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1. RESUMEN

La investigacion realizada constd de tres fases, en la primera se sintetizaron
copolimeros tribloque anfifilicos compuestos por segmentos hidrofilos de poli(N,N-
dimetilaminoetil metacrilato) (PDMAEMA) unidos a un bloque central hidréfobo de
policaprolactona (PCL), utilizando polimerizacion radicalaria por transferencia de
atomo (ATRP) y empleando PCL di-bromo como macroiniciador. Se obtuvieron
copolimeros del tipo (DMAEMA)—(CL)m—(DMAEMA). con diferentes relaciones
volumétricas de los segmentos y grados de polimerizacidén, variando parametros
de sintesis tales como el peso molecular del macroiniciador, el tiempo de reaccion

y las relaciones molares de los reactantes.

La caracterizacion estructural de los materiales obtenidos se llevd a cabo
empleando espectroscopia infrarroja (FTIR), resonancia magnética nuclear
(RMN*H y 13C) y cromatografia de permeacién en gel (GPC). De acuerdo con los
resultados obtenidos, la reaccion sigue una cinética de primer orden que es
caracteristica de las polimerizaciones radicalarias controladas; adicionalmente, los
valores de dispersion del peso molecular para los copolimeros fueron cercanos a

la unidad.

En la segunda fase, se estudi6 el efecto de la composicion de los copolimeros y su
grado de polimerizacibn sobre las caracteristicas coloidales de las micelas
obtenidas a partir de su autoensamble en medio acuoso. Las micelas se
prepararon por el método de nanoprecipitacion, empleando diferentes valores de
pH del medio acuoso (5.0, 6.0, 7.0 y 7.5). Los sistemas coloidales obtenidos se
caracterizaron empleando dispersion dinamica de luz (DLS) para conocer el
tamafo promedio de las particulas y su distribucién, medidas de potencial zeta
para determinar su estabilidad, microscopia de fuerza atémica (AFM) vy
microscopia electronica de transmision (TEM) para conocer su morfologia.

Asimismo, se determind la concentracién micelar critica a través del método de
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fluorescencia empleando pireno como molécula prueba. Dependiendo de la
composicién del copolimero y de las caracteristicas del medio, se obtuvieron
micelas esféricas con tamafios promedio entre 46 y 85 nm y valores de CMC entre
0,86y 7,4 mg/L.

En la tercera fase, las micelas obtenidas se evaluaron en la encapsulacion y
liberacion controlada de Anfotericina B (anfB). La encapsulacion se llevo a cabo a
través de la particion del farmaco en micelas preformadas, en donde las moléculas
de anfB se distribuyeron tanto en los nucleos de las micelas como en la fase
acuosa, lograndose porcentajes de encapsulacion mayores al 45%. Asimismo, se
realiz6 un estudio de la liberacion del farmaco in vitro a traves del método de
dialisis, encontrando velocidades de difusion lentas. La cuantificacion de anfB
encapsulada y liberada se realiz6 empleando espectroscopia UV-Visible.
Finalmente se realizaron pruebas biologicas preliminares in vitro, con el fin de
determinar el efecto de la encapsulacion y liberacion controlada de anfB sobre su
actividad antifangica y hemolitica, evidenciando una reduccion en la toxicidad, en

términos de hemolisis, y manteniendo la accion antifingica del farmaco.
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2. ABSTRACT

In this research, amphiphilic triblock copolymers with two hydrophilic poly(N,N-
dimethylaminoethyl methacrylate) (PDMAEMA) segments attached to an inner
hydrophobic poly(e-caprolactone) (PCL) block were synthesized via atom transfer
radical polymerization (ATRP), using Br-PCL-Br as macroinitiator. In order to
obtain (DMAEMA)—(CL)n—(DMAEMA), copolymers with different degrees of
polymerization and volume ratio of the components, synthesis parameters such as
molecular weight of the macroinitiator, polymerization time and molar feed ratio
were controlled. The structural characterization of these copolymers was carried
out by Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR), Nuclear Magnetic
Resonance (C3-HINMR) and Gel Permeation Chromatography (GPC). The results
demonstrated that the polymerization exhibits a first order kinetics; additionally, in
all the cases, the molecular weight dispersity was close to one.

The effect of the composition of triblock copolymers on the colloidal properties of
micelles obtained from self- assembly in aqueous media were studied. The
micelles were prepared by nanoprecipitation method, using different pH values
(5.0, 6.0, 7.0 and 7.5). The colloidal systems were characterized by dynamic light
scattering (DLS) to determine their mean size, zeta potential measurements to
assess their colloidal stability, and atomic force microscopy (AFM) and
transmission electron microscopy (TEM) for characterizing morphological features.
Also, critical micelle concentration was determined by fluorescence probe method.
Depending on the copolymer composition, spherical micelles with mean sizes

between 46 and 85 nm and CMC values between 0,86 y 7,4 mg/L were obtained.

The micelles ability to encapsulate and controlled release amphotericin B (amB)
was evaluated. The encapsulation was carried out by a partitioning of the drug into
preformed nanoparticles, through distribution of amB molecules into micelles core
and aqueous phase, with loading efficiency achievements higher than 45%. Also,

17



an in vitro drug release study was conducted by dialysis method, finding slow
release rates. The amount of amB encapsulated and released was measured by
UV-Vis spectroscopy. Finally, preliminary in vitro studies were performed, allowing
determining the effect of the encapsulation and controlled release of amB on its
antifungal and hemolytic activity. The results showed that when encapsulated, the

amB is less toxic and present similar antifungal activity as compared to free amB.
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3. INTRODUCCION

La quimica de polimeros ha impulsado la investigacion hacia la sintesis de
materiales que conduzcan a nuevas aplicaciones. Dentro de estos materiales, se
destacan los copolimeros en bloque anfifilicos debido a sus propiedades de
asociacion que dan lugar a sistemas con multiples aplicaciones en campos como
la liberacion controlada de farmacos y la terapia genética, entre otros (Alexandridis
and Lindman 2000; Torchilin 2001). Los copolimeros en bloque anfifilicos tienen la
capacidad de autoensamblarse en medios acuosos para formar micelas, las
cuales poseen la estructura, estabilidad y tamafios adecuados para su aplicacién
como nano-contenedores de compuestos hidrofébicos en la entrega de farmacos
(Loh, Wu et al. 2008). Para esta aplicacion, las micelas poliméricas ofrecen
multiples ventajas frente a otros sistemas, como estabilidad coloidal con una baja
CMC, capacidad de proteccion de los farmacos, preservaciéon de su actividad
durante la circulacién, menor toxicidad y efectos secundarios (Yoon and Jang
2010). Es importante tener en cuenta que las propiedades de las micelas
dependen de caracteristicas moleculares de los copolimeros como la estructura
quimica de cada segmento y su longitud, asi que es fundamental establecer el
efecto de la estructura y composicién de los copolimeros sobre las propiedades de
los sistemas micelares para optimizar sus caracteristicas en funcion de la

aplicacién escogida.

Los copolimeros basados en PCL y PDMAEMA han atraido mucho interés debido
a sus caracteristicas adecuadas para aplicaciones farmacéuticas y biomédicas. La
PCL es un polimero hidréfobo, que se caracteriza por ser biocompatible,
biodegradable, con permeabilidad favorable a los farmacos y es aprobado por la
FDA, ademas, los sistemas micelares que forma tienen una mayor estabilidad y
capacidad para la encapsulacion de farmacos altamente hidrofébicos (Sinha,
Bansal et al. 2004; Nair and Laurencin 2007). Por otro lado, el PDMAEMA se
caracteriza por su biocompatibilidad y sensibilidad al pH, es un polimero
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constituido por grupos amino terciarios, los cuales pueden ganar protones bajo
condiciones &cidas y liberarlos bajo condiciones basicas (Xu, Neoh et al. 2009).

De esta manera las micelas de PCL y PDMAEMA tienen potencial aplicacion en la
encapsulacién y liberacidén controlada de principios activos con baja solubilidad en
agua, como la Anfotericina B (anfB). La anfB es un antifingico poliénico de
naturaleza anfifilica; sus moléculas estan compuestas de una region hidrofébica
constituida por cadenas hidrocarbonadas y una zona hidrofilica constituida por
cadenas polihidroxiladas. Este antifungico de origen natural es el farmaco de
eleccién contra micosis sistémicas debido a que se une al ergosterol de las
membranas de células fungicas, induciendo cambios en su permeabilidad y
provocando la muerte celular del hongo (Gallis, Drew et al. 1990; Groll and Walsh
2001). Aunque es un antibiético de amplio espectro, presenta inconvenientes
como baja solubilidad en agua, debido a la formacion de agregados y efectos
secundarios como nefrotoxicidad (Deray 2002). Por esta razén se ha buscado
desarrollar formulaciones alternativas de anfB, como el uso de micelas de
copolimeros en bloque anfifilicos para su encapsulacion y liberacion, con el fin de
superar las limitaciones que presenta, como su baja solubilidad en medios
acuosos y su alta toxicidad.

Con el fin de abordar estos problemas, se sintetizaron copolimeros tribloque
anfifilicos de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA via ATRP con diferentes longitudes
del segmento hidr6fobo e hidrdfilo, con el fin de obtener micelas a partir de su
autoensamble en medio acuoso. En este trabajo, se presenta el proceso de
sintesis y la caracterizacion quimica estructural de los copolimeros por FTIR, RMN
y GPC, como también el proceso de obtencion de las micelas y su caracterizacion
fisicoquimica a través de diferentes técnicas como DLS, potencial Z, AFM, TEM y
fluorescencia. Asimismo se estudio el efecto de la composicion de los copolimeros
y el pH del medio sobre propiedades micelares como el didmetro hidrodinamico y

la CMC.
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Se evalulo la aplicacion de las micelas obtenidas como una formulacion alternativa
de anfotericina B, investigando el efecto de la composicion del copolimero sobre la
eficiencia de encapsulacion y la velocidad de liberacion. Finalmente se realizaron
pruebas biolégicas de actividad hemolitica y antifungica in vitro para determinar el
efecto de la encapsulacion del farmaco sobre la lisis de glébulos rojos humanos y

la inhibicion del crecimiento de tres levaduras del género Candida.
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4. MARCO TEORICO

4.1 Copolimeros en bloque

Los copolimeros en bloque son sistemas macromoleculares que presentan
blogues poliméricos de distinta composicién quimica enlazados covalentemente.
(Pasquali, Chiappetta et al. 2005). Este tipo de materiales puede presentarse en
dos estados diferentes: un estado desordenado, en donde se presenta miscibilidad
de los segmentos y uno ordenado, que se caracteriza por la segregacion en la
escala nanométrica. Para la mayoria de las aplicaciones, el estado segregado es
el mas conveniente puesto que se establecen nanodominios (Lynd, Meuler et al.
2008). Los parametros que determinan gque se presente nanosegregacion de los
segmentos del copolimero son la afinidad quimica entre los segmentos, su
relacion volumétrica, la temperatura y el grado de polimerizaciéon (Castelletto and
Hamley 2004). Dentro de este tipo de sustancias, se encuentran los copolimeros
en bloque anfifilicos que consisten en segmentos hidroéfilos e hidrofobos unidos
covalentemente; el segmento hidréfilo genera dominios que permiten el
almacenamiento de agua y sustancias hidrosolubles, en tanto el segmento
hidréfobo es afin con sustancias liposolubles (He, Kim et al. 2008).

4.2 Sintesis de copolimeros en bloque

Entre las estrategias que se pueden emplear para la sintesis de copolimeros en
bloque, las polimerizaciones radicalarias vivientes son las mas promisorias, ya que
permiten la obtencion de copolimeros con un peso molecular predeterminado y
una distribucion de peso molecular estrecha. Este tipo de polimerizacion se
caracteriza por un comportamiento cinético de primer orden, debido a la
contribucion insignificante de reacciones de terminacion, de modo que la
concentracion de las especies propagantes activas es constante. Otra
caracteristica es el grado de polimerizacion predeterminado, es decir, el peso
molecular promedio en namero (Mn) es una funcion lineal de la conversion del

monomero; este resultado proviene de mantener un numero constante de cadenas
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durante la polimerizacion, lo que requiere que la iniciacion sea lo suficientemente
rapida para que todas las cadenas se estén propagando antes de que la reaccion
se detenga y requiere, asimismo, una ausencia de reacciones de transferencia de

cadena (Matyjaszewski and Xia 2001).

Existen varios enfoques utilizados para controlar la polimerizacion radicalaria,
todos ellos emplean un equilibrio dinamico entre la propagacion de los radicales
libres y algun tipo de especies latentes, lo cual se establece a través de pasos de
activacion y desactivacion (Matyjaszewski 1998). Uno de estos enfoques es la
Polimerizacién Radicalaria por Transferencia de Atomo (ATRP).

4.2.1 Polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo ATRP

La polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo es uno de los procesos
de polimerizacion controlada mas potente y versétil. Permite un control sobre el
peso molecular y su distribucion y es especialmente utilizado para la sintesis de
polimeros con aplicaciones biomédicas (Coessens, Pintauer et al. 2001). Las
reacciones de ATRP requieren la adicion, o formacién in situ, de cuatro
componentes fundamentales: un iniciador con al menos un atomo o grupo
transferible, que con frecuencia es un halégeno; un compuesto de un metal de
transicion que pueda someterse a una reaccion redox de un electrén; un ligando
gue forme un complejo con el metal de transicion para modificar la solubilidad y
actividad del catalizador y uno o mas monémeros que puedan ser polimerizados a
través de radicales libres (Matyjaszewski, Gaynor et al. 1998). El oxigeno debe ser
eliminado del medio de reaccion, pero una cantidad limitada de oxigeno puede ser
tolerada, en particular en presencia de un agente reductor (Matyjaszewski, Coca et
al. 1998).

En ATRP, los radicales se generan a través de un proceso redox reversible
catalizado por un complejo de metal de transicion, el cual sufre oxidacion con la
abstraccion de un atomo de halégeno de una de las especies latentes. Este

23



proceso se produce con constantes de velocidad de activacion Ka y desactivacion
kq. Tras la adicion de los radicales intermediarios a mondémeros, las cadenas de
polimero crecen con una constante de velocidad de propagacion kp. También
ocurren reacciones de terminacion (ki), principalmente a través de acoplamiento
de radicales y desproporcion, pero en un bajo porcentaje debido a que se
mantiene una baja concentracion de radicales propagantes y una alta
concentracion de las especies en reposo (Siegwart, Oh et al. 2012). El mecanismo
a través del cual transcurre la polimerizacion por ATRP se muestra en la Figura 1,

tomando como base el copolimero sintetizado en este estudio.

o Br ka o /.
MO + CuBr (PMDETA) =/E'Jv\/vo}\/c\+ CuBr, (PMDETA)
n Ky n OI
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WW} s e M}/QE}
0l n CuBr, (PMDETA) n g

Figura 1. Esquema general de la polimerizacion radicalaria por transferencia de atomo

para la obtencién de copolimeros en bloque de PCL y PDMAEMA

El metal de transicion mas utilizado en ATRP es el cobre, pero también pueden
emplearse metales como titanio, hierro, niquel, cobalto y paladio. Los ligandos que
se utilizan son compuestos nitrogenados tipo amina e imina, que pueden ser
bidentados, tridentados o tetradentados (Tang and Matyjaszewski 2006). Los
iniciadores empleados son haluros de alquilo, siendo mas reactivos los terciarios y
aguellos que presentan grupos atrayentes de electrones (Braunecker and
Matyjaszewski 2007).
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En este estudio, se emple6é policaprolactona-dibromo como macroiniciador;
bromuro de cobre (I) (CuBr) como compuesto de metal de transicion;
N,N,N’,N",N"-pentametildietilentriamina  (PMDETA) como ligando y 2-
(dimetilamino)etil metacrilato (DMAEMA) como mondmero, tal como se observa en
la Figura 1. La PCL es un poliéster alifatico hidréfobo que se caracteriza por ser
biodegradable y biocompatible, asimismo presenta permeabilidad favorable a los
farmacos y es aprobado por la FDA para aplicaciones biomédicas (Sinha, Bansal
et al. 2004). Es soluble en cloroformo, diclorometano, benceno y tolueno e
insoluble en alcohol, éter de petréleo y diétil éter. Por su parte, el PDMAEMA se
caracteriza por ser biocompatible y sensible al pH; posee grupos amino terciarios
gue pueden ganar protones bajo condiciones acidas y liberarlos bajo condiciones
basicas. En medios acuosos de pH basico, se desprotona y asume un caracter
hidréfobo, mientras que en medios de pH &cido, se somete a protonacién para
asumir una estructura hidréfila. Posee un pKa entre 7.3 y 7.5. Es soluble en THF,
cloroformo, tolueno y dioxano e insoluble en hexano, metanol y etanol (San
Miguel, Limer et al. 2008; Xu, Neoh et al. 2009). Las estructuras quimicas de los

dos segmentos poliméricos son mostradas en la Figura 2.

