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1. RESUMEN

En el presente trabajo se estudid la sintesis de copolimeros en bloque anfifilicos
basados en acrilato de colesterilo, acrilato de butilo y polietilenglicol mediante la
técnica ARGET-ATRP, la polimerizacion fue confirmada empleando FT-IR, RMN!H,
GPC y DSC. Adicionalmente, se establecié el efecto de la estructura de los
copolimeros en el autoensamblaje en medio acuoso para la formacion de micelas y
sus propiedades coloidales mediante andlisis de DLS, TEM y potencial Z.
Finalmente, se estudio la capacidad de las micelas poliméricas bioconjugadas con
colesterol, para encapsular y liberar anfotericina B (anfB) empleando

espectroscopia UV/VIS.

De acuerdo a los resultados obtenidos, propiedades como el diametro
hidrodinamico y morfologia de las micelas no se ven afectados por la composicion
de los copolimeros. Asi mismo, al estudiar la encapsulacién y liberacion de anfB, se
encontré que estas propiedades dependen en gran medida del caracter hidrofobico
del copolimero. Alcanzando mayor encapsulacion del farmaco a medida que
aumenta el contenido de colesterol, mientras que en los estudios de liberacién se

evidencio que a menor contenido de colesterol la liberacion del farmaco es mayor.
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2. INTRODUCCION

La anfotericina B es un agente crucial en el tratamiento de afecciones fungicas, su
uso clinico fue aprobado por la FDA en 1959. (Diezi & Kwon, 2012). Su mecanismo
de accion se basa en la unién de la molécula al ergosterol de la membrana celular
fungica creando un canal que permite la salida del contenido citoplasmatico, lo que
lleva a la muerte celular del hongo (Laniado & Cabrales, 2009). La administracion
de anfB esta limitada por su toxicidad y baja solubilidad en la mayoria de disolventes
incluyendo el agua; convencionalmente, se formula como una dispersion coloidal
empleando desoxicolato, como un agente tensoactivo, sin embargo, su caracter
toxico no disminuye (Cleary & Wasan, 2011), por esta razén se hace necesario el
desarrollo de micelas poliméricas que permitan mayores porcentajes de

encapsulacion y liberacion controlada del farmaco.

Los materiales poliméricos funcionales son componentes principales de una gran
variedad de aplicaciones biologicas y biomédicas, incluyendo la liberacion
controlada de farmacos (Siegwart et al, 2012). Un objetivo de la ciencia de polimeros
ha sido sintetizar materiales bajo condiciones controladas, para ello, grupos de
investigadores se han interesado en el proceso de polimerizacion radicalaria por
transferencia de atomo (ATRP), desarrollado en la universidad Carnegie Mellon por
el profesor Krzysztof Matyjaszewski en 1994 (Krzysztof Matyjaszewski, 1994). Esta
técnica de polimerizacién permite la sintesis de copolimeros en bloque anfifilicos,
que son macromoléculas constituidas por bloques hidréfobos e hidréfilos unidos
covalentemente (Pasquali et al., 2005), estos materiales tienen la capacidad de
autoensamblarse en ambientes acuosos formando estructuras micelares que
pueden encapsular farmacos insolubles en agua (Lavasanifar et al., 2002). Por sus
aplicaciones practicas, las micelas poliméricas sugieren varias ventajas como lo
son: estabilidad coloidal, control sobre la solubilidad del farmaco y su velocidad de
liberacién, ademas, de que su fabricacidbn puede ser a través de materiales

biodegradables y biocompatibles (Pittella et al., 2014).
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Debido a sus caracteristicas adecuadas para aplicaciones biomédicas, gran parte
de los copolimeros en bloque anfifilicos contienen polietilenglicol (PEG) como
blogue hidrdfilo, puesto que no solo aumenta la solubilidad y biocompatibilidad en
el cuerpo, sino también ayuda a proteger el farmaco del reconocimiento por el
sistema reticuloendotelial (SRE) (Laskarb et al., 2015). Por su parte, el uso de
acrilato de colesterilo (ACol) y acrilato de butilo (BA) en las cadenas del copolimero
como bloque hidréfobo, proporciona una mayor solubilidad para compuestos
insolubles en agua (Vijan, 2015). En contraste, las micelas poliméricas basadas en
polietilenglicol (PEG), acrilato de colesterilo (ACol) y acrilato de butilo (BA), tienen
una aplicacién promisoria en la encapsulacion y liberacion controlada de principios

activos insolubles en agua como la Anfotericina B.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar copolimeros en bloque anfifilicos (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)
empleando polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo y evaluar su

aplicacion en la encapsulacion y liberacién de anfotericina B.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Establecer las condiciones de sintesis de los copolimeros en bloque
anfifilicos (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) empleando ARGET-ATRP.

Il. Establecer relaciones entre la composicién de los copolimeros en bloque

anfifilicos y sus propiedades micelares.

[ll. Determinar relaciones entre la cantidad de colesterol presente en los

copolimeros y su capacidad de encapsular y liberar Anfotericina B.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Estado del arte

Através de ATRP, se han sintetizado copolimeros en bloque anfifilicos, que cuentan
con propiedades ideales para el transporte y liberacion controlada de
medicamentos. Laskar y colaboradores reportan la sintesis y caracterizacion de
copolimeros al azar de poli(metacrilato de dodecil-co-metacrilato de polietilenglicol
metil éter) (poliDMA-co-mPEG]), produciendo un material con habilidades para
solubilizar camptotecina, un medicamento contra el cancer insoluble en agua
(Laskar et al., 2015). Luengo y colaboradores sintetizaron copolimeros dibloque de
monometoxi polietilenglicol funcionalizado con &cido colanico (PEGskpa-Colina)
estudiando su autoensamblaje en la formacion de micelas que podrian actian como
nanocontenedores de Anfotericina B (Luengo-Alonso et al., 2015). Jeong, Han Bae
y Wan Kim, reportaron la sintesis de copolimeros tribloque de PEG-PLGA-PEG y
estudiaron su aplicacion en la formacion de micelas empleando DLS (Jeong et al.,
1999). Gaucher y colaboradores reportan la obtencién de micelas de copolimeros
en blogue basados en polietilenglicol (PEG), para la encapsulacion y liberacion de

paclitaxe (Gaucher et al., 2005).

El acrilato de colesterilo se ha combinado con polietilenglicol (PEG), para formar
estructuras micelares que pueden solubilizar Camptotecina, un farmaco hidréfobo
gue puede penetrar facilmente células cancerosas (Laskar et al., 2014). Vijan y
Topala, estudiaron la interaccién de anfB con oleato de colesterilo y linoleato de
colesterilo, los experimentos se llevaron a cabo por espectrofotometria UV/VIS a
una longitud de onda de 408 nm (Vijan & Topala, 2009). Lee y colaboradores
obtuvieron copolimeros en bloque biodegradables que contienen colesterol y
evaluaron su comportamiento en la encapsulacion y liberacién de paclitaxel (PTX),
un farmaco anticancerigeno muy hidréfobo, demostrando que el PTX encapsulado
en micelas era capaz de matar células cancerosas mas eficazmente que el PTX

libre (Lee et al., 2012). En la investigacién realizada por Jia, Albouy y Cicco, se
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estudio el autoensamblaje de copolimeros en bloque que contienen colesterol y
polietilenglicol (PEG) con diferenres longitudes de cada segmento, se concluyé que
el copolimero PEG-b-Pachol forma agregados con diferentes morfologias en

THF/agua y Dioxano/agua (Jia et al., 2011).

Copolimeros dibloque de PnBA-PAA se han sintetizado por Colombani y
colaboradores utilizando ATRP, en este método se emple6 PnBA-Br como
macroiniciador funcional de la polimerizacién, originando copolimeros que se
disuelven facilmente en agua (Colombani et al., 2007). Davis y Matyjaszewski
reportan la obtencion de copolimeros dibloque y tribloque basados en t-Butil acrilato,
produciendo materiales con diferentes pesos moleculares que fueron
caracterizados por RMN'H y FT-IR (Davis & Matyjaszewski, 2000). Las micelas
basadas en copolimeros dibloque de poli[N-(2-hidroxipropil) metacrilamida]
(poli(HPMA)) y poli(n-Butil acrilato) (poli(BA)), han sido sintetizadas por Konak y
Ganchev, las soluciones micelares se prepararon por dialisis en una mezcla de
DMF/H20 y sus propiedades fueron estudiadas por DLS (Konak et al., 2002). Ma y
Wooley, reportan la sintesis de copolimeros anfifilicos de t-Butil acrilato, metil
acrilato y estireno via ATRP para la formacion de materiales complejos
nanoestructurados, los resultados indicaron que las polimerizaciones se produjeron
sin problema a una temperatura de 50°C, en tolueno y usando como sistema
catalitico CuBr/PMDETA (Ma & Wooley, 2000).

