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ABSTRACT

Mixtures of different kinds of polymers are used to improve the solubility of hydrophobic drugs.
The addition of a second polymer to the formulation can enhance the function of the first one
making it more efficient. For this reason these systems are extensively studied. The first aim of this
work was to study the interactions between the copolymer poly(ethylene oxide)-poly(propylene
oxide)-poly(ethylene oxide) (PEO20-PPO70-PEO20, P123) and the biopolymer hidroxyethyl
cellulose (HEC) in aqueous solutions thought different techniques. In second place, we used this
mixture to enhance the solubility of hydrophobic drugs (amiodarone (ADA) and griseofulvine
(GRY)). Finally we achieved a slow release of GRS from an hydrogel formed by P123+HEC+a
cyclodextrins (CD).

Differential scanning calorimetry (DSC) was used to obtain the thermodynamic parameters of
micellization of P123 solutions at different concentrations, and to measure the effect of adding HEC
on the energetics of micellization. For pure P123 aqueous solutions the critical micelle temperature
(CMT) decreases as the copolymer concentration increases. For this system, the enthalpy of
aggregation (AHag) is independent of the concentration. Fixing the concentration of P123 and
increasing gradually the concentration of HEC up to the solubility limit does not modify the AHag
in comparison for the pure P123 system. This suggests that HEC does not affect P123 aggregation

process.

The equilibrium surface tension (c.q) was measured using the pendant drop technique at 298.15 K
for pure P123 aqueous solutions and for mixtures where the concentration of HEC was fixed and
the concentration of P123 was gradually modified. The concentration of saturation (C;) and the
extended critical aggregation concentration (CAC.) were calculated for the mixtures. The
equilibrium surface tension values show that the addition of HEC to P123 solutions promotes the

aggregation of P123 monomer on the HEC polymers until saturation.



Dynamic light scattering (DLS) was used to measure the hydrodynamic diameter (d,) of different
aggregates formed in solution. P123 micelles had a d;, of 18 nm, while HEC aggregates had 34 nm.

The mixture of these two polymers formed aggregates with a d;, of 87 nm.

The solubility of the hydrophobic drug ADA was enhanced in the presence of P123 micelles. The
inclusion of ADA into the P123 micelles did not modified the .4, but decreased the AHag and
reduced the micelles size. This suggests the binding of ADA to the hydrophobic core of the P123.
The addition of HEC to the loaded micelles did not change the oy, but augmented the AHag. We
found an aggregate with bigger size than the individual components, suggesting that HEC provides
a second protecting shell for the amiodarone. With values of DLS measurements, we propose a

scheme for the formation of the different aggregates in water.

The solubility of GRS was greater in the P123+HEC mixture than that achieved with each polymer
by separate. The addition of o cyclodextrin to this mixture, promoted the formation of a
supramolecular hydrogel, without decreasing GRS solubility. This hydrogel sustained the slow

release of the drug for at least three weeks.



RESUMEN

Los polimeros son utilizados para mejorar la solubilidad de farmacos hidrofobicos y la mezclas de
polimeros en la formulacion puede ayudar a mejorar las propiedades como la microviscosidad,
aumento de solubilidad, retardar el tiempo de liberacion, aumentar el punto de turbidez entre otras.
Por lo que estos sistemas han sido investigados ampliamente. El primer objetivo de este trabajo fue
estudiar las interacciones entre el copolimero poli(6xido de etileno)-poli(6xido de propileno)-
poli(oxido de etileno) (PEO,y-PPPO7;-PEO,, P123) y el biopolimero hidroxi etilcelulosa (HEC) en
solucion acuosa por tres técnicas diferentes. El segundo objetivo, fue utilizar la mezcla P123+HEC
para mejorar la solubilidad de los farmacos hidrobdbicos amiodarona (ADA) y griseofulvina
(GRS). Finalmente, se logr6 la lenta liberacion de GRS de un hidrogel formando por

P123+HEC+oaciclodextrina.

Por medio de la calorimetria diferencial de barrido se pudo obtener los parametros termodindmicos
de micelizacion para P123 en agua a diferentes concentraciones y medir el efecto de adicionar HEC
en la energética de micelizacion. Las temperaturas criticas de micelizacion (CMT) para las
soluciones de P123 disminuyen conforme la concentracion de copolimero se incrementa. Para este
sistema la entalpia de agregacion (AH,) es independiente de la concentracion. Fijando la
concentracion de P123 e incrementando gradualmente la concentracion de HEC hasta los limites de
solubilidad, no se modifica el AH,, en comparacion al sistema P123 puro. Esto sugiere que la

adicion de HEC no afecta la transicion del P123.

También se obtuvieron valores de tension superficial al equilibrio (c,q) por medio de los datos de
tension superficial dinamica a 298.15 K, de soluciones de P123 en agua y para mezclas donde la
concentracion de HEC se mantuvo constante y se modifico la concentracion de P123 gradualmente.
Se logro determinar la concentracion de saturacion (C;) y la concentracion de agregacion critica
extendida (CAC,) para las mezclas. Los valores de tension superficial al equilibrio (c.,) mostraron
que la adicion de HEC a las soluciones de P123 promueve la agregacion de mondémeros de P123

sobre el polimero HEC hasta la saturacion.

Utilizamos la técnica de dispersion dinamica de luz (DDL) para medir los diametros
hidrodinamicos (d;) de los diferentes agregados formados en solucion. Para las micelas de P123 el
d, fue de 18 nm, mientras que el agregado de HEC obtuvo un d, de 34 nm. En solucién acuosa la

mezcla de los polimeros forma un agregado de 87 nm.



La solubilidad del farmaco hidroféobico ADA se mejora notablemente en la solucién micelar de
P123 sin modificar la o, de la solucion micelar. La presencia de ADA disminuye la AH,, y reduce
el tamafio micelar. Esto sugiere la union de ADA al centro hidrofébico de la micela de P123. La
adicion de HEC a la solucion con micelas cargadas de ADA no modifica el valor de o, pero
aumenta el valor de AH,, formando un agregado de mayor tamafio que sus componentes
individuales, sugiriendo que HEC provee de una segunda capa protectora al farmaco. Con los

valores de DDL, se pudo proponer un esquema de la formacion de los diferentes agregados en agua.

Finalmente la mezcla P123+HEC se utilizdo para la formacién de un gel. Para fomentar la
estabilidad del gel se adiciond a ciclodextrina que promueve el entrecruzamiento mejorando sus
propiedades de estabilidad, adicion y viscosidad. Este gel aumenta la solubilidad de griseofulvina
(GRYS) y sostiene la lenta liberacion de firmaco al menos por tres semanas, mostrando un gran

potencial para aplicaciones topicas o mucosas.



INTRODUCCION

Las mezclas de polimero y tensoactivo son ampliamente utilizadas en diversas industrias para la
elaboracion de detergentes, pinturas, alimentos y formulaciones farmacéuticas. Debido a que la
mezcla de polimeros y tensoactivos en agua muestra comportamientos muy distintos a los de sus
componentes individuales, por lo que es de gran interés investigar sus propiedades fisicoquimicas y

los fenémenos de agregacion.

Las investigaciones sobre los fenomenos de auto agregacion han podido clasificar a las
interacciones polimero-tensoactivo de acuerdo a la carga del polimero y del tensoactivo o de
acuerdo con la region de concentracion. Muchos estudios se centran en la interaccion polimero-
tensoactivo (P-T) a bajas concentraciones de polimero. Mientras que otros se centran en el
equilibrio de fases, que son estudiados a altas concentraciones. Como resultado de estas
investigaciones se ha podido introducir nuevos conceptos como: la concentracion de saturacion
(Cs), la concentracion de agregacion critica (CAC), la concentracion de agregacion critica extendida
(CACe) que se aplican a sistemas polimero-tensoactivo (P-T). Ademas se han construido modelos
del complejo P-T, que dependen de la estructura de las moléculas individuales, en particular de la
hidrofobicidad, el peso molecular y la carga del tensoactivo. Estos nuevos complejos formados en la
mezcla, cambian las propiedades de la solucién como pueden ser: la viscosidad, la solubilidad y el
hinchamiento de los polimeros. El cambio en las propiedades fisicoquimicas de la mezcla es lo que

permite sus amplias aplicaciones industriales.

En la industria farmacéutica, se busca la administracion de medicamentos de tal forma que el
farmaco alcance su lugar de accion a una determinada concentracion, dentro del intervalo de dosis
terapéuticas efectivas. La administracion de medicamentos estd limitada por la resistencia del
farmaco para penetrar en las células o tejidos en tratamiento, su distribucion en el organismo ya que
no solo se dirigen al sitio de accion, sino también al resto de células y tejidos. Como consecuencia,
para obtener una concentracion suficiente a nivel de las células blanco, es necesario administrar
dosis relativamente elevadas, que conducen a efectos toxicos. Para evitar este tipo de problemas se
han utilizados diferentes estructuras que sirvan como sistemas de transporte y liberacion para

farmacos, dentro de los cuales se han probado los sistemas Polimero-Tensoactivo.

Los nuevos sistemas de transporte y liberacion de farmacos presentan muchas ventajas como:

proteccion de la sustancia activa contra la inactivacion; mejora del transporte de principios activos



hasta lugares dificiles de alcanzar; aumento de la especificidad de accidn y eficiencia a nivel celular
y/o molecular; incremento de la vida media del farmaco en circulacion; alteracion de las
caracteristicas de solubilidad de la sustancia activa y reduccion de su inmunogenicidad y
antigenicidad; disminucion de la toxicidad para ciertos 6rganos por modificacion de la distribucion
tisular del principio activo, biodegradabilidad y preparacion industrial a gran escala. En el presente
trabajo se probo un copolimero tribloque y la hidroxietil celulosa, que son poco toxicos, altamente

disponibles y economicos, para formar una mezcla que ayude al transporte de farmacos.



CAPITULO 1
MARCO TEORICO

1. MARCO TEORICO

1.1.SISTEMAS POLIMERO-TENSOACTIVO

1.1.1. Generalidades

Actualmente existe una gran variedad de polimeros disponibles comercialmente. Esta variedad en la
composicion hace que sus propiedades fisicoquimicas varien. La solubilidad del polimero esta
determinada por el balance entre las interacciones de los segmentos hidrofilicos y los segmentos
hidrofobicos con ellos mismos y con el disolvente. De igual manera la solubilizacion de los
tensoactivos es gobernada por un sutil balance entre las interacciones hidrofobicas y las hidrofilicas.
Como resultado de este balance, las soluciones acuosas de mezclas polimero-tensoactivo muestran una
gran variedad y sus propiedades son muy distintas, debido a las variaciones en las estructuras
moleculares disponibles. Asi, la investigacion en el area de interaccion de polimeros-tensoactivos y
fenomenos de agregacion ha aumentado rapidamente. Ampliando su potencial de aplicacion en
formulaciones farmacéuticas, productos de cuidado personal, detergentes industriales y de uso
doméstico, pinturas y recubrimientos, etc. [1, 2] [3, 4].

Dentro de las investigaciones realizadas en sistemas mixtos polimero-tensoactivo, estan los estudiados
con tensoactivos no ionicos. Los cuales han presentado cambios considerables en las propiedades del
sistema manteniendo la concentracion micelar critica, CMC, constante [5]. Por otro lado, en sistemas
que contienen polimeros polielectrolitos y los tensoactivos con carga opuesta, la interaccion es mas
evidente observandose que la CMC disminuya en dos o tres o6rdenes de magnitud. Debido a la furte
interaccion que predomina por la atraccion electrostatica entre las partes cargadas del polimero y las
cabezas de los tensoactivos, fomentando la agregacion [6]. Los tensoactivos anidnicos muestran una
fuerte y cooperativa interaccion con polimeros hidrofilicos como el poli(6xido de etileno) (PEO) y la
polivinilpirrolidona (PVP), mientras que los tensoactivos cationicos no muestran interacciones
relevantes. Con estos resultados se entiende la necesidad de conocer mejor la estructura de los
agregados formados y el papel de las interacciones.

Las investigaciones realizadas por Jones que estudi6 el sistema polivinilpirrolidona (PVP)-
dodecilsultafo de sodio (SDS), por diferentes técnicas permitiendo la introduccion de nuevos términos
para explicar la interacciéon entre el polimero y el tensoactivo [7]. El define la concentracion de
agregacion critica (CAC o TI1, concentracion de inicio de la interaccion entre el polimero y el
tensoactivo) observada con mediciones de tension superficial, y el punto de saturacion (T2,
concentracion a la cual el polimero se encuentra saturado de tensoactivo), que se encontrd
incrementando la concentracion del polimero y por ltimo la concentracion de agregacion extendida
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(CACe o T3, concentracion en la que las micelas se forman fuera del polimero) (Figura 1.1). Jones
postul6 una micela polimero-ntcleo, en el cual las colas de tensoactivo estan en paralelo a la cadena del

polimero.
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Figura 1.1. Representacion del perfil de tension superficial con el aumento de
concentracion para un tensoactivo anionico en solucioén acuosa con/sin polimero cationico.
También se representa esquematicamente la interaccion entre el polimero y el tensoactivo
con el aumento de concentracion de tensoactivo. Marcando tres etapas: T1 el inicio de la
interaccion entre el tensoactivo y el polimero; T2 la saturacion del polimero con moléculas
de tensoactivo y T3 la formacion de micelas de tensoactivo fuera del polimero. Adaptado

de Ref. [1, 6].

Otras contribuciones fueron realizadas por Lewis y Robinson que observaron la concentracion critica
de unién del SDS con varios polimeros, encontrando consistencia con el mecanismo de unidén
hidrofobico similar a la formacién de micelas [8]. Observaron también que el tensoactivo rompe la
agregacion entre polimeros permitiendo la interaccion del tensoactivo con la superficie del polimero.
Ellos consideraron al complejo saturado como una micela mixta.

Otro ejemplo es la mezcla entre el polimero HEUR (polimero hidrofébico etoxilado de uretano,
producto de la reaccion del PEG y el disocianato) con tensoactivos como SDS y NP10. Mediante las
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mediciones de tension superficial se logré encontrar las concentraciones de asociacion critica (T1 y T2)
en el primer caso, y T2 en el ultimo caso. Ademas que las caracteristicas de viscosidad aumentaron
cuando el tensoactivo fue afiadido a la solucion de HEUR lo que indica una clara asociacion en la
solucion. Pero al aumentar la concentracion de polimero, la adicion de tensoactivo no mejora la
reologia del sistema.

Otras contribuciones importantes han sido las de Shinoda y colaboradores, que notaron la
cooperatividad en la unidon polimero-tensoactivo [9]. Mediante estudios de tension superficial, dialisis y
solubilizacion de colorante determinaron CMC y CAC para el alquil sulfonato de sodio en ausencia y
presencia de PVP. Encontraron la relacion estequiométrica del tensoactivo unido al polimero saturado;
también concluyeron que en etapas iniciales de la adsorcion, moléculas de tensoactivo unido estan en
contacto una con otra en lugar de distribuirse uniformemente a lo largo de la cadena de PVP.

También se ha estudiado la dependencia del pH en la interaccion de tensoactivos catidnicos y anionicos
con poli(6xido de etileno), PEO y poli(propilenglicol) PPO, la cual exhibe una union débil, que
disminuye al aumentar el pH, sugiriendo que la cabeza del tensoactivo interactiia con los oxigenos de
éter del polimero [10].

Con las investigaciones realizadas se ha construido un modelo que explica el fendmeno de agregacion
entre el polimero y el tensoactivo llamado “modelo del collar”; en el que pequefias micelas de
tensoactivo se unen a la cadena desordenada del polimero. Existen excepciones en el modelo, en
particular para tensoactivos que forman micelas rodillo o vesiculas, y para polimeros con
modificaciones hidrofobicas; pero el modelo es aceptado como la estructura tipica del complejo
polimero-tensoactivo [1, 11].

1.1.2. Aplicaciones de los Sistemas Polimero-Tensoactivo

Como se menciond anteriormente las investigaciones de los sistemas P-T siguen aumentado, debido a
que algunas de las propiedades de estos sistemas cambian notablemente al utilizarse en mezcla,
teniendo mejor resultados. Ademas que la variedad de estructuras disponibles, tanto de polimeros como
de tensoactivos amplia sus aplicaciones, algunas de las propiedades son:

1.1.2..1 Mejoramiento de la viscosidad

Sistemas como dodecilsultafo de sodio (SDS)- poli(6xido de etileno) (PEO) y dodecilsultafo de sodio
(SDS)-polivinilpirrolidona (PVP)- han presentado incremento en la viscosidad (hasta cinco veces) a
ciertas concentraciones (T1 o CAC) de tensoactivo, independientemente del peso molecular del
polimero, con un efecto viscoeldstico. En el caso de la adicion de un tensoactivo catidénico a un
polimero no iénico, el aumento de la viscosidad es menos comun debido a su débil interaccion. Si la
hidrofobicidad del polimero es relativamente alta, las interacciones pueden mejorar y modificar sus
propiedades reoldgicas. Por ejemplo, polimeros tales como etilhidroxietilcelulosa (EHEC) muestran una
baja temperatura de solubilidad (LCST) y se presenta una separacion de fases a altas temperaturas,
indicando su alta hidrofobicidad [12]. Cuando EHEC fue mezclado con bromuro de hexadecil trimetil
amonio (CTAB) [13], se observé un incremento en la viscosidad y la formacion de gel. Mostrando que
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a cierta concentracion y temperatura se manifiesta, el incremento de hidrofobicidad del polimero
conduciendo a un incremento en la interaccién con el tensoactivo cationico. La gelacion puede ser
debida a la formacion de una red y entrecruzamiento provocado por las micelas del tensoactivo[14].

1.1.2.2. Solubilizacion

Las soluciones de tensoactivos tiene la habilidad de disolver una variedad de materiales insolubles en
agua, por ejemplo, hidrocarburos, éteres, perfumes, colorantes entre otros. Esta propiedad es utilizada
en muchas formulaciones, el proceso involucra la solubilizacién del compuesto por medio de las
micelas. La formacion de complejos P-T es atractivo por la disminucion en la CAC del tensoactivo. De
acuerdo con esto, la solubilizacion de los compuestos puede ser mejorada con los sistemas P-T que la
proporcionada por los sistemas de tensoactivos puros. Ademds se ha observado una mejora en la
solubilizaciéon de colorantes [15] e hidrocarburos [16] con sistemas de polimeros sin carga y
tensoactivos con carga. Una importante ventaja de este tipo de sistemas es que la solubilizacion se da a
concentraciones extremadamente bajas.

En algunos casos, los polimeros son considerados normalmente insolubles y pueden ser solubilizados
en una solucion de tensoactivo. Con este tipo de solubilizacion es posible obtener al polimero original
en diferentes estados como fibras o peliculas [1].

1.1.2.3 Elevacion del Punto de Enturbiamiento

Muchos polimeros solubles tiene una relacion inversa solubilidad/temperatura, y las soluciones
presentan un punto de enturbiamiento, algunos ejemplos son los polimeros de 6xido de polialquileno y
con grupos amino, o multiples grupos éter/hidroxido como los que se encuentran en polimeros solubles
en agua basados en celulosa [12]. El fenémeno se explica mediante la deshidratacion de los grupos
polares éter, amino, hidroxilo, etc; que puede ser compensada por la adicién de tensoactivos idnicos
resultando en el aumento en el punto de enturbiamiento. Esto es claro en el caso de interacciones
polimero con tensoactivo no idnico, por la formacion de complejos de mayor solubilidad intrinseca. La
prevencion de enturbiamiento en las formulaciones puede ser importante para mantener la viscosidad y
la estabilidad de la materia en suspension.

En el caso ideal, el punto de enturbiamiento del polimero no es afectado por la adicion de tensoactivo
hasta una cierta concentracién critica alcanzada, ademas hay un incremento lineal del punto de
enturbiamiento con el incremento de la concentraciéon de tensoactivo. Mientras muchos sistemas P-T
siguen este comportamiento, existen sistemas en los que disminuye el punto de enturbiamiento al
aumentar la concentracion de tensoactivo. Este comportamiento se ha encontrado en polimeros
derivados de la celulosa (hidroxietilcelulosa) [17] y se puede decir que la respuesta del punto de
enturbiamiento del polimero al afiadirle un tensoactivo es influenciada por (i) la estructura del polimero,
(if) su peso molecular, (iif) la tendencia a la autoagregacion, (iv) la presencia de una sal, (v) el tipo de
sal y (vi) la naturaleza del tensoactivo afiadido, incluyendo la carga.
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1.1.3. Materiales Poliméricos

Debido a las caracteristicas que presentan los sistema polimero-tensoactivo (P-T) y su amplia utilidad
en la industria, en este trabajo se estudia la mezcla copolimero tribloque poli(6xido de etileno)-
poli(6xido de propileno)-poli(6xido de etileno), PPO,;-PEO;p-PPO,, P123. con hidroxietil celulosa
(HEC) . El P123 tiene una alta actividad superficial disminuyendo la tension superficial del agua a 32.6
mNm™'; mientras que la hidroxietil celulosa disminuye la actividad superficial del agua solo a 60.4
mNm'™. Por lo que en este trabajo, basados en la actividad superficial que tiene los dos materiales. Se
considera al P123 como el tensoactivo y HEC como el polimero. Ademéas que el peso molecular de
P123 es menor que el de HEC.