PDMAEMA

CHs

O O_—N
0 CHs

PCL

CHs
n n

Figura 2. Estructuras quimicas de PCL y PDMAEMA

4.3 Autoensamble de los copolimeros en bloque anfifilicos: Formacién de

micelas

Los copolimeros en bloque anfifilicos se autoensamblan en medios acuosos para

formar particulas coloidales con estructuras core-shell y tamafios entre 10 y 100

nm, llamadas micelas (Kataoka, Harada et al. 2001). El autoensamble de estos

copolimeros se debe a la diferente afinidad que presenta cada bloque con el
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disolvente. Asi, una micela consiste en un nucleo hidréfobo, capaz de encapsular
principios activos insolubles en agua, rodeado por una corteza hidrdfila, que
asegura su solubilidad y biocompatibilidad (Yoon and Jang 2010). Estas
nanoparticulas presentan ventajas para su aplicacion como sistemas en la entrega
de farmacos, tales como tiempos de circulacién prolongados debido a su tamafio y
retencion adecuada del principio activo debido a su estabilidad (Gaucher,
Dufresne et al. 2005). Las propiedades fisicas y quimicas de las micelas son
controladas a través de parametros como el grado de polimerizacion, la
composiciéon molar de los bloques hidrofilo/hidréfobo y la estructura quimica de
cada segmento (Letchford and Burt 2007; Li, Feng et al. 2012).

En soluciones diluidas, los copolimeros en bloque se encuentran como cadenas
simples, pero cuando la concentracion del copolimero alcanza el valor de
concentracion micelar critica (CMC), las moléculas comienzan a asociarse para
formar micelas (Gao and Eisenberg 1993). La CMC depende principalmente de la
estructura quimica del polimero y la longitud de cada bloque. Asimismo, esta
relacionada con la estabilidad del sistema coloidal, valores de CMC bajos
garantizan que la micela no se disuelve hasta alcanzar su blanco en sistemas in
vivo (Tyrrell, Shen et al. 2010). Se ha demostrado que dicha estabilidad esta
relacionada con la longitud del segmento hidrofébico del copolimero, a mayor
longitud de este segmento se confiere una mayor estabilidad termodinamica a los
sistemas micelares (Gaucher, Dufresne et al. 2005). Los valores de CMC pueden
obtenerse usando diferentes técnicas como tension superficial, dispersion de luz o

medidas de fluorescencia (Loh 2002).

El mecanismo de formacion de micelas, que se muestra en la Figura 3, incluye dos
procesos fundamentales: primero, los unimeros se asocian rapidamente hasta que
los agregados alcanzan un tamafio donde un mayor crecimiento aumentaria la
energia libre; en el segundo proceso se alcanza un equilibrio termodinamico que

incluye un cambio en el numero de micelas, ya sea por intercambio de polimeros o
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por fusion/fision. De esta manera, las micelas son consideradas como sistemas
dinamicos, en donde ocurre un intercambio de cadenas de polimero entre los

agregados a determinadas velocidades (Nicolai, Colombani et al. 2010).
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Figura 3. Representacion esquemaética del proceso de micelizacion

Los métodos utilizados para la formacién de micelas dependen de la solubilidad
del copolimero en bloque empleado. Si el copolimero es relativamente soluble en
agua, se pueden emplear técnicas como disolucién directa o disolucién de
pelicula. En la disolucion directa, el copolimero se agrega al medio acuoso a una
concentracion por encima de la CMC, mientras que en la disolucién de pelicula se
utiliza una solucién del copolimero en un solvente volatil, el cual se evapora para
dejar una pelicula en el fondo del recipiente, posteriormente un medio acuoso tibio
se adiciona para disolver la pelicula formada. Si el copolimero no es soluble en
agua se pueden utilizar métodos como dialisis, emulsién de aceite en agua o
nanoprecipitacion. En dialisis, se emplea una solucion del copolimero en un
solvente organico miscible en agua, luego adiciona el medio acuoso y se dializa
para remover el solvente. EI método de emulsién consiste en la adiciébn de una
solucién del copolimero en un solvente organico insoluble en agua a un medio
acuoso bajo agitaciéon rapida. Finalmente el método de nanoprecipitacion, el cual
es empleado en este estudio, se explica a través de la Figura 4 (Letchford and
Burt 2007).
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Figura 4. Método de nanoprecipitacion para la preparacion de micelas

4.4 Encapsulacion y liberacién controlada de farmacos

En la actualidad, una de las aplicaciones mas relevantes de las micelas de
copolimeros en bloque anfifilicos es la encapsulacién y liberacion controlada de
farmacos con baja solubilidad en medios acuosos; esto se debe a las mdltiples
ventajas que presentan como: facil preparacion, estabilidad coloidal con bajas
CMC, distribucion estrecha de tamarfio, capacidad de proteccion de los farmacos,
preservacion de su actividad durante la circulacion, mejoramiento de la
farmacocinética y alta eficiencia de encapsulacion sin modificacion quimica del
medicamento (Yoon and Jang 2010). Los requerimientos principales para el uso
de micelas poliméricas como sistemas en la entrega de farmacos incluyen
biocompatibilidad y biodegradabilidad, como también tamafios de particula y
valores de CMC bajos, relacionados con mayores periodos de circulacion y
estabilidad de las micelas al ser diluidas en fluidos biolégicos (Kabanov and
Alakhov 2000).

La encapsulacion de sustancias hidrofobicas se debe a que los nucleos micelares
actuan como ambientes compatibles para las moléculas insolubles en agua (Riess
2003). Los factores que afectan la encapsulacién de farmacos en las micelas se
describen en la Tabla 1 (Xing and Mattice 1997; Aliabadi, Elhasi et al. 2007).
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Tabla 1. Factores que afectan la encapsulacion de farmacos

Factor Descripcién

o Esta relacionada con la miscibilidad entre el nicleo y el
Compatibilidad entre el nucleo o _ _
_ ) principio activo, controlando el contenido de farmaco en
micelar y el farmaco _
las micelas.

, Afecta el contenido de farmaco en las micelas. Un
Longitud del bloque . _ _
mayor volumen del ndcleo permite mayores niveles de

hidrofébico .
encapsulacion.
Cristalinidad del bloque Un incremento en la cristalinidad del nucleo afecta el
hidrofobico contenido de farmaco disminuyendo su valor.

Un incremento en la concentracion de polimero
» ) aumenta el contenido de farmaco, existiendo una
Concentracion de polimero . o
concentracion en el que se logran los valores maximos

posibles.

Los métodos de encapsulacion mas empleados incluyen dialisis, disolucion de
pelicula y evaporacion de solvente, todos ellos seguidos de pasos de purificacion
qgue incluyen centrifugacién vy liofilizacion. En dialisis, se utiliza una solucion del
polimero y el farmaco en un solvente organico miscible en agua, la cual se dializa
contra un medio acuoso; por su parte en la disolucién de pelicula, el copolimero y
el farmaco se disuelven en un solvente orgéanico, el cual se evapora formando una
pelicula, la cual se disuelve posteriormente en agua caliente. El método de
evaporacion de solvente se emplea una solucion del farmaco en un solvente
organico miscible en agua el cual se adiciona a micelas, luego se remueve el

solvente por evaporacion (Tyrrell, Shen et al. 2010).

Los sistemas que utilizan micelas para la liberacion controlada de medicamentos

ofrecen ventajas como mayor eficacia, menor toxicidad y efectos secundarios y

tienen como objetivo administrar el farmaco durante un tiempo determinado,

manteniendo una concentracién Optima en el sitio de accion. La liberacion es

controlada a través de diferentes mecanismos, como el uso de gradientes de
29




potencial osmético a través de barreras semipermeables, difusidbn o erosién
(Uhrich, Cannizzaro et al. 1999). Normalmente, el proceso de liberacién se da en
tres etapas que consisten en una salida inicial rapida, atribuida a la ubicacion del
farmaco tanto en el nucleo micelar como en la zona interfacial nicleo-corteza; un
periodo de liberacion lenta, que depende de la estructura molecular del copolimero
y finamente una liberaciobn acelerada causada por erosién. Los factores que
afectan la velocidad de liberacion se describen en la Tabla 2 (Mansour, Sohn et al.
2010).

Tabla 2. Factores que afectan la velocidad de liberacion de farmacos

Factor Descripcion

. i Al disminuir el tamafio se produce una liberacion mas
Tamafo de particula o _ _ ) o
rapida debido al incremento en el area de superficie.

Una mayor porosidad induce a una velocidad de
Porosidad de las particulas | liberacibn méas rapida debido al incremento en la

entrada del medio de liberacion a las particulas.

La velocidad de liberacion depende de la longitud de las
Caracteristicas del polimero | cadenas del polimero y las interacciones entre el

material y el farmaco.

4.5 Anfotericina B

La anfotericina B (anfB) es un antifiingico poliénico, producido a partir de cultivos
de Streptomyces nodosus. Se caracteriza por ser insoluble en solucion salina a pH
normal y tener una vida media de eliminacién larga por lo que se acumula en el
higado, pulmones y rifilones (Vogelsinger, Weiler et al. 2006). A nivel quimico, se
caracteriza por su naturaleza anfétera, debido a la presencia del grupo carboxilo
en el anillo principal y el grupo amino primario en el anillo de micosamina. Las
propiedades fisicoquimicas de este farmaco se describen en la Tabla 3 (Taylor,
Gilman et al. 1985).
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Tabla 3. Propiedades fisicoquimicas de la anfotericina B

Estructura quimica

Peso molecular 924.08 g/mol
pKa 5.5,10.0

Insoluble en agua a pH 6-7. Soluble en aguaapH 2 0 11.

Solubilidad Concentracién critica de agregaciéon: 1.0 pg/mL
Soluble en DMSO (30-40 mg/mL) y DMF (2-4 mg/mL)

La mayor limitaciéon del uso clinico de la anfB es su toxicidad, provocando
sintomas como fiebre, escalofrios, nauseas y dolores de cabeza, asimismo
produce un efecto vasoconstrictor en las arteriolas renales, causando una
disminucion en el flujo sanguineo renal y en la tasa de filtracion glomerular
(Sawaya, Briggs et al. 1995). Para atenuar su toxicidad y aumentar su efecto
terapéutico, se han desarrollado formulaciones alternativas de anfB como los
complejos lipidicos, los liposomas y las dispersiones coloidales. La formulacién
convencional es una dispersion coloidal del farmaco en desoxicolato de sodio que
presenta limitaciones a nivel de toxicidad, por su parte, las formulaciones lipidicas
aunque exhiben ventajas como proteccion del farmaco y reduccion en su toxicidad

presentan limitaciones a nivel de costo y comercializacion (Hamill 2013).

4.5.1 Actividad antifungica y hemolitica de la anfotericina B

La anfotericina B es conocida por su efecto antifungico, mostrando eficacia para la
mayoria de infecciones fungicas sistémicas, aunque presenta también actividad
frente a células humanas debido a su interaccidbn con los esteroles de las
membranas celulares (Hermans and Keys 1983). En los hongos, la anfB se une a
los esteroles de las membranas plasmaticas, alterando su permeabilidad vy
provocando la muerte de las células fungicas. La molécula de anfB esta

compuesta de una parte hidrofobica (cadena hidrocarbonada) y una parte
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hidrofilica (cadena polihidroxilada) que son importantes en su efecto antifungico,
ya que la parte hidrofébica interactia con las moléculas de ergosterol formando
poros, mientras que la parte hidrofilica se ubica al interior de los poros,
produciendo la salida de K* y Mg?*, lo que causa acidificacion al interior del hongo

y la precipitacion del citoplasma (Hamill 2013).

La accion permeabilizante de la anfB frente a células, tanto fangicas como
humanas, es el resultado de la alta afinidad de la zona poliénica del farmaco hacia
los esteroles de las membranas. La afinidad hacia el ergosterol, presente en las
membranas de células fungicas, es mayor que hacia el colesterol de las células
humanas, aunque la forma agregada del farmaco presenta una mayor actividad
frente a estas Ultimas. La anfB forma con las moléculas de esterol algunos
complejos que se organizan en canales, los cuales provocan cambios en la
permeabilidad de las membranas, induciendo la perdida de algunos iones. Es por
esta razén que la anfB, en su forma agregada, actda sobre las membranas de
eritrocitos humanos, causando la salida de K* e induciendo la hemodlisis.

(Baginski, Resat et al. 1997; Charbonneau, Fournier et al. 2001).

4.6 Antecedentes

Los copolimeros basados en PCL han atraido mucho interés debido a que son
biocompatibles y biodegradables, por lo tanto, son candidatos ideales en la
liberacién controlada de medicamentos. A través de ATRP, se han preparado
copolimeros en bloque anfifilicos de PCL con poli(meta)acrilatos, incluyendo
PDMAEMA (O'Reilly, Hawker et al. 2006). Mespouille, Degée y Dubois reportan la
sintesis de un copolimero de injerto por ATRP entre un macromondmero
preformado de PCL y DMAEMA como comonomero funcional, produciendo un
material sensible al pH y a la temperatura (Mespouille, Degée et al. 2005). Yan y
colaboradores sintetizaron copolimeros tribloque de etil celulosa-g-poli(N,N-
dimetilaminoetil metacrilato)-g-policaprolactona (EC-g-PDMAEMA-g-PCL) por la
combinacion de polimerizacion por ruptura de anillo (ROP) y ATRP, estudiando su
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autoensamble en la formacibn de micelas que podrian actuar como
nanocontenedores en la liberacion controlada de medicamentos (Yan, Yuan et al.
2009). La sintesis del copolimero tribloque de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA es
reportada por Motala-Timol y Jhurry, quienes utilizaron Br-PCL-Br como
macroiniciador en la ATRP de DMAEMA produciendo copolimeros con PCL como
bloque central y secuencias de PDMAEMA de diferentes longitudes (Motala-Timol
and Jhurry 2007). Copolimeros dibloque de PDMAEMA-b-PCL se han sintetizado
por Jakubowski utilizando una combinacién de ROP y ATRP. En este método, 2-
hidroxietil-2 bromoisobutirato, un iniciador con funcionalidad dual para ATRP y
ROP, se utilizé para la polimerizacion de caprolactona en presencia de octanoato
de estafio (Il). El resultante PCL-Br se utilizé luego como macroiniciador en la
ATRP de DMAEMA (Jakubowski, Lutz et al. 2005).