El estudio de sistemas micelares con capacidad de autoensamblarse en sistemas
acuosos para encapsular farmacos insolubles, ha sido ampliamente investigado.
Diaz y Pérez reportan el uso de copolimeros tribloque de PDMAEMA-b-PCL-b-
PDMAEMA para encapsular anfB, de acuerdo a los resultados, el aumento del
segmento hidrofobico favorece la encapsulacion de anfB (Diaz & Perez, 2015). Diezi
y colaboradores reportan el uso de micelas basadas en PEG-DSPE co-cargado con
colesterol para encapsular anfB, se demostré reduccion de la toxicidad y un

aumento en la solubilidad del farmaco (Diezi & Kwon, 2012). En la investigacion
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realizada por Vijan se comparo la interaccion de la anfB con colesterol trifluorometil
fenil carbamato / estigmasterol trifluorometil fenil carbamato (Ch-CFs/Stg-CFs3)
utilizando espectroscopia de absorcibn como técnica de medicion (Vijan, 2015).
Lavasanifar y Samuel investigaron la obtencion de micelas de PEO-b-PHSA y su
aplicacion en la encapsulacion y liberacion de anfB, encontrando que el copolimero
puede ser alterado con &cido estearico para mejorar la encapsulacion del farmaco
y aumentar su eficacia (Lavasanifar & Samuel, 2002).

De acuerdo a las investigaciones previas encontradas, los copolimeros anfifilicos
constituidos por PEG, ACol y BA, presentan caracteristicas apropiadas para su
potencial uso como nanocontenedores micelares de sustancias hidrofébicas, dentro

de las que se encuentra la Anfotericina B.

4.2 Copolimeros en bloque

Los copolimeros en bloque son sistemas macromoleculares que se componen por
bloques dispuestos en una secuencia lineal (Torchilin, 2005). Estas estructuras
normalmente son disefiadas durante su sintesis, este tipo de materiales puede
presentarse en dos estados diferentes, uno desordenado, en donde se presenta
miscibilidad de los segmentos y uno ordenado, que presenta segregacion de los
segmentos. En la mayoria de aplicaciones el estado segregado es el mas
provechoso, puesto que se establecen dominios entre cada bloque (Serrano et al.,
2002).

Las propiedades de los copolimeros en bloque son parecidas a las propiedades de
mezclas de polimeros, pero la presencia de enlaces quimicos entre los bloques
asegura su estabilidad y evita su separacion con la liberacion de los componentes
individuales. Las caracteristicas de un copolimero en bloques pueden variar
dependiendo de la modificacion que se requiera en su aplicacion final, para formar
una estructura globular, fibrilar, lamelar, entre otras, y por lo tanto dar la obtencién

de productos con diferentes aplicaciones (Pasquali, et al, 2005).
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Entre los copolimeros en bloques con aplicaciones biomédicas se destacan los
anfifilicos, que poseen bloques hidréfobos unidos a bloques hidrofilos. Estos
copolimeros tienen propiedades tensoactivas y pueden autoensamblarse dando
lugar a micelas, vesiculas y estructuras liquido cristalinas, que pueden actuar como

nanocontenedores de principios activos (Pasquali, et al. 2005).

4.3 Polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo (ATRP)

ATRP, es un método eficaz para el disefio y preparacion de polimeros
nanoestructurados y multifuncionales. Este tipo de polimerizacion permite el control
de la estructura, orden y funcionalidad de materiales poliméricos con potencial uso
en el campo biomédico (Jeong et al., 1999). Al ser un sistema multicomponente, las
reacciones ATRP requieren: un macroiniciador con un atomo o grupo transferible
(con frecuencia un halégeno, donde X = Cl o Br), un catalizador (metal de
transicion), un ligando (para formar un complejo con el metal de transicion) y uno o

mas mondmeros polimerizables (Matyjaszewski & Xia, 2001).

En este tipo de polimerizacién se establece un estado de equilibrio entre la
propagacion de radicales y la formacion de las especies latentes 0 macromoléculas
con grupos haluro terminal (R-X). Las especies latentes reaccionan periédicamente
con complejos de metal de transicion en su menor estado de oxidacion (kact). El
metal de transicion se acompleja con un ligando (Mt"/L) para modificar la solubilidad
y actividad del catalizador. Como resultado, se forma una especie radical en
crecimiento (R’) y complejos metalicos en su mas alto nivel de oxidacion
coordinados con el haluro (X-Mt"*1/L) que actlan como desactivador de la reaccion,
los desactivadores reaccionan con el radical en una reaccion inversa (kdeact) para
formar nuevamente las especies latentes y el activador (Matyjaszewski, 2012).
También ocurren reacciones de terminacion (kt), a través de acoplamiento de
radicales y su desproporcién (Siegwart et al., 2012). En la Figura 1 se muestra el

mecanismo general de reaccion en ATRP.
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kac
R-X + Mt"/L = Mt"™IX/L + R@*M

kdeact
\ kf
A
R-R

Figura 1. Esquema general de polimerizacion radicalaria por transferencia de
atomo (ATRP)

Como ATRP es un proceso catalitico puede ser mediado por diferentes complejos
de metales de transicion con actividad redox, el cobre (Cu) ha sido ampliamente
estudiado, pero otros estudios incluyen hierro, molibdeno, titanio, cobalto y paladio
(Wang & Matyjaszewski, 1995).

4.3.1 Polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo y activadores
regenerados por transferencia electronica (ARGET-ATRP)

Este sistema catalitico se basa en la regeneracion constante del activador para
ATRP con agentes reductores (Jakubowski et al., 2006). Permite que las reacciones
se lleven a cabo con menores cantidades de catalizador, lo que sugiere ser un
método ambientalmente amigable (Kwak & Matyjaszewski, 2009). El Cu (ll) formado
en reacciones de terminacion es continuamente regenerado a Cu (l) por un exceso
de agente reductor como: acido ascorbico, glucosa, 2 etil hexanoato de estafio (I1),
entre otros (Dong & Matyjaszewski, 2008). En la Figura 2 se muestra el mecanismo
general de reaccion en ARGET-ATRP.
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kac
RX + Mt"/L —2 Mt™IX/L + R@W

k,
‘ deact

Agente oxidante Agente reductor

Figura 2. Esquema general de Activadores Regenerados por Transferencia
Electrénica (ARGET-ATRP)

4.4 Micelizaciéon de copolimeros en bloque: autoensamblaje en solucién

Los copolimeros en bloque estan constituidos por dos o mas blogques unidos
covalentemente con diferentes propiedades fisicas y quimicas (Gaucher et al.,
2005). Tienen la habilidad de autoensamblarse en medio acuoso formando
particulas coloidales denominadas micelas (Pasquali, et al, 2005).

La micelizacion se produce cuando el copolimero es disuelto en un solvente
selectivo para uno de los bloques, bajo estas circunstancias las cadenas del
copolimero se organizan en una estructura tipo core-shell y alcanzan tamafos en
escala manométrica (Rodriguez et al., 2005). La disposicion del bloque soluble
hacia el medio disolvente se convierte en la “corona” de la micela formada, mientras
que la parte insoluble se protegera del disolvente en el “nucleo” de la estructura
(Katime et al., 2003). De este modo, la capacidad de las micelas de copolimeros en
blogue para solubilizar moléculas hidrofébicas se deriva de su composicién
estructural (Gaucher et al., 2005). Recientemente, ha despertado un creciente
interés utilizando micelas como vehiculos en la de administracion de farmacos, ya
gue presentan varias ventajas, tales como, tiempos de circulacion prolongados
debido a su tamafio y retencion adecuada del principio activo atribuida a su
estabilidad (Torchilin, 2005). Las propiedades fisicoquimicas de las micelas son
controladas a través de parametros como el grado de polimerizacién, la composicion
molar de los bloques hidréfilo/hidrofobo y la estructura quimica de cada segmento
(Luisi, 2001).

22



Copolimero en bloque anfifilico Micela

Blogue PEG
Segmento hidrofilo

Autoensamblaje
en medio acuoso

Segmento hidréfobo Segmento hidrofobo b A
Blogue ACol y BA Blogue ACol y BA S P @~

Figura 3. Autoensamblaje en medio acuoso de un copolimero en bloque anfifilico

El proceso de formacién de micelas depende principalmente de la concentracion
micelar critica (CMC), en soluciones a baja concentracion el copolimero se
comporta como unimero, solo hasta que alcanza la CMC se activa la formacién de
las micelas y se adquiere el equilibrio termodinamico entre las micelas y los
unimeros (Leibler et al, 2003). Las técnicas para determinar los valores de CMC
comunmente usadas son fluorescencia con pireno y dispersion de luz (Katime et al.,
2003).