1.1.3.1. Copolimeros Anfifilicos Triblogue

Los copolimeros tribloque de poli(oxido de etileno)-poli(oxido de propileno)-poli(oxido de etileno),
PEO-PPO-PEQO; también llamados pluronics o poloxameros (Figura 1.2). Son ejemplos de tensoactivos
no idnicos que forman micelas poliméricas en agua con centro hidrofébico (con los grupos PPO)
protegido de los alrededores acuosos por una capa de PEO hidratada [18, 19]. Dentro de sus procesos
de agregacion, a un concentracion fija con el aumento de temperatura experimenta una transicion
caracterizada por la temperatura de agregacion critica (CMT) y esta dirigida principalmente por la
entropia [20, 21]. El proceso se puede seguir por medio de calorimetria diferencial de barrido (DSC, por
sus siglas en Inglés differential scanning calorimetry). En este tipo de experimentos al aumentar la
temperatura, los grupos PPO y PEO exhiben un incremento en la hidrofobicidad, la cual es mas
probable debido al cambio conformacional de los segmentos; obteniendo una sefial calorimetria
correspondiente a la entalpia, AH. La principal caracteristica de estos sistemas incluye su capacidad
para solubilizar compuestos hidrofobicos y su liberacion en forma controlada. Estas caracteristicas han
hecho a las micelas poliméricas vehiculos muy prometedores de liberacion de farmacos [22-24]. Sin
embargo, cuando las micelas poliméricas entran al cuerpo por las diferentes vias como son parenteral u
oral, se exponen al medio fisioldogico haciendo que la concentracién de tensoactivo polimérico
disminuya por debajo de su CAC y el equilibrio tienda a la disgregacion de la micela.

Estructura copolimero tribloque

PEO-PPO-PEO Micela polimérica

Corona hidrofilica
Caracter hidrofébico

H(O-CH,-CH,),-(0-CH-CH,),-(0-CH,-CH,),0H
|

. . CH;
Caracter hidrofilico

Centro hidrofobico

(a) (b)

Figura 1.2. (a) Estructura de los copolimeros tribloque poli(6xido de etileno)-poli(6xido
de propileno)-poli(6xido de etileno). (b) Estructura de la micela polimérica.
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1.1.3.2. Polimeros Modificados Hidrofobicamente

Los polimeros modificados hidrofébicamente constituyen un grupo versatil de materiales que combinan
las propiedades de polimeros y tensoactivos. Son utilizados por sus propiedades de espesamiento,
gelificacion, formacion de espuma, la emulsificacion, etc.; que pueden cambiar por la adicion de
tensoactivos. La combinacion de polimeros y tensoactivo aumenta su funcionalidad. Algunos de los
polimeros son sintetizados con grupos funcionales que le permiten permanecer en la interfaz, estas
estructuras proporcionan una mayor estabilidad a las emulsiones en comparacion con los
emulsionantes convencionales (tensoactivos).

1.1.3.2.1. Hidroxietil celulosa

La hidroxietil celulosa (HEC) es un polimero anfifilico derivado de la celulosa no i6nico, clasificado
como polimero modificado, que presentan una temperatura baja de solubilidad critica (Figura 1.3). Las
soluciones con este material pueden separarse en dos fases al aumentar la temperatura, lo que nos indica
su alta hidrofobicidad, las soluciones se vuelven turbias. Se caracteriza por que su estructura es una
mezcla de unidades hidrofébicas e hidrofilicas distribuidas a lo largo del esqueleto polimérico (Figura
1.4)[25]. Este arreglo nos lleva a un complejo estructural con una distribucion irregular de dominios
hidrofobicos, e interacciones entre cadenas de polimero. Este polimero ha sido estudiado en
combinacién con tensoactivos i6nicos como dodecilsulfato de sodio [13], dodecanato de sodio [26]y
bromuro de cetiltrimetil amonio [27]; asi como tensoactivos no idénicos como los polietoxilados [28],
tritones [29] y poloxameros. En estas mezclas, se ha sugerido que las cadenas alquilicas de las
moléculas de tensoactivo interactuan con los dominios hidrofobicos del polimero, aumentando la
asociacion intermolecular por medio de un mecanismo “bridging-type”[28], Figura 1.5, con
interacciones tensoactivo no ioénico-polimero son débiles [30] formando agregados mixtos que pueden
involucrar sustituyentes de mas de una cadena de polimero.
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Figura 1.3. Diagrama de fases para la hidroxietil celulosa hidrofobica en agua. Adaptado
de la de REF [1].

Caracter hidrofébico

\

Caracter hidrofilico n

Figura 1.4. Estructura de la hidroxiétil celulosa.

Figura 1.5. Representacion de la interaccion entre polimero y tensoactivo. El tensoactivo
se alinea a la cadena de polimero, después comienza la agregacion del tensoactivo.
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1.1.4. Comportamiento de las Fases en los Sistemas Polimero-Tensoactivo

La tendencia a la separacion de fases es generalmente mas fuerte en mezclas que involucran especies
poliméricas que en mezclas de moléculas pequefias debido a la entropia de mezclado, que es
termodinamicamente mucho mas débil para moléculas grandes. Lo mismo se presenta en agregados de
moléculas de tensoactivos. Por lo tanto el fendmeno de separacion de fases es frecuente en soluciones
polimero-tensoactivo.

En ocasiones la razén de adicionar otro compuesto es para alterar el comportamiento de la fase. Afiadir
un tensoactivo puede mejorar la solubilidad de los polimeros en algunos casos, mientras que en otros
podria formar una fase mixta concentrada, en equilibrio con agua. Otra posibilidad es la formacion de
dos fases liquidas de similar contenido de solvente, cada una enriquecida con uno de los componentes
coloidales, siendo utiles en aplicaciones de separacion.

Tomando el caso simple de una mezcla ternaria: agua, tensoactivo y polimero; y la separacion de fases
donde se forman dos fases, se pueden distinguir dos clases de mezcla bifasica, en base a la distribucion
de los dos solutos macromoleculares. Este tipo de sistema puede segregar en diferentes fases de similar
concentracion, o asociarse en una fase concentrada en equilibrio con una muy diluida. Introduciendo el
término de segregativa para el primer caso y asociativa para el segundo.

En el caso particular de polimeros solubles en agua, que no presentan interacciones de corto alcance
entre el polimero y el tensoactivo, las moléculas de polimero y los agregados de tensoactivo estan
siempre separados por al menos una capa de hidratacion, presentando en la mayoria de los casos
segregacion.

Se han reportado experimentos de copolimeros (PPO-PEO) y con etil hidroxiétil celulosa (EHEC) de
diferentes pesos moleculares. Para ambos polimeros se observa la separacion de fases con mezclas de
tensoactivos no ionicos. La extensa region de separacion de fases incrementa con el decremento de la
polaridad de los tensoactivos no i6nicos o del polimero, y muy apreciablemente con el incremento de la
temperatura. La etil(hidroxietil)celulosa EHEC con una temperatura baja de solubilidad critica muestra
una separacion de fases con tensoactivos no iénicos en la cual el tensoactivo no iénico C12E8 no forma
micelas mixtas. La temperatura de solubilidad critica del EHEC no es afectado por la presencia del
tensoactivo hasta altas concentraciones, donde la separacion de fases ocurre [30].

En contraste, al agregar tensoactivo CI12E8 a una solucién acuosa de celulosa modificada
hidrofobicamente (HM-EHEC) se observa un descenso inicial en la una temperatura de solubilidad
critica por la adicion de pequenas cantidades de tensoactivo que fue interpretado en términos de una
atraccion hidrofobica adicional entre la micela mixta HM-EHEC-tensoactivo, conferido por las
moléculas de tensoactivo. Eventualmente este efecto fue superado por la solubilizacion del tensoactivo
a altas concentraciones, gradualmente disolviendo la micela mixta reticulada entre las cadenas de
polimero, haciendo al complejo mas y mas soluble. A altas concentraciones de tensoactivo, solo un area
se presenta a altas temperaturas para HM-EHEC (el cual forma el complejo P-S) que para el EHEC
(donde no se forma el complejo P-S).
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1.1.5. Complejo Polimero-Tensoactivo.

Una caracteristica de los sistemas polimero-tensoactivo es su agregacion en soluciones diluidas. Para
visualizar mejor la manera de union de los complejos existen dos perspectivas: la primera basada en el
polimero y la segunda basada en el tensoactivo.

La primera perspectiva, supone que la molécula de polimero contiene ciertos sitios que pueden unir a
las moléculas de tensoactivo. Asi la interaccion entre el polimero y el tensoactivo constituye una fuerte
perturbacion para el bulto en la solucidén de tensoactivo, la cual considera al polimero como un
reservorio de ligandos de unidon. El problema con esta perspectiva centrada en el polimero es que ignora
en alguna medida el hecho de que las moléculas de tensoactivo son fuertemente hidrofébicas,
basicamente desean unirse o formar agregados. El hecho es que se asume que la asociacion hidrofobica
es esencial en la agregacion que involucra moléculas de tensoactivos en un medio acuoso.

La segunda perspectiva, propone que las moléculas de tensoactivo tienen una fuerte tendencia por la
autoasociacion. De acuerdo con la complejacion P-T, es esencial la micelizacion del tensoactivo,
aunque es perturbada por la presencia del polimero. En este modelo se explica la cooperatividad de
union de las moléculas de tensoactivo a ciertos polimeros. La CAC puede entonces ser considerada
como la CMC del tensoactivo en la solucidon de polimero. Una caracteristica inherente de la perspectiva
centrada en el tensoactivo es que la union del polimero al tensoactivo puede formar agregados infinitos
aun en los limites de saturacion de union de una molécula de polimero.

En el modelo del collar, Figura 1.5, los agregados de tensoactivo son pequefios frijoles esparcidos sobre
la cadena desordenada y desenredada del polimero; se cree que la cadena de polimero se enrolla
alrededor de un agregado de tensoactivo que es a menudo mas pequefio que una micela libre. Las
cadenas de tensoactivo largas pueden unir varias micelas distribuidas dentro del polimero y separados
por tramos de polimero libre. Se considera que el polimero estd interaccionando con la superficie
micelar, y puede cubrir las partes hidrofobicas de la micela del ambiente hidrofilico.

Figura 1.5. Modelo de collar que describe la agregacion entre tensoactivo y polimero.
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1.2. TENSION SUPERFICIAL

1.2.1. Definicion de la Tension Superficial desde el Punto de Vista Termodinamico
La primera ley de la termodinamica establece que al suministrar calor, ¢, el sistema realiza trabajo, W

. La diferencia entre ambos propiedades es el incremento de la energia interna del sistema, dU .
dU =06q +ow (1.1)

U es una funcion de estado; ¢ y W son funciones de trayectoria. La convencion de signos es g >0,

el calor es suministrado al sistema; y si w<O0, si el trabajo es hecho por el sistema. Como
consecuencia, para una reaccion exotérmica, el calor es negativo.

Para un proceso reversible, si solamente hay trabajo de expansion, la ecuacion (1.1) se expresa como

dU =TdS — PdV (1.2)

Donde T es la temperatura absoluta, § es la entropia, P es la presiony V es el volumen del sistema.
Si también se presenta trabajo superficial, por ejemplo por la expansion de la superficie, este término
debe ser incluido en la ecuacién (1.2)

dU =TdS — PdV + oda (1.3)

donde d es el area de la superficie y + es la tension superficial. El trabajo debido a la expansion de la
superficie es +oda .Que se explica de la siguiente manera: si consideramos un cilindro que contiene
gas con volumen y, bajo una presion p y una gota con radio », volumen y,, y una presion interna p

(Figura 1.6 ), y el piston se mueve hacia arriba, el cambio del volumen es
dV =dV,+dV, (1.4)
El trabajo hecho por la expansion es

Sw=—PBdV =—BdV, — BdV, (1.5)

Figura 1.6. Sistema de dos fases expandiéndose.
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Ya que la gota es esférica, conocemos su volumen como

3
V= 47? —dV, =4xr’dr (1.6)

y para el area

a=4nr’ = da=8rrdr (1.7)
Obtenemos

r
dv, = 5 da (1.8)

Considerando la ley de Laplace

p-p-% (1.9)
r

Sustituimos la ecuacion (1.8) y (1.9) en la ecuacion (1.5) y resulta:
Sw=—PdV, — PdV, + oda (1.10)

Los términos de P4V, y PdV, son para el trabajo de expansion-compresion. Por otra parte es claro que

el término +oda es un trabajo debido al cambio de érea, y asi la ecuacion (1.7) es obtenida. Usando
esta ecuacién podemos obtener otras funciones de estado: el cambio de entalpia H , la energia libre de
Helmhotz A , energia libre de Gibbs G [4].

dU =TdS — PdV + oda
dH =TdS +VdP + oda

dA =-SdT — PdV + oda
dG =-8dT +VdP + oda

(1.11)

Estas funciones de estado sélo se pueden aplicar a un sistema cerrado. Para sistemas abiertos el término

de trabajo es Z,ul-dn,. , debido al intercambio de material que debe ser adicionado a las ecuaciones

(1.11). Aqui 4; es el potencial quimico y #; es el nimero de moles del componente I . De la ecuacion

(1.11) obtenemos

(GU) (GH] (GAJ (an
o=V _(oH) _(d4) _(% (1.12)
oa Js oa Jsp \0a)r, \0Oa)rp
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De estas relaciones podemos definir a la tension superficial como el incremento de energia interna, si
expandimos la superficie manteniendo la entropia y el volumen constantes, asi sucesivamente. Por lo
tanto o tiene unidades de energia por unidad de area.

1.2.2. Termodinamica de Superficie al Equilibrio
Para sistemas abiertos el cambio de materia con los alrededores es permitido por lo que escribimos la
ecuacion (1.7) como, asi como para las otras funciones de estado

dU =TdS - PdV +oda+  udn,
dH =TdS +VdP +oda+)_ pdn,
dA=—-SdT - PdV +oda+ ) pdn,
dG =—-SdT +VdP+ocda+ ) mdn,

(1.13)

Donde 7; es el namero de moles y H; es el potencial quimico de la especie I. Con las ecuaciones

(1.13) se obtienen las propiedades termodinamicas del sistema.

1.2.3. Ecuacion de Gibbs
Considerando un sistema formado por dos fases inmisibles, fase o y fase /3, la energia interna total

del sistema esta dada por la ecuacién (1.13). La energia interna para cada fase separadamente es

dU* =TdS* —PdV*® + ) pdn

(1.14)
dU” =TdS” - PdV" +_ pdn!

donde los superindices o y 3 se refieren a las fases o y [ respectivamente. Asumiendo una
superficie plana entre las fases « y /3, las condiciones de equilibrio requeridas son: que la presion, la

temperatura y los potenciales quimicos sean idénticos en todo el sistema

La energia interna de la superficie JU® es

dU® =dU —dU“ —dU” (1.15)
Y con las ecuaciones (1.13) y (1.14), la ecuacion (1.15) se convierte en

dU® =TdS* + oda+ ) pdn} (1.16)

donde la entropia de la superficie se define como
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dS® =dS —dS* —dS” (1.17)
y el nimero de moles de la especie i en la superficie, esta dado por
dn’ = dn, —dn’ —dn’ (1.18)

Considerando que la superficie es en realidad una region de transicion entre las fases o« y £, se

define la superficie como un plano matematico entre estas fases, con la suposicion que no tiene grosor,
ni volumen. Consecuentemente V' =V +V” y el término de presion en la expresion de la energia
interna se cancela.

. T7S s .. , . .
Si Ul. y Si son la energia interna y la entropia por mol de las especies I en la superficie

respectivamente, entonces

U*=>U’n’ - dU* =) Uldn} (1.19 a)
S5 =>8n’—>ds*=> Sdn> . (1.19b)
Si el area por mol de la especie I es d, el total del area superficial es

a= Zalnf —da= Zai dn’ (1.20)

Esta ecuacion es equivalente a V= Zn,»V,- donde V' es el volumen total y V; es el volumen molar de

la especie i. Considerando una tabla con area «, que podemos cubrir con monedas de diferentes

tamafios, cada especie de moneda I tiene un 4rea @;. Podemos cubrir esta tabla con monedas de

diferentes maneras, la ecuacion (1.20) siempre mantiene &; constante para cada I . De esta manera la

ecuacion se convierte en

Zufdnf = TZsfdn,.S +O'Za,.dnf -I—Z,u,.dnis (1.21)

Integrando la ecuacion (1.21) con la restriccion de que la composicion de la superficie permanece
constante, obtenemos

ZuisniszTZsfnf+GZai (1.22)

Y considerando las ecuaciones (1.19) y (1.20)

U* =TS* +oa+) un’ (1.23)
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La diferencia entre estas ecuaciones

dU* =TdS® + S°dT +oda+ado+ ) pudn’ +) nidy  (1.24)

Y con la ecuacion (1.15) resulta que

O:SSdT+adG+Znisdyi (1.25)
Asi a temperatura constante, obtenemos la ecuacion de adsorcion de Gibbs

~do=YTdy, (1.26)

S
n. . . . . . , .
Donde T, =—_ es el numero de moles de la especie I adsorbidas por unidad- de area superficie de la
a
superficie, es decir es la adsorcion de las especies 1 .

En el equilibrio, los potenciales quimicos en la superficie y el bulto son idénticos, para sistemas
ideales, podemos escribir

u =1 (P,T)+RTInx, (1.27)

,ul.o (P,T)es el potencial quimico estandar de la especie i el cual depende de la temperatura y presion, y

X, , es la fraccion mol de esta especie en el bulto. De esta manera la ecuacion de Gibbs se convierte en
~do=RT) I'dInx, (1.28)

Si aplicamos la ecuacion (1.28) a una sistema que contiene un tensoactivo (1) y agua (0), entonces

—do = RT[FO A @j (1.29)

xO xl
Ya que la suma de las fracciones es X, tX; = 1 , en donde de + dxl =0 de la ecuacion (1.29)

_do = RTdx, LL_&J (130)

XX

De manera mas general se puede utilizar la expresion (1.31) que es la isoterma de adsorcion

r__1 do (131
RT dIlnx
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Que se puede expresar en funcion de la presion superficial

1 drn

- (1.32)
RT dInx

En funcioén de la derivada de » con respecto de x la expresion es

X [dﬂ')
r=— = (1.33)
RT\ dx ),

La ecuacion (1.33) predice que al aumentar la concentracion de tensoactivo aumenta la presion
superficial, , conforme aumenta la cantidad de tensoactivo en la superficie (en regiones diluidas); y la

concentracion de superficie [ depende solamente de la derivada [31]. En la Figura 1.7 se observa el

comportamiento anteriormente descrito, siendo la derivada ¢x maxima cuando se acerca a la region
In x

de saturacion en la superficie (sefialada con un circulo en la Figura 1.7) y se comporta linealmente. Una
vez que se llega a la saturacion observamos una region asintdtica que inicia cuando se alcanza la
concentracion micelar critica en la que el tensoactivo ha saturado la superficie. En las vecindades entre
la maxima derivada y la region asintotica las propiedades del sistema son:

X = Xeme
=7
r=ry

Y la ecuacion (1.33) se puede escribir

dr
I'.RT = 1.34
’ [d In xja (39

La ecuacion (1.34) esta representada por la recta tangente en la Figura 1.7, si integramos la ecuacion
obtenemos

Teye =7 =T gRT (In Xy —Inx)
7T=(7Z'CMC —FSRTlnxCMC)+FSRTlnx (1.35)

Cuya pendiente corresponde a FSRT y la ordenada al origen corresponde a 7y —FSRT In Xewme -

Podemos calcular la presion de saturacion 7y con el promedio de los valores maximos de presion

superficial [31].
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A concentraciones mayores de tensoactivo las propiedades de superficie permanecen constantes.

404
35
30
25
20
15

10+

T T T T
-22 20 -18 -16 -14

Figura 1.7. Representacion de la ecuacion de Gibbs. Adaptado de la Ref. [31].

1.2.4. Proceso de Difusion

Si consideramos una superficie de un tensoactivo en equilibrio con el bulto de la solucion. Si la
superficie es deformada, comprimida o expandida; el equilibrio entre la superficie y el bulto es
perturbado y el sistema tratara de regresar al equilibrio cambiando el material activo superficialmente
entre la superficie y el bulto. Es claro que la difusion es un proceso importante de relajacion.
Considerando un proceso simple de difusion entre dos compartimientos en contacto, uno contiene una
solucion de azlicar y el otro compartimiento agua; el proceso de difusion se lleva a cabo.