La PCL se ha convertido en uno de los polimeros hidrofébicos mas utilizados en la
formacion de micelas, debido a la gran estabilidad de los sistemas que forma vy la
mayor capacidad de encapsulamiento de sustancias hidr6fobas, en comparacion
con polimeros como el 6xido de polipropileno (Tyrrell, Shen et al. 2010). A traves
de diferentes técnicas de polimerizacién, se ha combinado con segmentos
hidrofilos como  polivinilpirrolidona  (PVP), polietilenglicol (PEG), poli(N-
isopropilacrilamida) (NIPAM), poliestireno (PS) y DMAEMA (Gaucher, Dufresne et
al. 2005). Las micelas basadas en PCL se han utilizado para encapsular farmacos
como doxorubicina, ciclosporina A, dihidrotestosterona, paclitaxel y amiodarona
(Burt, Zhang et al. 1999; Shuai, Ai et al. 2004; Aliabadi, Elhasi et al. 2007). Loh y
colaboradores estudiaron las caracteristicas micelares de copolimeros anfifilicos
de PCL y PNIPAM a través de técnicas como fluorescencia, dispersion dinamica
de luz (DLS) y microscopia electronica de transmision (TEM) (Loh, Wu et al. 2008).
Lee y colaboradores reportan la obtencion de micelas de copolimeros en bloque
basadas en PCL para la encapsulacion y liberacion de farmacos como
indometacina y taxol (Kim, Shin et al. 1998; Kim and Lee 2001).
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El PDMAEMA se ha combinado con varios polimeros como polimetiimetacrilato
(PMMA), poli(N,N-dietilaminoetil metacrilato) (PDEAEMA) y PCL, para formar
estructuras micelares que responden a cambios en el pH del medio y que pueden
solubilizar compuestos hidrofobicos como dipiridamol. Asimismo las micelas que
contienen PDMAEMA pueden ser utilizadas en terapia genética (Riess 2003). Lee
y Gast estudiaron micelas de PDMAEMA-b-PDEAEMA por fluorescencia, DLS y
dispersion de neutrones a angulos pequefios (SANS) (Lee, Gast et al. 1999).
Baines y colaboradores obtuvieron copolimeros en bloque de PDMAEMA-b-PMMA
y evaluaron su comportamiento de autoensamble a diferentes valores de pH
(Baines, Billingham et al. 1996). En la investigacion realizada por Liu se estudio la
sintesis de copolimeros tribloque de PEO-b-PDMAEMA-b-PDEAEMA y su proceso
de micelizacion mostrando la dependencia de la morfologia y el tamafio de las

micelas con el pH (Liu, Weaver et al. 2002).

Zhang y He sintetizaron copolimeros tribloque de mPEG-b-PCL-b-PDMAEMA por
ATRP, estudiando el comportamiento de su autoensamble y la liberacién in vitro
de naproxeno (Zhang, He et al. 2010). Zhu y colaboradores reportan la sintesis de
copolimeros tribloque de PCL y PDMAEMA por RAFT y su aplicacion en la
obtencién de micelas para la entrega de ARNSsi y paclitaxel en células cancerosas.
Los copolimeros se agregaron a una concentracion minima de 15,8 a 24 mg/L,
dependiendo de su composicion (Zhu, Jung et al. 2010). Guo y colaboradores
obtuvieron nanoparticulas de mMPEG-b-(PCL-g-PDMAEMA) y estudiaron su
aplicacion en terapia genética (Guo, Huang et al. 2011). Bougard investigd el
autoensamble de copolimeros dibloque de PCL-b-PDMAEMA en soluciones
acuosas y en depoésitos soélidos finos y su caracterizacion a través de técnicas
como RMN!H, DLS y microscopia de fuerza atémica (AFM) (Bougard, Jeusette et
al. 2007). San Miguel y Limer reportan la sintesis de copolimeros tribloque de PCL
y PDMAEMA por ATRP para la formacién de micelas. Los valores de CMC de los
copolimeros sintetizados estuvieron en el rango de 0,11 a 1,01 g/L. Para evaluar

las propiedades de liberacion controlada de los agregados de copolimero se utilizd
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clorambucil, un medicamento contra el cdncer con muy baja solubilidad en agua.
(San Miguel, Limer et al. 2008).

La utilizacion de micelas poliméricas para la encapsulacion y liberacion controlada
de Anfotericina B ha sido investigada por varios grupos, debido a las limitaciones
que presenta este antifingico en cuanto a su solubilidad y toxicidad. Adams y
Kwong reportaron el uso de poli(dxido de etileno)-b—poli acil-(N-hexil-I-
aspartamida) (PEO-b—p(N-HA)) para encapsular anfotericina B y reportan una
menor actividad hemotéxica relacionada con una menor agregacion de esta
sustancia (Adams and Kwon 2003). Zhang y colaboradores reportan el uso de
copolimeros tribloque basados en 6xido de polipropileno y 6xido de polietileno
encontrando un porcentaje de encapsulamiento del 87% (Zhang, Zhu et al. 2009).
En las investigaciones realizadas por Lavasanifar se estudido el efecto de la
sustitucion de acido estearico en copolimeros de poli(dxido de etileno)-b-poli(N-
hexil-estearato L-aspartamide) (PEO-b-PHSA) sobre la encapsulacién y actividad
antifingica de la anfB, demostrando que un incremento en la sustitucion de acido
graso mejora la encapsulacién del farmaco, sin interferir en su actividad
antifingica. Asimismo compard los métodos de encapsulacion de didlisis y
evaporacion de solvente, encontrando que este Ultimo es mas eficaz, puesto que
produce mayores porcentajes de encapsulacidon y menor actividad hemolitica

(Lavasanifar, Samuel et al. 2001; Lavasanifar, Samuel et al. 2002).

Wang y Hsiue investigaron la obtencion de micelas a partir de poli(2-etil-2-
oxazolina)-b-poli(acido aspéartico) (PEOz-b-PAsp) y su aplicacion en la
encapsulacién de anfB, encontrando que estos sistemas aumentan la solubilidad y
potencia del farmaco y presentan una menor toxicidad que el antibiotico fungizon
(Wang, Wang et al. 2009). Vandermeulen y colaboradores reportaron el uso de
micelas basadas en poli(etilenglicol)-b-poli(caprolactona-co-trimetilencarbonato)
(PEG-p(CL-co-TMC)), encontrando que las micelas incrementan la solubilidad de
esta sustancia y disminuyen su citotoxicidad (Vandermeulen, Rouxhet et al. 2006).
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones experimentales requeridas para la sintesis de
copolimeros en bloque anfifilicos de poli(e-caprolactona) y poli(N,N-
dimetilaminoetil metacrilato) empleando polimerizacién radicalaria  por
transferencia de atomo y evaluar su aplicacion en la obtencién de micelas para la

liberacion controlada de Anfotericina B.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

I. Determinar las condiciones para la obtencion de copolimeros tribloque de
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA a través del método de polimerizacion
radicalaria por transferencia de atomo.

Il.  Evaluar el efecto de la estructura de los copolimeros sobre las propiedades
coloidales de los sistemas micelares obtenidos a partir de su autoensamble.

lll.  Determinar el efecto de la estructura de los copolimeros sobre su capacidad
de encapsular y liberar anfotericina B.
IV. Evaluar la actividad antifangica y hemolitica de la anfotericina B

encapsulada en micelas.
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6. METODOLOGIA

La investigacion realizada constd de cuatro etapas fundamentales: la primera,
consistid en la determinacion de las condiciones para la sintesis de los
copolimeros en bloque anfifilicos de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA via ATRP;
en la segunda, se estudio el efecto de la estructura de los copolimeros sobre las
propiedades coloidales de las micelas obtenidas a partir de su autoensamble; en
la tercera etapa, se determind el efecto de la estructura de los copolimeros sobre
su capacidad de encapsular y liberar anfotericina B y en la cuarta etapa, se evallo
la actividad hemolitica y antifingica de las micelas cargadas con anfotericina B. El

disefio experimental de este estudio se muestra en la Figura 5.

Sintesis de los copolimeros de
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

Dispersion del peso Estudio de la
molecular por GPC FTIR |“ | RMN | cinética de reaccion

Preparacion y caracterizacion
de las micelas

|DLS || Potencial Z | AFM | TEM || Fluorescencia

Encapsulacion y liberacién
controlada de anfB

|

Evaporacion de Iﬁ‘ Cuantificacion

solvente por UV-Vis

Actividad Micelas con anfB Actividad
hemolitica antifungica

Figura 5. Disefio experimental del trabajo de investigacion

6.1 Determinacion de las condiciones de sintesis de los copolimeros
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

En esta etapa se sintetizaron copolimeros tribloque anfifilicos de PDMAEMA-b-
PCL-b-PDMAEMA via ATRP, empleando PCL-dibromo como macroiniciador.

37



6.1.1 Sintesis del macroiniciador Br-PCL-Br

En un balén de fondo redondo equipado con un agitador magnético, se disolvio
PCL (Mn= 2000 g/mol, 14000 g/mol) (5 mmol, 0,71 mmol) en 50 mL de
diclorometano, luego se adicioné una cantidad en exceso de trietilamina (50 mmol,
7,1 mmol). La reaccion resultante se enfrid en un bafio de hielo manteniendo una
temperatura de 0 a 10°C y se adiciond, gota a gota, una cantidad en exceso de 2-
bromo isobutiril bromuro (BIBB) (50 mmol, 7,1 mmol). Luego de la adicion, la
reaccion se dejo proceder a temperatura ambiente por 24 horas con agitacion
constante (Dayananda, Pi et al. 2007). La solucién resultante se redisolvié en
tetrahidrofurano (THF) y se precipité con un exceso de éter etilico/metanol (80:20
v/v), en el caso de la PCL de 2000 g/mol, y con un exceso de metanol, en el caso
de la PCL de 14000 g/mol, luego se filtré y se secoO al vacio. Este proceso se
repitié tres veces mas. El macroiniciador obtenido se analiz6 por FTIR y RMN!H
para corroborar la insercion del BIBB en las cadenas de PCL.

0 o 0 0
lJl\/\/\/ o —’(C kA «[Jk/\/\/ 0 Br
* n OH + Br Ty * " 0 (st
o Br (0]

PCL-diol BIBB PCL-dibromo

6.1.2 Sintesis de los copolimeros tribloque PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA
por ATRP

Inicialmente, se purific6 el mondmero DMAEMA haciéndolo pasar por una
columna corta de alimina basica antes de su uso. Los copolimeros tribloque de
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA se sintetizaron utilizando diferentes relaciones
molares de los reactivos (1:108:1:2; 1:40:1:2 y 1:215:1:2 de Br-PCL-
Br:-DMAEMA:CuBr:PMDETA). Las reacciones se llevaron a cabo disolviendo en un
tubo Schlenk Br-PCL-Br (Mn= 2000 g/mol y 14000 g/mol) DMAEMA y PMDETA en
anisol. Luego de la completa disolucion de los reactivos, se burbujed Argon sobre
la mezcla durante 10 minutos. Posteriormente, la reaccion se desgasifico a través

de 3 ciclos de congelacion-bombeo-descongelacién. Se adicion6é Cu(l)Br bajo
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atmosfera de Argén y nuevamente se realizaron 3 ciclos de desgasificacion. La
polimerizacion se dejo proceder a 60°C, en un bafio de aceite bajo atmosfera de
argon, a diferentes tiempos (1, 6, 12 y 21 horas). El producto crudo se disolvié en
THF, se precipitd con hexano frio y se secé al vacio. El catalizador de cobre se
removié haciendo pasar una solucién del copolimero en THF a través de una
columna de alumina basica, seguida de la evaporacién del solvente a presion
reducida. Los copolimeros obtenidos se analizaron por RMN*H y 3C para conocer

su composicion y GPC para determinar la dispersion del peso molecular.

i Cu(l)Br i i
*{j\/\/\/O{n\g/\/\/\o)kﬁf + J\Q/O\/\N\/W’ ‘MOWOM
PCL-dibromo DMAEMA PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA N

6.1.3 Estudio de la cinética de lareaccion de polimerizacion

La cinética se determind extrayendo muestras de la reaccion de polimerizacion a
30 minutos, 1, 2, 4 y 6 horas. Las muestras se disolvieron en THF y se precipitaron
con hexano frio. Luego se filtraron y secaron al vacio. Los copolimeros obtenidos
en los diferentes tiempos se analizaron por RMNH para determinar el porcentaje
de conversion del monémero DMAEMA.

6.1.4 Caracterizacion del macroiniciador y los copolimeros en bloque

6.1.4.1 Espectroscopia Infrarroja (FTIR): Los andlisis por FTIR se realizaron en
un equipo IR Prestige-21 Shimadzu, utilizando una pelicula del polimero sobre una
ventana de cloruro de sodio.

6.1.4.2 Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN): Los
espectros de RMN!H y 13C se registraron a temperatura ambiente en un
espectrometro Bruker Avance Ill de 300 MHz, utilizando CDCIs como solvente.
6.1.4.3 Cromatografia de permeacion en gel (GPC): Los analisis por GPC se

realizaron en un equipo Viscotek TDA GPCMax. Se utiliz6 THF como eluyente a
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un flujo de 0.8 mL/min empleando una columna HR 4E. Para obtener la curva de

calibracion relativa se utilizaron estandares de poliestireno.

6.2 Estudio del efecto de la estructura de los copolimeros sobre las
propiedades coloidales de las micelas

En esta etapa, se prepararon micelas a diferentes valores de pH a partir del
autoensamble en medio acuoso de los copolimeros sintetizados, empleando el
método de nanoprecipitacion (Rao and Geckeler 2011) y se estudiaron sus

propiedades coloidales a través de diferentes técnicas de analisis.

6.2.1 Preparacion de las micelas de copolimeros en bloque

Las micelas se prepararon disolviendo 20 mg del copolimero en 2,5 mL de
acetona. En un vaso de precipitados, se colocaron 5 mL de buffer pH 5.0, 6.0, 7.0
o0 7.5 (acetato de sodio 0,1 M, citrato de sodio 0,1 M, fosfato de sodio 0,1 M,
respectivamente) y se adiciond, gota a gota, la solucion del copolimero a
temperatura ambiente bajo agitacion constante (1000 rpm). La solucién resultante
se dejé bajo agitacion por 24 horas para remover la acetona. Los sistemas
coloidales obtenidos se caracterizaron empleando dispersion dinamica de luz para
conocer el tamafio promedio de las particulas y su distribucién, medidas de
potencial zeta para determinar su estabilidad, microscopia electronica de

transmision y microscopia de fuerza atbmica para conocer su morfologia.

6.2.2 Determinacion de la CMC de los copolimeros en bloque

La concentracion micelar critica de los copolimeros sintetizados se determiné a
diferentes valores de pH por el método de fluorescencia, empleando pireno como
molécula prueba (Maiti, Chatterji et al. 2001; Shim, Kim et al. 2006). Para esto, se
preparé una solucion stock de pireno disolviendo 20 mg de pireno en THF y
adicionando esta solucién a 100 mL de buffer (pH 5.0, 6.0, 7.0 y 7.5). La solucion
resultante se dejo en agitacion por 4 horas a 40°C para evaporar el THF. Luego,

se tomd 151 pL de la solucion stock y se llevé a un volumen de 10 mL con buffer,
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obteniendo una concentracion de 1,5x10° M. Asimismo, se obtuvieron
dispersiones micelares de 4 mg/mL. A partir de estas, se prepararon 15 diluciones
desde 3,8 mg/mL hasta 8x10°® mg/mL, las cuales contenian una concentracién
final de pireno de 6x107 M. Para cada una de las diluciones se registré el espectro

de emision y de excitacion del pireno.

6.2.3 Caracterizacion de las micelas de copolimeros en bloque

6.2.3.1 Dispersion dinamica de luz (DLS): Las medidas del diametro
hidrodindmico promedio de las micelas y su distribucion se realizaron en un equipo
Horiba LB550 a 25°C con disoluciones acuosas de las muestras a diferentes
valores de pH.

6.2.3.2 Potencial zeta: Las medidas de potencial zeta se realizaron a pH 5.0 en
un equipo Malvern modelo Zetasizer Nano ZS. El potencial zeta se determind seis
veces para cada muestra a temperatura ambiente.

6.2.3.3 Microscopia de fuerza atomica (AFM): La morfologia de las micelas fue
observada a través de un microscopio Asylum Research MFP-3D-BIO. Las
muestras se prepararon depositando una gota de una dispersion de micelas de 1
mg/mL sobre una superficie de mica, la cual se dej6 secar a temperatura
ambiente.