4.5 Encapsulacion de farmacos

La encapsulacion de farmacos consiste en el recubrimiento de un compuesto por
un material de naturaleza polimérica. En el cuerpo, estos materiales tienen la
habilidad de aumentar el tiempo de vida medio de los farmacos en la sangre. Asi se
pueden reducir las dosis efectivas de medicamentos ingeridos, al actuar mas
eficazmente y disminuyendo efectos secundarios (Carrillo et al., 2013). Han sido
descritas diversas metodologias para encapsular, destacandose: evaporacion de
solvente, secado en spray y separacion de fases (Picos et al., 2000). EI método de
evaporacion de solvente reside en formar una emulsién a partir de dos fases
inmiscibles, una fase acuosa que contiene el polimero destinado a la formaciéon de
la matriz y una fase organica dispersa que contiene el principio activo (Gomez,
2014). Los factores fisicoquimicos que intervienen en la encapsulacion de principios

activos estan descritos en la tabla 1. (Xing & Mattice, 1997).
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Factor Descripcion
Longitud del segmento Un volumen mayor del nacleo, permite mayor contenido
hidrofobo del farmaco encapsulado.
Cristalinidad del El aumento de la cristalinidad del nacleo, disminuye el

segmento hidréfobo  contenido del farmaco encapsulado.

Concentracion del El aumento de la concentracion del copolimero eleva el
copolimero contenido del farmaco.
Afinidad entre el Esta relacionado con la miscibilidad entre el principio

nacleo micelar y el activo y el nucleo, controlando la solubilidad del farmaco
farmaco

Tabla 1. Factores fisicoquimicos que intervienen en la encapsulacion de principios
activos

4.6 Liberacion controlada de farmacos

Una de las aplicaciones mas importantes de los nanocontenedores micelares es la
liberacion de farmacos. Para estos métodos de tratamiento ante afecciones
fungicas, la via de administracion méas provechosa con principios activos
encapsulados es la parenteral, que una vez suministrados actian como
nanosistemas de reserva liberando lentamente el farmaco (Saenz et al., 2004). La
liberacion del farmaco se produce predominantemente por difusiéon de los poros y
por degradacién del copolimero, o bien por la combinacién de los dos mecanismos
(Gémez, 2014). Los factores fisicoquimicos que intervienen en la liberacion de

principios activos estan descritos en la tabla 2 (Roésler et al., 2012).

Factor Descripcion
Area Aumenta o disminuye la modulacion de la liberacién del
superficial/porosidad = farmaco.
Contenido del farmaco Incide en la dosis que se trate de alcanzar y la velocidad
de dosificacion del medicamento.
Tiempos de El tiempo de degradacion requerido esta presidido por la

degradacion ruta de administracion y la frecuencia de las dosis.
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Tamafio de particula  Esta directamente relacionado con la velocidad de
liberacion, por el aumento o disminucion del é&rea
superficial.

Tabla 2. Factores fisicoquimicos que intervienen en la liberacion de principios
activos

4.7 Anfotericina B

La anfotericina B es el antifungico poliénico de eleccion para el tratamiento de
micosis sistémicas, se produce naturalmente por el actinomiceto del suelo
Streptomyces nodosus, fue aislada originalmente a mediados de 1955 (Cleary &
Wasan, 2011). Esta molécula contiene 37 4tomos de carbono formando un anillo
macrociclico cerrado por lactonizacion, tiene una cadena de dobles enlaces
conjugados no sustituidos y una cadena polihidroxilada con siete grupos hidroxilo
libres, lo que le otorga su caracter anfipatico (ver figura 4) (Filippin & Souza, 2006).
La anfB es poco soluble en la mayoria de disolventes con excepcion de dimetil
sulféxido (DMSO) y dimetil formamida (DMF), es insoluble en agua a pH neutro,
pero se podria aumentar su solubilidad mediante la adicion de lauril sulfato de sodio

o desoxicolato de sodio (Wasan et al., 2009).

Figura 4. Estructura quimica de la anfotericina B

4.7.1 Mecanismo de accion de la anfotericina B

Los antifungicos poliénos se unen al ergosterol presente en la membrana celular
fungica, induciendo la formacion de canales que alteran la permeabilidad de la
membrana ocasionando la salida del contenido citoplasmatico y por ende la muerte
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celular (Laniado & Cabrales, 2009). La gran similitud entre las células mamiferas y
fungicas, resulta un problema a la hora de disefiar la formulacién antifingica, pues
esta, debe ser selectiva de la célula patdégeno y no de la célula humana sana. En
las células de los mamiferos el colesterol es el esterol que predomina, mientras que
en las células fungicas es el ergosterol, siendo esta cualidad el blanco de accién en

los farmacos antifungicos (Valdés, 2005).
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5. METODOLOGIA

El trabajo de investigacion se aborddé desde dos aspectos, uno quimico y otro

biomédico. Con el estudio quimico se sintetizaron copolimeros en bloque afifilicos
de (AChol-co-BA)-b-PEG-b-(AChol-co-BA) y se estudid sus propiedades de
micelizacion, con el estudio biomédico se evalud la capacidad de los materiales

sintetizados para encapsular y liberar Anfotericina B. En la figura 5 se observa el

disefio experimental usado en la investigacion.

111

vaporacion de

|

Figura 5. Fases del disefio experimental de la investigacion

Actividad

RRRRRRE

Los disolventes empleados en la sintesis, tales como anisol, cloroformo,

tetrahidrofurano, diclorometano, n-Hexano, etanol, entre otros, son grado analitico,

de origen comercial y no se sometieron a ningun tratamiento previo.
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El colesterol utilizado en la preparacion de acrilato de colesterilo (ACol), es una

mezcla racémica entre a-colesterol y -colesterol.

5.1 Determinacion de las condiciones de sintesis de los materiales
poliméricos

En esta fase se sintetizaron copolimeros en bloque anfifilicos de (AChol-co-BA)-b-
PEG-b-(AChol-co-BA) por ARGET-ATRP.

5.1.1 Sintesis del macroiniciador Br-PEG-Br
En un balon de fondo plano se disolvio polietilenglicol (PEG) (Mn= 1500 g/mol) (2.5

mmol) en 10 mL de diclorometano, se adicioné trietilamina (TEA) (3.75 mmol), la
reaccion se dejo enfriar en un bafio de hielo manteniendo una temperatura menor a
5°C, finalmente se adicioné por goteo 2-bromo isobutiril bromuro (BIBB) (6.25 mmol.
La mezcla resultante se dejo en agitacién durante 24 horas a temperatura ambiente.
La solucion resultante se purifico redisolviendo en diclorometano y se precipitando
en frio con un exceso de n-Hexano, este paso se repiti6 dos veces mas,
inmediatamente se filtr6 y se sec a temperatura ambiente (Gaitzsch et al., 2011).
El macroiniciador se analizé por FT-IR Y RMNH para ratificar la insercién del bromo
en el PEG.

9 0
(0] > (0]
* OH " Br “, * ",
n 7 n o s 7
Br Br

Figura 6. Esquema general de sintesis del macroiniciador Br-PEG-Br

5.1.2 Preparacion del acrilato de colesterilo
La preparacion del acrilato de colesterilo se llevo a cabo en dos etapas: en la

primera, se preparo cloruro de acriloilo a partir de acido acrilico y cloruro de tionilo,

en medio de diclorometano, utilizando una relacion equivalente 1:1 (Osouli, 2013).
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Figura 7. Reaccion general para la obtencion del cloruro de acriloilo

En la segunda etapa, se disolvi6 10 g (5.18 mmol) de colesterol en 50 mL de
cloroformo y 18.0 mL (25.90 mmol) de trietilamina (TEA), la solucion resultante se
agité y enfrié en un bafio de hielo hasta alcanzar una temperatura menor a 4°C,
luego se afiadio 10.5 mL de cloruro de acriloilo gota a gota, se agito y se dej6 en
reposo durante 24 horas a temperatura ambiente. Sucesivamente, la mezcla fue
lavada con agua desionizada y acido clorhidrico (9:1), se filtré mediante una cama
de NaSOa4 anhidro, la solucion se purificé haciéndola pasar por una columna corta
de silica gel utilizando cloroformo como eluyente, finalmente se precipitd en frio
utilizando 50 mL de etanol, este procedimiento se repiti6 dos veces. Se obtuvo
acrilato de colesterilo de color crema (Laskar et al., 2014). EI compuesto resultante
se caracterizé por RMNH para confirmar la unién entre el colesterol y el cloruro de

acriloilo.

HO

Figura 8. Reaccién general para la obtencion de acrilato de colesterilo (ACol)

5.1.3 sintesis de copolimeros en bloque anfifilicos de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-
(ACol-co-BA) empleando ARGET-ATRP

Los copolimeros en blogue anfifilicos de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) se

sintetizaron utilizando diferentes relaciones molares de los reactivos:
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Relacién molar

., Br- )
Muestra Denotacion Acido
PEG- BA ACol CuBr2 PMDETA o Col
ascorbico
Br
(PEG:BA) PB 1 34 - 1 2 10 -
(PEG:BA:Acol) P1 1 17 0.85 1 2 10 -
(PEG:BA:Acol) P2 1 34 1.7 1 2 10 -
(PEG:BA:Acol) P3 1 8.5 0.425 1 2 10 -
(PEG:BA:Acol) P4 1 17 1.7 1 2 10 -
(PEG:BA:Acol) P5 1 34 8.5 1 2 10 -
(PEG:BA:Acol) PC1 1 34 - 1 2 10 2.63
(PEG:BA:Acol) PC2 1 42 8.5 1 2 10 2.63

Tabla 3. Relaciones molares de los copolimeros de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-
co-BA) sintetizados (la denotacién identificara el copolimero durante el presente
documento).