Podemos introducir un nuevo concepto, la subsurperficie. Entonces, la superficie es un plano
matematico con el grosor igual a cero. Si viajamos a una distancia infinitesimal ., del plano
matematico, estamos en el bulto. El llamado subsubtrato es la region adyacente a la superficie y junto
al bulto. La concentracion en esta capa es la concentracion de la subsuperficie. Si tenemos una interfase
aceite/agua se tendran dos subsuperficies una en la fase agua y otra en la fase oleosa. Por tanto tenemos
dos concentraciones de subsuperficie.

Los fendmenos termodinamicos y difusionales son descritos del comportamiento de la materia, sin
considerar las moléculas. Ambos son teorias macroscopicas. Si consideramos la primera ley de Fick. Si
la solucion con concentracion . esta sujeta a un movimiento con una velocidad v, la cantidad de moles

del soluto que viajan hacia la superficie a esta velocidad, por unidad de tiempo es el flujo, fc , que

esta dado por
J =cv (1.36)

Si no se tiene conveccion (v =0), de acuerdo a la ley de Fick, la difusion del flujo es:
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J, =-DAc (1.37)

Indicando que la difusion es un proceso dirigido desde lugares con altas concentraciones, como
consecuencia termodindmica que nos dice que la entropia debe aumentar. En la ecuacion (1.37), D es

el coeficiente de difusion que asumimos es independiente de la concentracion ( D es constante a ciertas
temperaturas). Durante el proceso de difusion, la fuerza F, que actia sobre una molécula es el gradiente
del potencial quimico. En otras palabras en gradiente del potencial quimico es la fuerza que dirige el
proceso de difusion.

Ecuacion de Ward y Tordai

La ecuacioén considera la superficie de las soluciones de tensoactivo en equilibrio con el bulto, la cual es
repentinamente expandida o comprimida. La deformacion de la superficie es una funcion por pasos. La
condicion es que la deformacion de la superficie sea tan rapida para asegurar que ninguna molécula de
tensoactivo se intercambie con el bulto durante la deformacion. Si la expansion es muy rapida se
obtiene un superficie limpia a # = 0. Cuyas condiciones iniciales son:

c=0,I'=T enzr=0

DY) Vi
r=r0+2(—j coNt = [ e,(t= 1A (1.38)
T 0

La ecuacion (1.38) llamada de Ward and Tordai no es adecuada para describir los resultados
experimentales ya que contiene dos términos no conocidos I', Cg y A (funcion de decovulocion). Por

lo que se hacen aproximaciones para tiempos largos y cortos de la ecuacion de Ward y Tordai.

En esta tesis se trabajo con la aproximacion a tiempos largos, a cual que se expresa en funcion de
términos conocidos y medibles [32].

RTT?
o(t)=0, +—— | T (1.39)

donde O, es la tension superficial al equilibrio (mN m"), I', esla concentracion de superficie al

eq
equilibrio (mol m™), D representa el coeficiente de difusion (m* s™), C, es la concentracion del
copolimero en el bulto (mol m™), 7 es la temperatura (K), ¢ es el tiempo (s) y R es la constante de
los gases
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1.3. CALORIMETRIA

El término calorimetria se refiere a la medicion del calor. La energia de un sistema puede ser cambiada
por medio de trabajo o calor. Cuando la energia de un sistema cambia como resultado de la diferencia
de temperatura entre el sistema y sus alrededores, se dice que la energia se ha transferido como calor. El
calor soélo aparece en la frontera durante un cambio de estado y se manifiesta por un efecto producido
en el entorno. El anélisis de la energia involucrada en los procesos puede darnos informacién acerca del
sistema y modificaciones, tales como reacciones quimicas y procesos de interacciones moleculares

Se han creado instrumentos sumamente sensibles que han permitido la aplicaciéon de técnicas que
miden cambios de energia muy pequefios en funcion del tiempo. Este es el caso de la microcalorimetria.

La mayoria de los microcalorimetros son instrumentos diferenciales con celdas gemelas; en una de ellas
se tiene el material a medir y en la otra, el sistema de referencia. Cuando la sefal diferencial es
registrada, los efectos de las perturbaciones térmicas en los alrededores son cancelados [33]. En un
calorimetro adiabatico ideal no hay intercambio de calor entre las celdas del calorimetro y los
alrededores. El calor asociado al proceso que se realiza dentro de la celda es directamente proporcional

a la diferencia de temperatura observada entren los estados inicial y final, A7 , como se muestra en la
ecuacion

q=EAT (1.40)

En donde ¢ es el calor asociado al proceso, A7 es la diferencia de temperatura entre el estado inicial y

el final, Ea es la constante de calibracion, que en el caso ideal es igual a la capacidad térmica del
equipo. La potencia térmica, P , es proporcional al valor del incremento de temperatura de acuerdo a la

ecuacion

_EAT
dt

P (1.41)

En estos calorimetros la celda de reaccion esta separada de los alrededores por medio del bafio
termostatizado. Si la temperatura de la celda calorimétrica y los alrededores se mantienen idénticas
durante el experimento, no habra intercambio de energia. En un proceso endotérmico, para mantener la
temperatura constante, se libera energia eléctrica en la celda de reaccion. En los procesos exotérmicos
se puede instalar una barrera adiabatica entre la celda y el bafio termostato. La diferencia de
temperatura entre la barrera y la celda del calorimetro se mantiene en cero durante la medicion usando
calentamiento eléctrico. En el caso de los calorimetros de conduccion térmica, el calor liberado es
transferido de una celda de reaccion a los alrededores, y éste es el calor medido. Normalmente el flujo
de calor se registra por la pared de la termopila que esta entre las celdas del calorimetro y la fuente de
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calor. La diferencia de temperatura sobre la termopila provoca un aumento en la sefal de la potencia,
que es proporcional al flujo de calor.

El flujo de calor %, es proporcional a la diferencia de temperatura del termopar, de acuerdo a la
t

siguiente ecuacion

% =g AT (1.42)

Donde g; es el coeficiente de conductividad térmica efectiva del termopar. Dado que la termopila esta

compuesta por , termopares, se puede expresar el flujo de calor total como se expresa en la ecuacion

q,
i _ o pAT (1.43)
ks

De esta forma es posible obtener la energia relacionada con el proceso.

1.3.1. Calorimetria Diferencial de Barrido para Liquidos

La calorimetria diferencial de barrido, llamada DSC por sus siglas en inglés, es una técnica analitica
mas directa para estudiar sistemas moleculares, cuyas estructuras estan estabilizadas por numerosas
fuerzas débiles y, por consiguiente, susceptibles de experimentar transiciones conformacionales y/o
cambios de fase al calentar o enfriar en un intervalo de temperatura experimentalmente entre -20 °C a
130 °C. Siendo wuna técnica adecuada para caracterizar termodindmicamente sistemas
macromoleculares, biopolimeros y complejos [34]. Esta técnica mide la capacidad térmica aparente de
una disolucién macromolecular como una funciéon continua de la temperatura. A partir de esta funcion
es posible, si el sistema macromolecuar estd bien definido, la determinacion de los parametros
termodinamicos asociados a la transicion inducida por la temperatura: cambios de entalpia, AH ,

entropia, AS , energia de Gibbs, AG, y la capacidad térmica AC, -

La técnica mide directamente la funcion de particidén a través del 67. El conocimiento de los valores
termodinamicos y su dependencia de las condiciones del entorno, tales como pH, fuerza idnica,
naturaleza del disolvente, etc., unidos al conocimiento detallado de la estructura tridimensional de las
macromoléculas.

1.3.2. Formacion de Micelas Poliméricas Tribloque PEO-PPO-PEO

La micelizacion para los copolimeros anfifilicos de bloque es una caracteristica inherente mas compleja
que la convencional para moléculas de bajo peso molécular convencionales. La composicion y
polidispersidad es apreciable atn para copolimeros con poca polidispersion. En la practica, se
encuentran grandes diferencias en los valores determinados de CMC para este tipo de compuestos por
diferentes técnicas, debido a la sensibilidad del método.

En general, la micelizacion de los copolimeros tribloque, es un caso convencional de tensoactivo, que
obedece el modelo de asociacion cerrada, el cual asume que el equilibrio entre la dispersidad del
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copolimero (unimero) y multimolecular agregados (micelas). Hay dos aproximaciones del proceso
termodinamico: el modelo de separacion de fases, en el cudl las micelas son consideradas una fase
separada en la CMC, el modelo de accidon de masas que considera las micelas y los unimero que estan
un equilibrio de asociacion-disociacion[ 18, 20, 35, 36]. En ambas aproximaciones el cambio de energia
libre para la transferencia de un mol de anfifilo en solucion a la fase micelar, AG (energia libre de
micelizacion), en la ausencia de interacciones electrostaticas (los copolimeros PEO-PPO-PEO son no
i6nicos) esta dado por

AG = RT In(X ) (1.44)

Donde R es la constante de los gases, 7 es la temperatura, y Xcyc es la fraccion mol de la concentracion
micelar critica. Con la suposicién de que la concentracion de unimeros libres presente junto con las
micelas es constante e igual al valor de la CMC, en el caso del modelo de separacion de fases. Mientras
que el modelo de accion de masas supone un nimero de agregacion grande para la micela. Aplicando la

ecuacion de Gibbs-Helmholtz, se puede expresar la entalpia de micelizacion estandar, AH |

AH:_RTzl:aln(XCMC):‘
P

or (1.45)

AH =R Oln(X )
o(1/T)

Finalmente, la entropia de micelizacion por mol de tensoactivo, AS' , se puede obtener

AS = (AH -AG) (1.46)
T

En el caso de la micelizacion para los copolimeros

OIn(X ) _ o(X) (1.47)

o(1/T)  o(l/T,,)

Donde X es la concentracion expresada como fraccion mol, y TCMT es la temperatura de micelizacion

critica; se convierte en

M:R{M} (148)
o/ Toyr) |,

El inverso de los datos de temperatura de micelizacion critica graficados contra la funcion logaritmo de
la concentracion generalmente muestra linealidad, Figura 1.8. De la grafica es posible calcular la
entalpia de micelizacion estandar AH® [18].
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Figura 1.8. Grafica del inverso de T CMT contra logaritmo natural de la concentracion
para diferentes copolimeros PEO-PPO-PEQO. Adaptado de la Ref. [18§]

1.4. MICELAS POLIMERICAS Y SU USO EN FARMACIA

1.4.1. Generalidades

Los copolimeros de bloque que en solucidon acuosa, se asocian para formar estructuras con un dominio
interno denominado nucleo micelar, que es capaz de solubilizar y albergar farmacos liposolubles,
mientras que los bloques hidrofilicos conforman una corona que se encuentra en contacto directo con el
medio externo. La encapsulacion del farmaco dentro de la micela previene su interaccion con el medio
externo, aumentando la estabilidad fisicoquimica. La corona constituye una interfase entre el reservorio
del farmaco y el medio [37-41]. Dependiendo de las propiedades como concentracion, solubilidad,
micro-viscosidad, espesor y porosidad y de la interaccion farmaco/nucleo, la cesion del farmaco
encapsulado sera mayor o menor.

Las micelas poliméricas se pueden administrar por via oral, ocular y comiinmente parenteral. Presentan
una toxicidad mas baja que los tensoactivos comunes. También, son fisicamente mas estables frente a
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la dilucién, manteniéndose agregadas aun después de ser diluidas hasta concentraciones finales por
debajo de la CMC. Esto contribuye a que mantengan su integridad durante un tiempo mds prolongado
cuando se encuentran en el torrente circulatorio. Por el contrario las micelas de tensoactivos comunes se
disgregan con facilidad al diluirse, liberando instantaneamente el farmaco encapsulado en su centro
hidrofébico al medio de dilucién. La estabilidad fisica de las micelas poliméricas frente a la dilucion
depende de la diferencia entre la CMC [42] y la concentracion final, el peso molecular, el HLB del
polimero, y también de la naturaleza del farmaco encapsulado [43].

La capacidad de las micelas poliméricas para alojar a un farmaco se puede expresar de diferentes
formas:

1) Larelacion entre las cantidades de farmaco dentro y fuera de la micela, denominada coeficiente
de reparto micela-agua.

2) El nimero de moles de farmaco solubilizados por gramo de bloque hidrofébico.

3) Larelacion de solubilizacion molar (relacién molar farmaco/copolimero).

La incorporacion de una molécula de farmaco al nicleo micelar es un proceso complejo que depende
de los pardmetros moleculares y fisicoquimicos tanto de la micela como del firmaco. Para el
copolimero, las propiedades mas relevantes son el peso molecular y el HLB. Los copolimeros con pesos
similares generan ntcleos mas hidrofobicos de mayor tamafio y con mayor capacidad de encapsulacion.
La propiedades del farmaco como peso molecular, volumen, lipofilia (coeficiente de reparto, logP),
punto de fusion, tendencia a la agregacion y presencia de grupos funcionales especificos que pueden
interactuar con la micela también condicionan su incorporacion a la micela.

La intensidad de las interacciones entre las moléculas de farmaco afecta considerablemente la
solubilidad. La solubilizacion requiere el establecimiento de interacciones soluto-disolvente de mayor
intensidad que las fuerzas soluto-soluto. En el caso particular de la solubilizacion micelar, las
interacciones farmaco-micela desempefian un papel fundamental. Cuando mas intensas sean, mayor
sera la capacidad de solubilizacion de las micelas. En general, firmacos con temperatura de fusion baja
se encapsulan mas eficientemente [49,50].

El estudio de los fendmenos de agregacion y de las propiedades de las micelas poliméricas es esencial
para comprender el comportamiento fisicoquimico y bioldgico de los nanotransportadores. Algunas
propiedades que se pueden estudiar son: la concentracion micelar critica, la temperatura de micelar
critica, el tamafio hidrodinamico micelar y la distribucion de tamafios a distintos tiempos, el punto de
enturbiamiento, los fendmenos de inestabilidad que se manifiestan por un aumento de tamafio micelar,
la polidispersion y la modificacion del punto de enturbiamiento.

1.4.2. Hidrogeles

Los hidrogeles son redes tridimensionales poliméricas capaces de adsorber grandes cantidades de agua
[42, 44], que pueden ser quimicamente estables ¢ pueden degradarse, eventualmente desintegrarse y
disolverse. Se pueden clasificar por la naturaleza de los enlaces que participan en la reticulacion de las
cadenas como fisicos o quimicos. Los geles fisicos o llamados “reversibles”, en los cuales sus redes se
mantienen por enredos moleculares, y/o fuerzas secundarias como: fuerza ionica, puente de hidréogeno o
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fuerzas hidrofobicas, Figura 1.9. Estos geles no son homogéneos, debido a que los agregados, dominios
asociados hidrofobicamente o i6nicamente pueden formar la inhomogeneidad. También las cadenas
terminales y los cadenas sueltas se pueden considerar como defectos en el gel fisico.

Los hidrogeles quimicos o llamados “permanentes” estdn formados por cadenas entrelazadas
covalentemente. Este tipo de geles se pueden generar por el entrecruzamiento de polimeros solubles en
agua o por la conversion de polimeros hidrofobicos a polimeros hidrofilicos para formar la red. No son
homogéneos, debido a que contienen regiones con baja capacidad de hinchamiento y alta densidad de
entrecruzamiento, también hay regiones de alto hinchamiento y baja densidad de entrecruzamiento.
Probablemente por la agregacion hidrofobica del agente reticulante, Figura 1.9.

Los hidrogeles fisicos o quimicos, presentan diferentes estructuras entre ellas estan: las redes
entrecruzadas de homopolimeros, copolimeros lineales, copolimeros de bloque y copolimeros de
injerto; complejos poliidn-ion multivalente, poliidn-poliidon o puentes de hidrogeno; redes hidrofilicas
estabilizadas por dominios hidrofébicos; mezclas fisicas. Presentan diferentes formas fisicas (a) solidos
(ejemplo lentes de contacto suaves), (b) matrices de polvos compactos (ejemplo tabletas o capsulas de
ingestion oral), (c) microparticulas (ejemplo transportadores bioadhesivos o tratamientos para
quemaduras), (d) recubrimientos (ejemplo en implantes o catéteres; en capsulas o tabletas, o
recubrimientos en el interior del capilar en la electroforesis capilar), (¢) membranas u hojas (ejemplo
parches transdérmicos de liberacion prolongada, o para geles de electroforesis en dos dimensiones), (f)
capsulas solidas y (g) liquidas (ejemplo para formar geles por calentamiento o enfriamiento).

Figura 1.9. Esquema de los métodos de formacion de hidrogeles por modificacion quimica
de un polimero hidrofébico.
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El agua en el hidrogel determina la permeacion, cuando el hidrogel comienza a absorber agua, las
primeras moléculas de agua entran a la matriz hidratando la parte hidrofilica en la estructura del
polimero. Como resultado se tienen los primeros enlaces con el agua. Al hidratarse la red, se exponen
los grupos hidrofobicos obligados a interactian con moléculas de agua, conduciendo a enlaces
hidrofobicos con el agua, segundos enlaces de agua. A los primeros y segundos enlaces con el agua se
les llama agua total unida. Después la red embebera agua adicional, debido a la fuerza osmotica de las
cadenas de la red. Este hinchamiento adicional es opuesto al entrecruzamiento fisico o quimico, dando
lugar a una fuerza de retraccion eldstica. Asi, el hidrogel alcanzard un nivel de equilibrio de
hinchamiento. El agua embebida que llena los espacios entre las cadenas de la red o el centro de los
poros, macroporos o huecos, es llamada agua libre o de bulto. Si las cadenas de la red son degradables,
el gel comienza a desintegrarse y disolverse, a una velocidad dependiendo de su composicion.

Una caracteristica interesante de los polimeros tribloque PEO-PPO-PEO es su transicion (sol-gel) sin
ninguna reaccion quimica o estimulo externo. La fase sol se define como un fluido corriente mientras
que la fase gel no fluye, Figura 1.10. Esta transicion se presenta por arriba de una cierta concentracion
de polimero llamada, concentracion critica de gelificacion CCG. La CCG es inversamente proporcional
al peso molecular del polimero y la formacion de las interacciones en la red es un requisito que
determina la gelacion. Las interacciones deben ser suficientemente fuertes para evitar la disolucion del
polimero en el disolvente [45].
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Figura 1.10. Dependencia de los modulos de almacenamiento (G’, simbolos cerrados) y de
pérdida (G*’, simbolos abiertos).Para una solucion acuosas de P123 (14 % m/m): (A) sin
griseofulvina, (o) con 50 pg/mL de griseofulvina y (o0) 100 pg/mL de griseofulvina.
Tomado de la REF. [46]

La determinacion del limite entre la fases sol y gel depende del método experimental. Una simple
evaluacion es la prueba de tubo invertido, cuando un tubo que contiene una solucion es inclinada. Se
define como fase sol si la solucion fluye al mover el tubo. En la fase gel no hay flujo. El flujo es una
funcion del tiempo, la velocidad de inclinacion, cantidad de solucion y el diametro del tubo. Cuando la
gelacion es inducida por el calentamiento, en los experimentos de calorimetria diferencial de barrido
aparece un pico endotérmico durante el calentamiento determinando la transicion de temperatura, asi
como la entalpia de gelacion [45, 47].
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Los hidrogeles son utilizados en la industria farmacéutica en distintas areas. En la ingenieria de tejidos,
debido al gran tamafio de sus poros, se pueden utilizar como dispositivos de intercambio pasivo o
sistemas que encapsulan células de tejidos humanas o animales, también pueden liberar factores de
crecimiento, creando poros en los cuales las células pueden penetrar y proliferar.

Otro uso es como nanoacarreadores que interactuan revistiendo la mucosa del tracto gastrointestinal,
coldn, vagina, nariz y otras partes del cuerpo, debido a su habilidad para prolongar su tiempo de
residencia en el sitio de localizacion.

Los hidrogeles residen naturalmente en los tejidos mas que cualquier otra clase de materiales
biosintéticos, su alto contenido de agua contribuye a su biocompatibilidad.

Los excipientes son incluidos en las formulaciones farmacéuticas como vehiculos inertes que proveen
el peso necesario, consistencia y volumen para la correcta administracion de los ingredientes activos.
Pero en las formas farmacetticas modernas ofrecen papeles multifuncionales como mejora de la
estabilidad, liberacién y biodisponibilidad de los ingredientes activos, mejora la aceptacion por el
paciente y las funciones tecnoldgicas. El uso de polimeros derivados de plantas en la industria
farmaceutica incluye la fabricacion de matrices solidas, implantes, peliculas, microparticulas,
nonoparticulas, sistemas inhalables e inyectables asi como en formulaciones viscosas liquidas
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2. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LA MEZCLA
PLURONIC (PEO;p-PPO7p-PEQO;)-HIDROXIETIL CELULOSA

2.1. OBJETIVO E HIPOTESIS

Objetivo General:

Hacer un estudio sistematico de las propiedades de superficie y los parametros
termodinamicos (AH,,) se la mezcla Pluronic (PEOy-PPO7-PEO,,, P123)- Hidroxietil
celulosa (HEC) que coadyuve a mejorar la solubilidad de amiodarona (ADA).