6.2.3.4 Microscopia electrénica de transmision (TEM): La morfologia y tamafio
de las micelas en estado seco fue observada empleando un microscopio Jeol
1400 plus. Las muestras fueron preparadas depositando 2 uL de una dispersiéon
acuosa de los copolimeros (0,1 mg/mL) sobre rejillas de cobre recubiertas de
pelicula Formvar, las cuales se dejaron secar a temperatura ambiente por 24
horas antes de la visualizacion.

6.2.3.5 Medidas de fluorescencia: La CMC se determino utilizando un
espectrofotometro de fluorescencia Cary Eclipse. El espectro de emision del
pireno fue registrado desde 360 nm hasta 460 nm a una longitud de onda de
excitacion de 339 nm. El espectro de excitaciéon fue monitoreado a una longitud de

onda de emision de 390 nm desde 300 nm hasta 360 nm. La CMC se determind
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graficando la relacion entre lsss e Is32 en funcion del logaritmo de la concentracion

del copolimero.

6.3 Determinacion del efecto de la estructura de los copolimeros sobre su
capacidad de encapsular y liberar anfotericina B

En esta etapa, se realiz6 la encapsulacién de Anfotericina B en las micelas
obtenidas utilizando el método de evaporacion de solvente (Tyrrell, Shen et al.
2010). Asimismo se estudié la liberacién del farmaco in vitro a través del método
de didlisis (Wang, Wang et al. 2009; Zhang, Zhu et al. 2009). Estos experimentos
se realizaron por triplicado.

6.3.1 Encapsulacion de Anfotericina B en las micelas

Inicialmente se prepararon micelas de 4 mg/mL de acuerdo a la metodologia
descrita anteriormente. En otro recipiente, se disolvieron 2 mg de anfotericina B
(anfB) en 2 mL de metanol; esta solucion se goted lentamente (0,1 mL cada 10
minutos) en 10 mL de las correspondientes dispersiones micelares previamente
preparadas (contenido de copolimero: 40 mg). La solucion resultante se agité
suavemente durante 1 hora a temperatura ambiente y luego se evapor6 el metanol
a presion reducida. Posteriormente, se procedio a centrifugar la mezcla obtenida a
5000 rpm durante 15 minutos para separar la anfB sin encapsular. Finalmente las
muestras se liofilizaron y se almacenaron para su posterior uso. La cantidad de

anfB encapsulada se determiné empleando espectroscopia UV-visible.

6.3.2 Estado de agregacion de la anfotericina B

Para determinar el estado de agregacioén de anfB en las micelas de copolimero en
blogue, se preparo una solucion de anfB en dimetil sulfoxido (DMSO) y en buffer
fosfato salino (PBS) pH 7.4 a una concentracion de 10 ppm (la soluciéon en PBS
tuvo una concentracién final de DMSO del 1% en volumen). Asimismo se
obtuvieron dispersiones de 10 ppm de las diferentes muestras de micelas

cargadas con anfB. Posteriormente se registraron los espectros UV-Visible de las
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muestras desde 300 nm hasta 450 nm en un espectrofotometro Varian Cary 100.
La relacion de la absorbancia del primer pico (1) y cuarto pico (IV) del espectro UV-
Vis se uso para monitorear el estado de agregacion de esta sustancia (Adams and
Kwon 2003).

6.3.3 Liberacion in vitro de Anfotericina B

Para el estudio de la liberacion de anfB in vitro se emplearon membranas de
didlisis (MWCO de 12000 Da), las cuales se activaron poniéndolas en una
solucién de EDTA 5 mM y NaHCOsz 200 mM en ebullicibn por 5 minutos y
posteriormente lavandolas con agua desionizada; este procedimiento se realizé
dos veces. 4 mL de las dispersiones micelares cargadas con anfB se colocaron
dentro de las membranas de dialisis y se dispusieron en 40 mL de PBS pH 7.4, a
una temperatura de 37°C bajo agitacién constante (100 rpm). A intervalos de
tiempo especificos (1, 2, 4, 6, 8, 24, 48, 96, 166 h), se extrajeron 2 mL del medio
de liberacion para el analisis de concentracidon de farmaco por UV-Visible, el
volumen del buffer se mantuvo constante, reemplazando la cantidad tomada a

cada uno de los tiempos por buffer fresco.

6.3.4 Cuantificacion de Anfotericina B encapsulada y liberada por
espectroscopia UV-Visible

Las medidas de absorbancia de las muestras se realizaron en un
espectrofotometro Varian Cary 100. Para la cuantificacién de anfB encapsulada,
inicialmente se realiz6 una curva de calibracion con soluciones de anfB en N,N-
dimetilformamida (DMF) y buffer pH 5.0 (1:1 vol) desde 5 hasta 50 ppm. Se
tomaron alicuotas de 300 pL de las muestras y se disolvieron en la misma
cantidad de DMF, posteriormente, se registraron los espectros UV-Vis desde 300
nm hasta 450 nm; la concentracion de anfB fue evaluada a 411 nm. Finalmente se
determiné el contenido de farmaco y la eficiencia de encapsulacién, empleando las

siguientes férmulas (Zhang, He et al. 2010):
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Eficiencia de encapsulacion = _Cantidad de anfB en las micelas x100 (1)

Cantidad de anfB usada en la preparacion

Contenido de farmaco = _Cantidad de anfB en las micelas x 100 (2)

Cantidad de copolimero usada en la preparacion

Para la cuantificacion de anfB liberada, inicialmente se realizé una curva de
calibracion con soluciones de anfB en PBS pH 7.4 desde 0,1 hasta 2 ppm. Se
tomaron alicuotas de las muestras extraidas en los diferentes tiempos (300 L) y
se registraron los espectros UV-Vis. Se evaluo la concentracion de anfB liberada a

411 nm, la cual se expres6 en pg/L.

6.4 Evaluaciéon de la actividad hemolitica y antifungica de la anfotericina B
encapsulada en micelas

En esta etapa, se determind el efecto de la encapsulacién de anfB en micelas
sobre la actividad hemolitica y antifingica de éste farmaco (Lavasanifar, Samuel et
al. 2002; Shim, Lee et al. 2011).

6.4.1 Actividad hemolitica de anfotericina B encapsulada frente a glébulos
rojos humanos

Se recolecté sangre humana, la cual se diluyé en PBS (pH 7.4) y se centrifugé a
2000 rpm, removiéndose posteriormente el sobrenadante y la capa leucocitaria.
Los gldbulos rojos (GR) se diluyeron en PBS hasta obtener una muestra con una
absorbancia entre 0,4 y 0,5. Se prepararon dispersiones de micelas cargadas con
anfB de 5, 10, 15, 20 y 25 ppm de las diferentes muestras, asimismo se
prepararon controles positivos con anfB libore en PBS de las mismas
concentraciones y un control negativo sin anfB. Estas dispersiones se incubaron
con la muestra diluida de GR a 37°C por 30 minutos y luego se pusieron en un
bafio de hielo para parar la hemodlisis. Los globulos rojos sin lisar se removieron

por centrifugacion a 14000 rpm durante 20 segundos. Posteriormente se analizo la
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hemoglobina en el sobrenadante a 576 nm por espectroscopia UV-Visible. El
porcentaje de hemdlisis se determiné empleando la siguiente férmula (Lavasanifar,
Samuel et al. 2002):

Porcentaje de hemolisis = 100 (Abs — Abso) (3)
(Abs100 — Abso)

Donde, Abs corresponde a la absorbancia de la muestra, Abso es la absorbancia
del control sin anfB y Absioo es la absorbancia del control en presencia de 20 ppm
de anfB libre en PBS.

6.4.2 Actividad antifungica in vitro

La actividad antifingica de la anfB libre y encapsulada en micelas se evallo frente
a tres especies de levaduras del género Candida: Candida albicans, Candida
Krusei y Candida glabrata. Los inGculos se prepararon sembrando con un asa
estéril colonias de cada una de las levaduras, seguida de 24 horas de incubacion
en cajas Petri con agar de Sabouraud dextrosa. Luego de las 24 horas, las
levaduras se resuspendieron en tubo con solucion salina, ajustandolas a una
densidad éptica 0,5 McFarland (concentraciéon aproximada de 1x10® - 5x10°

UFC/mL). Para la identificacion de las levaduras se utilizé CHROMagar candida.

La determinacion de la sensibilidad a la anfB se llevé a cabo empleando el método
de difusién en pozos (Rojas, Garcia et al. 2005; Lujan and Pérez Corral 2008).
Para ello, se prepararon dispersiones de anfB encapsulada en micelas de 90, 9,
0.9 y 0.09 pug/mL utilizando como disolvente PBS pH 7.4, asimismo se prepararon
soluciones de anfB libre, disolviendo el farmaco en DMSO vy diluyendo con PBS
hasta obtener las mismas concentraciones (el nivel de DMSO en la solucion final
fue <1% v/v). Se tomaron cajas Petri con agar Mueller Hinton y se inocularon con
un escobillbn humedecido con la suspensiéon 0,5 McFarland de levaduras, se

realizaron pozos de 5 mm de didmetro sobre el agar de forma equidistante (7
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pozos por cada caja Petri), los cuales se llenaron con 50 pL de las dispersiones
de anfB y se incubaron a 37°C por 24 horas. Posteriormente se midieron los halos

de inhibicién de la anfB encapsulada y se compararon con los de la anfB libre.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacion de las condiciones de sintesis de los copolimeros
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

7.1.1 Sintesis del macroiniciador Br-PCL-Br

Se realiz6 la sintesis de los macroiniciadores de PCL-dibromo por medio de la
reaccion entre PCL-diol comercial (2000 y 14000 g/mol) y BIBB. El rendimiento de
la reaccion, determinado gravimétricamente, fue del 74% y 76%, respectivamente.
Los macroiniciadores obtenidos se analizaron por espectroscopia FTIR y RMNH
para corroborar la insercion del BIBB en las cadenas del polimero. En las figuras 6
y 7, se muestran los espectros FTIR de la PCL-diol comercial y de la PCL-dibromo
de 2000 y 14000 g/mol; en estos espectros se observan las bandas debidas a los
grupos funcionales de esta sustancia: grupo metileno CH2 (2940-2860 cm™), grupo
carbonilo C=0 (hacia 1720 cm™) y grupo C-O-C de éster (1300-1100 cm™), pero
en los espectros de los macroiniciadores se observa la desaparicion de la banda
de estiramiento del grupo hidroxilo hacia 3400 cm, debido a la reaccién de

acilacion.

—— Br-PCL-Br
——QOH-PCL-OH 1728

Absorbancia

T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
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Figura 6. Espectro FTIR de PCL-diol y del macroiniciador PCL-dibromo de 2 KDa.
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Figura 7. Espectro FTIR de PCL-diol y del macroiniciador PCL-dibromo de 14 KDa.

La funcionalizacion de la PCL con el BIBB se corrobor6 por medio de los
espectros de RMN'H mostrados en las Figuras 8 y 9; en ellos, se pueden observar
las sefales debidas a los protones de los grupos metileno de la PCL (& ~ 1,4 ppm,
1,6 ppm, 2,3 ppm y 4.1 ppm). Los espectros de los macroiniciadores indican el
desplazamiento a campo bajo del hidroximetileno de la PCL-diol comercial desde
3,6 ppm hasta 4,1 ppm, ademas muestran la aparicion de un singlete agudo a 1,94
ppm, que corresponde a la sefal causada por los dos grupos metilo adyacentes al
atomo de bromo, tal como se ha reportado previamente por otros autores
(Dayananda, Pi et al. 2007; Motala-Timol and Jhurry 2007; Loh, Wu et al. 2008). A
partir de estos espectros, se determiné el grado de acilacion de la PCL a través de
la integracion de la sefial en 1,4 ppm, correspondiente a los protones de uno de
los grupos metileno de la PCL, y la sefal en 1,94 ppm, correspondiente a los
protones metilénicos del grupo 2-bromoisobutiril (Loh, Wu et al. 2008). El grado de

acilacion para la PCL en ambos casos fue superior al 80%.
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Figura 8. Espectro RMN*H de PCL-diol y del macroiniciador PCL-dibromo de 2 KDa.
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Figura 9. Espectro RMN*H de PCL-diol y del macroiniciador PCL-dibromo de 14 KDa.

7.1.2 Sintesis de los copolimeros tribloque PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA
por ATRP

Los copolimeros tribloque anfifilicos PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA se
sintetizaron via ATRP utilizando PCL-diboromo como macroiniciador vy
CuBr/PMDETA como sistema catalitico, tal como se observa en la ruta de sintesis
presentada en el Esquema 1. Se obtuvieron copolimeros del tipo (DMAEMA),-
(CL)m-(DMAEMA), con diferentes grados de polimerizacién, manipulando
pardmetros de sintesis tales como el peso molecular del macroiniciador, el tiempo

de reaccidn y las relaciones molares de los reactantes. Las composiciones, pesos
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moleculares e indices de polidispersidad de los copolimeros sintetizados se
resumen en la Tabla 4.
(0]
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Esquema 1. Ruta general de sintesis del copolimero tribloque
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA.
Tabla 4. Caracteristicas de los copolimeros tribloque PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA.
Relacion | Tiempo o )
Composicion del copolimero MpP° Mw/M;©
molar? (h)
1:40:1:2 21 (DMAEMA)11-(CL)17-(DMAEMA)1; 5,4 1,69
1:108:1:2 1 (DMAEMA)10-(CL)17-(DMAEMA) 10 7,9 1,09
1:108:1:2 6 (DMAEMA),5-(CL)17-(DMAEMA)5 10,7 1,57
1:108:1:2 1 (DMAEMA)30-(CL)122-(DMAEMA )39 26,2 1,17
1:108:1:2 12 (DMAEMA)54-(CL)122-(DMAEMA)54 30,9 1,09
1:215:1:2 21 (DMAEMA)gs-(CL)122-(DMAEMA)gs 40,7 1,15

a Relaciéon molar de Br-PCL-Br:DMAEMA:CuBr:PMDETA en reacciéon ATRP
b Calculado por RMN'H en KDa
¢ Determinado por GPC
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Para determinar la estructura quimica, composiciones, pesos moleculares y
distribucion de pesos moleculares de los copolimeros se realizaron analisis por
FTIR, RMN y GPC. En los espectros IR de los copolimeros se observan dos
nuevas bandas en 2821 y 2770 cm atribuidas a las vibraciones de tension
simétrica y asimétrica del enlace C-H del grupo —N(CHs)2 del PDMAEMA, como se
ha reportado previamente en la investigacion de Zhang (Ver Figura 5) (Zhang, He
et al. 2010).

Br-PCL-Br
—— PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

2821
§ 2770

h

T T T T T T 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Absorbancia

Numero de onda (cm™)

Figura 10. Espectro FTIR del copolimero tribloque PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

La copolimerizacién se corroboré por medio de los espectros de RMN*H, donde se
pueden observar las sefales debidas a las dos secuencias de polimeros. En la
Figura 11 se muestra la asignacién de cada sefal a los atomos de hidrogeno
correspondientes. Se conservan los picos debidos a los grupos —CHz- de la PCL
(® ~ 1,40 ppm, 1,67 ppm, 2,32 ppm y 4.08 ppm) y se observan las sefiales debidas
a los grupos -CH2-C(CO)-CHs (0 ~ 1,05 ppm), -CH2-C-CHs (& ~ 1,89), -N(CHz)2 (6
~ 2,32 ppm), -CH2-N(CH3s)2 (6 ~ 2,61 ppm) y -O-CH2-CH2-N (& ~ 4,08 ppm) del
PDMAEMA, tal como se ha reportado previamente (Motala-Timol and Jhurry 2007;
San Miguel, Limer et al. 2008). Asimismo se observa la desaparicion del pico en
1,94 ppm debida al grupo 2-bromo-isobutiril y no se observan sefales en la zona

de protones olefinicos, lo cual permite inferir la ausencia de mondémero residual.
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Figura 11. Espectro RMN*H del copolimero triblogue PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

A partir de los espectros de RMN!H se determind la composicién y pesos
moleculares (Mn) de los copolimeros a través de la integracion de sefales. Para
esto, se comparod la intensidad de la sefial en 1,40 ppm, correspondiente a los
protones de uno de los grupos —CH2- de la PCL y la sefial en 2,61 ppm,
correspondiente a los protones del grupo -CH2-N del PDMAEMA. Los grados de

polimerizacion de CL y DMAEMA se calcularon teniendo en cuenta las férmulas
4y (5):

NcL = Mn PCL (4)
Peso molecular CL

Nomaema = It X NcL (5)

Donde, NcL es el grado de polimerizacion de la e-caprolactona (CL), Nomaewma €s el
grado de polimerizaciéon del N,N-dimetilaminoetil metacrilato (DMAEMA) e I
corresponde a la relacion en area de la sefial f del espectro de RMN'H (6 ~ 2,61

ppm) y la sefial a 1,4 ppm, previamente descrita.