Inicialmente se purifico el acrilato de butilo haciéndolo pasar por una columna de 10
cm de alumina bésica. Las polimerizaciones se llevaron a cabo disolviendo en un
vial de encapsulado Br-PEG-Br (1500 g/mol), acrilato de colesterilo y PMDETA en
anisol. Luego de la completa disolucion se afiadi6 el acido ascorbico y el CuBr2, se
agito y por ultimo se afiadio el acrilato de butilo. Inmediatamente se sell6 para evitar
pérdidas por volatilizacion del monémero BA, la mezcla se dejé reaccionar durante
24 horas a 100°C (Matyjaszewski, 1994; Kwak & Matyjaszewski, 2009). Las
polimerizaciones resultantes se disolvieron en THF y se hicieron pasar por filtros de
membrana de vidrio de 0,1 um para remover el catalizador (Faucher et al., 2006).

Finalmente se dejo evaporar el solvente a temperatura ambiente.
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Figura 9. Esquema general de sintesis de los copolimeros de (ACol-co-BA)-b-

5.1.4.

PEG-b-(ACol-co-BA)

Caracterizacion del macroiniciador y los copolimeros en bloque

anfifilicos
La caracterizacion de los materiales poliméricos sintetizados se llevdé a cabo

empleando:

7
°e

Espectroscopia infrarroja (FT-IR): los analisis se realizaron en un equipo
Shimadzu IR prestige 21 FT-IR, se tomaron aproximadamente 2 mg del
copolimero y se disolvieron en la menor cantidad de THF, luego la solucién
se depositoé sobre una ventana de NacCl.

Resonancia magnética nuclear proténica (RMN*H): los copolimeros se
analizaron empleando un espectrémetro Bruker Avance Il de 300 MHz,
disolviendo 20 mg de copolimero en 0.5 pL de CDCls.

Cromatografia de permeacion en gel (GPC): los andlisis de GPC se
realizaron en un equipo Viscotek TDA GPCMax. Se utiliz6 THF como
eluyente a un flujo de 0.8 mL/min empleando una columna HR 4E. Para

obtener la curva de calibracion relativa se usaron estandares de poliestireno.
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« Calorimetria diferencial de barrido (DSC): los analisis de DSC se
registraron en un equipo Mettler Toledo STAR System DSC 1, utilizando 5
mg de copolimero.

5.2 Propiedades de micelizacion: efecto de la estructura de los copolimeros

en bloque anfifilicos

5.2.1 Preparacion de las micelas

Las micelas se prepararon empleando el método de nanoprecipitacion (Shen et al.,
2011). Se disolvieron 20 mg del copolimero en 2.5 mL de tetrahidrofurano (THF).
En un vaso de precipitado se coloc6é 5 mL de agua (conductividad <0.1uS) y se
adiciono, gota a gota la solucién del copolimero bajo agitacién constante (600 rpm),
para obtener dispersiones micelares de 4 mg/mL. La mezcla resultante se dejo en

agitacion durante 48 horas hasta que se removio totalmente el THF.

Micelas

Disolucion del copoplimero Ad : ; Evaporacion de solvente
en un solvente organico iclon gota a gota por agitacién constante
del copolimero a la
fase acuosa

Figura 10. Preparacion de micelas por el método de nanoprecipitacion

5.2.2 Caracterizacion de los sistemas micelares

La caracterizacion de las micelas se realizo empleando:
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% Dispersion dinamica de luz (DLS): las medidas de tamafio de particula se
registraron utilizando un equipo Malvern modelo ZetaSizer Nano, a una
temperatura de 25°C y diluyendo las dispersiones micelares a 0.8 mg/mL.

% Microscopia electronica de transmision (TEM): la morfologia de las
micelas se observd con un microscopio Jeol 1400 Plus. Las muestras se
prepararon dejando caer 2 pL de la solucidon micelar sobre el grid (rejilla de
cobre recubierta con una pelicula de formvar) las cuales se dejaron secar
durante 30 horas.

« Potencial Z: Las medidas de potencial Z se registraron utilizando un equipo
Malvern modelo ZetaSizer Nano, empleando NaCl 1 mM y diluyendo las

dispersiones micelares a 0.003 mg/mL.

5.3 Capacidad de los copolimeros de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)

para encapsular y liberar anfB

5.3.1. Encapsulacion de anfB en las micelas

La encapsulacion de anfB en las micelas se realizé empleando el método de
evaporacion de solvente (Alex & Bodmeier, 1990). Se prepararon dispersiones
micelares disolviendo 7.5 mg de copolimero en 5 mL de agua (concentracion del
copolimero 1630 mg/L). en un recipiente aparte se disolvieron 7.5 mg de anfB en 5
mL de metanol, esta solucién se adiciono lentamente por goteo a 5 mL de las
dispersiones micelares. La solucion resultante se dejé en agitacién durante 72
horas. Finalmente, la mezcla obtenida se centrifuga a 13000 rpm durante 10 minutos

para precipitar la anfB no encapsulada.
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Figura 11. Esquema general para la encapsulacion de anfB

5.3.2 Liberacion controlada de anfB

La liberacién del farmaco se estudio in vitro a través del método de dialisis (Choi &
Kim, 2007). Se emplearon membranas de dialisis MWCO de 10 kDa, las cuales
fueron activadas por agitacién en agua desionizada (conductividad <0.1 uS) durante

5 minutos.

En un microtubo con tapa rosca de 1.5 mL se dispuso 1 mL de las soluciones
micelares cargadas con anfB, se coloc6 la membrana de didlisis y se tapé
permitiendo el contacto con 25 mL de una mezcla DMSO:H20 (1:1). Las muestras
se mantuvieron bajo agitacion constante (200 rpm) a temperatura ambiente. A
diferentes tiempos (1, 2, 3, 4, 24, 48, 72, 144 y 168 horas) se tomé una alicuota para
analizar la concentracion de anfB liberada por UV/VIS, el volumen de la solucién de
liberacion (DMSO:H20) se mantuvo constante restituyendo con la misma alicuota

tomada para la lectura.
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Micelas cargadas con anfB

Micelas cargadas dispuestas en membranas de dialisis anfB liberada
con anfB =

P

Difusion

Figura 12. Esquema general para la liberacién de anfB

5.3.3 Cuantificacién de anfB encapsulada y liberada por espectrofotometria
UVIVIS
Las medidas de cuantificacion de anfB encapsulada y liberada se realizaron en un

espectrofotometro Evolution 300 UV/VIS.

Inicialmente se realizé una curva de calibracién con soluciones de anfB en una
mezcla DMSO:H20 (1:1) a 3, 7, 10, 15, 25, 50 y 100 mg/L. Se registré el espectro
de absorcion desde 300 nm hasta 450 nm, obteniéndose la longitud maxima de

absorcion de anfB a 414 nm.

Para la cuantificacion de anfB encapsulada, se determiné el contenido del farmaco

empleando la ecuacién 1 (Yan et al., 2009): (1)

Contenido de anfB= cantidad de anfB en las micelas 100
X

cantidad de copolimero usada en la preparacion

Para la cuantificacion de anfB liberada se utilizd la curva de calibracion descrita
anteriormente, se tomaron alicuotas de la solucion de liberacion (DMSO:H20) a los
diferentes tiempos, la longitud de onda usada fue 414 nm. Los resultados se

expresaron en mg/L y en porcentaje.

35



5.3.4 Estado de agregacion de anfB

Se prepar6 una solucion de anfB de 100 mg/L en DMSO, del mismo modo se
prepararon soluciones de los copolimeros cargados con anfB a 100 mg/L.
posteriormente se registraron los espectros UV/VIS de todas las diluciones desde
300 nm hasta 450 nm utilizando un espectrofotometro Evolution 300 UV/VIS. Para
conocer el estado de agregacion se analizé las relaciones de absorbancia del primer

y cuarto pico en el espectro (M. L. Adams & Kwon, 2003).

5.4 Determinacion de la actividad hemolitica de la anfB encapsulada en las
micelas

Se recolecto sangre humana en tubos que contenian  &cido
etilendiaminotetraacético (EDTA) como anticoagulante, se diluyo en tampdn fosfato
salido (PBS) a pH 6.0 y centrifugo a 2000 rpm durante 5 minutos, para remover el
sobrenadante y la capa leucocitaria, este procedimiento se repitié dos veces mas.
El precipitado (glébulos rojos) se diluyo en PBS para obtener una muestra con
absorbancia entre 0.4 y 0.5 unidades por UV/VIS a 576 nm.