Objetivos Particulares:

Conocer la capacidad de los polimeros P123 y HEC para aumentar la solubilidad de ADA.
Identificar el fenomeno de agregacion entre el P123 y HEC, por medio de los cambios
sobre el perfil tensiométrico del P123 (con mayor actividad superficial) al adicionar HEC y
ADA.

Conocer los parametros termodinamicos relacionados con el proceso de agregacion entre el
P123 y HEC, P123 y ADA y P123-ADA-HEC, por medio de la calorimetria diferencial de
barrido.

Identificar el tamafio de las posibles estructuras formadas por los componentes individuales
o sus mezclas, por medio de dispersion dinamica de luz.

Hipotesis:

1) Los Pluronics se utilizan para solubilizar farmacos, sin embargo estas micelas se disgregan

en medio fisioldgico. En esta tesis planteamos la hipdtesis de que al adicionar HEC a una
solucion de micelas de P123 cargada con un farmaco hidrofobico se formaran agregados de
mayor tamafio. Este agregado podria retardar la disgregacion de la micela. Si esta
interaccion ocurre entre los polimeros entonces se observaran cambios en las propiedades
de superficie, termodinamicas y en mediciones de dispersion dinamica de luz.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Materiales

Se utilizaron los siguientes compuestos: a) un copolimero tribloque con una composicion promedio
PEO,y- PPO4-PEO,; comercialmente llamado P123 de la marca Aldrich y utilizado sin ninguna
purificaciéon adicional. La masa molar reportada por el proveedor es 5750 g mol™; b) la hidroxietil
celulosa (HEC) conocido comercialmente como Natrosol de la marca Hercules; cuya masa molar fue
determinada en este trabajo por el método de viscosidad intrinseca resultando en 335 000 g mol™; ¢) el
clorhidrato de amiodarona (ADA) grado farmacéutico de la marca Parafarm y utilizado sin ninguna
purificacion adicional, con una masa molar de 681.77 g mol™”. El agua utilizada fue destilada y
desionizada con un sistema de filtros Millipore (Simplicity).Las soluciones poliméricas se prepararon
por pesada con una balanza analitica Ohaus, dejandose bajo agitacion magnética durante 24 h para
asegurar su completa disolucion.

2.2.2. Estudios de Solubilidad de la Amiodarona y Calculo del Porciento de Encapsulacion.

2.2.2.1. Curva de Calibracion para Amiodarona

Se elabor6 una curva de calibracion para amiodarona en agua por triplicado mediante espectroscopia
UV-visible a 240 nm en un intervalo de concentraciones entre 5-30.5 ug/mL. El espectofotometro
utilizado fue de la marca Cary-Bio50 Varian/Agilent, Australia.

2.2.2.2. Célculo de la Solubilidad

Se prepararon diferentes soluciones acuosas de P123 ((P123x + H,0), x=1, 2.5, 3.5, 10 5 % m/m) y
HEC ((HECy + Hy0), y=0.5, 1, 2.5 y 3.5 % m/m) para estudiar la capacidad de las soluciones
poliméricas de aumentar la solubilidad de amiodarona. Se pesé una cantidad conocida de farmaco
(aproximadamente 10 mg) dentro de viales con capacidad de 10 mL, después se agregaron 5 mL de
cada una de las soluciones poliméricas. Estas soluciones con farmaco fueron preparadas por triplicado y
se mantuvieron en agitacion a temperatura ambiente por 48 h. Pasado el tiempo, las soluciones
saturadas fueron filtradas con un filtro de membrana de PVDF con un tamafio de poro de 0.22 pum. El
filtrado obtenido, se colocd en una celda de cuarzo durante 15 min a 298.15 K para termostatizarlas. La
concentracion de farmaco en el filtrado se determiné por medio de espectroscopia con adecuada
dilucion en agua cuando fue necesario.

2.2.2.3. Porcentaje de Encapsulacion Eficaz (EE %)

El porcentaje de encapsulacion eficaz (EE %) se calculd de acuerdo al protocolo propuesto por
Linares-Alba et al [48]. Para los sistemas: (P123x + H,O), con x= 1y x=3 % m/m; (P123x + H,O ) +
HECy con x=1, y=0.5 % m/m; y x=3, y=0.62 % m/m. Las soluciones de P123 con ADA se prepararon
como se menciond previamente, seguida de la adicion de HEC solido. Después de 24 h de agitacion, se
observa la completa disolucion de los compuestos, las soluciones se centrifugaron a 14 000 g usando
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filtro para centrifuga Amicon Ultra 0.5 mL (Millipore Co.) para remover el farmaco no encapsulado. La
concentracion de ADA en el filtrado se determiné y el EE % se calcul6 con la siguiente ecuacion:

Clotul — Cllb/‘e %100 (2 . 1 )

total

EEY% =

2.2.3. Viscosidad Intrinseca

La masa molar promedio de HEC se determino usando el método de viscosidad intrinseca y la ecuacion
Mark-Houwink (una explicacion mas detallada se encuentra en el anexo 5.2.1). Para obtener la
viscosidad capilar, se utilizd un viscosimetro capilar Cannon-Ubbelohde 0B (state College, PA USA).
Todas las mediciones fueron hechas a 298.15 K (utilizando un bafio termostato). Obteniendo un valor
de 335 000 g mol ™.

2.2.4. Tension Superficial Dindmica (método gota pendiente)

La tension superficial dindmica es una técnica capaz de calcular la tension superficial en funcion del
tiempo, partiendo de una superficie sin tensoactivo hasta que se alcanzan las condiciones de equilibrio.
En este proceso las moléculas de tensoactivos que se encuentran en el seno de la disolucion se trasladan
hasta la interface aire-agua donde seran adsorbidas. El intervalo de tiempo en el que se alcanza la
tension superficial de equilibrio depende del tipo de tensoactivo y de la concentracion, variando de
milisegundos a horas [49]. El fundamento de la técnica se encuentra en el anexo 5.2.2.

Equipo

Las mediciones de tension superficial dinamica fueron realizadas al menos tres veces utilizando un
tensiometro automatico con angulo de contacto OCA-20 (Dataphysics Instruments, Germany) a
298.15 K. Este equipo esta conformado por una base en la que se fija un marco que sirve de carril para
una barra movil y como soporte para un cubo de acrilico desmontable. Sobre el cubo se encuentra una
celda de doble chaqueta que permite trabajar a temperatura constante.

Las jeringas de precision fueron llenadas con soluciones preparadas 24 h antes de las mediciones. Una
vez llena la jeringa fue introducida dentro de la celda transparente y termostatizada por 20 min
aproximadamente para alcanzar el equilibrio térmico. Con la solucion dentro de la jeringa se formo una
gota que fue grabada durante 5 u 8 h, usando una luz de contraste para mejorar el video. La tension
superficial se calculd por medio del software del equipo.
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2.2.4. Calorimetria Diferencial de Barrido

La calorimetria diferencial de barrido (DSC, por sus siglas en Inglés “Differential Scanning
Calorimetry) es una técnica experimental muy utilizada para estudiar sistemas moleculares, cuyas
estructuras son estabilizadas por interacciones débiles; susceptibles de experimentar transformaciones
conformacionales y/o cambios de fase al calentar o enfriar el sistema en un intervalo de temperatura
[50]. Algunos materiales que se caracterizan por esta técnica son las proteinas, polimeros, liposomas,
vesiculas etc. El fundamento de la técnica se encuentra en el anexo 5.2.3.

Equipo VP-DSC de Microcal

El equipo utilizado para determinar las capacidades térmicas en este trabajo fue un VP-DSC de
Microcal (Northmpton, MA, USA). El equipo cuenta con un analizador que permite programar y
controlar barridos de temperatura en un intervalo de 283.15 a 353.15 K. El equipo utiliza un
mecanismo interno basado en el efecto peltier, no requiriendo dispositivos internos para calentar o
enfriar.

Como se utilizan muestras liquidas, para evitar la ebullicion y la formacion de burbujas, el
microcalorimetro cuenta con un sistema de presurizacion con tapon de rosca que al cerrar, permite
mantener una presion de exceso de 3 atm durante la medicion. Las celdas se encuentran montadas en un
bloque fijo de forma cilindrica con un volumen de 0.532 mL. Debido a que el microcalorimetro
funciona de modo adiabatico, las celdas son recubiertas con dos corazas concéntricas, una coraza
interna y otra externa que las separa del medio exterior, que son controladas por un sistema de
retroalimentacion por lo que sus temperaturas, son semejantes a las de las celdas.

A este tipo de equipos se les denomina diferencial ya que lo que se mide es la potencia de
compensacion que el equipo suministra para igualar la temperatura entre dos celdas semejantes. Una de
ellas, actia como referencia, que en el experimento convencional contiene el disolvente, mientras que la
otra contiene la muestra, que es una disolucioén de la macromolécula, la cual es el objeto de estudio.

El procesamiento de los datos experimentales, se lleva a cabo mediante el software VP-Viewer de
Microcal, que permite calcular areas bajo la curva (AH de transicion conformacional) a partir de las
graficas de potencia contra temperatura (termogramas).

Las soluciones son previamente desgasificadas durante 15 min en un equipo de vacio TermoVac. Una
vez desgasificadas, se utiliza una jeringa de vidrio limpia y seca de 0.5 mL Hamilton (Reno, NV, USA)
que se llena con la disolucion. La aguja de la jeringa se inserta en el agujero de la celda. Introduciendo
el contenido de manera que no se formen burbujas en el interior. Después de retirar la jeringa se elimina
el exceso del fluido en el reservorio, repitiéndose el procedimiento en la otra celda. Una vez que las
celdas fueron llenadas, se coloca el tapon presurizador quedando cerrado herméticamente.

Primero, se realiza un barrido de agua contra agua en el equipo antes de realizar las mediciones de las
soluciones. Después, los barridos de las soluciones se realizaron 6 veces para observar la repetibilidad
de los resultados. La capacidad térmica fue analizada después de la substraccion del barrido de agua
contra agua, estableciendo las lineas bases de pre- y post- transicion independientes. Construyendo una
linea base sigmoidal debajo del pico de transicion, para el analisis.
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2.2.5. Dispersion Dinamica de Luz

La dispersion dinamica de luz (DLS por sus siglas en inglés “dynamic light scaterring”) es una técnica
que mide el movimiento Browniano y lo relaciona con el tamafio de las particulas; basada en el
fenomeno fisico de la dispersion de la luz debido a la interaccion radiacidn-materia. Esto se logra
iluminando las particulas con un ldser y analizando las fluctuaciones de la intensidad de la luz
dispersada [51]. El Fundamento de la técnica se encuentra en el anexo 5.2.4.

Equipo

El equipo utilizado para medir los didmetros hidrodinamicos fue un Nanosizer ZS ZEN (3600)
(Malvern Instruments, USA), con un angulo de 173 °. El arreglo tipico de un sistema de dispersion
dindmica de luz est4 formado por 6 componentes principales. (1) Un rayo laser que es la fuente de luz
que ilumina la muestra contenida en una celda (2). Para soluciones diluidas la mayor parte del rayo
laser pasa a través de la muestra, pero una fraccion es dispersada por las particulas de la muestra en un
angulo 0. Un detector (3) es usado para medir la intensidad de luz dispersada en un angulo 173 °. (4)
Un atenuador para reducir la intensidad del rayo laser y por lo tanto la intensidad de la luz dispersada.
(5) El correlacionador es el dispositivo en el que la sefial de intensidad de dispersion que viene del
detector, se hace pasar por un tablero de procesamiento de sefial digital (compara la intensidad de
dispersion en intervalos de tiempo consecutivos para derivar la velocidad a la que la intensidad es
variable). Finalmente los datos obtenidos son analizados mediante un (6) software y se obtiene el
tamafio.

Para realizar las mediciones de los didmetros hidrodinamicos (dy), las soluciones fueron filtradas con un
filtro de membrana de PVDF con un tamaiio de poro de 0.22 um, después del filtrado las soluciones se
colocaron en una celda de cuarzo y fueron termostatizadas. Basados en los experimentos de
calorimetria diferencial de barrido las mediciones de d, se realizaron a tres diferentes temperaturas
dependiendo del sistema, en el caso de la solucion de HEC, la medicion del d;, se realizd a 298.15 K.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Solubilizacion de la Amiodarona

La amiodarona (ADA) es un farmaco hidrofébico con una solubilidad en agua del 0.04 % m/m
(determinada en este trabajo por espectroscopia UV- Visible). Algunos ejemplos de los espectros de
absorbancia de amiodarona en agua se muestran en la Figura 2.1. El espectro muestra un claro pico a
240 nm que incrementa al aumentar la concentracion de farmaco. Dicho pico se utiliza para caracterizar
las soluciones con farmaco.

ADA [10 pgiil] + D ADA [20 ug/mL] + H,0

ADA [25 pg/mL] + H,O

Figura 2.1. Ejemplos de espectros de absorcion para el sistema ADA + H,O a diferentes
concentraciones.
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La curva de calibracion se calculd a partir de diferentes disoluciones de amiodarona en agua en un
intervalo de concentracion entre 5-30.5 pg/mL. Las cuales fueron leidas por espectroscopia UV-visible.
Construyendo la grafica de absorbancia vs concentracion, Figura 2.2, se ajusta a los datos
experimentales la ecuacion de una linea recta cuya r’ es 0.9982. Con los datos del ajuste lineal es
posible calcular las concentraciones de farmaco en las diferentes soluciones poliméricas.

T T T
1,0 4 -
0,8 .
8 064 .
Q
c
@©
o
-
o 04 - T
8 Equation y=a+b*
< Weight Instrumental
Residual 0,15318
Sum of
0,2 4 ORISR .
Pearson's r 0,99928
Adj. R-Squar 0,99819
Value Standard Erro
0,0 G Intercept -0,0668 0,01076 | |
G Slope 0,03249  6,18456E-4
T T T T T T
0 10 20 30

Concentracion de ADA /ugmL'1

Figura 2.2. Curva de calibraciéon de amiodarona en agua. Los datos experimentales se
encuentran en el Anexo 5.3.1

Primero, se evaltia la capacidad de los polimeros P123 y HEC en solucion acuosa para solubilizar ADA.
Los resultados se reportan en % m/m como se pidid en la revista Colloids and Surface A:
Physicochemical and Engineering Aspects, para su publicacion. En el caso de la solucion con HEC, no
es capaz de solubilizar ADA, ya que no se encuentra un pico en el espectro de UV-visible a 240nm
como se observa en la Figura 2.3 (a). Por otra parte, en los espectros de absorbancia para las soluciones
de P123, Figura 2.3 (b), (c), (d), si se observa un pico a 240 nm que permite obtener la cantidad
solubilizada de ADA. EI valor del pico de absorbancia en las diferentes soluciones depende de la
dilucion. Los resultados de muestran en la Tabla 2.1, las soluciones de P123 aumentan la cantidad de
ADA solubilizada, al aumentar la concentracion.
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(a) (b)

(c) (d)

Figura 2.3 Espectros de absorcion para diferentes concentraciones de soluciones
poliméricas. El valor de absorbancia depende de la dilucion de la solucion.

Sin embargo, si HEC se adiciona al sistema (P123+ H,O)+ADA, se obtiene una solucion transparente
(sistema (P123+ H,O)+ADA-+HEC) cuyo espectro de absorcion presenta el pico a 240 nm, Figura 2.4,
que no altera la solubilidad del ADA obtenida en las soluciones de P123 al 1 y 3 % m/m,
respectivamente. La presencia de ADA dentro de las micelas poliméricas se confirm6 con la
determinacion del porcentaje de encapsulacion (EE%) en algunas de las formulaciones y con los datos
de tension superficial (se presentan mas adelante). La adicion de HEC a la solucion de P123 al 1 % m/m
incrementa la eficiencia de encapsulacion en 30 %. Por el contrario, el EE% no se modifico por la
presencia de HEC en las soluciones con P123 a 3% m/m (Tabla 2.1).
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Figura 2.4. Espectro de absorcion para el sistema P123 [1% m/m] + HEC.

Tabla 2.1. Solubilidad de ADA y EE% en diferentes sistemas.

Sistema Solubilidad / % m/m EE %
(ADA + H,0) 0.04 £ 0.01 -
(HEC + H,0) + ADA 0 -
(P123x + H,O) + ADA
x /% m/m
1 0.22 £0.01 64
2.5 0.5+0.01 -
0.84 £0.02 94
1.20 £ 0.1 -
10 2.00£0.7 -
(P123x + H,0) + ADA + HECy
x /% m/m v/ % m/m
1 0.5 0.22+0.1 98
3 0.62 0.84 £ 0.02 95

2.3.2. Tension Superficial

El comportamiento de los sistemas puros (P123 + H,O) y (HEC + H,0) y sus mezclas (Tabla 2.2)
fueron estudiados por tensiometria de gota pendiente a 298.15 K. Con esta técnica se obtiene la tension
superficial dinamica en funcion del tiempo. Ejemplos de los datos experimentales obtenidos con esta
técnica para una solucion del sistema (P123 + H,0) se muestran en la Figura 2.5. Donde se observa una
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disminucion de la tension superficial con respecto del tiempo; en los primeros 400 segundos se observa
una rapida caida de la tension superficial debido a que la interface se encuentra desocupada y los
mondémeros de P123 viajan hacia ella; entre 400 y 1700 segundos la disminucion en la tension
superficial es lenta conforme se van ocupando los lugares en la interface; pasando los 1700 segundos
los valores de la tension superficial estan entre 34.32-34.12 mNm™ practicamente constante. El mismo
comportamiento se observa en todas las soluciones estudiadas. La disminucion en la tension superficial
depende del material y la concentracion de la solucion.

Tabla 2.2. Composicion de los sistemas estudiados por tension superficial dinamica.

Sistema P123/ % m/m HEC/ % m/m
(HECy + H,0) x=0 y=1x10"t02
(P123x + H,0) x=3x10%a0.5 y=0

(P123x + H,O ) + HECy x=5x10°a0.061 y =0.001
(P123x + H,0) + HECy x=5x10%20.03 y =0.005
(P123x + H,0) + ADA" x=0.5 y=0

(P123x + H,0) + ADA” + HECy x=0.5 y =0.005

“ La concentracion de ADA es 0.16 % m/m.

60 A 4

55+ —A— Experimento 1 B
—m— Experimento 2

50

45

o (t)/mNm®

" ‘\,k._‘ -

35 B

30

T T T
0] 1000 2000 3000
/s

Figura 2.5. Muestra la tension superficial dinamica de una solucion de (P123 (0.003 %
m/m) +H,0) a 298.15 K (-4-) experimento 1; (-®-) experimento 2. Los datos
experimentales se encuentran en el Anexo 5.3.2.
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Para obtener adecuadamente la tension superficial al equilibrio (O,,) de los datos de tension

superficial dindmica, se utilizé la ecuacion de Ward y Tordai para tiempos largos [32] ecuacion 1.39.

De esta forma, cuando o (¢) es graficada vs t'2, se observa un comportamiento lineal del cual la
ordenada al origen corresponde ala O, [52, 53]. La Figura 2.6 es un ejemplo de el ajuste lineal del
modelo de Ward and Tordai, cuya  es 0.98403; el mismo ajuste se realizo con todos los experimentos
de tension superficial dindmica para los sistemas de la Tabla 2.2. Con los valores de O, (Anexo

5.3.3) se construyen las Figuras 2.7 y 2.10.

T T T T T T T
60 Equation y=a+b* n
Weight No Weighting
Residual Sum 0,01407
of Squares
55 1 Pearson's r 0,99241 E
Adj. R-Square 0,98403
Value Standard Error
H:_‘ 50 TS Intercept 32,03309 0,0707 i
E TS Slope 95,45829 2,78844
2
z 2 RT [11
é O-(t),‘)m = Ueq - ~
454 - 2C, D
= n
o O-é’q
[ ]
40 - i
. [ ]
n®
35 _//.. |
30 T T T T T T T
0,02 0,04 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14 0,16

1t [s™]

Figura 2.6. Ajuste de la ecuacion de Ward y Tordai para tiempos largos a los datos de
tension dinamica de una solucion de (P123 (0.003 % m/m) + H,0). Los datos
experimentales se encuentran en el Anexo 5.3.2.