Conociendo la composicion de los copolimeros, se calcularon los pesos
moleculares utilizando la formula (6):

Mn = (114,14 X NcL) + (157,21 X NoMAEMA) (6)
52



Donde, Mn corresponde al peso molecular del copolimero, 114,14 y 157,21 son los
pesos moleculares de los monémeros CL y DMAEMA, respectivamente.

También se registraron los espectros de RMN'3C APT para identificar los atomos
de carbono de los dos segmentos poliméricos. En la figura 12 se observan las
sefales debidas a los grupos —CHz- (& ~ 24,74 ppm, 25,65 ppm, 28,48 ppm, 34,09
ppm, 64,25 ppm) y C=0 (6 ~ 173,72 ppm) de la PCL y los grupos -CH2-C-CHs (6 ~
44,77 ppm), -N(CHs)2 (& ~ 45,45 ppm), -CH2-C(CO)-CHs (& ~ 55,17ppm), -CHo-
N(CHs)2 (& ~ 57,08 ppm), -O-CH2-CH2-N (& ~ 63 ppm) y C=0 (6 ~ 177 ppm) del
PDMAEMA, tomando como referencia la publicacién realizada por Motala-Timol
(Motala-Timol and Jhurry 2007).

12.30 16.30 1:10 150 1(.)0 80 60 40 20
ppm
Figura 12. Espectro RMN®C APT del copolimero PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

Se realizaron mediciones de la distribucién del peso molecular de los copolimeros
sintetizados empleando GPC. Los cromatogramas obtenidos se muestran en la
Figura 13, en ellos se puede observar una distribucion de pesos unimodal y

estrecha con valores de dispersidad (Mw/Mn) bajos, entre 1,09 y 1,69 (Tabla 1).
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Asimismo, se presenta un desplazamiento de los copolimeros hacia menores
volumenes de retencion con respecto al macroiniciador, lo cual es un indicio de la
copolimerizacion. Los valores de dispersion del peso molecular estuvieron
cercanos a la unidad, lo cual permite inferir que se mantuvo un control sobre este
parametro durante la polimerizacion, lo cual es una caracteristica representativa

de las reacciones por ATRP (Coessens, Pintauer et al. 2001).

O (DMAEMA),-(CL),,,-(DMAEMA)
O (DMAEMA), -(CL),,-(DMAEMA),, [/
(DMAEMA), -(CL),,,-(DMAEMA) rg

O (DMAEMA),-(CL) -(DMAEMA),,  (fF 2
O (DMAEMA),-(CL), -(DMAEMA) |

(DMAEMA), -(CL), -(DMAEMA) |
Vv Br-PCL-Br

il

Vv Br-PCL-Br =y

Volumen de retencién (mL) Volumen de retencién (mL)

Figura 13. Trazas de GPC de los copolimeros tribloque de PCL de 2KDa (A) y
copolimeros tribloque de PCL de 14 KDa (B).

7.1.3 Estudio de la cinética de lareaccion de polimerizacion

Se realizé un estudio de la cinética de la reaccién de copolimerizacion a través del
analisis por RMN'H de muestras extraidas a diferentes tiempos, teniendo en
cuenta las dos relaciones molares utilizadas para los copolimeros de PCL de 2
KDay 14 KDa. Los andlisis por RMN!H permitieron conocer la composicion de los
copolimeros y, de esta manera, establecer el porcentaje de conversion del
monomero DMAEMA (Tablas 5y 6).

54



Tabla 5. Composiciones y porcentajes de conversion de DMAEMA en muestras de

copolimeros de 2 KDa sintetizados a diferentes tiempos

_ Tiempo de Porcentaje de
Relacion . o »
reaccion Composicion ® conversion de
molar?

(h) DMAEMA (%)

0,5 (DMAEMA)16-(CL)17-(DMAEMA)16 29

1 (DMAEMA)19-(CL)17-(DMAEMA)19 34

1:108 2 (DMAEMA)22-(CL)17-(DMAEMA)22 40

4 (DMAEMA)25-(CL)17-(DMAEMA)25 46

6 (DMAEMA)2s-(CL)17-(DMAEMA) 2 52

0,5 (DMAEMA)s-(CL)17-(DMAEMA)s 27

1 (DMAEMA)s-(CL)17-(DMAEMA)s 41

1:40 2 (DMAEMA)o-(CL)17-(DMAEMA)g 43

4 (DMAEMA)10-(CL)17-(DMAEMA)10 46

6 (DMAEMA)11-(CL)17-(DMAEMA)11 48

Tabla 6. Composiciones y porcentajes de conversion de DMAEMA en muestras de

copolimeros de 14 KDa sintetizados a diferentes tiempos

. Tiempo de Porcentaje de
Relacion . o B
reaccion Composicion ® conversion de
molar?
(h) DMAEMA
0,5 (DMAEMA)36-(CL)120-(DMAEMA)36 66
1 (DMAEMA)39-(CL)120-(DMAEMA) 3¢ 72
1:108 2 (DMAEMA)44-(CL)122-(DMAEMA) 44 81
4 (DMAEMA)s0-(CL)122-(DMAEMA)s0 92
6 (DMAEMA)s3-(CL)122-(DMAEMA)s3 98
0,5 (DMAEMA) 40-(CL)122-(DMAEMA) 40 37
1 (DMAEMA)45-(CL)122-(DMAEMA) 45 42
1:215 2 (DMAEMA)s,-(CL)122-(DMAEMA)s 48
4 (DMAEMA)s5-(CL)120-(DMAEMA)sg 54
6 (DMAEMA)e3-(CL)122-(DMAEMA)es3 59

2 Relacion molar de PCL:PDMAEMA, P Determinada por RMN*H
55




Las polimerizaciones radicalarias realizadas por ATRP se caracterizan por ser
controladas y mantener un caracter viviente, presentando un comportamiento
cinético de primer orden, en donde la velocidad de polimerizaciéon (Vp) con
respecto al logaritmo de la concentracion de monémero ([M]) es una funcién lineal
del tiempo. Esto es debido a la contribucidon insignificante de reacciones de
terminacion, de modo que la concentracion de radicales propagantes ([P*])
permanece constante. Este tipo de polimerizaciones siguen la expresion de

velocidad mostrada en la ecuacion (7) (Matyjaszewski and Xia 2001):

Vp = Kp [P*][M] (7)

Al realizar un grafico semilogaritmico, la obtencién de una linea recta revela una
concentracion de radicales propagantes constante, en donde la velocidad de

polimerizacion depende solamente de la concentracion de mondémero.

En las figuras 14 y 15, se muestran las gréaficas de cinética (In[Mo]/[M] vs t) para la
polimerizacion del DMAEMA utilizando diferentes relaciones molares. En estas
graficas se observa una relacion lineal entre la velocidad de polimerizacion vy el
tiempo, lo cual indica un comportamiento cinético de primer orden, en donde la
concentracion de radicales propagantes se mantuvo constante durante toda la
reaccion. Esto demuestra que la polimerizacion fue controlada y mantuvo un

caracter viviente.
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Figura 14. Grafica de In[Mo)/[M] en

funcion del tiempo para la
polimerizacion del DMAEMA con
PCL de 2 KDa.

PCL 2 KDa

0 1:40 (PCL:DMAEMA)

*=0,96

0,9

0,8

0,7

0,6

0,54

Tiempo (h)

Figura 15. Gréfica de In[Mo)/[M] en
funcion del tiempo para la
polimerizacion del DMAEMA con
PCL de 14 KDa.

PCL 14 KDa
0 1:215 (PCL:PDMAEMA)

1’ =0,95

2 4
Tiempo (h)

57

0,4

Tiempo (h)



7.2 Estudio del efecto de la estructura de los copolimeros sobre las
propiedades coloidales de las micelas

7.2.1 Preparacion y caracterizacion de las micelas de copolimeros en bloque
Las micelas obtenidas a partir del autoensamble en medio acuoso de los
copolimeros PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA, se prepararon utilizando el método
de nanoprecipitacion debido a la baja solubilidad de este copolimero en agua, por
lo que se hizo necesario la utilizacion de un solvente organico, en este caso
acetona. Asimismo se seleccion6 por las ventajas que ofrece como facilidad,
rapidez y formacion de micelas con un tamafio bien definido y una distribucion de

tamarfio estrecha (Rao and Geckeler 2011).

Se prepararon micelas con una concentracion de copolimero de 4 mg/mL
utilizando buffer de pH 5.0. Estos sistemas se caracterizaron empleando
dispersién dinAmica de luz para conocer el diametro hidrodindmico promedio de
las particulas y su distribucién, medidas de potencial zeta para determinar su
estabilidad, microscopia de fuerza atdbmica y microscopia electronica de
transmision para establecer su morfologia. Los resultados obtenidos se muestran

enla Tabla 7.

Tabla 7. Propiedades de las micelas de copolimeros triblogue PDMAEMA-b-PCL-b-
PDMAEMA

Composicion Diametro hidrodinamico Potencial Zeta
promedio (nm) (mV)
(DMAEMA)39-(CL)122-(DMAEMA)39 46 4 105599
(DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 468 20,8011 7
(DMAEMA)gs-(CL)122-(DMAEMA)gs 535 26,9014 7
(DMAEMA)11-(CL)17-(DMAEMA)11 57.0 218213.6
(DMAEMA)19-(CL)17-(DMAEMA)19 81.8 2252105
(DMAEMA)2s-(CL)17-(DMAEMA) 25 85.0 26.9416.8
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En la figura 16 se muestran los resultados obtenidos por dispersion dinamica de
luz, observandose una distribucion unimodal. Las micelas exhiben una distribucion
de tamarfo diferente dependiendo de la composicion del copolimero que las
conforma. Para los copolimeros basados en PCL de 14 KDa se obtuvieron
tamafios promedio entre 46 y 54 nm, mientras que para los copolimeros basados
en PCL de 2 KDa se obtuvieron tamafios entre 57 y 85 nm.

Estos valores son mas bajos que los reportados previamente por otras
investigaciones para este mismo tipo de copolimero. San Miguel y Limer
obtuvieron distribuciones de tamafio de micelas bimodales para copolimeros de
composiciones (DMAEMA)25-(CL)17-(DMAEMA)2s  y (DMAEMA)30-(CL)17-
(DMAEMA)30, en donde la mayor parte de las micelas exhibian diametros
promedio cercanos a 150 nm, debido a la obtencion de estructuras
supramoleculares formadas a partir de un proceso de agregacion (San Miguel,
Limer et al. 2008). Zhu y Jung reportan la obtencién de micelas de copolimeros
con composiciones (DMAEMA)s-(CL)31-(DMAEMA)s, (DMAEMA)15-(CL)31-
(DMAEMA)15 y (DMAEMA)29-(CL)31-(DMAEMA)29 con tamafios de particula entre
53,6 y 132,2 nm (Zhu, Jung et al. 2010).

PCL 2 KDa
Grado de polimerizacion
(DMAEMA),

PCL 14 KDa
Grado de polimerizacion
(DMAEMA)_

—39
—54
—85

—11
—19
—28

Intensidad (UA)
Intensidad (UA)

N L]
100 100
Digmetro (nm) Diametro (nm)

Figura 16. Distribucion del tamafio de las micelas de los copolimeros tribloque
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA
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En la Figura 17 se muestra el efecto de la composicion de los copolimeros sobre
el tamafio de las particulas, observandose que las tendencias obtenidas en este
estudio son similares a las reportadas por otros autores (Loh, Wu et al. 2008; Li,
Nakayama et al. 2011). Este comportamiento se debe a que el proceso de
micelizacion para los copolimeros con el bloque de PCL mas largo ocurre a una
menor concentracion y por lo tanto, las micelas formadas estan compuestas por

un nimero menor de cadenas agregadas.
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Figura 17. Efecto de la composicién de los copolimeros sobre el tamafio de las micelas

Para la encapsulacion de anfotericina B en micelas de copolimeros en bloque se
han reportado diferentes valores de tamafio de particula dependiendo del tipo de
copolimero que se somete al autoensamble. En la investigacion realizada por
Shim se obtuvieron tamafios entre 65 y 85 nm para copolimeros de PCL-b-
PDMAEMA (Shim, Lee et al. 2011). Para micelas de PEG-b-DSPEIcolesterol se
reportan tamafos entre 16 y 65 nm, dependiendo del nivel de colesterol en el
copolimero (Vakil and S. Kwon 2007). Lavasanifar y Samuel reportan diametros
promedio entre 15 y 25 nm para micelas de PEO-b-PHSA, de acuerdo al método
de preparacion utilizado (Lavasanifar, Samuel et al. 2001). Se observa que los
tamafios de las micelas obtenidos en este estudio son similares a los reportados

para su aplicacién en la encapsulacion de anfB.
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Se realizaron medidas del potencial zeta de las micelas para determinar la
estabilidad del sistema coloidal, obteniendo los resultados que se observan en la
Tabla 7. Estas medidas muestran que las micelas obtenidas presentan una carga
superficial positiva debido a la protonacion de los grupos amino del PDMAEMA en
medio &cido (pH 5.0). Se obtuvieron valores mayores a +21mV, lo cual permite
inferir que las dispersiones coloidales obtenidas son estables. Para este mismo
tipo de copolimeros se reportan medidas de potencial zeta entre 29,3 y 35,5 mV
(Zhu, Jung et al. 2010). En la Figura 18 se muestra el efecto de los segmentos

hidréfobos e hidréfilos del copolimero sobre esta propiedad.

GHy

+

Potencial ¢ Oy O~ ~—NH

mas alto CHs

CHs
n

Mayor longitud de PCL Mayor segmento hidrofilo
T sometido a protonacién

Mayor longitud de PDMAEMA

Figura 18. Efecto de la composicién del copolimero sobre el potencial zeta

En cuanto a la morfologia de las micelas, se emplearon andlisis por AFM y TEM.
Las imagenes AFM permitieron observar la formacion de particulas esféricas,
como se muestra en la Figura 19. Esta morfologia es la mas comun para las
micelas de copolimeros en bloque (Tuzar and Kratochvil 1993; Goldraich and
Talmon 2000).