Se prepararon dispersiones micelares cargadas con anfB a 5, 10, 15, 20y 25 mg/L
de todas las muestras, del mismo modo se prepararon controles positivos con anfB
libre en agua desionizada y un control negativo sin anfB usando las mismas
concentraciones. A 0.5 mL de las soluciones preparadas, se afiadié 0.5 mL de la
solucion de glébulos rojos. Estas muestras se incubaron durante 30 minutos a 37°C,
seguidamente se pusieron en un bafio de hielo para suspender la hemolisis. Los
globulos rojos sin lisar se removieron centrifugando durante 1 minuto a 13000 rpm.
Finalmente se analizo la hemoglobina en el sobrenadante por UV/VIS a 576 nm
(Lavasanifar, Samuel, Sattari, et al., 2002). Mediante la ecuacion 2 se calculo el

porcentaje de hemolisis.
% Hemolisis= 100(Abs - Abs0) / (Abs100 - Abs0)

Ecuacion (2). Porcentaje de hemolisis. Donde: Abs es absorbancia de la muestra,
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AbsO es absorbancia del control sin anfB y Abs100 es absorbancia del control

en presencia de 20 mg/L de anfB libre en agua desionizada
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Sintesis de los copolimeros en bloque anfifilicos (ACol-co-BA)-b-PEG-b-
(ACol-co-BA)

En esta etapa se sintetizaron copolimeros anfifilicos de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-
co-BA) mediante tres fases: en la primera, se sintetizo el macroiniciador PEG-
dibromo por la reaccién con BIBB; en la segunda fase se sintetizo el monémero
acrilato de colesterilo utilizando la reaccioén de colesterol con cloruro de acriloilo;
finalmente en la tercera etapa, se sinterizaron los copolimeros anfifilicos via
ARGET-ATRP bajo condiciones controladas.

6.1.1 Sintesis del macroiniciador Br-PEG-Br

La sintesis del macroiniciador Br-PEG-Br se llevd a cabo utilizando PEG-diol
comercial de 1500 g/mol y 2-Bromo isobutiril bromuro (BIBB). El rendimiento de la
reaccion determinado gravimétricamente fue de 91.4%. Para confirmar la

sustitucién del grupo hidroxilo se empleé FT-IR y RMNH.

En la figura 13 se muestra el espectro IR del PEG-diol y el PEG-dibromo.
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Figura 13. Espectro FT-IR del PEG-diol y el macroiniciador PEG-dibromo

En el espectro IR, se observan las sefales caracteristicas de las moléculas. En 3500
cm se encuentra el estiramiento -OH del PEG-diol asociado a puente de hidrogeno,
en el espectro del macroiniaciador disminuye notoriamente, pero debido al caracter
hidrofilo del polientilenglicol no desaparece totalmente. En el rango de 2933 y 2849
cm? es apreciable una banda de intensidad aguda correspondiente a los grupos
metileno de la molécula. El estiramiento en 1100 cm™ es atribuido a la unién C-O.
En cuanto a los enlaces C-Br fuera del plano, se observa la absorcién para el
compuesto PEG-dibromo entre 500 y 670 cm™* (Shameli et al., 2012).
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Figura 14. Espectro RMN*H del PEG-diol y el macroiniciador PEG-dibromo

El espectro RMN!H se muestra en la figura 14. En él se evidencian las sefiales
esperadas para el PEG-diol y el macroiniciador PEG-dibromo. En 3.75 ppm se
encuentra la sefial de los protones del grupo metileno para ambas estructuras. El
espectro del macroiniciador, indica el desplazamiento a campo bajo del
hidroximetileno del PEG-diol desde 2.61 hasta 3.36 ppm. El singlete a 1.45 ppm en
el espectro del PEG-dibromo corresponde a los protones de los dos grupos metileno
de la molécula de BIBB, tal como se ha reportado en investigaciones previas (Saha
et al., 2012). Mediante la integracion de las sefiales a 1.45 ppmy 3.75 ppm, se logré
confirmar que por cada molécula de PEG se enlazaron dos moléculas de BIBB.

6.1.2 Preparacion del acrilato de colesterilo

De forma general, para la obtencion del acrilato de colesterilo necesario para
sintesis de los copolimeros, se empled la reaccién entre colesterol y cloruro de
acriloilo utilizando cloroformo como solvente y trietilamina (TEA) como catalizador.
La estructura quimica del compuesto se determind mediante andlisis de RMNH y
FT-IR.
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Figura 15. Espectro FT-IR del acrilato de colesterilo

En el espectro IR (figura 15), se observan las sefiales caracteristicas de las
moléculas de colesterol y acrilato de colesterilo. La sefial entre 3448 y 3570 cm™
corresponde al -OH de la estructura del colesterol, esta sefial desaparece en la
estructura del acrilato de colesterilo confirmando la sustitucién por el grupo acrilato,
complementariamente, la banda intensa entre 1751 y 1736 cm™ corresponde al
estiramiento del grupo C=0 de esteres alifaticos, por lltimo, la sefial en 1240 cm™?

pertenece a el estiramiento para esteres tipo vinilo (Avella, 2006).
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Figura 16. Espectro RMN*H del acrilato de colesterilo

El espectro RMN*H (figura 16) permite identificar la insercién del grupo acrilato en
el colesterol. Dado que el colesterol es una molécula quiral, se hace dificil la
asignacion precisa de las sefales, puesto que la mayoria se presentan

superpuestas, sin embargo, esta complejidad es una huella digital que confirma su
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presencia, las sefiales mas identificables son: la sefial en 0.54 ppm correspondiente
al grupo -C-CHs, es un singlete integrando para 3 protones; la sefial en 2.40 ppm es
perteneciente al grupo -CH2=(CH)COO-; en 4.55 ppm se encuentra un multiplete
acoplando para 1 proton que refiere a la sefial de -COO-CH-; en 5.41 ppm se
localiza la sefial del grupo oleofinico en el colesterol, normalmente un doblete que
integra para 1 proton: por ultimo, las sefiales del grupo acrilato, observandose en
5.82 y 6.41 ppm que conciernen a los protones en posicion c y d, obteniendo un
acople de tipo geminal, no obstante, la sefial en 6.24 ppm corresponde a la posicion
c, debido a un acoplamiento cis con el protén en posicion b (Laskar et al., 2014;
Sevimli et al., 2012).

6.1.3 Sintesis de copolimeros en bloque anfifilicos de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-
(ACol-co-BA) empleando ARGET-ATRP

Los copolimeros en bloque anfifilicos de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) se
sintetizaron via ARGET-ATRP utilizando PEG-dibromo como macroiniciador,
CuBr2/PMDETA como sistema catalitico y acido ascorbico como agente reductor, el
esquema general de reaccion se aprecia en la figura 9. Se obtuvieron copolimeros
en blogue con segmentos hidréfobos al azar, modificando las relaciones molares de
los reactivos y manteniendo fijo el tiempo de polimerizacion (24 h) y la temperatura
(100°C). Para las composiciones, pesos moleculares (Mn = g/mol) y distribucién de
pesos moleculares (Mw/Mn) de los copolimeros se realizaron andlisis por RMNH y

GPC, los resultados se observan en la tabla 4.

Denotacion Composicién del copolimero Mn Mw/Mn
PB (PEG)3s— (BA)a4 5858.8 1.29
P1 (PEG)as — (BA)s — (ACol)2 3150.7 1.16
P2 (PEG)34 — (BA)s — (ACol)3 3847.9 1.14
P3 (PEG)as — (BA)2 — (ACol)1 2453.6 1.15
P4 (PEG)as — (BA)s — (ACol)3 3591.5 1.13
P5 (PEG)a4 — (BA)s — (ACol)s 5170.1 1.16
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Tabla 4. caracteristicas de la sintesis de los copolimeros en bloque anfifilicos de
de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)