La Figura 2.7 muestra la tension superficial al equilibrio como funcion de la fraccion mol de P123 o
HEC. El perfil del sistema (P123 + H,0) puro muestra dos puntos de inflexion en la grafica, el primero
ha sido atribuido a la transicion de mondémeros a unimicelas, mientras que el segundo se atribuye a la
transicion de unimicelas a micelas (concentracion de agregacion critica, CAC). Después de estos dos
puntos de inflexion, la tension superficial se mantiene constante e independiente de la concentracion.
En el caso de (HEC + H,0) a 298.15 K, la tensién superficial es constante a 60.4 mN m™ en todo el
rango de concentraciones estudiadas y este valor esta de acuerdo con los previamente reportados por
Djuve et al [52].

1
t
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Figura 2.7. Tension superficial al equilibrio (O, ) para el sistema (P123 + H,0O) como

funcién de la fraccion molar de P123 (®). O, para el sistema (HEC + H,O) como
funcion de la fraccion molar (¥) a 298.15 K. Anexo 5.3.3.

La Figura 2.8 (a) muestra la tension superficial dindmica para (P123 + H,O) a tres diferentes
concentraciones: por debajo de las CAC (x=0.001%), en la CAC (x=0.0068 %) y mayor a la CAC
(x=0.02%). Por debajo de la CAC, la tension superficial disminuye lentamente con el tiempo. Para las
concentraciones en la CAC, la caida en la tension superficial es rdpida, tomando la tension de
equilibrio a 3000 s, cuyo valor es 32.3 mN m™. La Figura 2.8 (b) muestra el sistema (P123 + H,0)
+HEC con una concentracion 0.001% en este sistema a concentraciones de P123 por debajo de la CAC,

aumenta el valor de O, comparado con el sistema sin HEC para tiempo menores a 1500 segundos.

Esto puede sugerir que los mondémeros de P123 pueden interactuar con HEC y la superficie estara
menos ocupada por mondémeros de P123. En la Figura 2.8 (b) también se muestra un rapido decremento
en la tension superficial cuando la concentracion de P123 es la de la CAC y por arriba de la CAC. Sin
embargo, la Figura 2.8 (c) muestra que en las soluciones de (P123 + H,O) + HEC con 0.005%, toma
mas tiempo obtener el equilibrio que con y=0.001%, ya que después de los 1000 segundos en el sistema
y=0.001% la tension superficial en la solucion con x=0.0068 % no varia y en el sistema con y=0.005%
después de los 1000 segundos la tension superficial sigue disminuyendo lentamente. Este efecto sugiere
un incremento en la interaccion entre HEC y los mondémeros de P123 que forman el complejo, el cual
disminuye la actividad superficial de la mezcla. Este comportamiento ha sido previamente reportado
para sistemas polimero-tensoactivo e indica que la actividad superficial del complejo polimero-
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tensoactivo depende de la interaccion entre los componentes y los cambios conformacionales en la
adsorcion [6, 54]. Por lo tanto, un aumento en la tension superficial aparece a bajas concentraciones

cuando HEC esta presente.
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Figura 2.8. Tension superficial dindmica (o) vs. ¢ para el sistema (P123x + H,O) + HECy,

donde x es la concentracion de P123 menor a la CAC (g, x =0.001 % m/m), en la CAC (o,

x =0.0068 % m/m) y mayor a la CAC (A, x = 0.02 % m/m); y es la concentraciéon de HEC
que toma valores de (a) 0.00 % m/m; (b) 0.001 % m/m y (c) 0.005 % m/m

respectivamente. Los datos experimentales se encuentran en el Anexo 5.3.4 Tablas A5, A6

y A7.

La Figura 2.9 muestra un ejemplo de la grafica de o (£) vs t' para el sistema (P123x + H,0) + HEC

[0.005 % m/m] a cinco diferentes concentraciones de P123. Observamos que a bajas concentraciones la

pendiente es mas grande y disminuye con el aumento de la concentracion de P123. De esta manera es

posible obtener la tension al equilibrio, aplicando la ecuacion 1.39.
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Figura 2.3. Tension superficial dinamica(c) vs. t"* para el sistema (P123x + H,0) +
HECy, donde y = 0.005 % m/m; x= 0.00075 % m/m (©), 0.002 % m/m (o), 0.004 % m/m
(A), 0.006 % m/m (+) y 0.015 % m/m (-).

Con los valores de O, (Anexo 5.3.3) fue posible la construccion de la Figura 2.10, la cual muestra la

dependencia de O, con la concentracion para los sistemas (P123x + H,0O) y (P123x + H,O) + HECy

(con y =0.001 y 0.005 % m/m). Los perfiles tensiométricos para las mezclas muestran tres cambios de

pendientes interpretados como CAC;, Csy CAC.. Estos cambios son mas claros en la representacion de

O, vs la fraccién molar de P123, como se muestra en la Figura 2.10. La CAC,; indica el comienzo de

la interaccion entre los monomeros de P123 y HEC, provocando un cambio en la tension superficial al
equilibrio. La adicion de mas P123 después de la CAC; provoca un segundo cambio en la grafica

indicando la saturacion de agregado P123-HEC, este punto es llamado concentracion de saturacion, Cs.
Después la O, disminuye hasta estabilizarse a la misma concentracion llamada concentracion de

agregacion critica extendida, CAC, (alrededor de 0.006 % m/m, fraccion mol =1.88x10'7), se forman
micelas libres (fuera del polimero). Estos resultados concuerdan con los reportados para la mezcla de
copolimeros tribloque y tensoactivos no idnicos [55]; la interaccion entre HEC y SDS [56] y la

interaccion copolimero tribloque-quitosan [57].
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Figura 2.10. Datos de O o Para diferentes sistemas: (P123x + H,O) (®), (P123x + H,0) +
HEC [0.001 % m/m] () y (P123 x + H,O) + HEC [0.005 % m/m] (&). La grafica
insertada muestra la O, para (P123 [0.5 % m/m] + H,O) + ADA [1.2 % m/m] (&) y

(P123 [0.5 % m/m] + H,0) + ADA [1.2 % m/m] + HEC [0.005 % m/m] (#). (Anexo
5.3.3.

Las diferencias entre los perfiles tensiométricos de (P123 + H,0) y (P123 + H,0) + HECy con y igual
0.001 % m/m (Figura 2.10) pueden ser atribuidos a la adsorcioén de tensoactivo (mondémeros de P123)
sobre el polimero (HEC) asi como en la interface, como sugiere Goswami et al.[55]. Mas alla de C,,

HEC esta saturado con monomeros de P123 (C,) y la reduccién en la tension superficial surge debido a

la adsorcion en la interface. Los resultados en la O, son mas grandes comparadas con el sistema de

referencia. Adicionar mas monomeros de P123 provoca que la O, tome valores cercanos a los del

sistema de referencia en la CAC..

El efecto de HEC sobre el sistema de referencia es mas notorio en el sistema [(P123 + H,O) + HECy
con y=0.005 % m/m] a concentraciones por debajo de C,. La Figura 2.10 muestra el comportamiento de
este sistema, se observa que el valor de CAC, se recorre a la derecha y un cambio abrupto en la grafica

se observa entre la fraccién molar de P123 9.39 x 10° y 1.56 x 10™® indicando que la composicion de la
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superficie esta cambiando. La adicion de mas P123 después de C, hace que la O, tome valores

similares al sistema (P123 + H,0). Cerca de la concentracién CAC, la diferencia en los valores de O eq

entre los sistemas es despreciable.

También se prepararon soluciones con ADA, de las cuales se obtuvieron sus O,, . Como control,
primero se determing el valor de O, de una solucién acuosa de ADA a una concentracion por debajo

de su limite de solubilidad (ADA [0.01 % m/m] + H,0, O, =54 mN m™). Los sistemas (P123 [0.5 %
m/m] + H,O) + ADA [1.2 % m/m] y [(P123 [0.5 % m/m] + H,0) + ADA [1.2 % m/m] + HEC [0.005 %
m/m]] a concentraciones mayores a su CAC,, y una concentracion de ADA cuatro veces mas de su
limite de solubilidad, las O, obtenidas indican que el valor es practicamente el mismo que el obtenido
para el sistema (P123 + H,0) a esa concentracion (estan representadas en la grafica insertada de la
Figura 2.10). El obtener valores de O, précticamente iguales en la solucion de P123 sin ADA y con

ADA nos sugiere que las moléculas de ADA se estan nanoencapsulada dentro de los diferentes
agregados formados por P123 y (P123 + HEC). De otra manera, si las moléculas de ADA no estuviera

dentro de los agregado, al ser moléculas hidrofobicas, viajarian a la superficie acomodandose en la

interface agua-aire modificando la tension superficial, por lo que el valor de O, seria diferente del

sistema (P123 + H,0).

2.3.3. Calorimetria Diferencial de Barrido

El objetivo principal de los experimentos de calorimetria fue caracterizar el efecto del HEC y ADA en
la energética del proceso de agregacion del P123. La Figura 2.11 muestra las trazas calorimétricas
tipicas del sistema (P123 + H,0); al aumentar la temperatura se observa el pico endotérmico
caracteristico del sistema. Al enfriar y volver a calentar el sistema las trazas calorimétricas se

sobreponen, indicando la reversibilidad del proceso.
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Figura 2.11. Trazas calorimétricas para tres corridas de una solucion de (P123 [2.3 %
m/m] + H,0)

Como se menciono en la seccion 1.3.2., de las trazas calorimétricas se obtiene la temperatura micelar
critica (CMT). Algunos autores la definen como el inicio de la formacion de micelas, bajo la suposicion
de que a temperaturas menores a la transicion calorimétrica existen solamente monomeros en la
solucion. Asi el area del pico es la energia involucrada para que un mol de monémeros pase a formar
micelas. [20, 35]. Para seleccionar adecuadamente la CMT, se prepard una solucion de P123 (1% m/m)
la cual se midi6 por dos técnicas, calorimetria diferencial de barrido y tension superficial, Figura 2.12.
Los resultados muestran que la tension superficial disminuye con el aumento de temperatura hasta un
valor aproximado de 34 mN m™ a 18.9 °C después G.q S¢ mantiene constante hasta una temperatura de
30 °C. Si se observa la traza calorimétrica, el inicio de la transicion comienza a 18.2 °C. Las diferencias
en las temperaturas pueden ser por la sensibilidad de las técnicas. Asi el valor de la CMT en este trabajo

se determin6 como la temperatura de inicio de la transicion en la traza calorimétrica.
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Figura 2.12. Determinacion de la CMT para una solucion (P123 [1 % m/m] + H,0).
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Para la interpretacion del concepto de CMT, se realizaron mediciones de dispersion dindmica de luz a
283.15 K (una temperatura antes de la transicion observada), 291.15 K (una temperatura aproximada a
la 7)) y 303.15 K (una temperatura después de la transicion observada). Los resultados se muestran en
la Tabla 2.4. A 298.15 K se encontrd polidispersidad de tamafios (tres tamafios diferentes que cambian
con la muestra medida) lo que contradice la idea que a temperaturas menores a la transicion so6lo existen
mondmeros en solucion. A 291.15 K se observan dos picos, uno a 76 nm (el mas abundante) y otro a
2709 nm; lo que sugiere que los agregados observados a 283.15 K se disgregan y reorganizan. A 303.15
K se encontré un solo tamafio que se adjudica al tamafio de la micela (18 nm), y los agregados
observados a 291.15 K se reorganizan en un agregado de menor tamafio. Una discusién mas detallada

de los resultados de dispersion dinamica de luz se encuentra en la seccion 2.3.4.

Tabla 2.3. Resumen de los diametros hidrodinamicos (d;) encontrados para el sistema

(P123 + H,0) a diferentes temperaturas.

Sistema T /K d, / nm %
197 + 42 59
283.15 69+ 19 30
47+04 10
(P123 + H,0)

76 + 20 93.6

291.15
2709 + 1073 6.4
303.15 18+2 100

Los resultados indican que antes de la transicion ya existe una mezcla de agregados y mondémeros, que
durante la transicion se disgregan y reorganizan constantemente hasta reorganizarse (después de la
transicion) en agregados homogéneos (un solo tamafio que se le asigna a la micela) Tabla 2.3,
Figura 2.13. Asi el area de la traza calorimétrica es la energia que necesitan estos agregados poco
estables para disgregarse y reorganizarse en agregados uniformes (entalpia de agregacion, AH,,), la

CMT nos indica el inicio del reacomodo de los agregados y la 7, es el méximo de la transicion.
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Figura 2.13. Interpretacion de la transicion calorimétrica en las soluciones de P123.

El primer grupo de experimentos fueron del sistema (P123 + H,O) con una concentracion de polimero
entre 0.34 y 3.45 % m/m, las cuales son mayores a su CAC (0.006 % m/m). En el segundo grupo de
experimentos, estudiamos el fenémeno de agregacion del sistema cuando HEC fue adicionado a
diferentes concentraciones al sistema ((P123 + H,0), a una concentracion fija de P123. El tercer grupo
de experimentos involucra sistemas compuestos de P123 a composicion fija en presencia de un farmaco
hidrofobico, ADA, y finalmente, un cuarto grupo de experimentos que implica la mezcla completa, el

sistema (P123+ H,O)+ADA+HEC.

La Figura 2.14 (a) muestra las trazas calorimétricas del sistema (P123 + H,0) a diferentes
concentraciones. En ellas se observan picos endotérmicos caracterizados por sus 7,’s y CMT. El
proceso de disgregacion/agregacion registrado por la traza calorimétrica es un proceso cooperativo,
aunque la curva es amplia en comparacion con otras transiciones de orden/desorden por ejemplo, el
plegamiento de proteinas [58]. Estas observaciones experimentales son el resultado de la dependencia
que presenta el equilibrio de disgregacion/agregacion con la temperatura y la heterogeneidad quimica
de la muestra. De las trazas calorimétricas mostradas en la Figura2.14 (a), se puede observar que un
incremento en la concentracion de P123, recorre la traza calorimétrica hacia la izquierda. Esto indica
que a altas concentraciones de P123 se promueve la transicién a temperaturas inferiores. El AH,, fue
calculado de la integracion de la dependencia de temperatura del C, y normalizada con la concentracion
de las soluciones de P123. Los resultados de las mediciones de DSC para soluciones del sistema

(P123 + H,0) se resumen en la Tabla 2.3.
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Figura 2.14. (a) Trazas calorimétricas del sistema (P123x + H,0) donde x toma valores de
0.34 % m/m (=), 0.61 %o m/m (""" )y 3.45 % m/m ( — - — ); (b) Trazas calorimétricas

de los sistemas: (P123 [1 % m/m] + H,O) (T ) y (P123 [1 % m/m] + H,0) + ADA
[0.23 % m/m] (= ). La concentracion de P123 es 1.00 % m/m en ambos casos.

Tabla 2.4. Resumen de los termogramas del sistema (P123 + H,0).

P123 /% m/m AH,, ®/kJ mol’! T,./K CMT /K

(P123 + H,0)

0.34 419814 294.6 2914
0.61 421214 293.9 290.8
0.98 449.7£0.9 2933 290.2
2.30 4292+1.5 2924 289.1
3.06 465.6 £ 1.2 291.8 288.8
342 4275+1.2 291.6 288.7
3.45 440.0+£1.2 291.5 288.6

@ El promedio del valor del AH,, para el sistema (P123 + H,0) es 436.0 £ 16.6 kJ mol™.

En el caso del sistema (P123 + H,0), la variacion de la concentracion no afecta en gran medida el valor
normalizado de AH,,, cuyo promedio es 436.0 £ 16.6 kJ mol™', este valor es congruente con el valor
promedio reportado por Da Silva et al. para el mismo sistema (442.0 + 32.3 kJ mol™) [59]. Por otro

lado, la CMT vy los valores de 7, disminuyen con un aumento en la concentracion de P123. Esto
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concuerda con el cambio de entalpia endotérmica observado por otros autores [34, 60, 61]. El cambio

de la temperatura T, es 3.12 K cuando la concentracion de P123 cambia de 0.34 a 3.45. % m/m.

Cuando el sistema (HECy + H,0, y=1.0 % m/m) fue evaluado por DSC en el mismo intervalo de
temperaturas que el sistema anterior, no mostré ninguna transicion (Figura 2.15). Ademas, cuando se
afiade diferentes cantidades de HEC, dentro del limite de solubilidad (0-0.65 % m/m, antes de que
aparezca una solucion opalescente con la posterior separacion de fases) en el sistema (P123x + H,0)
con x= 3 % m/m, encontramos que las trazas calorimétricas no cambian en comparacion con aquéllas
obtenidas para el sistema de referencia, Figura 2.15. Por lo tanto, los valores del AH,,, la T,y la CMT
son los mismos que para el sistema (P123 + H,0) concluyendo que la adicién de pequefias cantidades

de HEC no afecta el proceso de agregacion del P123.
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Figura 2.15. Ejemplo de termogramas para los sistemas: (

(P123, + H,0) + HEC con x=3 % m/m. (

) (P123, + H,0), (—)
) (HEC [1 % m/m] + H,0)

Una situacion completamente diferente es observada cuando ADA fue agregada al sistema
(P123 + H,0) formando el sistema (P123+ H,O)+ADA. Se observaron cambios significativos en las
trazas calorimétricas (Figura 2.14 (b)) y en los parametros termodinamicos de agregacion (Tabla 2.4).
La adicion del farmaco hidrofébico disminuye dramaticamente el AH,, alrededor del 60 % del valor
obtenido en el caso de (P123 + H,0). Los valores de T, para los sistemas también reflejan este hecho,
ya que son menores en comparacion con el sistema (P123 + H,0) y la diferencia se incrementa

conforme la concentracion de P123 aumenta.
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Cuando HEC fue adicionado al sistema (P123 + H,0) + ADA, la CMT y la T, mostraron leves
diferencias comparadas con las obtenidas para el sistema sin HEC (Tabla 2.5). Sin embargo el AH,,
para el sistema (P123 + H,0) + ADA + HEC es mayor (aumenté en 53 kJ mol™) en comparacion al
sistema (P123 + H,0) + ADA. Aunque la presencia de HEC no tiene influencia en los parametros
termodinamicos de agregacion para P123 solo, la presencia del farmaco hidrofobico, ADA, afecta estos

parametros termodinamicos y hace evidente la interaccion entre P123 y HEC.

Tabla 2.5. Resumen de los datos para los termogramas de los sistemas:
(P123 + H,0) + ADA y (P123 + H,O) + ADA + HEC.

P123 /% m/m AH,,/ kJ mol” T,/K CMT /K
(P123 + H,0) + ADA
1.00® 259+5 291.2 288.4
3.00® 290 +2 289.2 286.3
(P123 + H,0) + ADA + HEC
1.00® 31249 290.1 287.0
3.00® 327+ 10 289.0 285.4

* La concentracion de ADA es 0.22 % m/m.
®La concentracion de ADA es 0.84 % m/m.

2.3.4. Tamaro de Particula

El diametro hidrodinamico (d;) para los diferentes sistemas fue investigado usando dispersion dinamica
de luz a tres temperaturas diferentes: antes (283.15 K), durante (291.15 K) y después (303.15 K) de la
transicion observada en los experimentos de calorimetria diferencial de barrido. En todas las
mediciones, la concentracion de P123 fue 0.5 %, la cual esta por arriba de la CAC; la concentracion de
HEC fue 0.5 % y La concentracion de ADA fue 1%. Se reportan los resultados del d, encontrados por
intensidad y una representacion esquematica de la formacion de agregados en los diferentes sistemas

estudiados se encuentra en la Figura 2.21.

53



CAPITULO 2
RESULTADOS Y DISCUSION

Para el sistema (P123 + H,0), antes de la CMT, se observaron tres poblaciones, Figura 2.16 (a). El
diametro mas pequefio fue asignado al monémero. Al aumentar la temperatura a 291.K se observaron
dos picos, uno a 76 nm (el mas abundante) y otro a 2709 nm, a esta temperatura la polidispersidad
disminuye en el sistema, Figura 2.16 (b). Se observo que a 283.15 K ya existe un agregado de 69 nm
(30 %) que aumenta su proporcion en el sistema a mas de 90 % a 291.15 K, Tabla 2.6. Lo que nos
sugiere que el sistema se encuentra en constante movimiento en el que los agregados de disgregan y
reorganizan. Cuando las mediciones fueron hechas después de la transicion (303.15 K), sélo una
poblacion fue observada a 18 nm (Figura 2.16 (c)), la cual fue asignada al tamafio de la micela de P123,
Tabla 2.6 (Figura 2.21 (a)). El tamafio para la micela coincide con el encontrado por Bhattacharjee et

al.[62].

Figura 2.16. Ejemplo de distribucion de tamafios de particula para el sistema (P123 +

H,O0) a diferentes temperaturas.
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En el sistema (HEC + H,0), las mediciones del tamafio de particula fueron realizadas a 298.15 K
debido a que no presentd transicion en los experimentos de calorimetria. Observamos dos poblaciones

(Figura 2.17), la mas pequefia y abundante se atribuye al agregado de HEC (34 nm) Tabla 2.6, Figura
2.21.