Figura 19. Imagenes AFM de las micelas de copolimeros en bloque
(DMAEMA)39-(CL)122-(DMAEMA)39 (A) y (DMAEMA)11-(CL)17-(DMAEMA)11 (B)
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La morfologia de las micelas también fue estudiada por TEM. Las imagenes
obtenidas se muestran en la Figura 20, en donde se puede observar que las
particulas poseen una forma esférica con tamafios entre 30 y 100 nm
aproximadamente. También es posible la visualizacion de un nucleo mas oscuro,
rodeado de una corteza menos densa, que permite corroborar la formacion de una

estructura del tipo core-shell.

s 890

500 hm . @ 200 nm

1 pm 100 nm

Figura 20. Imagenes TEM de las micelas Ay C (DMAEMA)1o-(CL)17-(DMAEMA)9y By D
(DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4
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Los tamafios observados por esta técnica fueron heterogéneos, mostrando la
formacién de particulas pequefias y algunos agregados de mayor tamafio; esto es
debido a que las micrografias TEM corresponden a un estado deshidratado de las
particulas, que puede llevar a alguna de las situaciones que se muestran en la
Figura 21 (Loh, Wu et al. 2008; Zhang, Zhu et al. 2009). La formacion de particulas
agregadas producida por asociaciones intermicelares e interacciones hidréfobas
entre los ndcleos de las micelas ha sido reportada por varios autores (Allen, Yu et
al. 1998; San Miguel, Limer et al. 2008).

y ) Colapso de la cadena de o .
Agregacion de las micelas Encogimiento de las particulas
PDMAEMA

Figura 21. Factores que afectan el tamafio de las micelas en las micrografias TEM

7.2.2 Determinacion de la CMC de los copolimeros en bloque

La CMC es un pardmetro importante pues constituye una evidencia del proceso de
micelizacion y ademas, estd relacionado con la estabilidad coloidal vy
termodinamica de las micelas. Las sustancias anfifilicas con altos valores de CMC,
como los surfactantes de bajo peso molecular, forman micelas que pueden
disociarse antes de ser administradas en el cuerpo. Por otro lado, las micelas de
copolimeros en blogue exhiben valores bajos de CMC, presentando una mayor
estabilidad termodinamica, es decir al formarse las micelas se reduce la energia
libre del sistema, alcanzando un equilibrio dindmico tanto, entre unimeros y

agregados, como con el medio acuoso (Gaucher, Dufresne et al. 2005).

La formacién de micelas a partir de los copolimeros en bloque de PDMAEMA-b-

PCL-b-PDMAEMA se verifico por fluorescencia empleando pireno, ya que este
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método presenta una mayor sensibilidad con respecto a otras técnicas como las
medidas de tension superficial o solubilizaciébn de colorantes (Zhang, He et al.
2010). Este método se basa en la sensibilidad de los espectros de emision y
excitacion del pireno a la polaridad del ambiente que lo rodea (Mok, Thiagarajan et
al. 2012). Cuando la concentracién de copolimero incrementa en una solucion
acuosa de pireno, estos espectros se someten a cambios significativos debido a la
formacion de las micelas; los cambios son causados por la transferencia del pireno
desde el entorno acuoso hacia los nucleos hidrofébicos de las micelas (Wilhelm,
Zhao et al. 1991).

Se registraron los espectros de emision y excitacion del pireno en presencia de
diferentes concentraciones de copolimero en una solucion acuosa de pH 5.0
(Figuras 22 y 23). En los espectros de emision se observa que a medida que la
concentracion del copolimero aumenta, la intensidad de fluorescencia también
incrementa, lo cual es debido a que el pireno tiene una alta actividad de
fluorescencia en entornos no polares como los nucleos micelares, pero disolventes
polares como el agua pueden aplacar su fluorescencia (Zhang, He et al. 2010). En
los espectros de excitacion se observa el desplazamiento hacia el rojo de una de
las bandas del pireno desde 332 nm hasta 335 nm cuando la concentracion del
copolimero aumenta; estas dos bandas se denominan como 11 e s
respectivamente. La relacion de las intensidades de estas dos bandas (Is/l1) es
usada como una medida relativa de la polaridad, presentando en entornos menos
polares valores mas altos. Se ha reportado que este cambio en el espectro de
excitacion del pireno es mas sensible al inicio de la agregacion de los copolimeros

gue los cambios observados en el espectro de emision (Li, Mya et al. 2006).
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Figura 22. Espectro de emision del pireno (6x107 M) en presencia de diferentes
concentraciones del copolimero (DMAEMA)3g-(CL)122-(DMAEMA) 30,
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Figura 23. Espectro de excitacion del pireno (6x107 M) en presencia de diferentes
concentraciones del copolimero (DMAEMA)2s-(CL)17-(DMAEMA)2s

Los valores de CMC se determinaron, entonces, a partir de la relacion de las
intensidades de fluorescencia de las bandas Is/l1 en funcion del logaritmo de la
concentracion, como se muestra en la Figura 24. Se observa que al incrementar la
concentracion del copolimero, la relacion de las intensidades estas dos bandas
muestra un aumento significativo a una cierta concentracion, la cual corresponde a

la CMC, reflejando de esta manera, la incorporacién del pireno en los ndcleos de
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las micelas. Los valores de CMC se obtuvieron a partir de la interseccion de lineas

rectas dibujadas sobre las regiones planas de la grafica.

1,

CMC = 6,82 mg/L

-6 5 -4 -3 -2 -1 0 1
Log C (mg/ml)

Figura 24. Relacion de las intensidades de fluorescencia l3/l1 en funcion de la
concentracion del copolimero (DMAEMA)19-(CL)17-(DMAEMA)19

En la Figura 25 se muestran las gréficas obtenidas para la determinacion de la
CMC de los seis copolimeros sintetizados en este estudio. Se obtuvieron
concentraciones micelares criticas entre 0,86 mg/L y 7,4 mg/L, dependiendo de las
longitudes de los segmentos hidrofébicos e hidrofilicos del copolimero (Tabla 8).
Las concentraciones micelares criticas mas bajas se obtuvieron con los
copolimeros basados en PCL de 14 KDa, lo cual concuerda con los resultados
obtenidos en otras investigaciones, en donde se reporta que la CMC decrece a
medida que aumenta la longitud del segmento hidrofébico (Gaucher, Dufresne et
al. 2005; Zhang, He et al. 2010; Li, Nakayama et al. 2011). Esto es debido al costo
de energia libre para transferir el bloque hidr6fobo desde el nucleo de la micela
hacia el solvente (Mok, Thiagarajan et al. 2012). De igual forma si el segmento
hidréfobo de PCL permanece constante, la CMC incrementa a medida que
aumenta el segmento hidréfilo de PDMAEMA, aunque la longitud de este
segmento tiene un menor efecto sobre los valores de esta propiedad. En
investigaciones realizadas por otros autores se obtienen resultados similares, en

donde los copolimeros con las cadenas hidrofilicas mas cortas y segmentos
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hidrofébicos més largos tienden a agregarse a una concentracion mas baja (Shim,
Kim et al. 2006; Loh, Wu et al. 2008; Zhang, He et al. 2010).

PCL 14 KDa
—B— (DMAEMA)_-(CL),,,-(DMAEMA),
=B~ (DMAEMA), -(CL),,,-(DMAEMA),
—m= (DMAEMA),-(CL),,,-(DMAEMA), .

PCL 2 KDa
—=— (DMAEMA), -(CL), -(DMAEMA) |
—e— (DMAEMA)_-(CL),-(DMAEMA),,

—&— (DMAEMA)_ -(CL), -(DMAEMA),_

28

I3/,
I3/I1

-6 5 -4 3 2 1 0 1 -6 ::3 l4 l3 l2 ;I. 6 i
Log C (mg/mL) Log C (mg/mL)

Figura 25. Relacion de las intensidades de fluorescencia I3/l en funcion de la
concentracion de los copolimeros de 2 KDa (A) y 14 KDa (B) a pH 5.0.

Tabla 8. Concentraciones micelares criticas de los copolimeros tribloque de PDMAEMA-
b-PCL-b-PDMAEMA

Composicion CMC (mg/L)
(DMAEMA)11-(CL)17-(DMAEMA) 11 4.9
(DMAEMA)16-(CL)17-(DMAEMA) 10 6.8
(DMAEMA)25-(CL)17-(DMAEMA)5 7.4

(DMAEMA)39-(CL)122-(DMAEMA)30 0,86
(DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 1
(DMAEMA)gs-(CL)122-(DMAEMA)gs 1

Los valores de CMC obtenidos son mas bajos que los reportados para este mismo
tipo de copolimero. En la investigacion realizada por San Miguel se determiné la
CMC por el método de fluorescencia empleando 4-(N,N-dietil) amino-7-nitrobenz-
2-oxa-1,3-diazol como molécula prueba, obteniendo valores de 0,11, 0,33 y 1,01
g/L para los copolimeros (DMAEMA)3zo-(CL)17-(DMAEMA)30, (DMAEMA)25-(CL)17-
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(DMAEMA)2s y (DMAEMA)20-(CL)17-(DMAEMA)20, respectivamente, observandose
una tendencia contraria a la encontrada en este estudio (San Miguel, Limer et al.
2008). Por otro lado, Zhu y colaboradores determinaron la CMC por el método de
fluorescencia con pireno, encontrando valores entre 15,8 y 24 mg/L para
copolimeros de las siguientes composiciones: (DMAEMA)s-(CL)31-(DMAEMA)s,
(DMAEMA)15-(CL)31-(DMAEMA)15 y (DMAEMA)29-(CL)31-(DMAEMA)29 (Zhu, Jung
et al. 2010).

Asimismo, los valores de CMC obtenidos en esta investigaciébn son mucho mas
bajos que los obtenidos con sistemas micelares usados en estudios clinicos como
las micelas de PEG-b-PBLA (5-10 mg/L) (Kwon, Naito et al. 1993) y el poloxamer
(1-24 mg/mL) (Shim, Kim et al. 2006), lo cual indica una mayor estabilidad de los
sistemas obtenidos. Para la encapsulacion de anfotericina B, se reportan CMC de
20 mg/L para copolimeros de PEG-p(CL-co-TMC) (Vandermeulen, Rouxhet et al.
2006) y 8,9 mg/L para copolimeros tribloque de polirotaxano y PEGMA (Burt,
Zhang et al. 1999).

7.2.3 Efecto del pH sobre el tamafio de las micelas y la CMC

Se realiz6 un estudio del efecto del pH sobre el tamafio de las micelas y la CMC,
debido a la sensibilidad del bloque de PDMAEMA a cambios en el pH del medio;
en medios de pH &acido se somete a protonacién para asumir una estructura
hidréfila, mientras que en medios de pH basico se desprotona y va asumiendo un
caracter hidréfobo (Xu, Neoh et al. 2009). Para estos estudios se emplearon
soluciones de los copolimeros de composicion intermedia (DMAEMA)19-(CL)17-
(DMAEMA)19 y (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 en medios de pH 5.0, 6.0, 7.0 y
7.5.

Los tamafios de particula de las micelas en funcién del pH se analizaron por DLS,

obteniendo los resultados mostrados en la Figura 26, en donde se observan
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distribuciones unimodales. Las nanoparticulas exhiben diferentes distribuciones de

tamarfio dependiendo del valor de pH.

PCL 2 KDa PCL 14 KDa
——pH 6.0 ——pH6.0
_ ——pH7.0 ——pH70
< ——pHT75 = ——pHT75
<
= 2
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c ]
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Figura 26. Distribuciones de tamafio de las micelas de (DMAEMA)1o-(CL)17-(DMAEMA)19
y (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 en funcién del pH.

En la tabla 9 y Figura 27 se resumen los diametros hidrodinAmicos promedio de
las particulas, observandose un incremento del tamafio al aumentar el pH. A pH
5.0 se obtuvieron didmetros hidrodinamicos menores a 100 nm, que son los
tamafios caracteristicos de las micelas individuales, mientras que al aumentar el
pH desde 6.0 hasta 7.5 se presentaron diametros mayores a 100 nm que pueden
indicar la formacion de agregados de micelas. Este incremento en el tamafio se
debe a la escasa dispersion de los copolimeros tribloque en los medios acuosos
de pH neutros, lo cual hace que se produzca un proceso de agregacion
intermolecular y una asociacion intermicelar, tal como se observa en la foto
presentada en la figura 27, en donde las soluciones que se obtienen presentan un
mayor grado de turbidez a medida que aumenta el valor de pH. Este
comportamiento ha sido reportado en investigaciones previas que emplean
PDMAEMA como bloque hidréfilo en la obtencién de copolimeros en bloque
anfifilicos (San Miguel, Limer et al. 2008; Zhang, He et al. 2010).
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Tabla 9. Tamarfos promedio de las micelas de (DMAEMA)io-(CL)17-(DMAEMA)1s Y
(DMAEMA)54-(CL)122-(DMAEMA)54 en funcién del pH del medio

oH Tamafio promedio (hm) Tamafio promedio (nm)
(DMAEMA)16-(CL)17-(DMAEMA)19 | (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4

5.0 81,8 46,8

6.0 151 233,3

7.0 2423 249,9

7.5 297.8 299,1

300

) (DMAEMA), 4-(CL); - (DMAEMA), o

G (DMAEMA),(CL) ., (DMAEMA) .,

250 =

200 =

150 -

100 -

Tamafio promedio (nm)

50 =

5,0 5,5 6,0 6,5 7,0 7,5
pH

Figura 27. Dependencia del tamafio de las particulas con el pH.

La explicacion de estos resultados se muestra en la Figura 28.
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Figura 28. Efecto del estado de protonacion de las cadenas de PDMAEMA sobre el
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Para estudiar el efecto del pH sobre la CMC, se registraron los espectros de
excitacibn de las muestras a diferentes valores de pH, observandose el
desplazamiento de la banda del pireno de 332 nm (I1) hasta 335 nm (I3), cuando la
concentracion del copolimero incrementa. La CMC se determind a partir de la

relacion de las intensidades de fluorescencia de las bandas Iz/l1 en funcién del

logaritmo de la concentracion, tal como se muestra en la Figura 29.

PCL 2 KDa
—a—pH 6,0
—e—pH 7,0
—A—pH 7,5
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Figura 29. I3/l; vs concentracion de los copolimeros (DMAEMA)19-(CL)17-(DMAEMA) 19 (A)

y (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 (B) a diferentes valores de pH
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Los valores de CMC en funcién del pH se resumen en la Tabla 10 y Figura 30. Se
observa que los valores mas altos se obtienen con los copolimeros basados en
PCL de 14 KDa, por su parte, la variacion en el pH no tuvo un efecto significativo
sobre el valor de esta propiedad. Esto es debido a que la CMC esta determinada
principalmente por la longitud del segmento hidrofobo y no por cambios en las
condiciones del medio (Riess 2003; Gaucher, Dufresne et al. 2005; Mok,

Thiagarajan et al. 2012).

Tabla 10. Concentraciones micelares criticas de los copolimeros (DMAEMA)19-(CL)17-
(DMAEMA)lg Yy (DMAEMA)54-(CL)122-(DMAEMA)54 en funcioén del pH del medio

oH CMC (mg/L) CMC (mg/L)
(DMAEMA)10-(CL)17-(DMAEMA)15 | (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4

5.0 6,8 1

6.0 5,2 0,68

7.0 6,1 0,88

7.5 6,8 0,88

Bl (DMAEMA) -(CL), -(DMAEMA) |
[ (DMAEMA),-(CL),,,-(DMAEMA),_,

CMC (mg/L)

5,0 55 6,0 6,5 7,0 7,5
pH

Figura 30. Dependencia de la CMC con el pH del medio
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7.3 Determinacion del efecto de la estructura de los copolimeros sobre su
capacidad de encapsular y liberar anfotericina B

Las micelas de copolimeros en bloque tienen la capacidad de formar dispersiones
estables con sustancias hidrofébicas, debido a que los nucleos micelares actian
como un microambiente compatible para estas sustancias (Riess 2003); es por
esta razon que la aplicacion escogida para las nanoparticulas obtenidas fue la
encapsulacion y liberacion controlada de anfotericina B (anfB). La anfB es un
antifangico de amplio espectro, que a pesar de ser el antibidtico estandar contra
infecciones fungicas sistémicas, presenta limitaciones como baja solubilidad y
toxicidad, debido a esto se ha buscado desarrollar nuevas formulaciones como la
encapsulacién en micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA.

7.3.1 Encapsulacion de Anfotericina B en las micelas

La encapsulacion de anfB en las micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA se
llevd a cabo a través de la particion del farmaco en micelas preformadas. La
concentracion de anfB fue medida a 411 nm y se determindé empleando curvas de
calibracién (Anexo 1). Asimismo se determind la eficiencia de encapsulacion y el
contenido de farmaco, empleando las ecuaciones (1) y (2). Los resultados se
resumen en la Tabla 11.