El espectro IR del copolimero se muestra en la figura 17. En él se observan las
sefiales tipicas para el compuesto sintetizado. En 1107 cm™ se encuentra la banda
del estiramiento C-O atribuido al polietilenglicol. Entre 1751 y 1736 cm™ aparece
una banda intensa que corresponde al estiramiento C=0 en esteres alifaticos. En la
sefial de 2849 cm™, se observan varios picos agudos de intensidad variable que
corresponden al estiramiento C-H de los grupos metileno, finalmente, la banda
simétrica y ancha entre 3448 y 3195 cm™ es caracteristica del estiramiento O-H
asociado a un puente de hidrogeno intermolecular debida a la afinidad del PEG con
la molécula de H20 (Avella, 2006).
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Figura 17. Espectro FT-IR del copolimero en bloque anfifilico de (ACol-co-BA)-b-
PEG-b-(ACol-co-BA)
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La copolimerizacién se corroboré mediante el andlisis de los espectros de RMN!H,
donde se pueden observar las sefiales debidas a las secuencias de los monémeros
y el macroiniciador. En la Figura 18 se muestra la asignacién de cada sefal a los
atomos de hidrégeno correspondientes. Se conservan los picos debidos a los
grupos -CH: del PEG en ~ 3.75 ppm. Se observa la seial debida al grupo -CHs del
acrilato de colesterilo en ~ 0.54 ppm y finalmente la sefial del grupo -O-CH: del
acrilato de butilo en ~ 4.22 ppm, como consecuencia de los centros quirales del
colesterol, se pierde certeza de los protones carentes de asignacion, tal como se ha
reportado previamente (Laskar et al., 2014). Asi mismo se observa la desaparicion
del pico en 1.94 ppm debida al grupo del BIBB y no se observan sefales en la zona
de protones olefinicos (& ~ 5.70 a 6.50 ppm), lo que permite deducir la ausencia de

mondmero residual.
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Figura 18. Espectro RMN*H del copolimero en bloque anfifilico de (ACol-co-BA)-
b-PEG-b-(ACol-co-BA)

A partir de los espectros de RMN!H se establecié la composicién y pesos
moleculares (Mn) de los copolimeros a través de la integracion de sefiales. Para
ello, se comparod la intensidad de las sefiales en 3.75 ppm, correspondiente a los
protones de uno de los grupos —CHz- del PEG, la sefial en 4.22 ppm correspondiente
al grupo -O-CHz del acrilato de butilo y la sefial en 0.54 ppm, correspondiente a los
protones del grupo -CHs del acrilato de colesterilo.

Los grados de polimerizacion de etilenglicol, acrilato de butilo y acrilato de colesterilo

se calcularon teniendo en cuenta las siguientes ecuaciones: (3 ,4y 5)
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NEG = Mn PEG/Peso molecular del EG (3)
NBA = (If x NEG)/nP (4)
NACol = If x NEG/nP (5)

Donde, NEG es el grado de polimerizacion del etilenglicol (EG), NBA es el grado de
polimerizacion del acrilato de butilo (BA) y NACol es el grado de polimerizacion del
acrilato de colesterilo, nP es el nUmero de protones para los que integra la sefal del
cada monomero e If corresponde a la relacion en area de la sefial f del espectro de

RMN!H en ~ 0.54y 4.22 ppm y la sefial a 3.75 ppm, previamente descrita.

Conociendo la composicién de los copolimeros, se calcularon los pesos moleculares

utilizando la siguiente ecuacién 6:

Mn (g/mol) = (44 x NEG) + (128.20 x NBA) + (440.75 x NACol) (6)

Donde, Mn corresponde al peso molecular del copolimero, 44, 128.20 y 440.75
g/mol son los pesos moleculares de los monémeros EG, BA y ACaol,

respectivamente.

Los valores de dispersion del peso molecular obtenidos por GPC estuvieron
cercanos a la unidad, esto permite inferir que se mantuvo un control sobre este
pardmetro durante la polimerizacion, caracteristica distintiva de las reacciones por
ARGET-ATRP (Kwak & Matyjaszewski, 2009). Los resultados se muestran en la
tabla 4.

La calorimetria diferencial de barrido (DSC), es una técnica que permite determinar
las propiedades termodinamicas de las macromoléculas. Tiene la capacidad de
determinar las transiciones térmicas que puede sufrir un material, siendo esta un
condicion importante que precisa la estructura (Surifiach et al., 2002). Una de las
propiedades mas significativas que definen a un polimero es la temperatura de
transicion vitrea (Tg), se define como la temperatura a la cual las propiedades fisicas

cambian radicalmente debido a los movimientos internos de las cadenas poliméricas
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(Spink, 2008). El analisis térmico (figura 19), muestra que el polietilenglicol y los
copolimeros anfifilicos que contienen segmentos de polietilenglicol se caracterizan
por presentar una temperatura de transicion vitrea (Tg) a -76°C, a esta temperatura,
el material polimérico pasa de vitreo a gomoso (blando) (Shameli et al., 2012). Este
comportamiento se observa tanto para el macroiniciador como para los copolimeros
de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) y BA-b-PEG-b-BA, lo cual indica que las
cadenas del copolimero contienen PEG en su estructura.

e

—— PEG-diol
—— PEG-dibromo
—PB
—P5

% -8 80 -75 -70 -65 60 -55 50 45 -40

Figura 19. Termograma DSC del PEG y los copolimeros en bloque anfifilicos de
(ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) y BA-b-PEG-b-BA.

6.2 Micelizacion de los copolimeros en bloque anfifilicos

6.2.1 Preparacion y caracterizaciéon de las micelas

Las micelas poliméricas fueron preparadas por el método de nanoprecipitacion,
debido a la baja solubilidad en agua de los copolimeros. Este método fue
seleccionado por su facilidad, rapidez y formacion de micelas con tamarfos bien
definidos (Shen et al.,, 2011). En detalle, se prepararon micelas con una

concentracion de copolimero de 1630 mg/L utilizando agua desionizada. Estos
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sistemas se caracterizaron empleando dispersion dinamica de luz para conocer el
diametro hidrodindmico promedio de las particulas (esta medida se realiz6 a las
micelas con y sin anfB encapsulada), medidas de potencial zeta para determinar su
estabilidad y microscopia electrénica de transmision para establecer su morfologia.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Copolimero en . Diér.netro' ; Diéme:[ro_
bloque hidrodinamico PDI hidrodinamico
anfifilico promedio (nm) (m%r)"c”c‘,ﬁ anfB
sin anfB

PB 165 0.107 176 0.330
P1 200 0.139 386 0.521
P2 194 0.059 395 0.433
P3 147 0.099 152 0.232
P4 184 0.073 298 0.333
P5 190 0.131 633 0.535

Tabla 5. Diametro hidrodinAmico promedio de las particulas micelares de (ACol-
co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)

En la tabla 5 se muestran los didmetros hidrodinamicos promedio obtenidos, con los
indices de polidispersidad (PDI) inferiores a 1. Las micelas poliméricas sin anfB
alcanzaron tamafos entre 147 y 200 nm el diametro medio de todos los materiales
es 180 nm, con una desviacion estandar relativa de 11%, esto implica que el tamafio
de las micelas para los copolimeros de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) no es
una propiedad dependiente de la composicién. El diametro hidrodinamico promedio
de las micelas cargadas con anfB arroja valores superiores a las micelas sin anfB
para todos los copolimeros, sin embargo, no estan relacionados con el contenido
de anfB en las micelas, ni la composicién de los materiales. Esto sugiere, que el
estado de agregacion de la anfB incide en la medicion del tamafio de las particulas,
algunos autores han estudiado este comportamiento, encontrando que el caracter
anfifilico de la molécula ocasiona una auto agregacién que modifica la actividad y

las caracteristicas de la misma (Torrado et al., 2010).
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Las nanoparticulas utilizadas en la administracion de farmacos generalmente varian
en tamafio desde 10 hasta 1000 nm (Soppimath et al., 2001). Las micelas
poliméricas se encuentran en tamafios de 10 a 100 nm, sin embargo, particulas
mayores a 200 nm han sido reportadas, aunque su uso se ve limitado por que podria
activar el sistema reticuloendotelial (SRE) (Jauregui-haza, 2012; Gomez, 2014).
Pinto y colaboradores, han estudiado la variacion de tamafos de nanoparticulas por
diferentes métodos de preparacion, encontrando que por el método de
nanoprecipitacion se obtienen tamafios inferiores a 300 nm (Pinto Reis et al., 2006).
Nanoparticulas de PEG-PLGA han sido estudiadas por Gref y colaboradores, los
resultados muestran una distribucion de tamafio unimodal con diametros
hidrodindmicos de 140 nm (Myles et al., 1994).

Se realizaron medidas de potencial Z de las micelas para determinar la estabilidad
del sistema coloidal, los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6. Estas
medidas indican que las micelas obtenidas presentan una carga cercana a cero, lo
que implica que la estabilidad del sistema coloidal no se da por electrostatica, sino,
puede ser debida a un efecto estérico como se muestra en la figura 20. La
estabilidad estérica, es un factor dominante en copolimeros anfifilicos usados como
surfactantes moleculares. Estos polimeros pueden mejorar la estabilidad y retardar

el transporte a través de interfaces (Horne, 1995).