Size Distribution by Infensity T=298.15 K
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Figura 2.17. Ejemplo de distribucion de tamafios de particula para el sistema (HEC +
H,0) a 298.15 K.

Tabla 2.6. Resumen de los diametros hidrodinamicos (d,) encontrados a diferentes

temperaturas (283.15 K, 291.15K y 303.15K) para los sistemas puros (P123 + H,0) y

(HEC + H,0).
Sistema T/K dy, / nm % Estructura
197 £42 59
283.15 69 + 19 30
47+04 10 Monodmero de P123
(P123 + H,0)
76 £20 93.6
291.15
2709 + 1073 6.4
303.15 18£2 100 Micela de P123
34 +4 72
(HEC + H,0) 298.15
194 + 50 23
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Cuando el sistema (P123 + H,0) + HEC fue medido a temperaturas menores CMT (Tabla 2.7), se
presentaron dos picos, Figura 2.18 (a). A 291.15 K se observaron mas poblaciones (Figura 2.18 (b)), el
sistema se reorganiza, y el pico de 22 nm (el menos abundante) observado a 283.15 K aument6 a 52 %
de intensidad. Con el aumento de temperatura los tamafios se modificaron, a 303.15 K se observaron
dos poblaciones. Un pico a 25 nm que no cambi6 con la temperatura (Tabla 2.7), que podria representar
micelas de P123 (el tamafio fue mayor al encontrado en el sistema (P123 + H,0)). Mientras que el
segundo pico, el mas abundante, con un tamafio de 87nm, Figura 2.18 (c), fue asignado al complejo
P123 + HEC. Considerando que el tamafio de los agregados de HEC fue 34 nm es posible sugerir que el
complejo se encuentra formado por al menos dos micelas de P123 envueltas por un agregado de HEC
(Figura 2.21 (b)).
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Figura 2.18. Ejemplo de distribucion de tamafos de particula para el sistema

(P123 + H,0) + HEC a diferentes temperaturas.
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En el caso del sistema (P123 + H,O + ADA), Tabla 2.7, un pico se observo a temperatura por debajo de
la CMT (192 nm), Figura 2.19 (a). Cuando la temperatura se elevo (291.15 K, Figura 2.19 (b)),
aparecen mas poblaciones, el mismo fendomeno observado en los sistemas anteriores a la misma
temperatura. Siendo el pico mas abundante a 114 nm, lo que sugiere la reorganizacion del sistema. A
303.15 K se observaron dos picos, un pico a 15 nm (el mas abundante) fue asignado a las micelas de
P123 cargadas con ADA (Figura 2.19 (c) y Figura 2.21 (c))y otro a 169. Una posibilidad es que el
agregado observado a 283.15 K y 291.15K esté formado por algunas micelas de P123 cargadas de
ADA que al aumentar la temperatura se disgregue en micelas de P123 cargadas con ADA. El efecto de
ADA en el sistema (P123 + H,0) fue la reduccion del tamafio micelar en 16.5 %. Este comportamiento

puede ser atribuido a un aumento en las interacciones hidrofobicas entre el segmento PPO y ADA.
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Figura 2.19. Ejemplo de distribucion de tamanos de particula para el sistema

(P123 + H,O + ADA) a diferentes temperaturas.
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Finalmente, cuando HEC se adiciona al sistema (P123 + H,O) + ADA, se observaron tres picos a
cualquier temperatura (Figura 2.20, Tabla 2.7). A 283.15 K, el pico alrededor de 284nm fue el mas
abundante, Figura 2.20 (a). Este pico también se observa a altas temperaturas pero es menos abundante.
Los otros dos picos a 283.15 K cambiaron de tamafio cuando la temperatura aumenta. El pico
observado en 42 nm ( Figura 2.20 (a)) parece reducir su tamafio con el aumento de temperatura, a
291.15 K se observé a 21 nm (Figura 2.20 (b)) y a 303.15 K a se observo en 15 nm (Figura 2.20 (c),
suponiendo que es el mismo agregado). A una temperatura de 305.15 K el pico alrededor de 284 nm fue
asignado al complejo (micela P123-cargada + HEC) (Figura 2.21 (d)), sugiriendo que el HEC envuelve

micelas de P123 cargadas con ADA, proveyendo al farmaco de una segunda capa protectora.
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Figura 2.20. Ejemplo de distribucion de tamanos de particula para el sistema

(P123 + H,0O) + ADA + HEC a diferentes temperaturas.
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Tabla 2.7. Resumen de los diametros hidrodinamicos (d;) encontrados a diferentes

temperaturas para los sistemas puros (P123 + H,0) y (HEC + H,0).

Sistema T /K d, / nm % Estructura
783,15 132 £47 85
28+ 8 15
28+ 6 53
(P123 + H,0) + HEC 291.15 230+ 71 40
4,6 +0,5 7
303.15 87 +2 86 Complejo (Micela de P123 + HEC)
25+8 14
283.15 192+ 16 100
114 £21 76
291.15 1229 + 183 15
(P123 + H,0) + ADA
27+4 9
15+£1 75 Micela de P123-cargada
303.15
150 £ 38 25
284 + 115 40
283.15 681 £ 94 38
35+10 12
24+10 69
(P123 + H,0) + ADA +HEC 2115 373478 21
2,3+0,5 10
15.8+0.6 77
30315 990+ 62 13 Complejo (Micela de P123 + HEC)
3tx1 10
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(d)

\

Sistema (P123 + H,0)

(a)

Micela P123
18 nm (305.15 K)

Diferentes agregados a 283.15 K
Tamarfio de mondémero de P123 4.7 nm

Sistema (P123 + H,0) + HEC

(b)

Micela P123 .
Agregado HEC Complejo
34 nm (298.15 K) (Micela de P123 + HEC)
87 nm (303.15 K)

Sistema (P123 + H,0) + ADA

©)
_ Micela P123-cargada
Micela P123 ADA 15 nm (303.15 K)

Sistema (P123 + H,0) + ADA + HEC

) Micela P123-cargada
Micela P123 ADA Agregado HEC

Complejo
(micela P123-cargada + HEC)

290 nm (303.15 K)

_/

Figura. 2.21. Diagrama propuesto para los diferentes agregados formados por el P123,
HEC y ADA, basados en el analisis de DLS. (a) Micela de P123; (b) Complejo (Micela de
P123 + HEC); (c) Micela de Pl123-cargada; (d) Complejo (Micela de P123-

cargada + HEC).
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2.4. CONCLUSIONES

La solubilidad de amiodarona se mejora en las soluciones micelares de P123, por el contrario la
solucion de HEC no solubiliza al farmaco. Pero la mezcla de los polimeros mejora el % de

encapsulacion eficaz.

Las mediciones de la tension superficial dinamica nos permitieron obtener valores de O,, para

soluciones acuosas de P123, HEC y mezclas (P123+HEC). La adicion de HEC aumenta los valores de

O,, de las mezclas (P123 + H,O) + HEC en comparaciéon con el sistema de referencia a

concentraciones por debajo de la fraccion molar de 1x10”. Esto sugiere que los mondémeros de P123

interaccionan con HEC para formar un complejo. Esta interaccion promueve la aparicion de CAC, Cs

and CAC.. Conforme la concentracion de P123 aumenta la O, alcanza el mismo valor para todos los

sistemas (32.2 mN m™). La inclusiéon de ADA dentro de la solucién micelar no cambia a O oq -

Los valores de AH,

ags

la 7, yla CMT para el sistema (P123 + H,0O) son reducidos por la presencia de
ADA. Esto se atribuye a la unién de ADA al centro hidrofobico de P123, el cual facilita la agregacion.
La adicién de HEC al sistema (P123+ H,0) + ADA aumenta en al menos 40 kimol™ el AH,,

La mediciones de DLS revelan que las mezclas P123+HEC forman un complejo con una estequiometria
sugerida de 2:1 entre las micelas de P123 y el agregado de HEC. La adicion de ADA a las micelas de
P123 reduce su tamafio en 16.5 %. Estas micelas de 15 nm se juntan por la presencia de HEC formando
un complejo de 290 nm. El complejo (P123+ H,0)+ADA+HEC provee de una segunda capa protectora
al farmaco hidrofobico, favoreciendo su estabilidad en la solucion y el sistema puede ser probado para

la liberacion controlada de farmacos.
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3. FORMACION DE UN GEL SUPRAMOLECULAR (P123+HEC+a-CD)

3.1. OBJETIVOS:

Objetivo general

Proponer una forma farmacéutica con el sistema P123+HEC capaz de sostener la liberacion de un

farmaco hidrofébico.
Objetivos Particulares:

e Megjorar la solubilidad de griseofulvina, un farmaco hidrofébico
e Elaborar un gel con el sistema P123+HEC

e Evaluar la liberacion de griseofulvina de los geles y dispersiones.

3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Materiales
Se utilizaron los siguientes compuestos: a) un copolimero tribloque con una composicion promedio

PEO,y- PPO4-PEO,; comercialmente llamado P123 de la marca Aldrich y utilizado sin ninguna
purificaciéon adicional. La masa molar reportada por el proveedor es 5750 g mol™; b) la hidroxietil
celulosa (HEC) conocido comercialmente como Natrosol de la marca Hercules; cuya masa molar fue
determinada en este trabajo por el método de viscosidad intrinseca resultando en 335 000 g mol™;
c) grisefulvina (GDR) de la marca Sigma-Aldrich sin ninguna purificacion adicional, con una masa
molar de 352.77 g mol™; d) a—CD de Wacker con un peso molecular de 972.84 g mol”. El agua

utilizada fue destilada y desionizada con un sistema de osmosis reversa (milli Q, Millipore).

3.2.2. Solubilidad de griseofulvina en mezclas P123-HEC.

Se evalud la solubilidad de griseofulvina en soluciones poliméricas de P123 y HEC asi como sus
mezclas a distintas concentraciones y composiciones segun ¢l caso. En microtubos con capacidad de 2
mL se agregd aproximadamente 5 mg de griseofulvina y 2 mL de solucion, se agitaron por 24 horas a

temperatura ambiente; todas las muestras se prepararon por triplicado. A continuacion, se centrifugaron
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20 min a 14000 rpm y 25 °C, se tomo6 1 mL del sobrenadante y se prepararon diluciones con solucion
etanol/agua a las que se midi6 la absorbancia a 294 nm en un espectrofotometro UV-visible Agilent

8453, Germany).

Tabla 3.1. Composicion de los sistemas.

Etiqueta P123 (% m/m) HEC (% m/m) aCD (% m/m)
(a) 14 2 0
(b) 14 2 2.5
(¢) 14 2 5
(d) 14 2 7
(e) 14 2 10

3.2.3. Formacion del hidrogel (P123+HEC+a.CD)
Se prepararon los sistemas descritos en la Tabla 3.1. A partir de soluciones previamente preparadas

(soluciones madre) de P123 al 30 % y 40% en agua, de a.-CD a 10 %, y de HEC al 4 %. Las mezclas se
prepararon por pesada, después se homogeneizaron con ayuda de un vortex y se almacenaron a 4, 25y

37 °C.

3.2.4. Estudios de liberacion
Se prepararon diferentes soluciones y geles con griseofulvina a una concentracion de 50 ug/mL; se

llevo a cabo un ensayo de liberacion de farmaco a 37°C poniendo porciones aproximadas de 2 mL de
las diferentes formulaciones en tubos de ensayos a los que se les afiadié 5 mL de tampon fosfato a pH 7
y, a continuacion, el conjunto se sometidé a movimiento oscilante suave [63]. A tiempos determinados se
tom6 1 mL del solucion y se repuso con 1 mL de solucion tampdn fostato. La cantidad liberada de

griseofulvina fue medida por espectrofotometria a 294 nm.
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3.3. RESULTADO Y DISCUSION

3.3.1. Solubilidad de griseofulvina en mezclas P123-HEC
La griseofulvia es un farmaco hidrofébico cuya solubilidad en agua es 25 pg/mL. Utilizando

dispersiones de P123 y/o HEC se puede mejorar la solubilidad del farmaco. Ambos polimeros son
capaces de solubilizar la GRS, siendo mas notable el caso de P123, el cual al aumentar su
concentracion progresivamente, incrementa la solubilidad de GRS (Tabla 3.2). Cuando se mezclan los
polimeros y se disuelve GRS; todas las mezclas tiene la capacidad de aumentar la solubilidad de GRS
(Tabla 3.2). Fijando la cantidad de P123 y aumentando la cantidad de HEC se observa un ligero
incremento en la capacidad de solubilizacion. La mezcla compuesta por P123 (12 % m/m)-HEC (0.75
% m/m) es la que presenta la mayor capacidad de solubilizacion (413 pg/mL), incrementando la
solubilidad del farmaco en 19 % comparado con el valor del P123 solo. Los valores encontrados por
esta mezcla de polimeros son menores a otros trabajos [64], pero la cantidad de griseofulvina

solubilizada es mayor a la cantidad minima inhibitoria (0.5-2 pg/mL) para dermatofitos [65].

Tabla 3.2. Capacidad de solubilizacion de soluciones poliméricas de P123 y/o HEC.

P123 HEC Solubilidad

(% m/m) (% m/m) (ug/mL)
8 - 232139
12 - 345+ 10
- 1 66+ 4
6 0.25 290 £ 36
4 0.5 277X 27
2 0.75 252+ 32
9 0.25 243+ 13
6 0.5 3357
3 0.75 89t 4
8 0.25 161%3
8 0.5 1812
8 0.75 21043
8 1 18411
12 0.25 3655
12 0.5 3877
12 0.75 413113
12 1 370 £ 61
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3.3.2. Formacién del hidrogel supramolecular (P123+HEC+a-CD)
Comunmente los tensoactivos y los farmacos anfifilicos pueden interactuar con los polimeros de

celulosa, causando una separacion de fases asociativa [1, 66, 67]. Entre los éteres de celulosa, el HEC
es el menos propenso a interactuar debido a la rigidez de su esqueleto. A pesar de que ambos polimeros
tienen 6xidos de etileno altamente hidrofilicos, la mezcla presenta separacion de fases (Figura 3.1 (a)).
En un estudio previo de una mezcla F127 con HEC (0.5 %) [68], no se presentd la separacion de fases;
probablemente porque la temperatura de estudio esta por encima de la que se requiere para su

gelificacion.

Figura 3.1. Apariencia de la mezcla P123 (14 % m/m) + HEC (2 % m/m) preparadas con
diferentes cantidades de aCD: (a) 0, (b) 2.5, (c) 5, (d) 7, (e) 10 % m/m, después de 24 h de

almacenamiento a temperatura ambiente.

Una manera de modificar la viscosidad de los copolimeros tribloque es con la adicion de aCD. Una
solucion con estos dos componentes lleva a la formacion de poli(pseudorotaxanos) una estructura
supramolecular en la que las cadenas de oxido de etileno del copolimero entran en la cavidad de la
ciclodextrina [69-73]; haciendo que la solucidn se vuelva turbia. También se han estudiado mezclas de
derivados de celulosa con ciclodextrinas, mostrando un aumento en la viscosidad de la solucién y/o

promoviendo la formacion de soluciones homogéneas[66, 74].

Se estudié el efecto de aCD en la mezcla P123+HEC a diferentes composiciones. Se evalud la
formacion del gel por medio de la prueba de tubo invertido [71]. La adicion de aCD a las soluciones
hace que rdpidamente cambie a color blanquizco, lo que nos indica la rapida formacion de
poli(pseudo)rotaxanos [75]. Conforme la cantidad de aCD aumenta, la formacion de gel aumenta

(Figura 3.1). La mezcla con 2.5, 5 0 10 % m/m permanece en una sola fase a 4°C o a temperatura

ambiente; mientras que a 37 °C se observa una rapida separacion de fases, excepto para la mezcla con
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10 % m/m de aCD. A las 48 h de almacenamiento no se observan cambios significativos; solo la
mezcla con 5 % m/m de aCD presenta separacion de fase a temperatura ambiente, pero a temperatura
4°C se mantiene en una sola fase. Este efecto también fue observado por Travelet et al [72]. Quienes
explican que la interaccion entre aCD a lo largo de los segmentos PEO del copolimero, asi como la
interaccion entre poli(pseudo)rotaxanos se ve favorecida a bajas temperaturas. Por lo tanto a 4°C la
interaccion de aCD con ambos polimeros puede predominar sobre la interaccion P123-HEC y se
obtiene un gel de una sola fase. El gel preparado con 10 % m/m de aCD permanece en una
sola fase hasta por un mes a temperatura ambiente. Los resultados se muestran en la Tabla 3.3

y un esquema de las diferentes interacciones entre los componentes se muestra en la Figura 3.2.

Tabla 3.3. Fases observada en las mezclas P123 (14 %) + HEC (2 %) con diferentes
cantidades de aCD.

aCD 24h 48h 1 semana
(Y%om/m)| 4°C 25°C 37°C | 4°C 25°C 37°C | 4°C 25°C 37°C
0 Sol 2 fases 2 fases | 2 fases 2 fases 2 fases | 2 fases 2 fases 2 fases
2.5 3 fases 2 fases 2 fases | 3 fases 3 fases 2 fases | 3 fases 3 fases 2 fases
5 Gel 2 fases 2 fases gel 2 fases 2 fases gel 2 fases 2 fases
7 gel Sol 2 fases gel sol 2 fases gel 2 fases 2 fases
10 gel Sol gel gel sol gel gel sol gel
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Figura 3.2. Representacion esquematica de las diferentes interacciones entre oCD con

P123 y HEC.

3.3.3. Liberacion de griseofulvina

Se evalud la liberacion del farmaco de las dispersiones poliméricas y el gel formado, previamente
cargado con (50 ug/mL) en buffer fosfato a pH 7.4 a 37 °C. Los resultados se encuentran en la
Figura 3.3. Las soluciones poliméricas de P123 y HEC no pueden sostener la liberacion del farmaco;
debido a la baja viscosidad de las soluciones que permiten la rapida difusion de la solucion en el medio.
De igual manera la mezcla de los polimeros P123+HEC no puede sostener la liberacion como se
muestra en la Figura 3.3. Pero al combinar cualquiera de las soluciones de P123 y HEC con aCD se
logra retener la liberacion. En el caso particular de la mezcla HEC+aCD se observa una rapida
liberacion en las primeras horas y después logra sostener la liberacion por nueve dias. Para la mezcla
P123+aCD donde existe la formacion de poli(pseudo)rotaxanos, las nuevas estructuras formadas dan
una coloracion blanca al gel (Figura 3.2). Estos geles logran una liberacion a baja velocidad que se
mantiene por mas de un mes. Debido al nuevo acomodo que sufren las estructuras en la mezcla (Figura

3.2) el cual se refuerza a 37 °C, el farmaco encuentra dificultades para salir de la red.

67



CAPITULO 3
FORMACION DE UN GEL SUPRAMOLECULAR

En el sistema ternario P123+HEC+aCD el gel formado sostiene la liberacion de GRS, siendo la
cantidad liberada mayor que para el gel P123+aCD. El resultado que tiene el incorporar HEC se puede
explicar en dos efectos: por un lado la presencia de HEC contribuye al desorden de la red cristalina de
los poli(pseudo)rotaxanos, abriendo y facilitando un poco la salida del farmaco. Por el otro lado HEC

contribuye al incremento del caracter hidrofilico del gel que facilita la entrada y salida del medio.

I ! I ! I I I
160 - -
140 - TAATTT ) i
. / -9-0-9- %/
= 1207 Yoe / / I;Héé”é’é’é’g—/ g 7
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Figura 3.3. Liberacién de griseofulvina a 37 °C de (') P123 (14 %), (&) HEC
(2%), () P123 (14 %) + HEC (2 %), (#) HEC (2 %) + aCD (10 %), (=) P123
(14 %) + aCD (10 %), (#) P123 (14 %) + HEC (2 %) + aCD (10 %).
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3.4. CONCLUSIONES

La ciclodextrina no es capaz de solubilizar a la griseofulvina. L.a combinacion de P123 con HEC mejora

la solubilidad en agua de la griseofulvina.

La incorporaciéon aCD a la mezcla binaria permite la formacion de un gel supramolecular estable. El
entrecruzamiento de aCD a lo largo de HEC y con el segmento PEO de P123, favorece la interaccion

de la red del gel, evitando la separacion de fases y aumentando su viscosidad.

Los geles supramoleculares P123+aCD y P123+HEC+aCD tienen mejores caracteristicas de

viscosidad que las que presentan las soluciones poliméricas de P123 y HEC individuales.

