®: New alternative antimicrobial”. Juan J.
Carrascal, Rodolfo Pinal, Teresa Carvajal, Leon Dario Perez, Yolima Baena.
International Journal of Pharmaceutics. 607: 120-137 (2021).

Presentaciones en eventos académicos:

Complejos polielectroliticos una alternativa como preservantes (por extrusion),
Carrascal JJ, Baena Y, Pinal R, XXI Congreso de la federacion farmacéutica
sudamericana y del XII Congreso nacional farmacéutico, Cuidad del este, Paraguay,
noviembre 2019. Modalidad poster (Mencion honorifica a mejor investigacion).

Polyelectrolytic complexes as alternative preservative systems (Spray Dry), Carrascal
JJ, Baena Y, Pinal R, Excipient World 2019 at the National Harbor, Maryland, United
States, May 2019. Modalidad poster.
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