Copolimero en bloque anfifilico Potencial Z (mV)

PB -0.54 +0.12
P1 -2.01 £1.07
P2 -2.67 £0.33
P3 -1.34 £ 0.26
P4 -0.52 +0.19
P5 -0.30 + 0.07

Tabla 6. Potencial Z de los copolimeros en bloque anfifilicos de (ACol-co-BA)-b-
PEG-b-(ACol-co-BA)
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Estabilidad estérica

Figura 20. Estabilidad estérica en sistemas micelares

Para conocer la morfologia de las micelas, se emplearon analisis de microscopia
electronica de transmision (TEM). Las iméagenes TEM permitieron conocer la
conformacion de las micelas de copolimeros en bloque. La figura 21 presenta la
forma esférica convencional y permite la visualizaciéon de un ndcleo oscuro y una
corteza densa, incidente en la formacion de micelas tipo core-shell. Los tamafios
observados por esta técnica muestran la formacion de agregados y de particulas

pequefias.
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Figura 21. Microscopia electrénica de transmision de las micelas de (ACol-co-BA)-
b-PEG-b-(ACol-co-BA)

6.3 Efecto de la estructura de los copolimeros anfifilicos para encapsular y

liberar anfB

6.3.1 Encapsulacién de anfB en las micelas

Las micelas de copolimeros en bloque de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) se
presentan como una eleccidn atractiva para la encapsulacion de anfB. Para esto,
es necesaria la union de la molécula de anfB con el nacleo micelar, la ligeramente
mayor afinidad de la anfB hacia ergosterol (esterol dominante en células de hongos)

gue el colesterol (esterol de mamifero) se considera como el factor mas esencial en
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el mecanismo de accion, pero permite el uso de colesterol en las formulaciones del
principio activo (Baginski, 2002). Teniendo en cuenta esto y tomando como base
investigaciones previas como la de Luengo-Alonso y colaboradores (Luengo-Alonso
et al., 2015), se evidencian ventajas al usar un nucleo hidréfobo constituido por

acrilato de colesterilo y acrilato de butilo para encapsular anfB.

Copolimero en Concentracion de anfB Contenido del
bloque anfifilico encapsulada (mg/L) farmaco (mg/100mg)

PB 104 6

P1 288 15

P2 454 24

P3 188 11

P4 379 28

P5 783 57

PC1 65 4

PC2 1103 73

Tabla 7. Concentracion de anfB encapsulada y contenido del farmaco en las
micelas de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)
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Figura 22. Contenido de anfB encapsulada en funcién de los copolimeros de
(ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) (mg de anfB/100 mg de copolimero)

Los resultados alcanzados para la encapsulacién de anfB en las micelas de (ACol-
co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) por el método de evaporacion de solvente se
muestran en la tabla 7, ratifican que la insercion de segmentos de ACol en el
copolimero, incrementan la concentracion de anfB encapsulada, conforme aumenta
la longitud del segmento hidréfobo. En los copolimeros co-cargados con colesterol
puro, se evidencian dos situaciones distintas; en la primera, el copolimero PC1 que
corresponde a PB co-cargado muestra una disminucién del contenido de anfB
encapsulada de 6 mg/100 a 4 mg/100mg, esto se debe a que el colesterol puro
adicionado no esta unido covalentemente al copolimero, por ende, con la presencia
de anfB en la mezcla este presenta mas afinidad por ella por lo que no se instala en
el nucleo micelar, sino por el contrario fuera de él (Baginski, 2002); en la segunda
situacion, se evidencia que el copolimero PC2 que corresponde a P5 co-cargado

incrementd el contenido de anfB de 57 mg/100mg a 73 mg/100mg, la diferencia
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principal con PC1 es la composicion, ya que PC2 tiene ACol presente en su
estructura, esto conlleva a que el colesterol puro suministrado se instalé en el nlcleo

micelar permitiendo mayor solubilidad del farmaco (Diezi & Kwon, 2012).

Varios autores han investigado el comportamiento de la anfB encapsulada en
diferentes materiales poliméricos. Diaz y Pérez, reportan la encapsulacion de anfB
en micelas obtenidas por el autoensamblaje de copolimeros tribloque de
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA con diferentes composiciones, el contenido de
anfB encapsulada oscilo entre 2.3% y 4.1%, los valores més altos se obtuvieron de
las micelas con los segmentos de PCL y PDMAEMA mas cortos (Diaz & Perez,
2015). Lavasanifar y colaboradores, estudiaron la encapsulacion de anfB en micelas
de PEO-b-PHSA por el método de evaporacion de solvente a diferentes niveles de
sustitucion de acido esteérico, obteniendo anfB encapsulada entre 0.24 mg y 0.94
mg (Lavasanifar, Samuel, Sattari, et al., 2002). En la tabla 8 se muestra la
comparacion de copolimero P5 con las cuatro formulaciones aprobadas por la FDA
(Food and Drug Administration) (Hamill, 2013). Cabe resaltar, que las
caracteristicas del copolimero P5, muestran similitudes con las preparaciones

comerciales en cuanto a estructura, tamafio y contenido de anfB.

ANfB (ACol-co-BA)-
Descripcién . L-amB ABLC ABCD b-PEG-b-(ACol-
desoxicolato
co-BA)
Nombre . . . .
: Fungizona AmBisome Abelcet Amphocil No aplica
comercial
Liposomas
Estructura Micelas esféricos Cintas Discos Micelas
unilamelares
o 1600 -
Tamafio (nm) 0.035 80 11000 122 214
Composicién Desoxicolato Hsrzf[;%?::é‘Ste DMPC:DM | Sulfato de PEG:BA:ACol
P sodico ' PG 7:3 colesteril 1:34:8,5
10:5:4
Contenido de 50 50 5 50 57

anfB (mgQ)
Tabla 8. Caracteristicas de las preparaciones de anfB aprobadas por la FDA en
comparacion con los copolimeros de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)

55



6.3.2 Liberacion controlada de anfB

La liberacion in vitro de anfB fue estudiada por el método de dialisis en una solucion

de DMSO:H20 a temperatura ambiente. La concentracion de anfB liberada se

cuantifico empleando espectroscopia UV/VIS a 414 nm. La figura 23 presenta los

porcentajes de liberacion de anfB cargada en las micelas en funcién del tiempo (h).

Copolimero en bloque

anfifilico

PB
P1
P2
P3
P4
P5
PC1
PC2

Concentracion de anfB liberada
(mg/L) a 168 horas

41
103
166

88

73

57

43
316

Porcentaje de
Liberacion de anfB
(%) a 168 horas
39
36
37
47
19
7
66
29

Tabla 9. Concentracion de anfB liberada y porcentaje de liberacion de las micelas
de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)
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Figura 23. Perfiles de liberacion de anfB encapsulada en las micelas polimericas
de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)

Las graficas evidencian que estos materiales exhiben una liberacion controlada a lo

largo de 168 horas (7 dias). Para cada muestra los perfiles de liberacion presentan

dos zonas distintas, una de liberacion rapida durante las primeras 4 horas y luego
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de liberacion lenta a partir de las 24 horas. En los copolimeros P1, P2, P3y P4 se
alcanzaron porcentajes de liberacion de 36, 37, 47 y 19% respectivamente, asi
mismo para los copolimeros PB, PC1, P5 y PC2 se lograron porcentajes de

liberacion de 39, 66, 7 y 29% respectivamente.

Relacionando los perfiles de liberacién con la composicion de los copolimeros, se
observa que a menor contenido de acrilato de colesterilo (ACol) en el nucleo micelar,
mayor es el porcentaje de liberacion de anfB. Este comportamiento ha sido
estudiado en otras investigaciones, las cuales reportan que las velocidades de
liberacion mas lentas se presentan en nanoparticulas con mayores contenidos de
farmacos hidréfobos, esto es porque el farmaco produce unién hidrofobica mas
fuerte entre el principio activo y el nacleo micelar induciendo bajas velocidades de
liberacion (Myles et al., 1994). Para el caso de los copolimeros co-cargados con
colesterol PC1 y PC2 se observan porcentajes de liberacibn mayores en
comparacion con los copolimeros PB y P5, esto se puede atribuir a que la
interaccién entre el colesterol y la anfB es mas fuerte que con el acrilato de
colesterilo, que a su vez presenta mayor solubilidad en el medio de liberacién

(DMSO:H20) que con el nucleo de la micela.

Investigaciones previas en estudios de liberacion controlada han sido estudiadas
por varios autores. Lavasanifar, Samuel y Kwon experimentaron el efecto de la
sustitucion de acidos grasos de micelas de PEO-b-PHSA en la liberacion in vitro de
anfB, encontrando que esta, es notablemente influenciada por el grado de
sustitucion de &cidos grasos, a medida que aumenta la sustitucion la liberacion es
mas lenta (Lavasanifar et al.,, 2002). En el estudio realizado por Diaz y
colaboradores se disefiaron nanocontenedores micelares a base de PDMAEMA Y
PCL, los resultados revelan porcentajes de liberacion superiores a 60% después de
150 horas (Diaz et al., 2015). Una clase de copolimeros tribloque anfifilicos que
contienen polirotaxano (PR) y polietilenglicol (PEG) fue estudiada por Zhang y
colaboradores para la entrega de anfB, estas particulas de tamafio nanométrico

mostraron gran potencial para la liberacion controlada de anfB, sostienen un 8,7%
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de contenido de anfB y un perfil de liberacion controlada superior a 50% (Zhang et
al., 2009). En el estudio realizado por Vakil se comparé la liberacion de AnfB
encapsulada en micelas de PEG-DSPE en buffer HEPES y BSA mostrando una
liberacion mas lenta en el buffer HEPES debido a una mayor formacion de
agregados, esto dificulta la difusion del farmaco fuera de la membrana de dialisis.
Al adicionar colesterol a la estructura de las micelas se logré una liberacién ain mas
lenta (Vakil & Kwon, 2008). Este ultimo estudio se correlaciona con la presente
investigacion, ya que con el aumento de acrilato de colesterilo en la composicion
del copolimero, la liberacion se hace mas lenta posiblemente por la formacion de

posibles agregaciones que dificultan la salida de anfB al medio de liberacion.