Estos geles son capaces de mantener la liberacion de griseofulvina por al menos 30 dias, por lo que son

muy prometedores en aplicaciones topicas o mucosas.
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1. Introduction

Mixtures of polymers and surfactants play an important
role in several industrial applications, for instance in personal
care and pharmaceutical products, detergents and foams [1-3.
Palymer-surfactant interactions have fundamental importance for
understanding the behavior of their mixtures, in which the sur-
factant bounds to polymer up to the saturation point forming
different nanostructures that can be change by their composition
|4-7]. These structures change the original behavior of individual
constituents, such as the rheological properties, appearance, and
improve the stability of dispersions [E-10], The possible forma-
tion of different nanostructures makes them prospective vehicles
for the drug and gene delivery [11-15]. In this respect, a detailed
knowledge on their formartion, structure and properties is desir-
ahle, We have bheen working wich different systems designed oo
nancencapsulate hydrophobic drugs that include cyclodextrins and
palymer- surfacrant complexes | 16— 18], We confinue resting this
kind of complexes in the same research line,

Hydrexyethyl cellulose (HEC) is a non-ienic amphiphilic cel-
lulose derivative polymer, which shows a lewer critical selution
temperature [9]. HEC is characterized by a mixture of hydropho-
bic and hydrophilic structural units distributed along the polymer
backbone, This arcangement leads to a complex structure with
an irregular distribution of hydrophobic micredemains, and inter-
actions berween polymer chains [19]. This polymer has been
widely studied in combination with eme surfactants such as
sodium dodecyl sulfate [£2021), sodium dodecanoate [22,23]
and cetyltrimethylammonium bromide [24]. as well as non-ionic
surfactants such as polyehthoxylates |25 26). tritons [27] and
poloxamers [1028]. In these mixtures, it has been suggested
that the alkyl chains of the surfactant molecules interact with
the hydrophobic domains of the polymer, increasing the inter-
molecular association through a “bridging-type” mechanism [25],
withweak non-ionic polymer-surfactant interactions [ 29/, forming
mixed clusters that may include substituents from more than one
polymer chain [9,19].

The  triblock copelymers  of  polylethylene oxidel
poly(propylene  oxide)-poly(ethylene  oxide), PEO-PPO-PEO,
are examples of nonionic surfactants that form pelymeric spher-
ical micelles in water solution. They are also called pluronics or
poloxamers. The polymeric micelles formed hawve a PPO hydropho-
bic core protected from the surmounding water by a water swollen
PEQ layer [30-34]. Their aggregalion processes, at a specific
concentration, start at a critical micellar temperature (CMT) and it
is mainly entropy driven [35-3&|. The AH for this process can be
measured by differential scanning calorimetry (DSC), Inthis kind of
experiments, when the temperature is raised, the hydrophobicity
of the PPO and PED groups increases, which is most likely due
ta the change of the segments conformation [%4.35). The main
feature of these kinds of systems includes their capacity to solu-
bilize hydrophobic compounds and their release in a controlled
form, These characteristics have made poloxamer micelles very
promising vehicles for drug delivery [13,30-41], However, when
the polymeric micelles are exposed to physiological media, they
tend to disaggregare. Taking this phenomenon into consideration,

Abfreviations:  0SC, dilferential scanning <alorimetry: DLS dynamic light
scamening: CAC, critical agmreganion conceniration; CAC,, initial interaction con-
aefitration: €., saturation concentration. CAC.. emtended critcal ag@regation
foncendratan; .-lH,;_g.&nrhaIm'nf aggregatian; Te, melting temperature; CWT, orit-
ical micelle temperarurs; dy, hydrodymamic diameter; P1E3, PEOgy, -PPOs, -PEO;
HEC, hydroxcyethyl cellulose; ADV, amandarone; W, water.

* Corresponding authar.
E-mail address: silpeca@Punam.ms (5 Pérez-Casas).

the triblock polymers have been mixed with other polymers to
delay this effect [10.42).

A technique that has been used in the study of the surfactant-
palymer mixtures is the surface tension, which is a useful tool that
allowrs to study the airfsolution interface and with which the pat-
terns of behavior of the mixture have been established [43.44].
In this waork, tensiometry, DSC and dynamic light scattering (DLS)
were used to study the effect of adding HEC to the triblock copaly-
mer PEQp-PPOs-PEQ:y [(F123) in agqueous solutions. We selected
these compounds because they are hicdegradable, biocompatible
and they have a low toxicity. The results indicate that HEC and 123
form aggregates that are concentration-dependent. These mixtures
wiere tested to nancencapsulate amiodarone {ADA) a hydrophobic
145] and antiarrhythmic drug found to be active against a neglected
tropical disease [46],

2. Materials and methods
21, Materials

The triblock copolymer of average composition PEQu-PPO-
PEQyy (P123) was purchased from Aldrich and wsed without
further purification. The molar mass reported by the supplier is
5750 gmal=". The hydroxyethyl cellulase (HEC) [ Matrasol 250 GR)
was supplied by Hercules, Aqualon Division and its molar mass was
determined in this work by wsing the intrinsic viscosity method,
resulting in a value of 335000 g mol=', The amiodarone hydrochlo—-
ride (pharmaceutical grade) was ohtained from Parafarm and was
used without further purification. The malar mass reported by the
supplieris 681,77 g mol=", The aqueaus solutions of these polymers
were prepared using analytical grade water from a Millipore [lira-
tion system Csimplicity ) and they were stirred at room temperature
for 24 h before each experiment was carnied out,

2.2, Amiedarone solubilicy studies and determination of
entrapment efficiency (EE%)

Agqueous solutions of P123 (1, 2.5, 3. 5 and 10WLE), and one
of HEC (1 wit.®) were used to evaluate the drug solubility. After a
weighted amount of amiodarone (about 10mg) was placed into dif-
ferent vials, aliquots (5 mL) of the alorementioned solutions were
added. The systems were kepl under stirring at room temperature
for 48 h, in triplicate. The saturated solutions samples were filtered
with a 0220 pwm pore size PYDF membrane and placed into a quartz
cuvette which was thermostatized for 15 min before data acquisi-
tiom. Control experiments were carried out by only using water. The
concentration of the dissolved drug was determined with a UV—wis
spectroscopy at 240 nm (UV spectrophotometer, Cary-Bio50 Var-
ian/Agilent, Australia), after an adequate dilution.

The percentage entrapment efficiency [EEX) was determined
according to Ref. |47 for the following systems: (P12 3x +W) with
x=1 and x=3wrE; and (F123x+W)+ HECy with x =1, y=0.5wt.5%;
and x =3,y =062 wt i Briefly, solurions of P123 with ADA were pre-
pared as mentioned above, followed by the addition of solid HEC
After 24 h stirring, complete dissolution was obtained for the mix-
tures, which were then centrifuged at 14 000g using Amicon Ultra
0.5 ml Centrifugal Filters with 10 K molecular weight cut off {Milli-
pore Co, ) to remove the non-encapsulated drug. ADA concentration
was determined from the filtered solution as abowe, The EEX was
calculared as follows:

EEX =

[ — Tl
_MK]QD

daraf
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Tabde 1 Table 2
Cornposition of the systents studied by dymamic surface tension, A solubalicy and EEE in different systems
Rystem F123 fwi X HEC | wi.X Sysiem Falumbiny [ wiE EEX
|HECy+W*} x=Q y=1 -2 IADA W .04 -
[FI23x+W) I BV [ 1 y=i (HED =W+ AW, am -
[ P23+ Wi+ HECY PR [l i | yeddm TP+ )= AR
[Fi23x = W)+ HECY 2= 8 1rF-0d y=0.005 XWX
[PI23x = W+ ADAY =05 y=0 i 022 fid
[PI23a = W)+ ADA" + HECY x=0.5 y=0.005 1.5 a5 -
a
* Wewater. : ?'ﬁ; '_4
* Concentration af ADA is 016w 10 200 _
. (PLE3x v = ARG+ HECy
23, Surface tension & JwLE ¢ WL
1 a5 023 a8
3 L1 R4 s

The dynamic surface tension of the air/water interface was mea-
sured at least three times by using an automatic optical contact
angle tensiometer CCA-20 [ Dataphysics Instruments, Germany ) at
28815 K. A precision needle with the solution was placed inside
a thermaostated and transparent cell, for approximately 20min to
reach thermal equilibrivm. The profile of the pendant drop at the
needle tip was filmed for 5-8h, backlight lighting was used to
enhance the profile. Surface tension was calculated from the digital-
ized pendant drop profiles and analyzed using the Young-Laplace
equation, Table 1 shows the compositions of the different systems
studied by dynamic surface tension.

24, Intrinsic viscosity

The HEC mean molecular mass was determined by using the
intrinsic viscosity and the Mark-Houwink equation, with the con-
stants o (082 +007) and K (1.0% 2 100%) [46], To obtain the
capillary viscosity, we used a Cannen-Ubbelohde 0B capillary vis-
cometer {State College, PA USAL All measurements were made
at 298,15 K. The cencentrations of the different aquecus solutions
were from 000 to 0.5 wiE, The molecular mass obtained was 335
000 g mal=",

2.5 Differential scanning calorimetry (DSC)

The DSC scans were performed using a VP-DSC [rom Microcal
[ Morthampton, MA USA) from 283,15 to 35315 K with a scan rate
of 1Kmin~' and an excess pressure of 3 atm applied to the cells
during scanning. Prior to the scans, all the solutions were degassed
while stirring under vacuum. Water versus water scans were per-
formed prior to systems scans of (P123+W) (F123+W)+HEC,
(123 + W)+ ADA and [P123 +W)+ADA+HEC. The systems scans
were measured at least three times in order to chack for repeatabil-
ity. The heat capacity profiles were analyzed after the subtraction of
the water versus water scans, The pre-and post-transition baselines
were established independently from the linear least squares fits to
the data points of the pre- and post- transition regions. Then, a sig-
midal baseline under the transition peak was constructed taking
into account the profile of the transition peak and the experimental
pre- and post- transition baselines, The calorimetric profiles were
amalyzed using the seftware supplied in the equipment [(Origin v
7.0] and the enthalpy of aggregation { AHug ) was determined by
the integration of the area hetween the peaks and the sigmoidal
baseline.

2.6, Dynamic light seattering [DLS)

The hydrodynamic diameters (dy) of the copolymer aggregates
of the different systems were determined through dynamic light
seattering using a Nanosizer Z5 ZEMN (3600 ) (Malvern Instruments,
UsA) at a scattering angle of 1737, The samples were liltered with
a 0.20pm pore size PVYDF membrane and placed into a quartz

cuvette which was thermostated for 10 min before data acquisition.
The measurements were carried out in triplicate at a tempera-
ture higher than the CMT for each system, except for the P123
monomers, in which the temperature was kept at 28315 K. Data
were analyzed with the software of the equipment and the d;, was
calculated from the Stokes—Einstein equation assuming a spherical
gearmetry.

3. Results and discussion
3.1. Amiodarene solubilization and entrapment efficiency

ADA s ahydrophobic drog with awater solubilivy of 0004wl %, as
determined by UV—vis in this work. Five solulions with an increase
in P123 concentration showed a linear increase in ADA solubility
[Table 2). On the contrary, 2 HEC salution {1 wit.) could not solubi
lize ADAat all. Howrever, when HEC is added to the (123 W)+ ADA
system, a translucent solution is obtained [{P123 +W)+ADA + HEC
system) which does not alter the aforementiensd ADA solubility.
The presence of ADA inside the polymeric micelles was confirmed
by determining the percentage entrapment efficiency (EEZ}in some
of theze formulations (Table 2), We abserved that EEX was not mod-
ified by HEC presence in the solution with 3wt % P123. In contrast,
adding HEC to the 1 wi® F123 solution increases in ~30% the EEE,

3.2 Surface tension

The behavior of the [P123x+W) and (HECy + W) systems and
their mixtures [Table 1)were studied by pendant drop tensiometry
at 298,15 K. Fig. 1 shows the equilibrium surface tension as a func-
tien of M 23 or HEC molar fraction. The profile of pure (F123x+ W)
shows two breaks in the slope, the first one has been attributed o
the transition of the monomers into unimicelles, while the sec-
ond one has been ascribed to the transition of unimicelles into
micelles (eritical aggregation concentration, CAC) [30]. After these
two breaks, the surface tension remains constant and indepen-
dent af the concentration. In the case of (HECy+W) ar 298.15K,
the surface tension is constant at 0.4 L 0.9mNm=" in all the con-
centration range studied and this value is in agreement with that
previously reported by Djuve et al, [49]. It is clear that the surface
activity (referring te the abatement of the surface tension) for P123
15 much bigger than that one for HEC,

The dynamic surface tensions for {P123x+W) at three differ-
enl concentrations: lower than the CAC (x=0.0071 wi. B ) in the CAC
[x=0.0068 wi.%] and higher than the CAC (x=0.02 wiLE) are shown
in Fig. 2{a). Below the CAC, the surface tension diminishes slowly
with time. For the concentration in the CAC, the fall in the sur-
face tension is laster, attaining the equilibrium surace tension
in 3000 5, where the equilibrium surface tension takes the value
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Fig. 3. Dynamic surface tensian vs, 1= for (P123x+ W)+ HECY systems, where p= 0005w X and x takes the values of DO007%wu s [0, 0002w % (0 ), 0008w X (A,

OLO0G we% (=) and 0015 wi (=],

at five different 123 concentrations. We observed that the slope is
bigger at lower concentrations and that it decreases when the P123
concentration is increased.

‘With the 7 values it was possible to construct Fig 4, which
shows the dependence of oy on the concentration for the
(P123x+W) and [P123x+W)+HECy [with ¥ equal to 0.001 and
0.005 wt %) systems. The tensiometric profiles for the mixtures
show three changes on the slope interpreted as CAC,, C; and CAC,.
These changes are clearer in the representation of @, wvs P123
malar fraction as shown in Fig. 4. The CAC, shows the start of
the interaction berween the P123 monomers and HEC, causing
a change in the equilibrium surface rension. Adding more P123
after the CAC, causes a second change in the slope, showing the
saturation of the P123-HEC aggregate; this point is called the sar-
uration cancentratien, Co, Them, ey decreases until it levels off at
the same extended critical aggregation concentration called CAC,
(around 0006 wes, P123 molar fraction =188 « 10~7), in which
free micelles are formed. These results agree with those reported
for mixtures of triblock copolymers and non—onic surfacrants [ 53],
the interaction between HEC and SD5 23] and the interaction of
triblock copalymer-chitosan [54]

The differences between the tensiometric profiles of (P123 + W)
and (P123+W)+HECy with ¥ equal 0,001 wrk (Fig. 4) could be
attributed to the adsorption of surfactants (P123 monomers) on
polymers (HEC) as well as to the interface, as suggested by Goswami
et al. [53]. Beyond CACy, HEC are saturated with P123 monomers
[Cs) amed the reduction in the surface tension anses due to the
adsorption at the interface of aggregate. The resulls in o are bigger
compared to the reference system. Adding more P123 monomers
causes the oy to take values close to those of the reference system
imthe CAC..

The effect of HEC on the reference system is more noticeable in
the |[P123 + W)+ HECy with y equal 0u005 wi | system when the
P123 concentrations are below C.. Fig. 4 shows the behavior of this
system: it is observed that the value of CAC, moves to the right and
an abrupt change in the slope is observed between 939 « 10— and
1.56 « 10~% P123 molar fraction indicating that the composition
of the surface is changing. Adding more P123 after C,, makes the
Ty take values similar to those of the (F123 +W) system. Close to

the CAC, concentration, the difference between the values of owy
among the systems is negligible.

Solutions with ADA were also prepared and their ., were
obtained. As a control, the wvalue of Fpy WWAS the first to be
determined of an aqueous solution of AD& at a concentration
below its solubility limit {(ADA [0.01 wi %] +W), &y =54 mNm-
1. We prepared [P123 |05 wt %] +W+ADA [1.2 wt.%] and [(F123
[0.5 wit ] = W)+ ADA | 1.2 wi ] + HEC [0.005 wit. %] | systems at F123
concentrations higher than their CAC,, and an ADA concentration
four-fold above its solubility limit, The .4 obtained are represented
inthe inset of Fig. 4 and they indicate that the value is practically the
same as the one ohtained for (P123 +W) systemn at that concentra-
rien, This gives further evidence thar ADA s nancencapsulated into
the different aggregates formed by P123 and P123 +HEC. Orher-
wise, if Al molecules were not nanoencapstulated, the o, would
e different from the (P123+W) system

3.3 Differential scamning calorimetny

The aim of the calorimetry experiments was to characterize the
effect that HEC and ADA have on the energetics of the aggregation
process of M23. We evaluared the critical micellar temperature,
CMT (the copolymer solution temperature at which micelles start
forming); the melting temperature, Ty, (the temperature where
hall of the area associated with the fermation of the aggregares
is reached) and the formation enthalpy of the aggregates, Ay,
The starting point was the DSC measurements of (P123 + W) sys-
termn with the polymer concentration varying between (.34 and
345wt which is above its CAC (0006 w.%), In the second set of
experiments, we studied the aggregation phenomenon in systems
i which HEC was added at different concentrations to (P123 « W)
system at a single and fixed P123 concentration. The third set of
experiments involves systems composed of P123 at a fixed conmr-
position in the presence of the hydrophobic drug ADA, and finally,
a fourth set of experiments invelves the complete system, Le. the
copolymer with ADA and HEC.

Typical calorimetric traces of (P123+W) at different concen-
trations show endothermic peaks that indicate the formation of
copolymer aggregates, characterized by their Ty's (Fig. 5(a) The
CMT for P123 was determined from the beginning of the heat tran-
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Tabde 4
Summary  of data Toer the DSC thermegrams of (P123¢WsADM ard
[P123+ W1+ ADA + HEC systems.

P123 [ wig AHaz" | K] mak? Te (K CMT (K
[FI23+ W]+ ADA

1.00# 259 i) 3 FEH4
300 250 1802 2863
(1234 W) + ADA + HEC

1.00* 3z and 1870
o0 327 2850 2854

* ADA concentration is 022wk,
* ADA concentration is fB4 wi k.
£ Their errars ane within + 5%

the mean value reported by Da Silva et al. for the same system
[442.0+323 kJmel=1] [37]. In contrast, the CMT and the Ty val-
ues decrease with an increase in the P123 concentration. This is
in accordance with the endothermic enthalpy change chserved by
other authors | 36-5% |. The temperature shiftin Ty, due to the incre-
ment in the P123 concentration is 3.12 K (Table 3).

When the [HECy +W, y= 1.0wt.B) system was evaluated by D5C
in the same temperature range as the previous system, it did not
showe any transition (data not shown). In addition, when different
amounts of HEC were added. within its solubility limit [ —0065 wit. &,
before an opalescent selution appears], to the (P123x+W) system
with x=050wt%, we found that the calorimetric traces did not
change in comparison with those obtained for (P123 = W) system
(data no shown), Therefore, the A, Ty, and CMT values are the
same as those for the (P123% +W) system and it can be concluded
that the addition of such small quantities of HEC does not affect
the aggregation process of P1235. A completely different situation
was observed when ADA was added ta the (P123 +%4) system for
which significant chamges in the calorimetric traces [Fig. 501 and
in the thermodynamic parameters of aggregation were abserved
[Table 47, The addition of the hydrophobic drag, ADA, dramarically
lowrers the AHggy to around 60% of the value cbtained in the case
of (F123 +W]. The results indicate that the incorporation of ADA
affects the formation of the P123 aggregates and there is a decrease
of the energy involved, The Ty values for the systems also reflect
this fact, as they are lower in comparison to the [P123 + W) system
and the difference is increased as the concentration of the P123
increases,

When HEC was added to the (P123 « W)+ ADA system, the CMT
and Ty showed slight differences compared to those obtained
for the system witheut HEC (Table 4] However, the AMag

for the (P123+W)+ADA+HEC system is higher [an increase in
53 kjmal=!) compared to the (P123+W)+ADA system. Although
the presence of HEC does not have any influence on the thermody-
namic parameters of aggregation for F123, only the presence of the
hydrophobic drug, ADWA, affects these thermodynamics parameters
and the interaction between P1232 and HEC becomes evident.

3.4, Porricle size

The hydrodynamic diamerer (dy, ) for the different systems was
studied wsing DLS at rwo temperatures: before and after the
transition observed in DSC experiments. To achieve an accurate
interpretation from the data collected, the measurements were
made at low aggregate concentrations to aveid multiple scattering.
P123 concentration was 050 wWiL%, which is above its CAC: the HEC
concentration was 0.50 wiLE and ADA concentration was 1 wiLE,
The results of the dg, found and a schematic representation of the
formation of the aggregates in the different systems are shown on
Table 5 and Fig. G, respectively.

For the (P123+W) system, before the CMT, three populations
were observed. The one with the smallest diameter was consid-
ered to be the monomer. When the size measurements were made
after the transition (303.15 K], only one popularion was observed
[Tahle 5] which was assigned to the P123 micelles (Fig. G{a}). The
size for the micelle is coincident with the one found by Bhartachar-
jee et al. |59]. For the (HEC +W) system, the measurements of the
particle size were taken at 29815 K, since there was no transition
shown in the DEC experiments for this system. We observed bwo
populations, the smallest and most abundant one was attributed to
the HEC aggregate (34 nm).