Tabla 11. Eficiencia de encapsulacién y contenido de anfotericina B en las micelas de
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA (n=3)

Composicién del copolimero Concentracion Eficiencié de Contenido de

(ppm) encapsulaciéon (%) | farmaco (%)
(DMAEMA)30-(CL)122-(DMAEMA)30 97,34,7 48,6+2,3 2,410,1
(DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 92,943 46,4+1,5 2,3+0,07
(DMAEMA)gs-(CL)122-(DMAEMA)gs 90,4+4,5 45,2423 2,3+0,1
(DMAEMA)1:-(CL)17-(DMAEMA)1; 163,6+11,5 81,8+45,7 4,1+0,3
(DMAEMA);0-(CL)17-(DMAEMA) 10 136,8+9,7 68,4+4,9 3,4+0,2
(DMAEMA)2s-(CL)17-(DMAEMA) 2 114,9+9,4 57,4+4,7 2,9+0,2
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En la figura 31 se observa que las eficiencias de encapsulacién de anfB en las
micelas dependen de la composicibn del copolimero. Las eficiencias de
encapsulacion mas altas se lograron con los copolimeros basados en PCL de 2
KDay con las menores longitudes del segmento hidrofilico de PDMAEMA. Esto se
puede deber al tamafio de los ndcleos y las cortezas micelares. Los copolimeros
basados en PCL de 2 KDa presentan diametros hidrodinamicos mas altos que los
de 14 KDa segun las mediciones realizadas por DLS (57-85 nm), con lo cual se
puede inferir un mayor tamafo del ndcleo micelar, lo que permitiria una mayor
interaccion hidréfoba entre las micelas y el farmaco. También se observa que un
blogue hidréfilo de menor longitud favorece la encapsulacion, lo cual se debe a
gue una corteza mas corta disminuye la barrera energética para la transferencia
del farmaco desde el entorno acuoso hacia el nucleo. Shim y colaboradores
reportan que una mayor longitud del bloque de PDMAEMA induce a menores
eficiencias de encapsulacion, lo que estd de acuerdo con los resultados obtenidos

en este estudio (Shim, Lee et al. 2011).

(DMAEMA) (L), (DMAEMA) ¢

(DMAEMA), ACL), (DMAEMA), o

(DMAEMA)/ A(CL), _(DMAEMAY, -

(DMAEMA)g~(CL), ,,,-(DMAEMA) o

(DMAEMA)_,-(CL), ,,,-(DMAEMA)_,

(DMAEMA)5o-(CL), ,,-(DMAEMA) .

20 40 60 80
Eficiencia de encapsulacion (%)

Figura 31. Eficiencia de encapsulacion de anfB en funcién de la composicién de los

copolimeros
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La encapsulacién de anfB en micelas poliméricas se ha llevado a cabo por varios
grupos de investigacion obteniendo resultados diferentes, de acuerdo a la
naturaleza del copolimero y al método de encapsulacién utilizado. Lavasanifar
reporta la encapsulacion de anfB en micelas de PEO-b- PHSA a través del método
de evaporacion de solvente, obteniendo eficiencias de 51 a 77%, dependiendo del
nivel de sustituciéon de acido estearico (Lavasanifar, Samuel et al. 2002). En este
mismo tipo de copolimero se evallio el efecto del método de encapsulacion,
obteniendo un rendimiento del 73% empleando evaporacion de solvente, mientras
que con dialisis se produjo un rendimiento del 60% (Lavasanifar, Samuel et al.
2001). Se han empleado micelas de PEG-DSPE]|colesterol para encapsular este
farmaco logrando un porcentaje de encapsulacion de 24,2 % (Vakil and S. Kwon
2007). En la investigacion realizada por Wang se logréo una eficiencia de
encapsulacién del 97% cuando la proporcién de farmaco/polimero fue de 0,47,
mostrando que el contenido de farmaco era menor cuando disminuia esta
proporcion (Wang, Wang et al. 2009). Para copolimeros tribloque de polirotaxano y
PEGMA se reportan eficiencias del 46 y 87%, dependiendo del contenido de
ciclodextrinas (Zhang, Zhu et al. 2009). Para copolimeros dibloque de PCL-b-
PDMAEMA se reportan porcentajes de encapsulacion entre 46 y 60%, en funcion
de la longitud del bloque de PDMAEMA vy la proporcién de farmaco/polimero
(Shim, Lee et al. 2011). Al comparar las eficiencias de encapsulacion obtenidas en
esta investigacion con las publicadas se observa que se encuentran dentro del

rango reportado.

7.3.2 Estado de agregacion de la anfotericina B

La toxicidad de la anfB esta relacionada con su estado de agregacion; cuando
este antifungico esta agregado causa toxicidad en las células humanas y forma
poros tanto en estas ceélulas como en las membranas de las células fangicas
(Bolard, Legrand et al. 1991). Asi que una formulacion que encapsule y libere la
anfB en forma monomérica causa menor toxicidad, debido a que se une

preferentemente con el ergosterol, y no con el colesterol (Dupont 2002; Choi, Bang
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et al. 2008). Este estado de agregacion puede ser determinado a partir del andlisis
del espectro UV-Vis de la anfB. En las figuras 32 y 33 se muestran los espectros
UV-Vis de la anfB en DMSO, en PBS (DMSO 1%) y encapsulada en micelas
poliméricas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA.

AnfB en DMSO
AnfB en PBS

Absorbancia

1 1 1 1 1 1 1
300 320 340 360 380 400 420 440
Longitud de onda (hm)

Figura 32. Espectros UV-Vis de absorcion de anfB en DMSO y en PBS (+DMSO 1% v/v)

—— (DMAEMA), ;(CL), ,-(DMAEMA), (DMAEMA) 35-(CL), 5-(DMAEMA) 59

—— (DMAEMA), 4-(CL), -(DMAEMA), (DMAEMA)g 4-(CL), 5,-(DMAEMA) ,
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Figura 33. Espectros UV-Vis de absorcion de anfB encapsulada en micelas de
PMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA 2 KDa (A) y 14 KDa (B)
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El espectro de la anfB disuelta en DMSO, en donde la sustancia no est4 agregada
y se encuentra en forma monomeérica, estda compuesto por cuatro picos
caracteristicos en 351, 370, 391 y 415 nm (bandas I, Il, Ill y IV), por otro lado el
espectro de la anfB en PBS/DMSO 1% (v/v) muestra un pico ancho hacia 330 nm
junto con tres picos en 361, 383 y 407 nm, los cuales son caracteristicos de la
agregacion de esta sustancia. Al analizar los espectros del farmaco encapsulado
en micelas se observan similitudes con espectro de la anfB en PBS, con lo cual se
puede inferir que bajo estas condiciones el farmaco se encuentra de manera
agregada. Esto puede ser debido a que la anfB esta agregada hidrofébicamente
en el nucleo de las micelas. Un comportamiento similar se ha reportado en otras
investigaciones en donde se utilizan micelas poliméricas para la encapsulacion de

este antifungico (Lavasanifar, Samuel et al. 2002; Shim, Lee et al. 2011).

Como las posiciones e intensidades de las bandas del espectro UV varian de
acuerdo a las condiciones utilizadas, la proporcién de las intensidades de las
bandas | y IV (I/IV) puede ser tomada como un indicativo del estado de agregacion
de la anfB; esta proporcion es baja para el estado no agregado (<0,3) (Barwicz,
Christian et al. 1992). En la tabla 12 se muestran las relaciones de intensidad de
las bandas | y IV para el estado de agregacion relativo de la anfB en DMSO, PBS
y micelas de copolimero en bloque. Se observa que todas las muestras de anfB
encapsulada en micelas se encuentran de manera agregada, pero dependiendo
de la composicién del copolimero se encuentra en mayor o menor grado. Estas
diferencias en las mediciones estan relacionadas con el contenido de farmaco
inicial del copolimero (Tabla 11). Tal como se ha reportado previamente, a mayor
contenido de farmaco, la banda | del espectro UV se hace mas prominente
aumentando, de esta manera, el estado de agregacion. Esto es debido a que los
sustancias hidrofébicas se agregan y cristalizan mas facilmente en los nucleos de
las micelas con mayores contenidos de farmaco (Gref, Minamitake et al. 1994;
Vakil and S. Kwon 2007).
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Tabla 12. Relacion de la intensidad de las bandas | 'y IV (I/1V) del espectro UV para la
determinacién del estado de agregacion relativo de anfB

Solvente de la anfB Relacion I/IV | Estado de agregacion
DMSO 0,29 No agregada

PBS/DMSO 1% v/v 2,16 Agregada
(DMAEMA)1:-(CL)17-(DMAEMA) 1 4,44 Agregada
(DMAEMA)16-(CL)17-(DMAEMA) 10 4,21 Agregada
(DMAEMA)25-(CL)17-(DMAEMA) 5 3,66 Agregada
(DMAEMA)36-(CL)122-(DMAEMA )30 3,41 Agregada
(DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 2,67 Agregada
(DMAEMA)gs-(CL)122-(DMAEMA)gs 2,19 Agregada

El estado de agregacion de la anfB ha sido estudiado en varias investigaciones, en
donde se ha podido lograr su disminucion a través del uso de micelas de
copolimeros en bloque. Micelas de PEG-DSPE mostraron a altos contenidos de
anfB un estado agregado del farmaco, pero tras la adicion de colesterol al
copolimero, la relacion de los picos I/IV mostré una disminucién en el estado de
agregacion (Vakil and S. Kwon 2007). AnfB encapsulada en micelas de PEO-b-
PHSA mostraron diferentes grados de agregaciéon dependiendo del nivel de
sustitucion de &cido estearico, produciendo su reduccién al aumentar sustitucion
(Lavasanifar, Samuel et al. 2002). Vandermeulen estudio el efecto del método de
preparacién de las micelas sobre el estado de agregacion, demostrando que al
disolver la anfB en DMSO primero, seguida de la evaporacién del solvente y la
adicién del polimero favorece la disolucion de la anfB en estado monomérico
(Vandermeulen, Rouxhet et al. 2006). En la investigacion realizada por Shim, el
estado de agregacion de este farmaco bajo considerablemente al encapsularlo en
nanoparticulas de PCL-b-PDMAEMA (Shim, Lee et al. 2011).

A pesar de que la encapsulacién de anfB en las micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-
PDMAEMA no afectdé en gran medida su estado de agregacién, los estudios de
liberacion in vitro, muestran que la liberacion de esta sustancia se da en forma
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monomérica teniendo en cuenta los espectros UV tomados en los diferentes
tiempos (Anexo 2), lo cual favorece la selectividad de la anfB hacia el ergosterol

de las células fungicas, disminuyendo su toxicidad hacia las células humanas.

7.3.3 Liberacion in vitro de anfotericina B

Se realiz6 el estudio de la liberacion in vitro de anfotericina B en una solucion
acuosa de PBS pH 7.4 a 37°C. La concentracion de anfB liberada fue medida a
411 nm empleando espectroscopia UV-Visible (anexo 2). En las figuras 34 y 35, se
muestran los perfiles de liberacion para los seis tipos de micelas, observandose
que estos sistemas liberan el farmaco de manera controlada por mas de 160
horas. Los perfiles se caracterizan por una liberacion rapida en las primeras 24
horas seguida de una liberacién lenta hasta la finalizacion del estudio. En los
copolimeros (DMAEMA)11-(CL)17-(DMAEMA)11 y (DMAEMA)19-(CL)17-(DMAEMA)10
se libera el 60% de la cantidad de anfB medida en el experimento durante el
primer dia, (DMAEMA)2s-(CL)17-(DMAEMA)2s el 70%, (DMAEMA)3o-(CL)122-
(DMAEMA)39 y (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 el 80% y (DMAEMA)ss-(CL)122-
(DMAEMA)ss el 70% de la cantidad medida.
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Figura 34. Perfiles de liberacion de anfB de las micelas de
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA (PCL 2 KDa) (n=3)
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Figura 35. Perfiles de liberacion de anfB de las micelas de
PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA (PCL 14 KDa) (n=3)

Al relacionar los perfiles de liberacion de las micelas con la composicion del
copolimero, se observa que las micelas de 2 KDa liberan una menor cantidad de
anfB a lo largo del tiempo, es decir, presentan una liberaciébn mas lenta, a pesar de
qgue el contenido de farmaco es mayor (Tabla 8). Este comportamiento ha sido
observado por otros autores quienes reportan que las velocidades de liberacién
mas lentas se presentan en las nanoparticulas con mayores contenidos de
principio activo hidrofébico (Gref, Minamitake et al. 1994; Kwon, Naito et al. 1995;
Jeong, Cheon et al. 1998). Esto se debe a que un mayor contenido de farmaco
produce una mayor interaccién hidrofébica entre la sustancia y el nacleo de las
micelas, lo cual induce a una liberacion mas lenta. Asimismo las micelas de 2 KDa
presentan un mayor tamafio del nucleo, lo cual dificulta la salida de la anfB al

medio.

También se observé que al variar la longitud del blogue hidréfilo de PDMAEMA,
manteniendo constante el bloque de PCL, se presentan algunos cambios en los

perfiles de liberacion. A medida que disminuye la longitud del segmento de
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PDMAEMA se libera una menor cantidad de anfB en el tiempo. Esto se debe al
contenido de anfB en las micelas, considerando que un bloque hidréfilo corto
favorece un mayor contenido de farmaco y por lo tanto, una velocidad de
liberacion mas lenta, tal como se habia indicado anteriormente. De esta manera se
puede inferir que la longitud del bloque hidréfobo e hidrofilo afecta la velocidad de
liberacion. Asimismo se observé que la cantidad de anfB liberada por estos
sistemas se encuentra por debajo de su concentracion critica de agregacion (1.0
pug/mL) (Lavasanifar, Samuel et al. 2002), lo cual permite disminuir la toxicidad de

estas formulaciones evitando la formacion de agregados en el medio de liberacién.

Las micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA se han empleado para estudios
de liberacién controlada de farmacos como clorambucil y paclitaxel. En la
investigacion realizada con clorambucil se encontré que las micelas liberaban de
manera controlada el farmaco por mas de 100 horas y su velocidad dependia de la
longitud del bloque de PDMAEMA, encontrando que al aumentar su longitud se
liberaba mas rapidamente, lo que concuerda con los resultados obtenidos en este
estudio (San Miguel, Limer et al. 2008). Estos sistemas micelares también fueron
aplicados para la entrega de paclitaxel y ARNsi en carcinomas de prostata
humano demostrando que las micelas cargadas con este anticancerigeno son mas

eficaces que el paclitaxel libre (Zhu, Jung et al. 2010).

Varios autores han investigado la liberacién controlada de anfotericina B en
micelas de copolimeros en bloque. Micelas de PEOz-b-PAsp liberaron anfB de
manera controlada durante 120 horas alcanzando una liberacion acumulada del
60% luego de este tiempo (Wang, Wang et al. 2009). Para micelas de polirotaxano
y PEGMA se reporta el 90% de liberacion de este antifungico de manera
controlada luego de 7 dias (Zhang, Zhu et al. 2009). En la investigacion realizada
por Yang, el 80% de la anfB encapsulada en micelas de PEG-b-PLA fue liberada
controladamente en un periodo de 80 horas, demostrando que el comportamiento

de liberacion depende de la composicion quimica de las micelas poliméricas, ya
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que al incrementar la longitud de la cadena de PLA se lograron liberaciones mas
lentas (Yang, Li et al. 2008).

En el estudio realizado por Vakil se comparo la liberacion de AnfB encapsulada en
micelas de PEG-DSPE en buffer HEPES y BSA al 4% mostrando una liberacion
mas lenta en el buffer HEPES debido a una mayor formacion de agregados en
este medio, lo cual dificulta la difusion del farmaco fuera de la membrana de
didlisis. Al adicionar colesterol a la estructura de las micelas se logré una
liberacion aun mas lenta (Vakil and S. Kwon 2007). Nanoparticulas de PCL-b-
PDMAEMA exhibieron liberacion controlada de anfB tras 4 dias de estudio,
mostrando que un contenido de farmaco mayor induce a velocidades de liberacion

mas lentas (Shim, Lee et al. 2011), tal como se observé en esta investigacion.