6.3.3 Estado de agregacion de anfB

En medios liquidos las moléculas de anfB adoptan diferentes disposiciones
dependiendo de su concentracion (Sanchez-Brunete et al.,, 2004). En
concentraciones inferiores a 0.1 mg/mL se encuentra en forma monomeérica, a
mayores concentraciones las moléculas de anfB se auto-asocian para formar
oligbmeros (dimeros) y superior a esta concentracion se encuentran los agregados
de oligdmeros (multiagregados) (Taylor et al., 2010). El estado de agregacion se
analiza mediante espectrofotometria UV/VIS, y debe ser evaluado en las
formulaciones por ser una propiedad relacionada con la actividad y la toxicidad
(Adams & Kwon, 2004).
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Figura 24. Espectro de absorcion UV/VIS de la anfB en dimetil sulféxido (DMSO)
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Figura 25. Espectro de absorcién UV/VIS de la anfB en las micelas de (ACol-co-
BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)

En el espectro de anfB en DMSO (figura 24), se destacan picos de absorcién a 350,
370, 390 y 420 nm (bandas |, I, lll y IV), caracteristicos de anfB en forma
monomeérica. Los espectros de anfB cargada en las micelas de (ACol-co-BA)-b-

PEG-b-(ACol-co-BA) (figura 25) tienen un comportamiento distinto y producen un
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desplazamiento batocrémico, los oligdbmeros y agregaciones de oligobmeros se
caracterizan por bandas de menor intensidad en 320, 360, 380 y 410 nm; estas auto
asociaciones incluyen la mezcla de moléculas de anfB con diferentes tamafios y

diferente interaccion con el solvente (Torrado et al., 2010).

Como las intensidades de las bandas del espectro UV/VIS desde 310 hasta 450 nm
varian de acuerdo a las condiciones utilizadas, la proporcion de las intensidades de
las bandas | y IV pueden ser tomadas como un indicativo del estado de agregacion.
(Barwicz et al., 1992). Los resultados del estado de agregacion (tabla 10) muestran
la relacion I/1V de la anfB disuelta en DMSO y las micelas del copolimero en bloque
anfifilico. Estos resultados permiten evidenciar que todas las muestras de anfB en
las micelas se encuentran de forma agregada, pero dependiendo la composicién
del copolimero y el contenido de anfB encapsulada se encuentran en mayor o menor
grado. Investigaciones previas evidencian que los oligobmeros producen un espectro
UV/VIS con una banda amplia e intensa a 328 — 340 nm como es el caso de el
copolimero PB, mientras que los agregados de oligdbmeros tienen un espectro
UV/VIS distinto caracterizado por otras bandas de menor intensidad en 383 — 385
nmy 406 — 420 nm como es el caso de los copolimeros que contienen ACol y mayor
contenido de anfB (Torrado et al., 2010).

anfB - Solvente Relacion (I/IV)  Estado de agregacion

AnfB en DMSO 0.29 No agregada
PB 6.43 Agregada
P1 6.61 Agregada
P2 6.31 Agregada
P3 7.64 Agregada
P4 8.36 Agregada
P5 8.65 Agregada

Tabla 10. Relacion de la intensidad de las bandas | y IV (I/1V) del espectro UV/VIS
para la determinacion del estado de agregacion de anfB
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6.4 Determinacion de la actividad hemolitica de la anfB encapsulada en las
micelas

Con el fin de evaluar la toxicidad in vitro de la anfB encapsulada en las micelas
contra glébulos rojos humanos, se estudié la hemolisis inducida por la anfB en agua
desionizada y encapsulada a distintas concentraciones (5, 10, 15, 20 y 25 mg/L).
En la figura 26 se muestran los resultados obtenidos en la prueba hemolitica.
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Figura 26. Actividad hemolitica en funcién de la concentracion de anfB
encapsulada en micelas de (ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)

Los resultados indican, que la hemolisis de la anfB en agua desionizada a 5, 10 y
15 mg/L se encuentra por debajo de 38%, mientras que para las concentraciones
de 20 y 25 mg/L alcanzo un valor de 88%. Los estudios de hemolisis en las micelas
cargadas con anfB no mostraron diferencias significativas, los porcentajes de

hemolisis oscilan entre 40 y 50% como se ensefia en la figura. Estos resultados no
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revelan alteraciones ni por la composicion de los materiales, ni por el contenido de

anfB en las micelas.

La actividad hemolitica de anfB encapsulada en micelas poliméricas, ha sido
estudiada por varios autores. Diaz y colaboradores evaluaron el porcentaje de
hemolisis en micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA cargadas con anfB, los
materiales mantienen en un rango bajo hemolitico de 2.7 a 28.4%, indicando que
las micelas reducen la hemotoxicidad provocada por anfB (Diaz et al., 2015).
Micelas de PEO-b-PHSA con anfB en su nucleo mostraron diferentes porcentajes
de hemolisis dependiendo de la sustitucion de acido estearico, los resultados se
encuentran entre 70 y 80%, no siendo toxica completamente hasta una
concentracion de 22 mg/L en los copolimeros con un grado de sustitucion mayor
(Lavasanifar, Samuel, Sattari, et al., 2002). Micelas de PEG-Colina no mostraron un
efecto hemolitico significativo comparado con la formulacion comercial Fungizona
(Luengo-Alonso et al., 2015). En este estudio los porcentajes de hemolisis son mas
altos que los encontrados en la literatura, pero son menores en comparacion con el
estudio realizado por Lavasanifar. Sin embargo, en una liberacion controlada el
estado de agregaciéon de anfB serd monomérico, ocasionando una disminucion de

la hemotoxicidad.
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7. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados, se sintetizaron efectivamente y bajo condiciones
controladas, seis copolimeros en blogue anfifilicos de acrilato de colesterilo, acrilato
de butilo y polientilenglicol via ARGET-ATRP. Se obtuvieron copolimeros del tipo
(ACol-co-BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA) con diferentes composiciones y pesos
moleculares, variando pardmetros de sintesis como el tiempo de reaccion y las
relaciones molares de los reactivos. Las composiciones y pesos moleculares de los
copolimeros sintetizados se obtuvieron a través de FT-IR, RMN y GPC. Los valores
de dispersiéon del peso molecular estuvieron cercanos a la unidad, alcanzando un

control sobre la polimerizacién, caracteristica distintiva de ATRP.

Se evalu6 el desempefio de los copolimeros para la formacion de micelas tipo core-
shell, por medio del autoensamblaje en medio acuoso, segun los analisis DLS
realizados a los sistemas micelares, se obtuvieron diametros hidrodinamicos
promedio de 180nm, dichos tamafios no se vieron afectados por la longitud del

segmento de acrilato de colesterilo.

Por otro lado, se evalué la relacién del contenido de colesterol para encapsular y
liberar anfotericina B. Los resultados en la incorporaciéon de anfB en el nucleo
micelar mostraron dependencia de la composicién de los segmentos hidréfobos,
logrando un incremento en la solubilizacion del farmaco, a medida que aumenta el
contenido de acrilato de colesterilo en los copolimeros. Los resultados en la
liberacibn de anfB exhiben un comportamiento controlado durante 7 dias, de
acuerdo a los perfiles de liberacién la composicién de los copolimeros influye
notoriamente, obteniéndose mayores porcentajes de liberacion en los materiales

con menor longitud del segmento hidrofébico.

Este estudio demostro la aplicacion potencial de las micelas de (ACol-co-BA)-b-
PEG-b-(ACol-co-BA) como una formulacion alternativa para la encapsulacion y
liberacion controlada de anfotericina B, comprobando su estabilidad en términos de

potencial zeta y su capacidad de liberar el farmaco lentamente a través del tiempo.
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De igual forma se observé una reduccion en su toxicidad, disminuyendo la hemolisis

inducida por la anfB.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Curva de calibracion de anfotericina B
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Anexo 2. Espectros FT-IR de los copolimeros en bloque anfifilicos de (ACol-co-

BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)
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Anexo 3. Espectros RMN*H de los copolimeros en bloque anfifilicos de (ACol-co-

BA)-b-PEG-b-(ACol-co-BA)
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