When the [P123 W]+ HEC system was measured at lower or
higher temperatures than its CMT, two peaks were observed, The
one that was not very abundant had almaost the size of the micelle
(25 nm) amd it did not change with temperature, Meanwhile, the
most abundant peak reduced its size from 132 to BYnm when the
temperature increased. Considening that the size of the HEC aggre-
gate is 34 nm, it may be suggested that the most abundant peak is
a complex formed by at least two P123 micelles surrounded by one
HEC aggregate {Fig G(b))

In the case of the [P123+W+ADA) system, one peak was
observed below the CMT (192 nm). When the temperature was
raised, a new peak appeared at 15 nm ( the most abundant) assigned
1o the ADA-loaded P123 micelles {Fig. 6{c)). The peak at a low tem-
perature may be a complex fermed by some ADA-loaded P123

Table 5
summary of dy, foumd at temperatures lower (283,15 K) and higher (303,15 K] than CMT for the different systems
System TIK dy [ nm x Structure
[FI23+W] ERLAA 19T + 4% 54
[ ] ELl
4704 10 P1E3 mememer
M35 1B+2 (L] PLZ3 micelle
[HEL +%W] Z08.15 #i4 w2
194 =60 3
[F123+ W]+ HEC 23S 132 +47 a5
ZBLE 15
3305 BT+2 &6 (P123 micelles + HEC] complex
I5LE 14
[FI23+%W ]+ ADA ERENA 1 1E LLUE]
035 15+1 75 AlMi-loaded 123 micelle
150+ 38 5
[PI23+ W]+ ADA + HEC ZBIANS ZRA =115 Al
GBI =04 38
EEE L 12
ELLE 15.8 =06 7
FO0 + 6 12 (AlA-loaded FLES micelles + HEC) camplex
1 10
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5.2 Fundamentos de las Técnicas Experimentales

5.2.1. Fundamento de Viscosidad Intrinseca:

La viscosidad intrinseca representa la capacidad de un polimero para incrementar la viscosidad de
la disolucion. Se sabe que la viscosidad es proporcional al tiempo del flujo multiplicado por la
densidad de la disolucion; y a concentraciones diluidas, la densidad de la disolucion se considera
igual que la del disolvente [76].

Determinando el tiempo empleado por la disolucion en recorrer el capilar de un viscosimetro y
comparandolo con el disolvente puro, podemos definir una viscosidad relativa en funcion del
tiempo (7.1); que a su vez permite la determinacion de la viscosidad especifica e intrinseca (7.2 y
7.3)

p=L=-L (5.1)
Ny 1
n, =1y -1 (5.2)
Ty

c—0 C

[7]=1im [n_pj (73)

Donde 7, es la viscosidad del disolvente, 1] es a viscosidad de la disolucion y ¢ es la concentracion
en g/dL. La Figura 5.1 muestra los resultados de 5, vs C obtenidos en este trabajo; se observa una

tendencia que se ajusta a un polinomio de segundo grado en la cual, si la interseccion con el eje de
las ordenadas es 1, la constante del término lineal es la viscosidad intrinseca:

N, =1+Ac+ Bc?

o (n_—lj | (5.4)

93



CAPITULO 5
ANEXOS

HEC + Agua
T=25°C

6

54

n, =1+ Ac+Bc
A=35+04
1 B=12%1

[7]=3.5+04

T T T T T T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.30 0.35 0.40 0.45 0.50

cl[gdl]
Figura 5.1. Datos de viscosidad reducida vs concentracion para HEC a 298.15 K.

La viscosidad intrinseca puede relacionarse con la masa molar por medio de la ecuacion de Mark-
Houwink lo que brinda la posibilidad de calcular la masa molar promedio del polimero:

[n] = KM

) B (5.5)
M :[[iK]j“ :(1033%)“2 =335653gmol”!
. X

Donde M es la masa molar, K y  son constantes experimentales que dependen del disolvente
empleado y de la temperatura. En este caso el disolvente es agua y los valores de a=0.82 + 0.07 y
K=1.03 x 10,

5.2.2. Fundamento del Método de Gota Pendiente

Esta técnica se basa en suspender una gota del liquido muestra en la punta de un capilar por un
tiempo determinado. Con la camara acoplada al equipo se toma una fotografia del perfil de la gota
desde el tiempo igual a cero (t=0), donde la superficie no esta ocupada por moléculas de tensoactivo
hasta un tiempo ¢ (t=t), donde las moléculas de tensoactivo ocupan la superficie. El perfil de la gota
esta determinado por dos fuerzas de gravedad que jala la gota hacia abajo, y la segunda fuerza que
es la tension superficial que intenta darle una forma esférica a la gota para disminuir su superficie.
El cambio en la curvatura de la gota es una medida del equilibrio entre las fuerzas, el cual es
descrito por la ecuacion de Young-Laplace para casos no esféricos en un campo gravitatorio [49,
77].
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La ecuacion de Young-Laplace establece la relacion entre curvaturas, tension superficial y la
diferencia de presiones en fases fluidas, resultado de la competencia entre los trabajos volumétrico
y superficial. La forma de una superficie depende de la diferencia de presiones entre las fases que la
conforman

Ap_2o (5.6)
r

Donde AP es la diferencia de presiones, o es la tension superficial y » es el radio de la curvatura
de las gotas. De acuerdo a la ecuacion, la diferencia de presiones se incrementa conforme el radio
disminuye. Para las superficies no esféricas, se consideran los radios de curvatura R1 y R2 (Dibujo
degota con radios)

Ap:a(i+Lj (5.7)

1 2

Asi el softwear del equipo analiza de forma digital el perfil de la gota con la ecuacion de Young-
Laplace obteniéndose los valores de tension superficial dinamica.

5.2.3. Fundamento de Calorimetria Diferencial de Barrido

La técnica se fundamenta en el hecho de que al incrementar la temperatura de un material, el
sistema tiende a elevar sus estados de energia. Este cambio puede ocurrir de manera dramatica si el
sistema sufre un cambio cooperativo en su estructura. Algunos ejemplos biologicos son las
transiciones termotropicas: cambio de gel a cristal liquido de lipidos, el desplegamiento térmico de
las proteinas y la fusion inducida por la temperatura en el caso del ADN. La caracteristica comun de
estas transiciones es que son cambios altamente cooperativos en el estado estructural del sistema a
través de un estrecho intervalo de temperatura.

Si asumimos que el sistema de estudio puede existir en cualquiera estado A o B, en un intervalo
finito de temperatura, la concentracion de equilibrio de las dos formas puede ser escrita en términos
de una constante de equilibrio:

k=2 58

—

Asi, si la fraccion ocupacional del estado B (con mayor entalpia) es denotada como , entonces

(1-/)

ro K (5.9)

K= S, despejando

Por otra parte. El cambio en la energia estandar de Gibbs para la reaccion esta dada por:
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AG° = AH°—TAS®=—RTInK (5.10)

Donde AH® y AS° son los cambio de entalpia y entropia estindar de la reaccion,
respectivamente. Cuando  AG® es cercano a cero, el sistema puede existir como una mezcla de
dos estados. La temperatura a la cual los dos estados son igual de probables se le llama temperatura
de fusion (7, melting temperatura). En la 7,, la diferencia en la energia de Gibbs para los dos
estados es cero

T = (5.11)
m ASO

Mientras que la entalpia de los sistemas como funcién de la temperatura puede ser calculada como

Ay = AHK (5.12)
1+ K

El resultado se muestra en una curva, la cual es la entalpia como funcién de la temperatura para el
sistema. La derivada de esta curva es igual a la capacidad térmica de exceso C, dada por

_d(AH) _K(1+K) AH? (5.13)
Cp_ - 2
dar RT

Esta funcion se muestra en la figura 1B, la cual es obtenida directamente por la calorimetria
diferencial de barrido. La curva de la capacidad térmica proporciona informacién muy util como:

(1) La entalpia de la transicion del estado A al B, que puede calcularse como el area bajo la
curva del grafico (aze).
(i1) La temperatura de fusion (7,) es aproximadamente la temperatura a la cual C, es

maximay AG® es cero.

(iii))  El cambio de entropia para la transicion puede ser calculado a partir de 7, ya que es
[9)

igual a A
AS®

Tanto el ancho como el alto de la curva de transicion se relacionan con la pureza de los compuestos
y la cooperatividad natural de la transicion. En el caso de desplagamiento de proteinas, la validez de
los dos estados asumidos; pueden ser rigurosamente establecidos por la comparacion del cambio de
entalpia total con el ancho y alto de la curva de C,. Por otra parte, la presencia de impurezas
induciria un ensanchamiento de la curva de C, .
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7.2.4. Fundamentos de Dispersién Dindmica de Luz

La dispersion dinamica de luz utiliza la teoria de dispersion de Rayleigh (para particulas pequenas y
esféricas), la teoria de Mie (particulas esféricas de tamafio superior a la longitud de onda) y la
teoria de Stokes-Einstein (la cual no considera la estructura molecular sino las fluctuaciones del
indice de refraccion). Permitiendo obtener informacion dinamica de las particulas coloidales que se
mueven al azar como el coeficiente de difusion y el radio hidrodindmico.

Cuando una particula recibe una radiacion, cierta cantidad es dispersada (fenomeno de dispersion),
debido a la interaccion radiacion-materia (Figura 5.2) Al iluminar una particula con un laser, la luz
se dispersara en todas las direcciones; y al colocar una pantalla cerca a la particula, la pantalla
puede ser iluminada por la luz dispersada, mostrando patrones de manchas (areas brillantes y
obscuras).

Figura. 5.2. Patron de manchas obtenidas por el fenomeno de dispersion de luz.

A medida que las particulas se mueven alrededor, la luz dispersada hara que las areas brillantes y
oscuras crezcan y disminuyan en intensidad, permitiendo la medicion de las fluctuaciones de
intensidad de la luz dispersada (resultado del movimiento Browniano). Las particulas pequefias
causan fluctuaciones de intensidad mas rapidamente que las grandes, asi se forma un espectro.

El espectro de frecuencias contenido en las fluctuaciones de intensidad provenientes del
movimiento Browniano de las particulas, se mide mediante un auto-correlacionador digital. Un
correlacionador es basicamente un comparador de sefiales. Este es disefiado para medir el grado de
similitud entre dos sefiales, o de una sefial consigo misma a intervalos de tiempo variables. La
velocidad del movimiento Browniano es definida por una propiedad conocida como coeficiente de
difusion translacional (D).

Por lo que la dispersion dinamica de luz, mide las fluctuaciones (resultado del movimiento
Browniano) mediante la intensidad de dispersion con respecto al tiempo. Donde la velocidad del
movimiento es definida por una propiedad conocida como coeficiente de difusion translacional (D).

Conocido el coeficiente de difusion, es posible conocer el tamafio de las particulas en la disolucion
mediante la ecuacion de Stokes-Einstein (suponiendo a dilucién infinita y la ausencia de
interacciones entre las particulas esféricas).
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__MT (5.14)
3nzD

h

Donde g, es el didmetro hidrodinamico; D es el coeficiente de difusion translacional; & es la

constante de Boltzman; 7" es la temperatura absoluta y # es la viscosidad. Una vez obtenido el
didmetro hidrodinamico se obtiene los parametros de distribucion en funcion de la intensidad, el
volumen y numero.

5.3. Datos Experimentales

5.3.1. Datos de la curva de calibracion de amiodarona en agua.

Tabla A1. Datos de absorbancia para la realizacion de la curva de calibracion.

Concentracion o ]
N Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva4 | Desviacion | Promedio
pgmL

5,08 0,090 0,042 0,114 0,159 0,049 0,101
10,16 0,217 0,155 0,286 0,320 0,073 0,244
15,24 0,358 0,395 0,440 0,515 0,067 0,427
20,32 0,544 0,591 0,628 0,660 0,050 0,606
25,41 0,682 0,711 0,755 0,859 0,077 0,752
30,49 0,890 0,805 0,910 1,041 0,097 0,912
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5.3.2. Datos de tension superficial dindmica de la Figuras 2.5y 2.6.

Tabla A2.Datos dindmicos de tension superficial para dos experimentos de la solucidon de (P123
[0.003 % m/m]+ H,0).

(P123 (0,003%) + H,0)

Experimento 1 Experimento 2
t t'! t1/2)" Geq t t'! (t"1/2)" Geq
(s) ") ) (mNm-1) S CB) ") (mNm-1)
0 - - 59,33 47,912 0,02087 0,14447 48,05
47,912 0,02087 0,14447 44,06 95,824 0,01044 0,10216 4291
95,824 0,01044 0,10216 41,32 143,737 0,00696 0,08341 40,76
143,737 0,00696 0,08341 39,7 191,649 0,00522 0,07223 39,46
191,649 0,00522 0,07223 38,65 239,562 0,00417 0,06461 38,41
239,562 0,00417 0,06461 37,97 286,476 0,00349 0,05908 37,95
287,475 0,00348 0,05898 37,39 334,389 0,00299 0,05469 37,27
335,387 0,00298 0,0546 37,02 383,299 0,00261 0,05108 36,91
383,3 0,00261 0,05108 36,66 431,212 0,00232 0,04816 36,58
431,212 0,00232 0,04816 36,39 479,124 0,00209 0,04569 36,34
479,125 0,00209 0,04569 36,24 527,037 0,0019 0,04356 36,19
527,037 0,0019 0,04356 36,02 573,951 0,00174 0,04174 35,94
573,951 0,00174 0,04174 35,91 621,879 0,00161 0,0401 35,76
621,864 0,00161 0,0401 35,79 669,792 0,00149 0,03864 35,65
669,776 0,00149 0,03864 35,64 717,704 0,00139 0,03733 35,51
717,689 0,00139 0,03733 35,5 765,617 0,00131 0,03614 35,47
765,601 0,00131 0,03614 35,41 813,529 0,00123 0,03506 35,32
814,512 0,00123 0,03504 35,33 861,441 0,00116 0,03407 35,28
862,425 0,00116 0,03405 35,2 909,354 0,0011 0,03316 35,14
910,337 0,0011 0,03314 35,16 957,266 0,00104 0,03232 35,1
958,25 0,00104 0,0323 35,06 1005,179 9,95E-04 0,03154 35,01
1006,162 9,94E-04  0,03153 35,02 1053,091 9,50E-04 0,03082 35
1054,075 9,49E-04 0,0308 34,97 1101,004 9,08E-04 0,03014 34,91
1100,989 9,08E-04  0,03014 34,91 1148,916 8,70E-04 0,0295 34,87
1148,901 8,70E-04 0,0295 34,82 1196,829 8,36E-04 0,02891 -
1196,814 8,36E-04  0,02891 34,76 1244,741 8,03E-04 0,02834 34,72
1244,726 8,03E-04  0,02834 34,75 1292,654 7,74E-04 0,02781 34,69
1292,639 7,74E-04  0,02781 34,7 1340,566 7,46E-04 0,02731 34,66
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Experimento 1 Experimento 2
t t! (t1/2)" Oeq t t! (t°1/2)" Ocq
(S) (s") ") (mNm-1) S (s1) ) (mNm-1)

1436,376 6,96E-04  0,02639 34,59 1484,303 6,74E-04 0,02596 34,55

1484,289 6,74E-04  0,02596 34,49 1532,216 6,53E-04 0,02555 34,5
1533,2 6,52E-04  0,02554 34,51 1628,041 6,14E-04 0,02478 34,43
1580,114 6,33E-04  0,02516 34,4 1723,866 5,80E-04 0,02409 34,35
1628,027 6,14E-04  0,02478 34,38 1771,778 5,64E-04 0,02376 34,34

1675,939 5,97E-04  0,02443 34,35 1819,691 5,50E-04 0,02344 34,3
1723,852 5,80E-04  0,02409 34,32 1867,603 5,35E-04 0,02314 34,27
1771,764 5,64E-04  0,02376 34,27 1915,516 5,22E-04 0,02285 34,26
1819,677 5,50E-04  0,02344 34,3 1963,428 5,09E-04 0,02257 34,24
1867,589 5,35E-04  0,02314 34,28 2011,341 4,97E-04 0,0223 34,19
1915,502 5,22E-04  0,02285 34,19 2059,253 4,86E-04 0,02204 34,19
1964,412 5,09E-04  0,02256 34,21 2107,166 4,75E-04 0,02178 34,18
2012,325 497E-04  0,02229 34,15 2155,078 4,64E-04 0,02154 34,22

2060,237 4,85E-04  0,02203 34,12 2202,991 4,54E-04 0,02131 34,1
2250,903 4,44E-04 0,02108 34,06
2298,815 4,35E-04 0,02086 34,06
2346,728 4,26E-04 0,02064 34,04

5.3.3. Datos de tension al equilibrio obtenidos con la ecuacion de Ward y
Tordai para tiempos largos, Figuras 2.7 y 2.10.

Tabla A3. Datos de tension superficial al equilibrio para los sistemas (P123 + H,0) y (HEC +

H,0).
(P123, + H,0) (HEC + H;0)
Seq Seq
XPi23
(mNm') XHEC (mNm")
3,13E-11 72,13 £ 0,02 5,37E-11 61,15 £+ 142
9,39E-11 72,28 + 0,33 4,52E-10 61,41 <+ 095
1,57E-10 71,57 £ 0,19 2,07E-09 61,2 + 1,67
3,13E-10 70,15 + 0,09 1,34E-08 60,15 =+ 095
6,26E-10 68,47 + 1,01 4,68E-08 60,89 £+ 0,50
7,50E-10 67,74 £ 0,09 5,43E-07 59,03 £+ 0,59
9,39E-10 44,02 <+ 0,03 1,10E-06 59,12 £+ 0,85
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(P123, + H,0)

Xpi23 Ocq /( mNm_l)
1,57E-09 42,00 =+ 0,28
4,70E-09 394 =+ 026
7,83E-09 38,59 + 0,65
1,57E-08 37,38 + 0,29
3,13E-08 36,13 + 0,42
6,26E-08 3581 + 0,2
9,39E-08 3395 + 0,29
1,57E-07 33,62 + 0,32
1,91E-07 32,32 + 0,32
2,13E-07 32,62 = 1,01
3,13E-07 31,69 = 0.5
501E-07 32,12 + 029
6,26E-07 32,16 + 0,32
8,77E-07 32,71 + 0,65
1,13E-06 32,58 + 045
1,93E-06 32,08 + 0,29
3,73E-06 32,32 + 042
1,57E-05 32,71 £ 0,2
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Tabla A4. Datos de tension superficial al equilibrio para los sistemas (P123 + H,O) + HEC [0.001
% m/m] y (P123 + H,0) + HEC [0.005 % m/m].

(P123, + H,O) + HEC [0.001 %)]

(P123 + H,O) + HEC [0.005 %]

Seq Seq
Xp123 (mNm_l) Xp123 (mNm_l)

1,57E-10 65,78+ 1 1,57E-10 63,45+ 0,68
3,13E-10 65,08+ 1,2 3,13E-10 62,84+ 0,56
4,70E-10 62,89+ 0,79 6,26E-10 6437+ 0,84
6,26E-10 63,24+ 0,98 9,39E-10 62,63+ 0,57
9,39E-10 48,61+ 0,76 1,57E-09 63,6+ 0

1,57E-09 45,98+ 0,35 4,70E-09 56,35+ 0,68
3,13E-09 42,66+ 0,37 7,83E-09 47,57+ 0,39
4,70E-09 41,9+ 0,43 1,57E-08 4331+ 0,6
7,83E-09 41,13+ 0,02 2,35E-08 39,75+ 0,05
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(P123, + H,0O) + HEC [0.001 %)]

(P123 + H,O) + HEC [0.005 %]

Xp123 Geq Xp123 Geq
(mNm™) (mNm™)

1,57E-08 40,08+ 0,28 3,13E-08 36,8 0,42
2,35E-08 37,45+ 0,66 6,26E-08 37,548+ 0,3
3,13E-08 36,14+ 0,77 9,39E-08 35,174+ 0,43
6,26E-08 34,58+ 0,33 1,25E-07 339+ 0,25
9,39E-08 33,56+ 0,53 1,57E-07 33,602+ 0,43
1,25E-07 32,76+ 0,58 1,88E-07 31,88+ 0,25
1,57E-07 32,74+ 0,61 2,19E-07 31,93+ 0,49
1,88E-07 32,05+ 0,4 2,50E-07 32,13+ 0,51
1,91E-07 32,14+ 0,68 2,82E-07 32,4+ 0,44
2,19E-07 32,01+ 0,54 3,13E-07 32,6+ 0,18
2,50E-07 31,62+ 0,45 8,77E-07 32,71+ 0,14
3,13E-07 31,11+ 0,64 1,13E-06 32,58+ 0,15
4,70E-07 31,48+ 0,27 1,93E-06 32,08+ 0,77
6,26E-07 32,08 047
9,39E-07 32,48+ 0,34
1,91E-06 32,38+ 0,58
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