7.4 Evaluacion de la actividad hemolitica y antifungica de la anfotericina B
encapsulada en micelas

Para desarrollar una nueva formulacion de anfB es necesario la realizacion de
pruebas bioldgicas in vitro e in vivo que comprueben la reduccion de la toxicidad
de esta sustancia, conservando su actividad antifungica. En este estudio se
realizaron pruebas bioldgicas preliminares in vitro en donde se evalulo la actividad
hemolitica y antifangica de la anfB encapsulada en micelas de PDMAEMA-b-PCL-
b-PDMAEMA.

7.4.1 Actividad hemolitica de anfotericina B encapsulada en micelas frente a
glébulos rojos humanos

Para evaluar la toxicidad de la anfB encapsulada en micelas de PDMAEMA-b-
PCL-b-PDMAEMA se realizaron experimentos de lisis de glébulos rojos humanos
utilizando diferentes concentraciones de las muestras encapsuladas vy
comparando los resultados con anfB libre. En la figura 36 se muestran los

porcentajes de hemdlisis obtenidos.
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Figura 36. Actividad hemolitica en funcion de la concentracion de anfB encapsulada en
micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA (n=3)

Para todas las muestras se observa que la anfB encapsulada presenta
porcentajes de hemdlisis mucho méas bajos que el farmaco libre, asimismo al
incrementar su concentracidbn aumenta la actividad hemolitica; en el caso de la
anfB libre (en PBS) se presenta un 100% de hemolisis a 20 ppm, mientras que a

25 ppm, las micelas cargadas con anfB tuvieron porcentajes de hemdalisis entre 2,7
y 28,4%.

Como se observa en la figura, la composicion del copolimero afecta la actividad
hemolitica de la anfB. Las micelas basadas en PCL de 2 KDa presentaron los
porcentajes de hemdlisis mas bajos, asimismo se observa que al aumentar la
longitud del bloque de PDMAEMA aumenta la lisis de glébulos rojos. Esto se debe
a la velocidad de liberacion de la anfB durante el tiempo de incubacién con los
glébulos rojos; los copolimeros con las longitudes mas cortas del segmento

hidrofobo e hidrofilo son los que presentan velocidades de difusion mas lentas,
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manteniendo una concentracién baja del farmaco en el medio de liberacion y
evitando la formacion de agregados, los cuales estan relacionados con la toxicidad
de esta sustancia frente a células humanas. Resultados similares han sido
reportados por otros autores, en donde la toxicidad mas baja se logra con las
micelas que presentan una difusion mas lenta de anfB en el medio (Lavasanifar,
Samuel et al. 2001; Adams and Kwon 2003).

La actividad hemolitica de la anfB encapsulada en micelas poliméricas ha sido
evaluada en diversas investigaciones. Vandermeulen compar6é la hemolisis
inducida por fungizon y anfB solubilizada en PEG-p(CL-co-TMC), encontrando un
retraso en el inicio de la hemolisis con el uso del copolimero (Vandermeulen,
Rouxhet et al. 2006). Adams estudid la actividad hemolitica de este farmaco en
micelas de PEO-b—p(HASA) durante 24 horas, encontrando una baja toxicidad
frente a eritrocitos bovinos, relacionada con una liberacion controlada de la droga
(Adams and Kwon 2003). Nanoparticulas de PCL-b-PDMAEMA con anfB
mostraron una baja actividad hemolitica al encontrarse el farmaco en estado
monomerico (Shim, Lee et al. 2011). AnfB encapsulada en micelas de PEO-b-
PHSA mostraron diferentes porcentajes de hemdlisis dependiendo de la
sustitucion de &cido estearico, no siendo toxica completamente hasta una
concentracion de 22 ppm en los copolimeros con los mayores niveles de
sustitucion (Lavasanifar, Samuel et al. 2002). Los porcentajes de hemodlisis
obtenidos en este estudio son mas bajos que los reportados por estos autores
(excepto Lavasanifar) a las mismas concentraciones de anfB, lo cual es un buen
indicio de la posible utilizacion de las micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA

como una formulacién alternativa de anfB.

7.4.2 Actividad antifungica in vitro
Para estudiar el efecto de la encapsulacién de anfB en micelas poliméricas sobre
su actividad antifungica se emple6 el método de difusiébn en pozos frente a tres

especies de levaduras: Candida albicans, Candida Krusei y Candida glabrata. En
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la Figura 37 se muestran las fotografias de los halos de inhibicién inducidos por 90
(4,5 pg), 9 (0.45 pg), 0.9 (0,045 pg) y 0.09 pg/mL (4,5x102 pg) de anfB
encapsulada y libre. Los halos de inhibicion se midieron a las 24 horas de

incubacion y se muestran en la Tabla 13.

C. albicans

C. krusei

Figura 37. Fotografias de los halos de inhibicion inducidos por diferentes concentraciones

de anfB encapsulada y libre en tres especies de Candida

Tabla 13. Halos de inhibicion en mm producidos por anfB libre y encapsulada en micelas

de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA
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Levadura C. albicans C. Krusei C. glabrata

Muestra? 4,5 0,45 | 0,045 | 0,0045 | 4,5 0,45 | 0,045 | 0,0045 | 4,5 0,45 | 0,045 | 0,0045

HY Hg Hg Hg HY HY Hg HY HY HY H9 Hg

Libre 24 20 11 5 20 15 10 - 17 16 - -

P1 19 17 8 3 17 14 9 - 16 16 - -

P2 19 19 11 4 18 15 10 - 15 16 - -

P3 19 17 11 4 17 15 10 - 16 15 - -

P4 20 18 9 4 18 13 8 - 16 14 - -

P5 20 18 10 5 19 14 9 - 15 16 - -

P6 21 19 10 5 17 14 10 - 15 15 - -

2 Libre: anfB en PBS + DMSO <1% v/v
P1: anfB en (DMAEMA)3s-(CL)122-(DMAEMA)39
P2: anfB en (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4
P: anfB en (DMAEMA)ss-(CL)122-(DMAEMA )ss
P4: anfB en (DMAEMA)11-(CL)17-(DMAEMA)11
P5: anfB en (DMAEMA)19-(CL)17-(DMAEMA)19
P6: anfB en (DMAEMA)2s-(CL)17-(DMAEMA)2s

Se observa que la anfB encapsulada presenta una inhibicion del crecimiento de
las levaduras muy similar a la anfB libre, aumentando su potencia al incrementar la
concentracion. C. albicans fue la levadura que presentd mayor sensibilidad frente
a las 4 concentraciones empleadas, seguida de C. krusei, que no presento
inhibicién a 0,09 pg/mL; por otro lado, C. glabrata presenté cierta resistencia a la
formulacién produciendo inhibiciébn del crecimiento solamente al utilizar las
concentraciones mas altas. Esto es debido a la susceptibilidad de las tres
especies frente a la anfB; se ha reportado que C. Krusei y C. glabrata son menos
sensibles a este farmaco en pruebas in vitro y muestran un retraso en la cinética
de letalidad (Pfaller and Diekema 2007). Los mecanismos bajo los cuales estas
especies de Candida generan resistencia frente a la anfB incluyen alteraciones en
la biosintesis del ergosterol, lo cual produce una disminucion en la cantidad de
esta sustancia en la membrana y el incremento en la produccion de catalasas, lo

gue produce una reduccion del dafio oxidativo asociado al farmaco (Pfaller 2012).

Se realizé una comparacion de la inhibicion del crecimiento de los hongos

producido por la anfB libre y las seis muestras de anfB encapsulada, tomando
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como 100% el halo inducido por el farmaco libre. Los resultados obtenidos se
muestran en la Figura 38. Se observa que los porcentajes de inhibicion de las
muestras encapsuladas no presentan diferencias significativas entre si, que
permitan establecer una relacidon entre la composicion del copolimero y la
actividad antifingica; aunque se pueden realizar algunas observaciones generales

en este aspecto.

C. albicans

Figura 38. Porcentajes de inhibicion comparativos entre la anfB libre y encapsulada en las

diferentes muestras de micelas
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En el caso de C. albicans, la anfB encapsulada en (DMAEMA)2s-(CL)17-
(DMAEMA)2s (P6) tuvo el efecto antifingico mas alto en las cuatro
concentraciones utilizadas; en C. Krusei, (DMAEMA)s4-(CL)122-(DMAEMA)s4 (P2)
presentd un porcentaje de inhibicion del 97% comparado con la anfB libre y en C.
glabrata, el copolimero que presenté mejores resultados fue (DMAEMA)3z9-(CL)122-
(DMAEMA)39 (P1). Para entender el efecto de la composicion del copolimero sobre
la actividad antifiungica de la anfB encapsulada en micelas poliméricas, es
necesario la realizacion de nuevos experimentos que permitan establecer

diferencias significativas entre las formulaciones propuestas.

El estudio de la actividad antifungica de micelas cargadas con anfB se ha llevado
a cabo por algunos investigadores, quienes reportan concentraciones minimas
inhibitorias variables. Potenciales antifingicos mas bajos, similares o mayores a la
anfB libre han sido publicadas frente a hongos como Candida albicans,
Cryptococcus neoformans y Aspergillus fumigatus (Lavasanifar, Samuel et al.
2002; Vandermeulen, Rouxhet et al. 2006; Wang, Wang et al. 2009; Shim, Lee et
al. 2011).
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8. CONCLUSIONES

A través de esta investigacion se sintetizaron copolimeros tribloque anfifilicos con
dos segmentos hidréfilos de PDMAEMA unidos a un bloque central hidrofobo de
PCL, utilizando polimerizacién radicalaria por transferencia de &tomos vy
empleando PCL-dibromo como macroiniciador. Se obtuvieron copolimeros del tipo
(DMAEMA)-(CL)m-(DMAEMA), con diferentes grados de polimerizacion, variando
parametros de sintesis como el peso molecular del macroiniciador, el tiempo de
reaccion y las relaciones molares de los reactantes. Las composiciones y pesos
moleculares de los copolimeros sintetizados se obtuvieron a partir de andlisis por
FTIR, RMN y GPC. Los valores de dispersion del peso molecular estuvieron
cercanos a la unidad, demostrando de esta manera que se mantuvo un control
sobre este pardmetro. Asimismo, la reaccibn se caracterizé por seguir un
comportamiento cinético de primer orden, indicando que la polimerizacion fue

controlada y mantuvo un cardacter viviente.

Los copolimeros tribloque obtenidos formaron micelas esféricas con estructuras
del tipo core-shell a partir de su autoensamble en medio acuoso, segun
observaciones realizadas por AFM y TEM. Los analisis por DLS mostraron
didmetros hidrodinamicos promedio entre 46 y 85 nm; por otro lado, las medidas
por fluorescencia empleando pireno permitieron determinar la CMC, la cual estuvo

en el rango de 0,86 a 7,4 mg/L.

Los resultados demostraron que las propiedades coloidales de las micelas
poliméricas son afectadas por la composicion de los copolimeros que las
conforman; asi, a mayor longitud del segmento hidrofobo de PCL, se obtienen
menores tamafos promedio y valores de CMC, mientras que, a medida que
aumenta el bloque hidréfilo de PDMAEMA, incrementa el valor de estas dos
propiedades. Las nanoparticulas mostraron sensibilidad a cambios en el pH del
medio al analizar su tamafio y CMC. El diametro hidrodinamico promedio de las

89



micelas increment0 progresivamente al aumentar el pH desde 5.0 hasta 7.5
debido a la agregacion de las particulas; por su parte, los valores de CMC no

presentaron diferencias significativas al variar el pH.

El antifingico anfotericina B pudo ser incorporado en los nucleos de las micelas
debido a interacciones hidréfobas, logrando eficiencias de encapsulacion entre 45
y 82% dependiendo de la composicion del copolimero. La eficiencia de
encapsulacion incrementa a medida que disminuyen los segmentos hidrofobos e
hidrofilos del copolimero, debido a los tamafios de los nucleos y las cortezas
micelares. La longitud de los bloques de PCL y PDMAEMA también afecto el
estado de agregacion de la anfB encapsulada, mostrando que al aumentar su
longitud se obtiene un menor grado de agregacion del farmaco. Aunque la
encapsulacion de anfB en micelas de PDMAEMA-b-PCL-b-PDMAEMA no afect6
en gran medida su estado de agregacion, los estudios de liberacion in vitro,
mostraron que la liberacion de esta sustancia se da en forma monomérica, debido
a que las velocidades de difusion son lentas y controladas, ademas la cantidad de
farmaco liberado se encuentra por debajo de su concentracion critica de
agregacion. Asimismo, la liberacion de la anfB encapsulada en micelas puede ser
controlada variando la composicién del copolimero, a menor longitud de la cadena

hidrofébica e hidrofilica se presentan velocidades de liberacion mas lentas.

Las pruebas bioldgicas preliminares in vitro mostraron que las micelas cargadas
con anfB exhiben una baja toxicidad en comparacion con el farmaco libre,
teniendo en cuenta los resultados de su actividad hemolitica. Este comportamiento
se debe a la liberacion de la anfB en forma monomeérica, la cual es menos toxica
frente a células humanas, produciendo que el farmaco interactie selectivamente
con el ergosterol de las membranas de células fungicas. Los porcentajes de
hemolisis mas bajos se lograron en las micelas con menores longitudes del bloque
de PCL y PDMAEMA, lo cual estéa relacionado con las velocidades de liberacién

mas lentas. La actividad antifungica de la anfB encapsulada fue similar a la del
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farmaco libre, inhibiendo el crecimiento de tres especies de levaduras C. albicans,

C. Krusei y C. glabrata.

Este estudio demostrd la aplicacién potencial de las micelas de PDMAEMA-b-
PCL-b-PDMAEMA como una formulacion alternativa para la encapsulacion y
liberacion controlada de anfotericina B, comprobando su estabilidad en términos
de CMC y potencial zeta y su capacidad de liberar el farmaco lentamente a través
del tiempo. De igual forma se observé una reduccion en su toxicidad, sin alterar su
accion antifungica. Finalmente, se evidencié que el control sobre la composicién
del copolimero puede regular las propiedades fisicoquimicas de las micelas
poliméricas, para que de esta manera se pueda mejorar su eficacia segun la

aplicacién escogida.

91



9. PERSPECTIVAS Y APLICACIONES

El estudio realizado es el inicio de nuevas investigaciones que permitan proponer
una nueva formulacion de anfotericina B. Para ello es necesario llevar a cabo
nuevos experimentos, especificamente a nivel biologico, que permitan ampliar los
resultados obtenidos. Como el interés primario es proponer una formulacion tépica
de anfB, se deben realizar estudios de toxicidad frente a cultivos de queratinocitos
humanos; asimismo se debe profundizar en la evaluacion de la actividad
antifingica del farmaco encapsulado, estableciendo concentraciones minimas
inhibitorias y ampliando las pruebas de sensibilidad hacia hongos dermatofitos y
no dermatofitos. Ademas se podrian realizar pruebas in vivo, segun los resultados
obtenidos en los test in vitro. Por otro lado seria interesante comparar la
formulacion propuesta con las disponibles comercialmente como el desoxicolato
sédico y AmBisome, en cuanto a perfiles de liberacion, toxicidad y actividad

antifangica.

El uso de las micelas de copolimeros en bloque se podria emplear para la
encapsulacion y liberacion de nuevos farmacos con baja solubilidad en agua,
como también para principios activos aislados de fuentes naturales de grupos de

investigacion locales.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Espectros UV-Visible de las micelas cargadas con anfB.
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Anexo 2. Espectros UV-Visible de anfB liberada de las micelas de copolimeros en bloque.
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Absorbancia

Absorbancia
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